Aus dem

Lehrstuhl fir Neuroanatomie, Anatomische Anstalt

Institut der Universitat Munchen
Vorstand: Prof. Dr. Christoph Schmitz

Geschlechtsspezifische Unterschiede in der
Plazentamorphologie bei Praeklampsie

Dissertation

zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat
der Ludwig-Maximilians-Universitat zu Manchen

vorgelegt von
Lea Simone Hansen

aus
Hamburg

Jahr
2025



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat
der Universitat Munchen

Berichterstatter: Prof. Dr. Hans-Georg Frank
Mitberichterstatter: Prof. Dr. Orsolya Genzel-Boroviczény

PD Dr. Maria Delius

Mitbetreuung durch die

promovierten Dr. Nirav Barapatre
Mitarbeiterinnen: Dr. Eva Pfaff
Dekan: Prof. Dr. med. Thomas Gudermann

Tag der mundlichen Prifung:  27.11.2025



»,Change happens by listening and then starting a dialogue with the people who are
doing something you don't believe is right.”

Jane Goodall



Zusammenfassung

Die Praeklampsie (PE) zahlt zu den hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen
und entsteht durch eine generalisierte endotheliale Dysfunktion. Aufgrund maternaler
Komplikationen ist oft eine vorzeitige Entbindung erforderlich, nach der sich die
maternalen Symptome rasch bessern. Dies deutet auf eine plazentare Ursache der PE
hin, wobei die genaue Pathogenese unklar ist und keine spezifischen
histopathologischen Merkmale existieren. Pathophysiologisch wird die PE haufig mit
der intrauterinen Wachstumsrestriktion (IUGR) unter dem Begriff der maternalen
vaskularen Malperfusion zusammengefasst. Ziel dieser Arbeit ist die quantitative
Untersuchung des villdsen Trophoblasten und des Zottenbaums in PE Plazenten im
Vergleich zu klinisch unauffalligen Schwangerschaften, um spezifische

morphologische Korrelate zu identifizieren.

Der villose Trophoblast und der Zottenbaum wurden mittels 3D-Mikroskopie und
Stereologie analysiert. Mittels der 3D-Mikroskopie wurden die Flachendichte der
Zellkerne im Synzytium und ihre Zellproliferation (PCNA-Marker) sowie die
Verzweigungswinkel, Lange, Durchmesser und Volumen der peripheren Zotten
bestimmt. Fur die stereologische Bestimmung der Zottenvolumina und des
Verzweigungsindex wurde der glattmuskulare Reifungsmarker y-smooth-muscle-Aktin
(y-sm-Aktin) genutzt, um kontraktile (C-villi) von nicht kontraktilen (NC-villi) Zotten zu

unterscheiden.

Hauptergebnis ist eine erhohte Dichte proliferierender trophoblastarer Zellkerne und
eine erniedrigte Dichte nicht proliferierender trophoblastarer Zellkerne in weiblichen
PE Plazenten — dieser Effekt fehlt bei mannlichen PE Plazenten. Die NC- und C-villi
sowie die Kapillaren der NC-villi weisen bei konstanter Diffusionsdistanz ein
verringertes Volumen auf. Der Verzweigungsindex des Zottenbaums ist bei PE
Plazenten insgesamt reduziert und bei weiblichen PE Plazenten starker ausgepragt.
Dies deutet auf geschlechtsspezifische Unterschiede der PE hin, die sich von den
bekannten Daten zur IUGR abgrenzen.



Abstract

Pre-eclampsia (PE) is one of the hypertensive pregnancy disorders and is caused by
generalized endothelial dysfunction. Premature delivery is often necessary due to
maternal complications. The maternal symptoms improve rapidly after delivery and this
suggests a placental cause of PE, although the exact pathogenesis is still unclear and
no specific histopathologic features exist. Based on the pathophysiology, PE is often
summarized with intrauterine growth restriction (IUGR) under the term maternal
vascular malperfusion (MVM). The aim of this study is the quantitative investigation of
the villous trophoblast and the villous tree in PE placentas in comparison to clinically
normal pregnancies in order to identify specific morphological correlates.

The villous trophoblast and villous tree were analyzed by 3D microscopy and
stereology. The surface density of the cell nuclei in the syncytium and their cell
proliferation (PCNA markers) as well as the branching angle, length, diameter and
volume of the peripheral villi were determined using 3D microscopy. For the
stereological determination of villous volumes and the branching index, the smooth
muscle maturation marker y-smooth muscle actin (y-sm) was used to distinguish

contractile (C-villi) from non-contractile (NC-villi) villi.

The main result of this study is an increased density of proliferating trophoblast cell
nuclei and a decreased density of non-proliferating trophoblast cell nuclei in female PE
placentas - this effect is absent in male placentas. The NC- and C-villi as well as the
capillaries of the NC-villi show a reduced volume, with a constant diffusion distance.
The branching index of the villous tree is generally lower in PE placentas and more
pronounced in female PE placentas. This indicates sex-specific differences in PE,
which differ from the known data on IUGR.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Plazenta: Entwicklung, Aufbau und Funktion

1.1.1 Ubersicht

Die Plazenta besitzt die einzigartige Fahigkeit, wahrend der Schwangerschaft nahezu
alle fetalen Organfunktionen vorubergehend zu ubernehmen. Grundvoraussetzung fur
das Entstehen der Plazenta ist die Vereinigung von mutterlichem und kindlichem
Gewebe in der Gebarmutter (1). Auf der Seite des Kindes bildet sich die Chorionplatte,
von welcher ein baumahnliches Zottensystem bis hin zur Basalplatte auf der
matterlichen Seite entspringt. Die Zottenbaume des Zottensystems enthalten die
fetalen Gefalle und werden vom Blut der Mutter umspult. Damit befindet sich hier die
feto-maternale Austausch- und Grenzzone. Das fetale und mutterliche Blut wird von
einer epithelialen (Trophoblast) und bindegewebigen (Mesenchym und Endothel)
Barriere, der Plazentaschranke, getrennt. Diese ist embryonaler beziehungsweise
fetaler Herkunft. Die Grenzmembranen — und hier vor allem der Trophoblast —
kontrollieren den aktiven und passiven Stoffaustausch zwischen Mutter und Kind.
Atemgase konnen passiv diffundieren (1).

Nach einer klinisch unauffalligen Schwangerschaft 16st sich die Plazenta
nachgeburtlich vom Uterus und wird mit den Eihduten als Nachgeburt geboren. Sie
wiegt ungefahr 500g, hat einen Durchmesser von ca. 18-20 cm und misst eine
durchschnittliche Dicke von 2-3 cm (postpartal, per Ultraschall gemessen) (2).

1.1.2 Entwicklung der menschlichen Plazenta

In der Praimplantationsphase durchlauft die befruchtete Eizelle wahrend der Passage
durch die Tuba uterina mehrere Teilungsstadien, um als Blastozyste funf bis sechs
Tage p.c. (post conceptionem) am Implantationsort im Uterus anzukommen (3). Die
meisten Zellen der Blastozyste bilden die AuRenwand der Blastozystenhohle, den
Trophoblasten, welcher der direkte Vorlaufer des plazentaren fetalen Epithels ist. Aus
der inneren Zellmasse, dem Embryoblasten, gehen der Embryo, die Nabelschnur und
das Amnion sowie bindegewebige Anteile der Plazenta hervor (4). Die Invasivitat des
Trophoblasten und die durch die Gelbkorperhormone veranderte Uterusschleimhaut
mit Dezidua und Spiralarterien ermdglichen die Implantation, sobald die Blastozyste in
Kontakt mit der Uteruswand gekommen ist (5). Normalerweise heftet sich die
Blastozyste mit der Seite an die Gebarmutter, an der innen der Embryoblast liegt.
1
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Diese Seite wird Implantationspol genannt. Wahrend der Adhasion des Trophoblasten
am Endometrium proliferiert dieser stark und seine apikalen Zellen verschmelzen
miteinander in ein synzytiales, polynukleares Konstrukt, den Synzytiotrophoblasten
(6). Dieser bildet die apikale Schicht des nunmehr zweischichtigen Epithels. Die basale
Schicht des Trophoblasten besteht weiterhin aus einzelnen Zellen und wird als
Zytotrophoblast  bezeichnet. Durch die kontinuierliche Proliferation des
Zytotrophoblasten erhalt der Synzytiotrophoblast auf dem Weg einer zyto-synzytialen
Fusion neue Zellorganellen und Zellmaterial. Der rasch wachsende
Synzytiotrophoblast ist anfangs der Treiber der invasiven Verankerung der Blastozyste
im uterinen Endometrium, d.h. unterhalb des uterinen Epithels. Bald durchstol3en hier
einzelne Trophoblastzellen das Synzytium und werden dann die Invasion weiter in die
uterinen Drisen und auch in die uterinen Gefalle, vor allem die Spiralarterien,
vorantreiben. Diese invasiven Trophoblastzellen haben sich von der
subtrophoblastaren villosen Basalmembran gelost und werden daher auch als

extravillose Trophoblastzellen bezeichnet (6).

Ab dem achten Tag p.c. bilden sich innerhalb des Synzytiotrophoblasten Lakunen, die
den Eintritt in die lakunare oder trabekulare Phase der Plazentation markieren. Die
Balken und Lamellen aus Synzytiotrophoblast, die zwischen den Lakunen bestehen
bleiben, werden als Trabekel bezeichnet. Die trophoblastische Hulle der Blastozyste
kann nun in drei Schichten aufgeteilt werden: Als erstes kommt die primare
Chorionplatte auf der Seite der Blastozystenhohle, als zweites das synzytial
umschlossene Lakunensystem mit seinen Trabekeln in der Mitte und als drittes die

zellulare Trophoblastenschale zum Endometrium hin (4, 6, 7).

Da die Proliferation und die Fusion des Trophoblasten vom Implantationspol
ausgegangen sind, ist die Wand des Trophobasten dort sehr viel dicker als an der
gegenuberliegenden Seite. Im Verlauf der Schwangerschaft wird die dickere
Trophoblastenschicht zur eigentlichen Plazenta (Chorion frondosum) und der diinnere

Teil gegenuber wird chorialer Bestandteil der Eihaute (Chorion laeve) werden (4).

Am zwolften Tag p.c. wachst der proliferierte Zytotrophoblast von der primaren
Chorionplatte entlang der Trabekel bis zur Trophoblastenschale. Die Proliferation des
Zytotrophoblasten innerhalb der Trabekel ist entscheidend fur ihr Langenwachstum
und ihre Verzweigung. Die rein trophoblastaren Zweige, die blind in die Lakunen

hineinragen, sind die ersten Zotten der entstehenden Plazenta und werden als

2
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Primarzotten (primary villi) bezeichnet. Die bisher noch ungeflllten Lakunen werden
ab diesem Stadium als intervilloser Raum beschrieben. Zeitgleich zu dem Entstehen
der primaren Zotten wachsen Zellen des extravilldosen Trophoblasten invasiv in
endometriale Drusen und mutterliche Gefalde ein (6). Letztere bleiben jedoch bis ca.
zur zwolften Schwangerschaftswoche (SSW) von so genannten ,trophoblast plugs® (6)
verschlossen. Solche trophoblast plugs verhindern den Eintritt zellularer
Blutkomponenten, v.a. der Erythrozyten, in den intervillosen Raum. Wie viel
Blutplasma zu diesem Zeitpunkt einstromt, ist noch nicht klar. Das bedeutet, dass der
Embryo bis zum Ende des ersten Trimenons nicht hamotroph (Uber das Blut, aerob),
sondern Uberwiegend histiotroph (durch Drusensekrete uteriner Drusen, anaerob)
versorgt wird. Zu erkennen ist dies auch daran, dass der Sauerstoffdruck im
intervilldsen Raum von der zehnten SSW bis zur zwolften SSW von unter 20 mmHg

bis uber 50 mmHg ansteigt (8).

Zwischen dem 15. und 20. Tag p.c. wachst stark proliferierendes extraembryonales
Mesenchym in die Primarzotten ein: Sobald ein mesenchymaler Zottenkern vorhanden
ist, werden die Zotten als Sekundarzotten bezeichnet. Durch angiogene und
hamatopoetische Prozesse innerhalb des eingewanderten Mesenchyms bilden sich 20
Tage nach Konzeption die ersten fetalen Blutgefalle. Ab dem Auftritt solcher
hamangiopoetischer Foci im Zottenkern, werden die Zotten als Tertiarzotten
bezeichnet. Alle ab diesem Stadium entstehenden Zotten, die heranreifen und sich
verzweigen werden, sind Tertiarzotten (9). I|hr struktureller Aufbau aus dem
Synzytiotrophoblasten, dem Zytotrophoblasten, dem Mesenchym und den fetalen
Gefalien gehort zu den grundlegenden Teilen der Plazentaschranke (6). Die Gefalle
der Zotten erhalten Uber die entstandenen Gefalde in der Chorionplatte und im Haftstiel
(Vorlaufer der Nabelschnur) Anschluss an die embryonalen Blutbahnen (10) und
spatestens in der zehnten Woche p.c. ist der komplette fetoplazentare Blutkreislauf

entstanden (11).

Der uteroplazentare Kreislauf bildet sich zwischen der achten und zehnten SSW,
indem der extravillose Trophoblast die Spiralarterien von GefalRen mit hohem
Widerstand und geringem Durchfluss zu grof3en, erweiterten GefalRlen umwandelt
(Remodeling) (11, 12). In diesen dilatierten Gefallen l6sen sich die frophoblast plugs

auf und das maternale Blut findet Anschluss an den intervillosen Raum, wo das
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maternale Blut die Zotten umspult und Uber die durch die Invasion des extravilldsen

Trophoblasten ebenfalls eroffneten Venen wieder abflieRen kann (6, 13, 14).
1.1.3 Aufbau und Funktion der reifen Plazenta

Ab der 13. SSW setzt die Plazenta sich ausgehend vom Embryo hin zur Mutter im
Wesentlichen aus diesen drei Anteilen zusammen (10, 13):

1. Der Chorionplatte, die aus Bindegewebe und Chorion-Gefallen besteht und

zum Embryo hin von Amnionepithel und Amnionbindegewebe Uberzogen ist.

2. Den vom Trophoblast bedeckten Zottenbaumen, die von der Chorionplatte
ausgehend in den intervillosen Raum ragen und von maternalem Blut umspult

werden.

3. Der Basalplatte, welche sich aus einer fur die Schwangerschaft
umfunktionierten Endometriumschicht, der Dezidua, bildet. Dort finden sich
auch die invadierten extravillosen Trophoblastzellen sowie zahlreiche NK-
Zellen.

Aus der primaren Chorionplatte, welche aus Zytotrophoblast und Synzytiotrophoblast
entstanden ist, entwickelt sich nach Einwanderung des extraembryonalen Mesoderms
(Mesenchym) die Chorionplatte (15). Amnion (mit eigenem Epithel und Bindegewebe)
lagert sich der Chorionplatte auf der kindlichen Seite auf. Der Trophoblast begrenzt
dieses choriale Bindegewebe zum intervilldsen maternalen Blutraum hin und in das
choriale Bindegewebe sind auch die Aste der umbilikalen GefaRe eingebettet (13, 16).
Die Nabelschnur setzt an der chorialen Seite der Plazenta an und verbindet sie mit
dem Kind. In ihr verlaufen die Aa. umbilicales und die V. umbilicalis. Die Gefale sind

in gallertiges Bindegewebe eingebettet, welches von Amnionepithel bedeckt ist (13).

Der Stoffaustausch, der an den Zottenbaumen im intervilldsen Raum stattfindet,
sichert die Versorgung des heranwachsenden Kindes und ermoglicht den Abtransport
metabolischer Endprodukte. Aus den frihen Tertiarzotten bilden sich unreife
Intermediarzotten, die sich dann zu Stammzotten weiterentwickeln. Stammzotten
entspringen daher von der Chorionplatte und reichen Uber mehrere
Verzweigungsstufen bis zur Basalplatte. Die reifen Stammzotten verzweigen sich in

reife Intermediar- und Terminalzotten der reifen Plazenta (2, 6, 13).

Der Bereich, in dem Trophoblast-Zellen von der Trophoblastenschale aus das

Endometrium und Myometrium infiltrieren, wird als junktionale Zone bezeichnet. lhr
4
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oberflachlicher Teil, der an der Plazenta nach der Plazentaablosung haftet, ist die
Basalplatte (6). Von der Basalplatte ausgehend wdlben sich Plazentasepten in den
intervilldosen Raum, welche unvollstandig bleiben und die Chorionplatte nicht erreichen.
Diese Septen unterteilen die Plazenta in 10-40 Lappen, auch als Kotyledonen
bezeichnet, welche mindestens einen Zottenbaum enthalten und postnatal
makroskopisch auf der Uterusseite zu sehen sind (6, 12, 13).

Mutterliches Blut umspult im intervilldsen Raum die plazentaren Zottenbaume, in
denen die fetalen Kapillaren verlaufen. Die Plazentaschranke trennt den intervilldsen
Raum vom Blut des Kindes. Ausgehend von der maternalen Seite setzt sie sich aus
folgenden Zellschichten zusammen: Erstens einer kontinuierlichen Schicht aus
Synzytiotrophoblast, zweitens einer kompletten Schicht aus Zytotrophoblast im ersten
Trimenon, welche im zweiten und dritten Trimenon lickenhaft wird, drittens aus der
Basallamina des Trophoblasten, viertens aus Bindegewebe des Zottenstromas und
funftens aus fetalem Endothel, welches stromaseitig von einer Basallamina umgeben
wird (6, 10, 13).

Die Membranen der Plazentaschranke ermdglichen durch verschiedene
Mechanismen den Gas- und Stoffaustausch zwischen Mutter und Kind. Die Atemgase
O2 und CO2 werden durch einfache Diffusion ausgetauscht, Glucose gelangt durch
erleichterte Diffusion zum Kind und Aminosauren werden durch aktiven Rezeptor-
Transport eingeschleust. Mit Hilfe von Endozytose sind mutterliche Immunglobuline
der Klasse IgG und Antikorper gegen das Rhesus-D-Antigen plazentagangig. Auch
Alkohol, viele Medikamente und bestimmte Krankheitserreger konnen die

Plazentaschranke passieren.

Die Hormonproduktion des Synzytiotrophoblasten tragt zur endokrinen Funktion der
Plazenta bei, welche dabei hilft, die Schwangerschaft aufrechtzuerhalten. Zu den
Hormonen zahlen unter anderem das humane Chorion-Gonadotropin (HCG) und

Gestagene wie Progesteron (13, 17).

1.2 Praeklampsie

Als eine schwangerschaftsinduzierte Erkrankung gehort die Praeklampsie (PE) mit der
Gestationshypertonie, der Eklampsie und dem HELLP-Syndrom zu den hypertensiven
Schwangerschaftserkrankungen der Mutter (18). Die Inzidenz der PE liegt in den USA,
Kanada und Westeuropa zwischen 2 — 5% (19). ,Eine chronische Hypertonie oder

Gestationshypertonie mit mindestens einer in der Schwangerschaft neu auftretenden
5
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Organmanifestation, welche keiner anderen Ursache zugeordnet werden kann® (20),
wird als PE definiert. In vielen Fallen ist die Niere mit einer Proteinurie
(Protein/Kreatinin-Quotient =2 30 mg/mmol) betroffen (20). Unterschieden wird
zwischen der ,Early-Onset-Praeklampsie” (EOPE), welche vor der 34. SSW auftritt und
eine hohere Morbiditat und Mortalitat fur Mutter und Kind als die ,Late-Onset-
Praeklampsie” (LOPE) aufweist, die nach der 34. SSW entsteht (20). Bisher gibt es
keinen aussagekraftigen Screening-Test fur alle Schwangeren zur sicheren
Friherkennung einer maglicherweise auftretenden PE. Die Risikoabschatzung -
insbesondere der EOPE - im 1. oder 2. Trimenon besteht aus maternalen Daten (Alter,
Anamnese/Risikofaktoren, Body-Mass-Index, ethnische Zugehorigkeit) in Kombination
mit Risikofaktoren wie dem mittleren arteriellen Blutdruck, den biochemischen Markern
(PAPP-A, PIGF) und der Dopplersonographie der A. uterinae, die mit einer Sensitivitat
von bis zu 93 %, der beste Marker ist. Zur Pradiktion einer PE im 2. und 3. Trimenon
werden bei jeder Untersuchung nach den Mutterschaftsrichtlinien Blutdruck und
Proteinurie erhoben. Zusatzlich konnen die Dopplersonographie der A. uterinae und
die Bestimmung angiogener Faktoren eingesetzt werden (20). Zu den angiogenen
Faktoren werden die soluble Fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) und der Placental
Growth Factor (PIGF), beziehungsweise der Quotient aus beiden - sFIt-1/PIGF -
gezahlt. sFlt-1 ist ein abgespleites Protein des Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF)-Rezeptors, welches in der Plazenta vom extravillosen Trophoblasten
exprimiert wird und als starker VEGF- und PIGF-Antagonist wirkt. Die physiologische
Bedeutung von sFlt-1 ist bislang unklar (21, 22). VEGF und PIGF foérdern die
Angiogenese (23). Bei der PE zeigt sich ein Uberschuss an sFlt-1, welches an VEGF
und PIGF bindet und dazu fuhrt, dass deren Konzentration im feto-maternalen
Blutkreislauf sinkt. Vasokonstriktion und Endothelschaden sind die Folge, wodurch
eine PE oder IUGR (intrauterine Wachstumsrestriktion) entstehen kdnnen. Ein hoher
sFIt-1/PIGF-Quotient ist mit einem erhohten Risiko fur eine PE verbunden und kann
ein hilfreicher Pradiktor fur PE assoziierte Schwangerschaftskomplikationen sein (24—
26). Die Arbeit von Rana et al. untersuchte Schwangere mit dem Verdacht auf eine PE
im 3. Trimenon und konnte zeigen, dass ein sFlt-1/PIGF-Quotient = 85 mit neuen PE-
typischen Organmanifestationen sowie einer Entbindung zwei Wochen nach der
letzten Vorstellung verbunden war (25). Ein sFIt-1/PIGF-Quotient < 38 wiederum hat
einen hohen negativen Vorhersagewert (99,3%) und schlie3t das Auftreten einer PE
innerhalb der folgenden Woche sicher aus (27). Laut der aktuellen Leitlinie der
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deutschen Gesellschaft fur Gynakologie und Geburtshilfe ,kann bei hohem Risiko fur
eine PE PIGF alleine oder in Kombination mit sFlt-1 (sFlt-1/PIGF-Quotient) im Blut der
Schwangeren gemessen werden, mit dem Ziel, eine PE auszuschlieRen oder die
Entwicklung einer PE fruhzeitig zu erkennen” (20).

Die PE ist primar eine Erkrankung der Plazenta (28), die aber klinisch besonders auf
der maternalen Seite symptomatisch wird. Die Zottenbdume der Plazenta sind das
zentrale Element der funktionalen Mikroarchitektur, von denen vermutet wird, dass ihre
Struktur und Funktion eine bedeutsame Rolle bei der symptomatischen Manifestation
der Erkrankung in der zweiten Schwangerschaftshalfte spielen (29).

1.2.1 Uterus und Plazenta bei der Entstehung einer PE

Das fetoplazentare GefalRbett muss sich standig an die steigenden Anforderungen des
wachsenden Embryos/Fetus anpassen (30). Somit bedingen sich das Wachstum der
Plazentazotten und die Angiogenese der fetoplazentaren Gefalle, damit der
Stoffaustausch und insbesondere der Gasaustausch per Diffusion weiterhin
gewabhrleistet sind (31). Der Trophoblast, bestehend aus dem Synzytiotrophoblasten
und dem Zytotrophoblasten, bildet als epitheliales Gewebe die aufllere Hulle der
Zottenbaume und ist der wichtigste Akteur fur den fetomaternalen Austausch und fur
die sekretorischen Funktionen der Plazenta. Hierbei Ubernimmt der
Synzytiotrophoblast die epithelialen Aufgaben und der Zytotrophoblast sichert die
Proliferationsreserve, indem seine Zellen von basal aus mit dem

Synzytiotrophoblasten fusionieren (32).

Der Synzytiotrophoblast schilfert ausgediente Bestandteile, darunter auch fetale DNA,
in den intervilldsen Raum ab, welche dann im Blut der Schwangeren zu finden sind
(33, 34). Der Abschilferungsprozess durch Apoptose kostet viel Energie (35, 36). Fehlt
diese, kommt es zu nekrotischen Ablagerungen der ausgedienten Bestandteile und es
wird vermutet, dass diese nekrotischen Beimengungen mutterliche Makrophagen
aktivieren, welche das Endothel der maternalen Gefalle zerstoren (35). Diese
Vorgange konnten ein Teil der Pathogenese einer PE sein (6). Den Energiemangel
assoziieren Mayhew et al. mit der im intervillosen Raum herrschenden Hypoxie,
welche durch die mangelnde Invasion der Spiralarterien des extravilldsen
Trophoblasten in der fruhen Schwangerschaft verursacht wird. Eine ischamische
Reperfusion fuhrt zur Schadigung des Trophoblasten und des GefalRendothels (37).
Es gibt jedoch Studien und rheologische Modellrechnungen, die darauf hinweisen,
7
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dass bei nicht vollstandig geoffneten Spiralarterien kein Sauerstoffmangel in der
Plazenta vorliegt (38, 39).

1.2.2 PE und IUGR als ischamische Plazentaerkrankungen

Der Begriff der ischamischen Plazentaerkrankung fasst vor allem die Syndrome PE
und IUGR unter einer gemeinsamen pathogenetischen Hypothese zusammen. Die
pathophysiologische Grundlage dieser geburtshilflichen Syndrome ist demnach die
uteroplazentare Ischamie und die Plazentainsuffizienz (40) aufgrund einer zu flachen
Implantation der Plazenta und eines unzureichenden Remodelings der Spiralarterien
durch invadierende Trophoblastzellen im ersten Trimenon (12, 30, 37, 41, 42). Wie
jedes der beiden Syndrome schlussendlich im Verlauf der Schwangerschaft klinisch
zu Tage tritt, hangt bei dieser pathogenetischen Hypothese von der Anpassung an die
pathologischen Bedingungen ab. Hierbei spielen sowohl genetische Faktoren als auch
Umwelteinflisse eine Rolle (40, 43, 44). Bekannt ist, dass der mangelhafte Umbau der
Spiralarterien zu veranderten Stromungsverhaltnissen im intervilldsen Raum fuhrt (38),
was die Reifung der Zottenbaume beeinflussen kann (28, 45). Warum es bei der IUGR
zu fetalen und plazentaren Wachstumsstérungen kommt, wahrend die Praeklampsie
bei ahnlicher Ursache vor allem eine maternale Symptomatik auslost, ist nicht klar. Es
ist aber maoglich, dass hinter diesen Differenzen eine andere Art der Anpassung des
Zottenbaumes an die zugrundeliegende maternale Perfusionsproblematik steckt. Das
ist aus der Position des Zottenbaums abzuleiten, der sowohl zur fetalen als auch zur
maternalen plazentaren Zirkulation direkten Kontakt hat. Dies trifft fur keine andere

plazentare Struktur zu.

Bei der IUGR konnten inzwischen durch Stereologie und 3D-Mikroskopie wesentliche

Probleme im Zottenbaum erkannt werden:

e An der Zottenoberflache — im Synzytium - tritt eine deutlich erhohte
Zellkerndichte auf (46), die nicht mehr sexuell dimorph ist (wie bei normalen
Plazenten) (47). Diese Befunde wurden mit Hilfe der 3D-Mikroskopie erhoben.

e Ein spezifischer, durch Gegenwart kontraktiler Zellen im Stroma
gekennzeichneter Zottentyp (contractile villi: C-villi) ist im Volumen bei IUGR
signifikant vermindert und verursacht den plazentaren Gewichtsverlust bei
diesem Syndrom (48, 49). Diese Befunde wurden mit Hilfe stereologischer
Methoden erhoben, die sich auf den Nachweis des Myofibroblasten-Markers

gamma smooth muscle actin (y-sm-Aktin) stutzten. Die klassisch-histologische
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Zotteneinteilung in Stammzotten, Intermediarzotten und Terminalzotten wurde

nicht benutzt.

Bei der PE wurden bislang nur klassische stereologische Untersuchungen mit Hilfe der
Zottentypisierung nach Kaufmann (Unterteilung nach stromalen Kriterien in
Stammzotten, reife Intermediarzotten und Terminalzotten (50)) durchgefuhrt. Solche
klassisch-histologische stereologische Untersuchungen ohne den Nachweis
kontraktiler Zellen konnten bisher keine gestorte Zottenreifung nachweisen. Teasdale
hat mit Hilfe von quantitativen histologischen Analysen PE Plazenten mit klinisch
unauffalligen Kontrollen verglichen und ist zu dem Ergebnis gekommen, dass sie sich
morphologisch nicht voneinander unterscheiden (51). Auch andere Forschende
konnten mittels solcher klassischer stereologischer Ansatze keine signifikanten
Unterschiede im Hinblick auf die Zottenoberflache und das Zottenvolumen zwischen
PE Plazenten und Kontrollplazenten feststellen (37, 52).

Die 3D-Mikroskopie terminaler Zottenbaume ist eine neue Methode (29, 53), fur die

bisher nur bei IUGR, aber nicht bei PE Vergleichsdaten vorliegen.

1.3 Geschlechtsspezifische Unterschiede der menschlichen

Plazenta
Es wird vermutet, dass die geschlechtsspezifische Anpassung der Plazenta eine
bedeutende Rolle fiir das Uberleben und das Wachstum des Kindes im Mutterleib
spielt (54). Jungen sind haufiger von Fruhgeburtlichkeit betroffen und haben eine
hohere perinatale Mortalitat Uber die gesamte Schwangerschaft hinweg als Madchen
(55). Der Vergleich von Perzentilen zeigt, dass mannliche Nachkommen wahrend der
Schwangerschaft schneller wachsen und bei einer termingerechten Geburt grof3er und
schwerer sind als weibliche Nachkommen. Proportional dazu ist das Gewicht von
mannlichen Plazenten hoher (56). Da Plazenten den gleichen Genotyp wie ihr
weiblicher oder mannlicher Fetus haben, wird davon ausgegangen, dass der Genotyp
bei den oben genannten geschlechtsbezogenen Unterschieden eine wichtige Rolle
spielt: ,Plazenten von weiblichen Feten exprimieren mehr Gene fur endokrine
Funktionen, Immunregulation und das Plazentawachstum, wohingegen mannliche
Plazenten eine erhohte Genexpression fur inflammatorische Profile aufweisen® (57).
Dies lasst vermuten, dass der weibliche Genotyp mehr Ressourcen fur den Bau der
Plazenta mobilisiert, wahrend der mannliche Genotyp mehr in das fetale Wachstum
investiert, was dazu fuhrt, dass mannlichen Feten bei negativen Bedingungen weniger
9
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plazentare Reserven zur Verfugung stehen (57). Auch die Expression von Proteinen
und Steroiden in der Plazenta ist geschlechtsdivergent (54, 58).

Die Genexpression betreffend wurden Geschlechtsunterschiede des plazentaren
Transkriptoms beschrieben, die laut der Autoren die Plazentafunktion, den
Schwangerschaftsverlauf sowie die fetale Entwicklung beeinflussen konnten (59-61).

Je nach Geschlecht finden sich auch Unterschiede in der mikroskopischen Anatomie
des plazentaren Zottenbaums. So war die Flachendichte der nicht-proliferierenden
Zellkerne des villosen Trophoblasten, welche mittels des Proliferationsmarkers PCNA
detektiert wurden, bei weiblichen NORM Plazenten hoher als bei mannlichen NORM
Plazenten (47).

Aufgrund dieser bisher bekannten geschlechtsspezifischen Unterschiede in
menschlichen Plazenten sollen auch die Daten in dieser Arbeit geschlechtsbezogen

ausgewertet und verglichen werden.

1.4 Ziele

Bei der IUGR konnten mit Hilfe neuer stereologischer Ansatze (Zottentypisierung an
Paraffinschnitten mit Hilfe des Nachweises von Myofibroblasten-Markern) und auch
durch die neu implementierte 3D-Mikroskopie an Whole-mount Praparaten peripherer
Zottenbaume neue Erkenntnisse Uber den pathologisch veranderten Zottenbaum

gewonnen werden.

IUGR und PE sind auf gemeinsame pathogenetische Anfangsveranderungen

zuruckzufuhren, obwohl sie klinisch sehr unterschiedlich verlaufen.

Daher ist klar, dass diese neuen Methoden auch auf die Zottenbaume der Plazenten
bei PE angewandt werden muissen, um das Bild von der Mikroarchitektur des
Zottenbaums bei PE im Vergleich zu verbessern.

Insbesondere sollen — stets im Vergleich zu Plazenten aus klinisch unauffalligen

Schwangerschaften — folgende Ziele erreicht werden:

1. Der Trophoblast der Zottenoberflache, insbesondere die Zellkerndichte im
Synzytium, soll bestimmt werden. Dabei wird nach proliferierenden Zellkernen
(PCNA positiv) und nicht proliferierenden Zellkernen (PCNA negativ)

unterschieden.
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2. Verzweigungswinkel (an Verzweigungsstellen) sowie Lange, Durchmesser und
Volumen der im Endbereich des Zottenbaums liegenden Zotten sollen bestimmt

werden.

3. Die (Teil-)Volumina der Zotten mit perivaskularen stromalen Myofibroblasten
(C-villi) und der Zotten ohne perivaskulare stromale Myofibroblasten (NC-villi)

sollen bestimmt werden.

Diese Daten sollen in der Gesamtschau — auch mit den von der IUGR bekannten
Befunden — diskutiert und in einen wissenschaftlichen und pathogenetischen

Kontext einbezogen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienmaterial

In dieser Studie wurden 20 Plazenten aus Schwangerschaften mit Praeklampsie (PE
Plazenten) und 20 Plazenten aus klinisch unauffalligen Schwangerschaften (NORM
Plazenten) untersucht, die im Zeitraum von Dezember 2017 bis November 2018 in der
Klinik fur Geburtshilfe und Gynakologie der Frauenklinik des Krankenhauses Dritter
Orden in Munchen gesammelt wurden. Die Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-
Universitat hat der Studie mit den NORM Plazenten unter der Nummer 084-11 und mit
den PE Plazenten unter der Nummer 478-12 zugestimmt. Die Diagnose einer PE
sowie der Befund uber die klinisch unauffallige Schwangerschaft wurde von den
Geburtshelfern gestellt. Es wurden nur Plazenten verwendet, bei denen die Eltern vor
der Geburt ausfuhrlich Uber die Verwendung zu Forschungszwecken aufgeklart
wurden und dieser schriftlich und ausdricklich zugestimmt haben. Dabei mussten die
sprachlichen und psychischen Voraussetzungen der Eltern vorliegen, um eine eigene
Entscheidung zu dieser Erklarung treffen zu konnen. Plazenten, fur die aus Sicht der
Geburtshelfer keine Indikation zur Untersuchung in der Pathologie besteht, werden
normalerweise mit dem Krankenhausabfall entfernt. Solche fur die Entsorgung
bestimmten Plazenten wurden stattdessen anonymisiert dem Lehrstuhl |l der
Anatomischen Anstalt fur das Forschungsvorhaben zugefuhrt. Wurde eine
histopathologische Untersuchung von den behandelnden Gynakologen angefordert,
wurde diese anonymisiert und nach der Probenentnahme fur diese Studie durch
Facharzte der Anatomischen Anstalt durchgefuhrt.

Nach der Geburt wurden die Plazenten mit einer anonymisierten Nummer versehen
und in einer Tute verpackt im Kuhlschrank bei 4-8°C aufbewahrt, bis sie einmal taglich
abgeholt wurden, um dann unter Einhaltung der Kuhlkette ins Labor der Anatomischen
Anstalt der LMU Mduanchen transportiert zu werden. Hier erfolgte umgehend die

Untersuchung und Bearbeitung der Plazentaspenden im Labor.

2.2 Klinische und makroskopische Daten

Folgende Daten wurden mit den Plazenten Ubermittelt: Erstens die klinische
Fallgruppe (ob PE oder NORM), zweitens das Geburtsgewicht (GG) und das
Geschlecht des Neugeborenen, drittens das Gestationsalter bei Geburt in Wochen
(GA) und viertens der Geburtsmodus (Entbindung vaginal oder per Sectio). Alle
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personlichen Daten sowie weitere klinische Daten verblieben bei den behandelnden
Arzten im Krankenhaus Dritter Orden.

Im Labor der Anatomischen Anstalt wurde die Plazenta mit der Chorionseite unten
liegend, zusammen mit der Eingangsnummer und einem handelsiblichen Lineal
fotografiert (Power Shot G12, Canon, Krefeld). AnschlieRend wurde die Plazenta
umgedreht, mit der Chorionseite oben liegend wieder fotografiert und das Gewicht der
Plazenta (PG) bestimmt (ohne Nabelschnur, die oberhalb der Chorionplatte
abgeschnitten wurde, aber mit Chorion laeve). Mit dem GG und dem PG konnte die
Relation PG/GG bestimmt werden (siehe Formel 1) (62).

., PG PG
Relation — = — Formel 1
GG~ GG

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

Des Weiteren wurden mit dem Lineal der langste (LD) und der kleinste Durchmesser
(KD) der Plazenta gemessen, wobei der Nabelschnuransatz als Mittelpunkt zu sehen
ist. Die Plazentaoberflache (OF) konnte mit diesen beiden Durchmessern nach Formel
2 naherungsweise berechnet werden (siehe Formel 2) (63).

0F=i><n><LD X KD Formel 2

OF: Plazentaoberflache, LD: langster Plazentadurchmesser, KD: kleinster Plazentadurchmesser

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

gemessen.
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Parameter

NORM

PE

Geschlecht

Mittelw £ SD (n)

Mittelw £ SD (n)

Mittelw £ SD (n)

GA (Wochen)

38,8 + 1,3 (10)
39,3 + 0,6 (10)

39,1+ 1,1 (20)

34,7 + 3,5 (10)
35,0 + 4,5 (10)

34,8 + 4,1 (20)

36,8 + 3,3 (20)

37,2 + 3,9 (20)

GG (9)

3557 + 435 (10)
3409 +531 (10)

3483 + 491 (20)

2279 + 862(10)
2331 % 1279 (10)

2305 + 1091 (20)

2918 + 935 (20)

2870 + 1118 (20)

PG (9)

690 + 346 (10)
574 + 115 (10)

632 +264 (20)

396 + 119 (10)
398 + 188 (10)

397 + 157 (20)

543 + 297 (20)

486 + 179 (20)

PG/GG

0,188 £ 0,071
0,169 + 0,025

0,179 £ 0,054

0,196 £ 0,072
0,183 £ 0,042

0,190 + 0,060

0,192 £ 0,072

0,176 + 0,036

LD (cm)

21,1+ 1,9 (10)
20,1+ 1,8 (10)

20,6 + 1,9 (20)

19,1 + 4,3 (10)
18,5+ 2,5 (10)

18,8 £ 3,5 (20)

20,1 + 3,5 (20)

19,3 £ 2,3 (20)

KD (cm)

18,8 + 1,2 (10)
17,8 + 2,0 (10)

18,3 + 1,7 (20)

15,7 + 2,4 (10)
15,4 + 2,8 (10)

15,5 + 2,6 (20)

17,3 £ 2,5 (20)

16,6 £ 2,7 (20)

OF (cm?)

1250 + 179 (10)
1127 + 200 (10)

1188 + 199 (20)

968 + 357 (10)
907 + 269 (10)

937 + 318 (20)

1109 + 316 (20)

1017 + 261 (20)

Dicke (cm)

1,8 0,3 (10)
1,6 £ 0,2 (10)

1,7 £0,3 (20)

1,4 £ 0,4 (10)
1,3+ 0,7 (10)

1,4 £0,5 (20)

1,6 0,4 (20)

1,4 £0,5 (20)

Tabelle 1: Deskriptive Statistik der klinischen und makroskopischen Daten. Mittelwerte und Standardabweichung
fur die NORM und PE Gruppe geschlechtsunabhangig und geschlechtsabhangig aufgefuhrt.
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2.3 Gewebeentnahme nach dem systematic random sampling

FUr die Stereologie an Paraffinschnitten und die 3D-Mikroskopie an Whole-mount
Praparaten erfolgten die Probenentnahmen des Plazentagewebes nach dem
systematischen Zufallsprinzip (53, 64, 65), wobei zuerst die Entnahme der Proben fur
die Stereologie nach folgendem Vorgehen erfolgte: Als erstes wurde die Plazenta mit
der Chorionplatte nach oben unter einen Projektor Mini-LED LB 936 (SceneLights
Technologie, Buggingen) gelegt, welcher immer ein gleiches Punkteraster auf die
Plazenta projizierte, dessen Umfang etwa der GrolRe des Tabletts, auf dem die
Plazenta lag, entsprach (Abbildung 1). Als zweites wurde mit einem beschrifteten Pin
der Punkt markiert, der sich als erster vollstandig auf die linke obere Ecke der Plazenta
projizierte. Die funf weiteren Probeentnahmestellen wurden je nach Plazentagrofle
dem ersten Pin folgend beim vierten, dritten oder zweiten nachfolgend projizierten
Punkt mit dem jeweiligen Pin markiert (Abbildung 1, Pin 1-6). Weitere
Probeentnahmestellen zur Bearbeitung sowie die Insertion der Nabelschnur wurden
mit weiteren Pins bestuckt. Die Gewebeprobe zur Isolierung einer einzelnen
peripheren Plazentazotte wurde zwischen den Punkten 3 und 4 markiert (Abbildung
1). Als drittes wurde die Plazenta im Tablett mit einem Lineal als Mal3stab fotografiert.

Abbildung 1: Punkteraster zur randomisierten Gewebeentnahme: Die Abbildung zeigt ein schematisiertes Beispiel,
in dem die Plazenta grau vor schwarzem Hintergrund dargestellt ist. Uber einen LED-Projektor werden helle
Lichtpunkt auf die choriale Seite der Plazenta projiziert. Die Entnahmepunkte werden ermittelt, indem der erste
Lichtpunkt, der links oben auf die Plazenta fallt, mit einem Pin (griin, bezeichnet mit 1) markiert wird. Von da aus
werden die Lichtpunkte im Schema zeilenweise auf der Plazentaflache weiterverfolgt. Jeder vierte Lichtpunkt auf
der Plazenta erhalt einen weiteren Pin mit aufsteigender Nummerierung. Die Position der Nabelschnur
(Nabelschnurinsertion) wurde mit einem roten Pin (Pfeil) markiert. Die nummerierten griinen Punkte sind die
Entnahmestellen der Proben 1-6. Der blaue Punkt markiert die Entnahmestelle fiir die Probe zur Isolierung einzelner
Plazentazotten (65).

Als viertes wurden die Gewebeproben an den sechs markierten Stellen mit einer

Kantenlange von 0,5-1 cm mittels einer Schere entnommen. Dabei wurde darauf

15



Material und Methoden

geachtet, dass jede Gewebeprobe alle Strukturen zwischen Basal- und Chorionplatte
enthalt.

2.4 Whole-mount Praparation eines Zottenbaums

Die Gewebeprobe, welche im Rahmen des systematic random sampling (vgl. 2.3 und
Abbildung 1) fur die Isolierung einzelner peripherer Plazentazotten markiert worden
war, wurde nach ihrer Entnahme (mit einer Randlange von 2-3 cm) in eine 4 °C
temperierte physiologische Kochsalzlosung gelegt. Die Praparation der einzelnen
peripheren Plazentazotten begann innerhalb einer Stunde nach der Probenentnahme
fur die Paraffineinbettung. Unter einem binokularen Mikroskop (M400, Wild Heerbrugg,
Heerbrugg, Schweiz) und zusatzlicher Beleuchtung (KL 1500 electronic, Schott/Zeiss,
Jena, Deutschland) wurden freie Zottenbaumchen (2—4 mm) identifiziert und mit Hilfe
einer feinen Schere und Pinzette vorsichtig aus dem Gewebe gelost. Dabei wurde
darauf geachtet, dass die Baumchen nur an der Stammzotte berthrt wurden, damit die
peripheren Teile des Baumchens sich unbeschadigt in der Losung entfalten konnten.
Die isolierten Zottenbaumchen wurden in einem Eppendorf-Reaktionsgefal (2 ml) mit
4,5 %-igem Formaldehyd (phosphatgepuffert, pH 7.2; RotiHistofix, #5666.2, Carl Roth,
Karlsruhe) uber Nacht fixiert. Die folgenden Schritte erfolgten alle bei langsamer

Bewegung auf einem Schragrotator oder 3D-Schuttler.
2.41 Immunhistochemie der isolierten peripheren Zottenbaume

Die isolierten peripheren Zottenbaume wurden nach der Fixation 60 Minuten lang in
Leitungswasser und kurz in destilliertem Wasser gewaschen, durch eine aufsteigende
Alkoholreihe (50%, 70%, 80%, 96%, jeweils fur 5 Minuten) in 100% Ethanol Ubertragen
und dann durch die gleichen Alkoholkonzentrationen von 100% Ethanol in destilliertes
Wasser zuruckgefuhrt. Diese Schritte wurden durchgefuhrt, um Membranlipide aus
Membranen des fixierten Gewebes fur eine bessere AntikOrperpenetration zu
entfernen. Als nachstes wurden die Zottenbaume kurz in kaltem 1N HCI gewaschen.
Die Demaskierung der Antigene wurde durch die Inkubation flr 10 Minuten in 1N HCI
bei 60°C, gefolgt vom Waschen in destilliertem Wasser (3 x 10 Minuten) und die
Uberfihrung in PBS (Phosphat-gepufferte Salzldsung) fir die Immunhistochemie
erreicht. Endogene Peroxidasen wurden blockiert (3%-iges H202 fir 20 Minuten;
Artikel-Nr. 1.07209; Merck, Darmstadt) und es folgte das dreimalige Waschen mit PBS,
wovon das 3. Mal mit PBS und 0,1%-igem Tween (Polyethylenglykol-Sorbitan-
Fettsaureester; nichtionisches Tensid) erfolgte.
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Nachdem sich die Zottenbaume fuar 15 Minuten in einer Blockierungslosung befanden,
wurden sie mit den primaren Antikorpern (Maus-Anti-PCNA, 1:9000 im PBS-Puffer;
Artikel Nr. 180110; Invitrogen GmbH, Karlsruhe) fur 60 Minuten bei Raumtemperatur,
dann Uber Nacht bei einer Temperatur von 4°C und am nachsten Tag fur weitere 60
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden die Zottenbaume fur 3 x
15 Minuten in PBS gewaschen. Die Blockierungslosung vor dem primaren Antikorper,
der sekundare Antikorper und der Streptavidin-Komplex wurden aus dem ZytoChem-
Plus HRP-Kit (Artikel Nr. HRP125; Zytomed Systems, Berlin) gemald den Kit-
Protokollen eingesetzt. Nun wurden die Praparate in der Losung mit dem sekundaren
Antikorper fur 15 Minuten inkubiert, dann fur 3 x 15 Minuten in PBS gewaschen, 15
Minuten mit dem Streptavidin-Komplex inkubiert und erneut fur 3 x 15 Minuten in PBS
gewaschen. Die Visualisierung der Zellkerne geschah durch die Peroxidase-Detektion
mit Diaminobenzidin (DAB) als Substrat fur 15 Minuten mit Waschen in destilliertem
Wasser (3 x 15 Minuten).

2.4.2 Gegenfarbung der isolierten peripheren Zottenbaume

Zur leichten Anfarbung aller Zellkerne wurde Mayer's Hamalaun (1:4 verdunnt mit
destilliertem Wasser, pH 2.4) fur 10 Minuten bei Zimmertemperatur verwendet, um
eine schwache Kerngegenfarbung zu erreichen. Geblaut wurden die Proben, in dem
sie fur 5 Minuten mit Leitungswasser (alkalisch) gewaschen und im Anschluss kurz mit
destilliertem Wasser gespult wurden. Auf eine aufsteigende Alkoholreihe (50%, 70%,
80%, 96% jeweils fur 5 Minuten, 100 % Ethanol Uber Nacht) folgte der Wechsel der
Proben in ein Ethanol/Xylol 1:1-Gemisch fur 5 Minuten und danach in frisches und
pures Xylol fur 6 Stunden. SchlieBlich wurden die Proben mit viel DePeX
(Eindeckmedium DePeX Mountant for histology, Sigma Aldrich, Nr. 06522, Minchen)
in einen konkaven Hohlschliff-Objekttrager eingedeckt, so dass der Zottenbaum seine
3D-Struktur aufrechterhalten konnte. Die Praparate hatten einen echten 3D-Charakter

und beruhrten weder den Hohlschliff-Objekttrager noch das Deckglas (53).
2.5 Aufbereitung der Gewebeproben fiir die Stereologie

2.5.1 Anfertigung der 2D-Schnitte

Alle sechs Gewebeproben, die mit Hilfe des systematic random sampling zur
Entnahme ausgewahlt worden waren, wurden fur mindestens 24 Stunden bei 4°C in
4,5 %-igem Formaldehyd (phosphatgepuffert, pH 7.2; RotiHistofix, #5666.2, Carl Roth,
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Karlsruhe) fixiert, routinemalig aufbereitet und in Paraffin eingebettet (65). Im
Anschluss wurden aus den Paraffinblocken mit Plazentagewebe mittels eines Paraffin-
Schlittenmikrotoms (SM2000R; Leica, Wetzlar) 4 ym dunne Schnitte angefertigt,
welche auf einem Superfrost-plus-Objekttrager (Gerhard Menzel, Braunschweig)
aufgebracht und luftgetrocknet wurden um dann im Brutschrank bei 48°C uber Nacht
nachgetrocknet zu werden. Nach der Entparaffinierung standen die Schnitte fur die

Immunhistochemie zur Verfugung.
2.5.2 Immunhistochemie der 2D-Schnitte

Die immunhistochemische Doppelfarbung des Kapillarendothels und der
perivaskularen Manschette der Plazentazotten erfolgte nach einem festgelegten
Protokoll in zwei Schritten an jeweils einem Tag und wird hier nur kurz beschrieben.

Far weitere Information siehe (66).

Im ersten Schritt erfolgte die immunhistochemische Markierung des fetalen
Kapillarendothels durch Antikorper gegen das Oberflachenprotein CD34 (1:900 in
PBS-Puffer; Art.-Nr. MS-363-PO; Thermo Fisher Scientific, Dreieich) mittels
Peroxidase-Reaktion (Diaminobenzidin, DAB) Uber einen ABC-Komplex. Im zweiten
Schritt wurden die kontraktilen Zellen (Myofibroblasten) der perivaskularen Manschette
mit Hilfe des AntikOrpers gegen y-sm-Aktin (1:900 in PBS-Puffer; Art.-Nr. 69133; MP
Biomedicals, Eschwege) und nach Inkubation mit einem biotinylierten Sekundar-
Antikorper Uber die Kopplung mit einem Streptavidin-B-Galactosidase Konjugat durch
Galactosidase-Nachweis (X-Gal; Art.-Nr. B1690; Invitrogen, Dreieich) blaugefarbt. Der
Umgang mit den beiden Antikorpern richtete sich nach den zugehdrigen Kit-
Protokollen. Zur besseren Orientierung wahrend der mikroskopischen Analyse wurden

die Zellkerne mit Hamalaun gefarbt.

2.6 Computer-assistierte 3D-Analyse der isolierten peripheren

Zottenbaume
Die 3D-Analyse der peripheren Zottenbdume wurde an computergesteuerten
Mikroskopen, welche den Objekttisch entlang aller drei Raumachsen X, Y und Z
bewegen konnten, mit Hilfe der Software Neurolucida (Version 11.02; MBF Bioscience,
Williston, VT, USA) durchgefuhrt. Unter zweifacher Vergrof3erung des Objektivs wurde
ein peripherer Zottenbaum, der nicht von anderen Zottenbaumen tberlagert wurde und
einzeln darstellbar war, scharf fokussiert und mit einem Referenzpunkt (reference
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point) fur die Analyse im 3D-System der Software digital verankert. Zur Erfassung des
Referenzpunktes wurde ein Screenshot erstellt und gespeichert.

Folgende zwei Arbeitsplatze wurden zum Mikroskopieren und Tracing verwendet:

1) Lichtmikroskop (Axioskop; Zeiss, Gottingen) mit motorisiertem XYZ Objekttisch
(Maerzhaeuser, Wetzlar), 3-Achsen-Tischsteuerungseinheit LEP MAC 6000 XYZ
(Ludl Electronic Products, Hawthorne, NY USA), Messtaster MT 1271 (Dr. Johannes
Heidenhain, Traunreut) und digitale Farbkamera (3/4“ CCD chip,1,92 MP, 1600x1200
Pixel, MBF Bioscience, Williston, VT, USA)

2) Lichtmikroskop BX50 (Olympus, Tokyo, Japan) mit motorisiertem XYZ Objekttisch
(MBF Bioscience, Williston, VT, USA), Steuereinheit LEP MAC 6000 XYZ, Messtaster
MT 1271 und digitale Farbkamera (1/2“ CCD Chip, 1392x1040 Pixel, MBF Bioscience,
Williston, VT, USA)

2.6.1 Tracing nach dem terminal distance ordering

Das Tracing (3D-Nachzeichnen) der ausgewahlten Zottenbaume erfolgte unter einem
Objektiv mit einer 20-fachen Vergrof3erung nach dem terminal distance ordering, da
das biologische Ende des peripheren Zottenbaums als terminales Ende definiert
wurde. Die Abzweigungen der Zottenbdume wurden nach ihrem Abstand vom
terminalen Ende bis zum jeweiligen Verzweigungspunkt (Knoten) klassifiziert (29, 53).
Es wurden die Buchstaben b fur branch (Zweig) und T fur terminal verwendet. Somit
bezeichnete bTO einen Zweig in Endstellung, bT1 einen Zweig, der einen Knoten, bT2
einen Zweig, der zwei Knoten und allgemein bTX einen Zweig, der X Knoten vom
nachstgelegenen terminalen Ende entfernt war (29). So konnten auf jeder Ebene des
terminal distance ordering die Anzahl der Knoten und Zweige der gesamten
Plazentazotte erfasst werden und zudem Daten wie planare Verzweigungswinkel,
Durchmesser, Lange, Oberflache und Volumen jedes einzelnen Zweiges ermittelt
werden. Zusammengefasst wurden diese Daten als mittlerer planarer
Verzweigungswinkel (bTX_mpa), mittlerer Durchmesser (bTX_md), mittlere Lange
(bTX_ml), mittlere Oberflache (bTX_ms) und mittleres Volumen (bTX_mv). Der
planare Verzweigungswinkel eines durch Tracing erfassten Zweiges wurde als die
Richtungsanderung des Zweiges in Bezug auf den vorherigen Zweig definiert. Die
Richtung eines jeden Zweiges bestimmten seine Endpunkte (terminales Ende oder

Knoten).
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2.6.2 Identifikation der Zellkerne des villosen Trophoblasten

Die grof3en rundlichen Zellkerne des villdsen Trophoblasten wurden wahrend des
Tracings der peripheren Zotten durch kontinuierliches Fokussieren auf der
Zottenoberflache sichtbar und lieRen sich klar voneinander und von den langlichen
stromalen Zellkernen im Inneren der Zotten unterscheiden. Aufgrund ihrer
immunhistochemischen Farbung (vgl. 2.4.1) mit dem Zellproliferationsmarker PCNA
konnten sie als PCNA positiv oder PCNA negativ mittels eines Mausklicks markiert
werden. Die Computersoftware Neurolucida bestimmte automatisch die
dreidimensionalen XYZ-Koordinaten eines jeden markierten Zellkernmittelpunktes und
ordnete jede Zellkernmarkierung ihrem zughdrigen Zottenbaumabschnitt zu. Zudem

zahlte sie jeden markierten Zellkern einzeln.

Spater wurden diese Daten erstens zur Analyse der Flachendichte der Zellkerne an
der Zottenoberflache eines jeden Zweiges nach dem terminal distance ordering (bTO,
bT1, bT2, bTX) und zweitens zur Ermittlung der Abstande der Zellkerne zu ihren
nachsten Nachbarn (mean nearest neighbor distance, NND) fur den gesamten

untersuchten Zottenbaum verwendet.

Die Flachendichte wurde einzeln fur die PCNA positiven und PCNA negativen
Zellkerne und fur alle Zellkerne des villosen Trophoblasten berechnet, indem die
Anzahl der Zellkerne pro Zweig durch die Oberflache des Zweiges geteilt wurde.
Zudem wurde die Anzahl der Zellkerne der gesamten Zotte und ihrer Zweige, die
entweder PCNA positiv oder PCNA negativ waren, bestimmt und die PCNA Indizes
der Zweige in jeder Kategorie (bTO, bT1, bT2, bTX) getrennt voneinander und von der
gesamten Zotte berechnet (siehe Formel 3).

N
Index = —L2N4+ %100 Formel 3
Npcna++Npcena-

Npcnas: Anzahl der PCNA-positiven Zellkerne, Npcya—: Anzahl der PCNA-negativen Zellkerne

Mit den Optionen branching structure analysis und marker analysis konnten alle Daten,
die wahrend des Tracings erhoben wurden, im Anschluss mit der Computersoftware
Neurolucida Explorer (MBF Bioscience, Williston, VT, USA) ausgewertet und zur
Datensammlung in eine Excel-Tabelle exportiert werden.
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2.7 Stereologische Analyse der 2D-Schnitte

Durch die Datenauswertung der stereologischen Messungen lassen sich mehrere
Volumina als Teilvolumina der Plazentazotten, die Diffusionsdistanzen an den
Zottenoberflachen und die Verzweigungsindices als Mal} fur die Verzweigungen der
Zotten abschatzen. Die einzelnen 4 ym dunnen Schnitte wurden an einem computer-
assistierten Arbeitsplatz, welcher sich aus einem modifizierten Lichtmikroskop
(Axioskop; Zeiss, Jena), einem motorisiertem Probenteller fur die automatische
Probenentnahme (MBF Bioscience, Williston, VT, USA) und einer Steuereinheit LEP
MAC 6000 (Ludl Electronic Products, Hawthorne, NY USA), einem Messtaster MT
1271 (Dr. Johannes Heidenhain, Traunreut), einer digitalen Farbkamera (3/4“ CCD
chip,1,92 MP, 1600x1200 Pixel, MBF Bioscience, Williston, VT, USA) und der
Stereologie-Software  (Stereo Investigator Version 10, MBF Bioscience)
zusammensetzte, untersucht. Der Referenzpunkt wurde nach dem gleichen Verfahren
wie unter Kapitel 2.6 beschrieben, ermittelt und meist vom Bildschirm aus gesehen im
rechten oberen Rand nahe der Chorionplatte mithilfe eines Screenshots dokumentiert
und abgespeichert. In dieser Arbeit sollen nur in Kurze die Schritte der stereologischen
Messungen beschrieben werden. Genaue Details finden sich in (48).

Der gesamte Plazentaschnitt, der mit der Stereologie-Software analysiert werden
sollte, wurde als ROI (region of interest) manuell umrandet und mit Hilfe eines
Punkterasters anhand eines festgelegten Zahlrahmens untersucherunabhangig in
viele Messpunkte unterteilt. Daraufhin wurden die Messpunkte automatisch der Reihe
nach angesteuert und die Strukturen, die durch die rechte obere Ecke des
Zahlrahmens im Praparat getroffen wurden, wurden markiert. Unterschieden wurde
zwischen Zotten mit perivaskularen stromalen Myofibroblasten (y-sm-Aktin positiv, C-
villi) und ohne perivaskulare stromale Myofibroblasten (y-sm-Aktin negativ, NC-villi),
zwischen Zottenanschnitten mit konvexen und konkaven Anteilen der
Zottenoberflache und zwischen Strukturen, die nicht zum Zottenbaum gehorten wie

der intervillose Raum oder das Fibrinoid.
2.7.1 Abschatzung des Plazentavolumens

Aus den Rohdaten der Messungen wurden uber die Formel 4 Schatzungen der
Volumenanteile (in ml) fur jede Strukturkomponente berechnet. Die relativen Volumina
setzten sich aus der Anzahl der markierten Marker geteilt durch die Gesamtanzahl der

Marker zusammen und die absoluten Volumina wurden durch die Multiplikation der
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Volumendichten mit den Plazentavolumina (das Plazentavolumen ist definiert Gber das
jeweilige Plazentagewicht (PG) geteilt durch die Dichte des Plazentagewebes (1,05
g/ml)) berechnet. (49, 67).

CM
EXPGXIOO
p(P)

MV = Formel 4

MV = Volumen des Markers (ml), CM = ,Counts” des Markes, CG = Gesamtanzahl ,Counts“ des Schnittes, PG =
Plazentagewicht (g), p[P] = Dichte der Plazenta (g/ml); hier als 1 g/ml gesetzt

2.7.2 Messung der Diffusionsdistanz

Die Diffusionsdistanz des Sauerstoffes vom mdatterlichen Blut zum fetalen Blut wurde
mit zwei Punkten, wovon einer am Rand des Trophoblasten und einer am Rand eines
fetalen Gefalles im Zottengewebe gesetzt wurde, mithilfe des Zahlrahmens
gemessen. Durch die Bildung eines Kreises mit Hilfe des Tools nearest neighbor
konnte die kurzeste Strecke zwischen Trophoblastoberflache und endothelialer

Oberflache gefunden werden.
2.7.3 Verzweigungsindex als MaR fur Verzweigungen

Wie in 2.7 beschrieben, wurde zwischen konvexen und konkaven Anteilen der
Zottenoberflache in Zottenanschnittsprofilen unterschieden. Der Verzweigungsindex
ist dabei der relative Anteil (%) der Zottenoberflache, der konkav ist. Ungekrummte
und  konvexe  Zottenoberflachen  wurden nicht unterschieden. Diese
Herangehensweise bestimmt den Prozentsatz der Zottenanschnitte mit konkaven
Anschnittsflachen und kann benutzt werden, um die relative rdumliche Dichte von
Verzweigungspunkten des Zottenbaums abzuschatzen (48). Ausschlie3lich an
Verzweigungspunkten konnen bei zufalligem Anschnitt konkave Anschnittsflachen
entstehen. AulBerhalb von Verzweigungspunkten kdnnen nur gerade oder konvexe

Anschnittsflachen entstehen.

2.8 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte mit den Computerprogrammen MS Excel und R (68).
Die aus der Computersoftware Neurolucida Explorer exportierten Werte fur die 3D-
Mikroskopie und Stereologie sowie die gesammelten klinischen und makroskopischen
Parameter wurden in Excel-Tabellen aufbereitet und anschliefend in R ausgewertet.
Die Signifikanz-Tests und die grafische Darstellung der Ergebnisse wurden in R mit
den Routinen ggbetweenstats und grouped _ggbetweenstats aus dem Package

ggstatsplot erstellt (69). Fur die statistischen Tests wurde das robuste Schatzverfahren
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mit winsorisierten Mittelwerten angewendet (70, 71). Im Anschluss wurden die Tests
nach Yuen durchgefuhrt (71, 72).

Die Daten wurden zuerst geschlechtsunabhangig und im Anschluss in Abhangigkeit
des Geschlechts innerhalb der PE (n=20) und NORM Gruppe (n=20) ausgewertet.
Anzumerken ist, dass die Fallzahl der ausgewerteten 3D-mikroskopischen Daten der
peripheren Plazentazotten der PE Gruppe (n=9) geringer als die Fallzahl des
gesamten PE Studienmaterials ist. Dies hangt mit dem erhohten Arbeitsaufwand, der
fur die Untersuchung der peripheren Zotten mittels der 3D-Mikroskopie notwendig ist,
zusammen. Insbesondere fur die statistische Analyse der Flachendichte als auch fur
die mittlere Distanz zum nachsten Nachbarn der PCNA positiven oder PCNA
negativen Zellkerne ist die geringe Anzahl (n=9) der peripheren Plazentazotten aus
der PE Gruppe kein limitierender Faktor, da hier Zellkerne miteinander verglichen
werden und die Anzahl dieser pro mikroskopierter peripherer Plazentazotte enorm
hoch ist (Tabelle 2). Diese analytische Vorgehensweise sorgt fur eine ausreichende

Power der statistischen Analysen (47).

Topo Reaktivitat PE (n=9) NORM (n=20)
3 (n=3) Q (n=6) 3 (n=10) Q (n=10)

Gesamt PCNA - 1643 7565 4268 9884
Gesamt PCNA + 278 1796 595 519

bTO PCNA - 828 2555 1884 3520

bT1 PCNA - 666 4286 2258 5654
bTO PCNA + 174 835 266 260

bT1 PCNA + 82 878 306 236

Tabelle 2: Anzahl PCNA (-) und PCNA (+) Zellkerne nach jeweiliger Gruppe. Die Darstellung listet in Zeile 3 und 4
die gesamte Anzahl der PCNA negativen (-) und PCNA (+) Zellkerne fur die weibliche (¢) PE und NORM Gruppe
und die mannliche (J) PE und NORM Gruppe auf. In den Zeilen 5 — 8 ist die Anzahl der PCNA (-) und PCNA (+)
Zellkerne fiir die bTO und bT1 Aste angegeben (bT2 Aste wurden fiir die Summe nicht beriicksichtigt).
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3 Ergebnisse

3.1 3D-Mikroskopie peripherer Zotten

3.1.1 Zellkerne des villosen Trophoblasten

Geschlechtsunabhangig ist die Flachendichte (FD) von PCNA negativen Zellkernen an
der Zottenoberflache von bTO und bT1 Asten in der Gruppe der PE Plazentazotten
signifikant niedriger (bTO: p<0,01; bT1: p<0,01) und die FD der PCNA positiven
Zellkerne von bTO und bT1 Asten an der Zottenoberflache signifikant héher (bTO:
p<0,05; bT1: p<0,05) als in der NORM Gruppe (Abbildung 2, Abbildung 3).

Die FD der PCNA negativen Zellkerne an der Zottenoberflache von bTO und bT1
Zweigen in der Gruppe der weiblichen PE Plazentazotten ist signifikant niedriger (bTO:
p<0,05; bT1: p<0,05, Abbildung 4) und die FD der PCNA positiven Zellkerne von bTO
Zweigen an der Zottenoberflache signifikant hoher (p<0,05) als in der weiblichen
Kontrollgruppe (Abbildung 5A).

Die FD von PCNA negativen und PCNA positiven Zellkernen an der Zottenoberflache
von bTO und bT1 Zweigen von mannlichen PE und NORM Plazentazotten (Abbildung
4, Abbildung 5) sowie die FD von PCNA positiven Zellkernen an der Zottenoberflache
von bT1 Zweigen von weiblichen PE Plazentazotten zeigen keine signifikanten
Unterschiede (Abbildung 5B).
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Abbildung 2: Flachendichte PCNA (-) Kerne. Die Dichte der PCNA negativen (PCNA (-)) Zellkerne des villdsen Trophoblasten an der Zottenoberflache terminaler Zotten (bTO; A) und
praterminaler Zotten (bT1; B) wird als Flachendichte (FD, 1/um?) bezeichnet und jeweils nach Gruppen (NORM und PE) aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die FD-Daten der NORM
Gruppe (Einzelwerte als griine Punkte Uberlagert, n=20) und PE Gruppe (Einzelwerte als gelbe Punkte tberlagert, n=9) ab. Mittelwerte sind durch grof3e rote Dots unter Angabe des
Wertes dargestellt. Die Unterschiede sind fiir alle Paarungen statistisch signifikant. Die p-Werte sind zwischen den Gruppenbezeichnungen angezeigt.
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Abbildung 3: Flachendichte PCNA (+) Kerne. Die Dichte der PCNA positiven (PCNA (+)) Zellkerne des villdsen Trophoblasten an der Zottenoberflache terminaler Zotten (bTO; A)
und praterminaler Zotten (bT1; B) wird als Flachendichte (FD, 1/um?) bezeichnet und jeweils nach Gruppen (NORM und PE) aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die FD-Daten der
NORM Gruppe (Einzelwerte als griine Punkte Uberlagert, n=20) und PE Gruppe (Einzelwerte als gelbe Punkte uberlagert, n=9) ab. Mittelwerte sind durch groR3e rote Dots unter
Angabe des Wertes dargestellt. Die Unterschiede sind fir alle Paarungen statistisch signifikant. Die p-Werte sind zwischen den Gruppenbezeichnungen angezeigt
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Abbildung 4: Flachendichte PCNA (-) Kerne & und Q. Die Dichte der PCNA negativen (PCNA (-)) Zellkerne des villésen Trophoblasten an der Zottenoberflache terminaler Zotten
(bTO; A) und praterminaler Zotten (bT1; B) wird als Flachendichte (FD, 1/um?) bezeichnet und jeweils nach Geschlecht (ménnlich, weiblich) und den Gruppen (NORM und PE)
aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die FD-Daten der NORM Gruppe (Einzelwerte jeweils als griine Punkte Uberlagert, mannlich n=10, weiblich n=10) und PE Gruppe (Einzelwerte
jeweils als gelbe Punkte Uberlagert, mannlich n=3, weiblich n=6) ab. Mittelwerte sind durch grofe rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt. Die Unterschiede sind fir mannliche
Plazenten nicht statistisch signifikant (ns). Die p-Werte der weiblichen Plazenten sind zwischen den Gruppenbezeichnungen angezeigt.
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Abbildung 5: Flachendichte PCNA (+) Kerne & und Q. Die Dichte der PCNA positiven (PCNA (+)) Zellkerne des villdsen Trophoblasten an der Zottenoberflache terminaler Zotten
(bTO; A) und praterminaler Zotten (bT1; B) wird als Flachendichte (FD, 1/um2) bezeichnet und jeweils nach Geschlecht (mannlich, weiblich) und den Gruppen (NORM und PE)
aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die FD-Daten der NORM Gruppe (Einzelwerte jeweils als griine Punkte Uberlagert, mannlich n=10, weiblich n=10) und PE Gruppe (Einzelwerte
jeweils als gelbe Punkte iberlagert, mannlich n=3, weiblich n=6) ab. Mittelwerte sind durch grol3e rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt Die Werte sind fiir die FD der PCNA
(+) Zellkerne von terminalen Zotten (bT0) bei weiblichen Plazenten signifikant unterschiedlich (A); p-Wert zwischen den Gruppen indiziert, sonst nicht signifikant unterschiedlich (ns).
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Fiar die mittleren Distanzen zum nachsten Nachbarn (Nearest Neighbor Distance,
NND) der PCNA negativen Zellkerne zeigen sich weder bei der
geschlechtsunabhangigen Analyse der Gruppen noch fur die mannlichen und
weiblichen Untergruppen signifikante Unterschiede zwischen NORM und PE Zotten
(Abbildung 6A, Abbildung 7A). Die NND der PCNA positiven Zellkerne zeigt
geschlechtsunabhangig keine Signifikanz (Abbildung 6B).

In peripheren Zotten weiblicher PE Plazenten ist die NND PCNA positiver Zellkerne
signifikant kurzer (p<0,01) als in peripheren Zotten weiblicher NORM Plazenten
(Abbildung 7B). Die NND von PCNA positiven Zellkernen ist bei peripheren Zotten aus
mannlichen PE und NORM Plazenten nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 7B).
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Abbildung 6: Nearest Neighbor Distance. Die mittlere Distanz zum nachst-benachbarten Zellkern (Nearest Neighbor Distance, NND) der PCNA negativen (PCNA (-); A) und der
PCNA positiven (PCNA (+); B) Zellkerne des villdsen Trophoblasten an der Zottenoberflache wird pro Gruppe (NORM und PE) dargestellt. Tukey plots (A, B) bilden die NND Daten
der NORM Gruppe (Einzelwerte als griine Punkte Uberlagert, n=20) und PE Gruppe (Einzelwerte als gelbe Punkte Uberlagert, n=9) ab. Mittelwerte sind durch grol3e rote Dots unter
Angabe des Wertes dargestellt. Die Werte sind nicht signifikant unterschiedlich (ns).
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Abbildung 7: Nearest Neighbor Distance & und Q. Die mittlere Distanz zum n&chst-benachbarten Zellkern (Nearest Neighbor Distance, NND) der PCNA negativen (PCNA (-); A) und
der der PCNA positiven (PCNA (+); B) Zellkerne des villdsen Trophoblasten an der Zottenoberflache wird pro Gruppe (NORM und PE) und jeweils nach Geschlecht getrennt
(mannlich, weiblich) dargestellt. Tukey plots (A, B) bilden die NND-Daten der NORM Gruppe (Einzelwerte als griine Punkte tberlagert, mannlich n=10, weiblich n=10) und PE Gruppe
(Einzelwerte als gelbe Punkte Uberlagert, mannlich n=3, weiblich n=6) ab. Mittelwerte sind durch groRe rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt. Die Werte sind fir PCNA
positive Zellkerne bei weiblichen Plazenten signifikant unterschiedlich (B); p-Wert zwischen den Gruppen indiziert, sonst nicht signifikant unterschiedlich (ns).
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3.1.2 Verzweigungsstruktur der Plazentazotten

Die mittleren flachen Abgangswinkel an allen Abzweigungen der Zottenzweige und an
den Abzweigungen der bTO und bT1 Zweige sind nicht signifikant unterschiedlich
zwischen den mannlichen und weiblichen NORM und PE Plazentazotten (Tabelle 3).
Auch die Tortuositat der untersuchten peripheren Plazentazotten unterscheidet sich
im Durchschnitt nicht signifikant innerhalb der mannlichen und weiblichen NORM und
PE Gruppe (Tabelle 3). Geschlechtsunabhangig zeigen sich ebenfalls keine

signifikanten Unterschiede (Tabelle 3).

Topo PCNA Mannlich & Weiblich @ 3=9

NORM/PE

bTO/bT1 Reaktivitat NORM/PE NORM/PE

Flachendichte der Zellkerne des villsen Trophoblasten (FD) (1/um?)

bTO PCNA - p = 0,069 (ns) p = 0,021 (*) p=3x103 (*)
bT1 PCNA - p = 0,192 (ns) p=0,017 (*) p=4x103 (**)
bTO PCNA + p = 0,864 (ns) p =0,018 (*) p = 0,029 (*)
bT1 PCNA + p = 0,335 (ns) p = 0,087 (ns) p = 0,038 (*)

Mittlere Distanz der Zellkerne des villbsen Trophoblasten zum ndchsten Nachbarn (NND) (um)

gesamt PCNA - p =0,768 (ns) p =0,118 (ns) p =0,125 (ns)
gesamt PCNA + p =0,513 (ns) p=8x103 (**) p = 0,227 (ns)
Mittlerer ebener Winkel (°)

gesamt p = 0,877 (ns) p = 0,147 (ns) p = 0,417 (ns)
bTO p =0,519 (ns) p =0,103 (ns) p = 0,443 (ns)
bT1 p = 0,498 (ns) p = 0,099 (ns) p =0,210 (ns)
Tortuositét

gesamt p = 0,942 (ns) p =0,917 (ns) p = 0,943 (ns)

Tabelle 3: p-Werte und Signifikanzen 3D-Mikroskopie. Verglichen wurden méannliche periphere Plazentazotten aus
PE Schwangerschaften mit mannlichen peripheren Plazentazotten aus NORM Schwangerschaften sowie weibliche
periphere Plazentazotten aus PE Schwangerschaften mit weiblichen peripheren Plazentazotten aus NORM
Schwangerschaften. Auflerdem wurden periphere Plazentazotten aus PE Schwangerschaften mit peripheren
Plazentazotten aus NORM Schwangerschaften ohne Geschlechtsdivergenz verglichen. Erlauterungen: Die erste
Zeile zeigt die Gruppenaufteilung an. Die zweite Zeile fuhrt fir jede Spalte auf, welche Variablen miteinander
verglichen wurden (Topo steht fur Topografie, Vergleich ist angegeben mit einem Schragstrich /). Signifikanz hinter
dem jeweiligen p-Wert in (). p > 0,05 (ns, nicht signifikant), p < 0,05 (*) und p < 0,01 (**).
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3.2 Stereologie

Geschlechtsunabhangig ist das totale Zottenvolumen und das absolute Volumen des
intervilldosen Raums bei PE Plazenten signifikant kleiner (p<0,01) als bei NORM
Plazenten (Abbildung 8). Die absoluten Zottenvolumina der C- und NC-Villi und das
absolute Volumen der Kapillaren der NC-Villi sind bei PE Plazenten signifikant kleiner
(p<0,01) als bei NORM Plazenten (Abbildung 9, Abbildung 10B). Das absolute
Volumen der Kapillaren von C-Villi ist nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 10A).

Die Bestimmung des relativen Anteils konkaver Zottenoberflachen im histologischen
Schnitt wird hier als Indikator fur die Verzweigungsdichte des Zottenbaums verwendet
und ist deswegen als durchschnittlicher Verzweigungsindex (dimensionsloser
Konkavitatsindex) bezeichnet worden. Der Verzweigungsindex der C- und NC-Villi bei
PE Plazenten ist signifikant kleiner (p<0,01) als bei NORM Plazenten (Abbildung 11).
Der Verzweigungsindex der Gefalle von C- und NC-villi zeigt keinen signifikanten
Unterschied (Tabelle 4). Das Verhaltnis von C-Villi zu NC-Villi ist bei PE Plazenten
signifikant groRer (p<0,05) als bei NORM Plazenten (Abbildung 12).
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Abbildung 8: Volumina Zotten und intervilléser Raum. Das totale Zottenvolumen (A) und das absolute Volumen des intervilldsen Raums (B) sind jeweils nach Gruppen (NORM und
PE) aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die Volumendaten der NORM Gruppe (Einzelwerte als griine Punkte Uberlagert, n=20) und PE Gruppe (Einzelwerte als gelbe Punkte
Uberlagert, n=20) ab. Mittelwerte sind durch grofRRe rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt. Die Unterschiede sind fir alle Paarungen statistisch signifikant. Die p-Werte sind
zwischen den Gruppenbezeichnungen angezeigt.
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Abbildung 9: Zottenvolumina C-villi und NC-villi. Die absoluten Zottenvolumina von C-Villi (A) und NC-Villi (B) sind jeweils nach Gruppen (NORM und PE) aufgeteilt. Tukey plots (A,
B) bilden die Volumendaten der NORM Gruppe (Einzelwerte als griine Punkte tberlagert, n=20) und PE Gruppe (Einzelwerte als gelbe Punkte Uberlagert, n=20) ab. Mittelwerte sind

durch groRe rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt. Die Unterschiede sind fiir alle Paarungen statistisch signifikant. Die p-Werte sind zwischen den Gruppenbezeichnungen
angezeigt.
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Abbildung 10: Volumina der Kapillaren C-villi und NC-villi. Die Volumina der Kapillaren (Gefavolumina) von C-Villi (A) und NC-Villi (B) sind jeweils nach Gruppen (NORM und PE)
aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die Volumendaten der NORM Gruppe (Einzelwerte als griine Punkte Gberlagert, n=20) und PE Gruppe (Einzelwerte als gelbe Punkte iberlagert,
n=20) ab. Mittelwerte sind durch grof3e rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt. Die Unterschiede sind fur alle Paarungen statistisch signifikant. Die Unterschiede sind fiir C-
Villi nicht statistisch signifikant (ns). Die p-Werte der NC-Villi sind zwischen den Gruppenbezeichnungen angezeigt.
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Abbildung 11: Verzweigungsindex C-villi und NC-villi. Der Verzweigungsindex (Konkavitatsindex, KI) der C-Villi (A) und NC-Villi (B) ist jeweils nach Gruppen (NORM und PE)
aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die Daten der KI der NORM Gruppe (Einzelwerte als griine Punkte Uberlagert, n=20) und PE Gruppe (Einzelwerte als gelbe Punkte iberlagert,
n=20) ab. Mittelwerte sind durch groRe rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt. Die Unterschiede sind fir alle Paarungen statistisch signifikant. Die p-Werte sind zwischen

den Gruppenbezeichnungen angezeigt.
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Abbildung 12: Verhaltnis C-villi zu NC-villi. Das Verhaltnis der C-Villi zu NC-Villi ist nach Gruppen (NORM und PE) aufgeteilt. Tukey plots bilden die Verhaltnisdaten der NORM
Gruppe (Einzelwerte als griine Punkte uberlagert, n=20) und PE Gruppe (Einzelwerte als gelbe Punkte liberlagert, n=20) ab. Mittelwerte sind durch groRe rote Dots unter Angabe
des Wertes dargestellt. Der Unterschied ist fur die Paarung statistisch signifikant. Der p-Wert ist zwischen der Gruppenbezeichnung angezeigt.
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Das totale Zottenvolumen in mannlichen PE Plazenten ist signifikant kleiner (p<0,01)
als das totale Zottenvolumen in mannlichen NORM Plazenten (Abbildung 13A). Das
Volumen des intervilldsen Raums ist in weiblichen PE Plazenten signifikant niedriger
(p<0,05) als in weiblichen NORM Plazenten (Abbildung 13B). Das totale
Zottenvolumen in weiblichen PE und NORM Plazenten und das Volumen des
intervilldosen Raums in mannlichen PE und NORM Plazenten zeigt keine Signifikanz
(Abbildung 13).

Das absolute Zottenvolumen der C-villi in mannlichen PE Plazenten ist signifikant
kleiner (p<0,05) als in mannlichen NORM Plazenten. In weiblichen PE und NORM
Plazenten unterscheidet sich das absolute Zottenvolumen der C-villi nicht signifikant
(Abbildung 14A). In mannlichen und weiblichen PE Plazenten ist das absolute
Zottenvolumen der NC-villi signifikant niedriger (4: p<0,05; ¢: p<0,05) als in der
jeweiligen Kontrollgruppe (Abbildung 14B).

Das absolute Volumen der Kapillaren von C-villi ist weder fur mannliche noch fur
weibliche PE Plazenten im Vergleich zur NORM Gruppe signifikant unterschiedlich
(Abbildung 15A). Fur beide Geschlechter ist das absolute Volumen der Kapillaren von
NC-villi in PE Plazenten signifikant kleiner als in NORM Plazenten (J: p<0,05; 9:
p<0,05) (Abbildung 15B).

Sowohl in den Abschnitten des Zottenbaums mit perivaskularen stromalen
Myofibroblasten (C-villi 4: p<0,01; C-villi ¢: p<0,01, Abbildung 16A) als auch in den
Abschnitten des Zottenbaums ohne perivaskulare stromale Myofibroblasten (NC-villi
d: p<0,05; NC-villi : p<0,01, Abbildung 16B) ist der Verzweigungsindex in weiblichen
und mannlichen PE Plazenten signifikant niedriger als in weiblichen und mannlichen
NORM Plazenten.

Der Verzweigungsindex der C-villi in Kapillaren von PE Plazenten im Vergleich zu
NORM Plazenten beider Geschlechter zeigt keine signifikanten Unterschiede
(Abbildung 17A). Der Verzweigungsindex der NC-villi in Kapillaren von weiblichen PE
Plazenten ist signifikant niedriger (p<0,05) als in weiblichen NORM Plazenten. Der
Verzweigungsindex der NC-villi in Kapillaren von mannlichen Plazenten ist nicht
signifikant unterschiedlich (Abbildung 17B).
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Abbildung 13: Volumina Zotten und intervilldser Raum & und Q. Das totale Zottenvolumen (A) und das absolute Volumen des intervilldsen Raums (B) wird jeweils nach Geschlecht
(mannlich, weiblich) und den Gruppen (NORM und PE) aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die Volumendaten der NORM Gruppe (Einzelwerte jeweils als griine Punkte Uberlagert,
mannlich n=10, weiblich n=10) und PE Gruppe (Einzelwerte jeweils als gelbe Punkte Uberlagert, mannlich n=10, weiblich n=10) ab. Mittelwerte sind durch grof3e rote Dots unter
Angabe des Wertes dargestellt. Unterschiede fiir das totale Zottenvolumen flr weibliche Plazenten nicht statistisch signifikant (ns) und fir mannliche Plazenten ist der p-Wert

zwischen den Gruppenbezeichnungen angezeigt (A). Unterschiede flr das absolute Volumen des intervillésen Raums fiir mannliche Plazenten nicht statistisch signifikant (ns) und
fur weibliche Plazenten ist der p-Wert zwischen den Gruppenbezeichnungen angezeigt (B).
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Abbildung 14: Zottenvolumina C-villi und NC-villi 3 und Q. Die absoluten Zottenvolumina von C-Villi (A) und NC-Villi (B) werden jeweils nach Geschlecht (mannlich, weiblich) und
den Gruppen (NORM und PE) aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die Volumendaten der NORM Gruppe (Einzelwerte jeweils als grine Punkte uberlagert, mannlich n=10, weiblich
n=10) und PE Gruppe (Einzelwerte jeweils als gelbe Punkte Uberlagert, mannlich n=10, weiblich n=10) ab. Mittelwerte sind durch groRe rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt.

Unterschiede der C-Villi fir weibliche Plazenten nicht statistisch signifikant (ns) (A). Die Unterschiede der anderen Paarungen sind statistisch signifikant. Die p-Werte sind zwischen
den Gruppenbezeichnungen angezeigt (B).
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Abbildung 15: Volumina der Kapillaren C-villi und NC-villi & und . Die absoluten Volumina der Kapillaren von C-Villi (A) und NC-Villi (B) werden jeweils nach Geschlecht (mannlich,
weiblich) und den Gruppen (NORM und PE) aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die Volumendaten der NORM Gruppe (Einzelwerte jeweils als griine Punkte Uberlagert, mannlich
n=10, weiblich n=10) und PE Gruppe (Einzelwerte jeweils als gelbe Punkte uberlagert, mannlich n=10, weiblich n=10) ab. Mittelwerte sind durch grofRe rote Dots unter Angabe des
Wertes dargestellt. Unterschiede der C-Villi fir beide Paarungen nicht statistisch signifikant (ns) (A). Die Unterschiede der NC-Villi sind fir beide Paarungen statistisch signifikant.
Die p-Werte sind zwischen den Gruppenbezeichnungen angezeigt (B).
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Abbildung 16: Verzweigungsindex C-villi und NC-villi & und Q. Der Verzweigungsindex (Konkavitatsindex) von C-Villi (A) und NC-Villi (B) wird jeweils nach Geschlecht (mannlich,
weiblich) und den Gruppen (NORM und PE) aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die Daten der Verzweigungsindices der NORM Gruppe (Einzelwerte jeweils als griine Punkte
Uberlagert, mannlich n=10, weiblich n=10) und PE Gruppe (Einzelwerte jeweils als gelbe Punkte Uberlagert, mannlich n=10, weiblich n=10) ab. Mittelwerte sind durch groRe rote
Dots unter Angabe des Wertes dargestellt Die Unterschiede sind fiir alle Paarungen statistisch signifikant. Die p-Werte sind zwischen den Gruppenbezeichnungen angezeigt.
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Abbildung 17: Verzweigungsindex Kapillaren C-Villi und NC-Villi & und Q. Der Konkavitatsindex (Verzweigungsindex) der GefaRe von C-Villi (A) und NC-Villi (B) wird jeweils nach
Geschlecht (mannlich, weiblich) und den Gruppen (NORM und PE) aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die Daten der Verzweigungsindices der NORM Gruppe (Einzelwerte jeweils
als griine Punkte Uberlagert, mannlich n=10, weiblich n=10) und PE Gruppe (Einzelwerte jeweils als gelbe Punkte Uberlagert, mannlich n=10, weiblich n=10) ab. Mittelwerte sind
durch grofe rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt Die Werte sind fur den Verzweigungsindex der Gefalle von NC-Villi bei weiblichen Plazenten signifikant unterschiedlich
(A); p-Wert zwischen den Gruppen indiziert, sonst nicht signifikant unterschiedlich (ns).
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Die Diffusionsdistanzen und die Standardabweichung der Diffusionsdistanzen der C-
und NC-villi der mannlichen und weiblichen PE Gruppe unterscheidet sich nicht

signifikant zur jeweiligen Kontrollgruppe (Tabelle 4).

Das Verhaltnis von C-villi zu NC-villi (C-villi/NC-villi) zeigt weder in mannlichen noch in
weiblichen PE und NORM Plazenten eine Signifikanz (Tabelle 4).

Gruppe Mannlich & Weiblich ¢ 3=9
Vergleiche NORM/PE NORM/PE NORM/PE
Parameter/Kontraktilitat
Totales Zottenvolumen (ml)

p =9,23 x103 (**) p = 0,05 (ns) p =1,67 x103 (**)
Absolutes Volumen intervilléser Raum (ml)

p =0,13 (ns) p=0,04 (*) p =2,27 x103 (**)
Absolute Zottenvolumina (ml)
C-Villi p =0,04 (*) p = 0,07 (ns) p=7,13x103 (**)
NC-Villi p =0,02 (*) p =0,04 (*) p =1,47 x103 (**)
Absolute Gefédl3volumina (mi)
C-Villi p = 0,58 (ns) p = 0,42 (ns) p = 0,34 (ns)
NC-Villi p =0,02 (*) p =0,04 (*) p=1,41x103 (**)

Verzweigungsindex der Zotten

C-Villi p = 4,92 x10° (**)

NC-Villi p = 0,04 (*)

p =6,41x10° (**)

p=7,91x10%° (**)

p =9,42 x10° (**)

p =4,79 x107 (**)

Verzweigungsindex der Gefél3e

C-Villi p = 0,99 (ns) p = 0,20 (ns) p = 0,26 (ns)
NC-Villi p =0,81(ns) p=0,01(* p = 0,08 (ns)
Diffusionsdistanz (um)

C-Villi p=0,12 (ns) p = 0,80 (ns) p = 0,30 (ns)
NC-Villi p = 0,20 (ns) p = 0,34 (ns) p = 0,80 (ns)
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SD der Diffusionsdistanz (um)

C-Villi p = 0,26 (ns) p = 0,68 (ns) p = 0,37 (ns)

NC-Villi p =0,21 (ns) p = 0,57 (ns) p = 0,57 (ns)

Verhéltnis C-Villi/NC-Villi

p = 0,21 (ns) p=0,17 (ns) p=0,01(%)

Tabelle 4: p-Werte und Signifikanzen Stereologie. Verglichen wurden mannliche Plazenten aus PE
Schwangerschaften mit mannlichen Plazenten aus NORM Schwangerschaften sowie weibliche Plazenten aus PE
Schwangerschaften mit weiblichen Plazenten aus NORM Schwangerschaften. AuRerdem wurden Plazenten aus
PE Schwangerschaften mit Plazenten aus NORM Schwangerschaften ohne Geschlechtsdivergenz verglichen.
Erlauterungen: Die erste Zeile zeigt die Gruppenaufteilung an. Die zweite Zeile fihrt fir jede Spalte auf, welche
Variablen miteinander verglichen wurden (Vergleich ist angegeben mit einem Schragstrich /). Signifikanz hinter

dem jeweiligen p-Wert in (). p > 0,05 (ns, nicht signifikant), p < 0,05 (*) und p < 0,01 (**).

3.3 Klinische und makroskopische Parameter

Unabhangig von dem Geschlecht ist das Gestationsalter (GA), das Geburtsgewicht
(GG), das Plazentagewicht (PG) sowie die Oberflache (OF), der kleinste Durchmesser
(KD) und der langste Durchmesser (LD) der Plazenten von Neugeborenen aus PE
Schwangerschaften signifikant kleiner (GA: p<0,01, GG: p<0,01; PG: p<0,01; OF:
p<0,01; KD: p<0,01; LD: p<0,05) als bei Neugeborenen aus NORM
Schwangerschaften (Abbildung 18, Abbildung 19, Abbildung 20).

Das Gestationsalter, Geburtsgewicht, Plazentagewicht sowie die Oberflache und der
kleinste Durchmesser der Plazenten von mannlichen Neugeborenen aus PE
Schwangerschaften ist signifikant kleiner (GA J: p<0,01; GG J: p<0,01; PG & p<0,05;
OF J: p<0,05; KD &: p<0,01) im Vergleich zu dem GA, GG, PG, OF und KD von
mannlichen Neugeborenen aus NORM Schwangerschaften (Abbildung 21, Abbildung
22, Abbildung 23A). Der langste Durchmesser unterscheidet sich bei mannlichen
Plazenten aus NORM und PE Schwangerschaften nicht signifikant (Abbildung 23B).
Die Streuung des GA und GG bei Madchen ist ausgepragter als bei Jungen (Abbildung
21).

Bei weiblichen Neugeborenen/Plazenten gibt es bei keinem Parameter signifikante
Unterschiede zwischen der PE und NORM Gruppe (Abbildung 21, Abbildung 22,
Abbildung 23).
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Abbildung 18: Gestationsalter und Geburtsgewicht. Das Gestationsalter (GA (A)) und Geburtsgewicht (GG (B)) der Neugeborenen werden pro Gruppe (NORM, PE) dargestellt.
Tukey plots (A, B) bilden die GA- und GG-Daten der NORM Gruppe (Einzelwerte als griine Punkte tberlagert, n=20) und PE Gruppe (Einzelwerte als gelbe Punkte Uberlagert, n=20)
ab. Mittelwerte sind durch groRe rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt. Die Unterschiede sind fur alle Paarungen statistisch signifikant, die p-Werte sind zwischen den
Gruppenbezeichnungen angezeigt.
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Abbildung 19: Plazentagewicht und Oberflache. Das Plazentagewicht (PG (A)) und die Oberflache (OF (B)) der Plazenten werden pro Gruppe (NORM, PE) dargestellt. Tukey plots
(A, B) bilden die PG- und OF-Daten der NORM Gruppe (Einzelwerte als griine Punkte Uberlagert, n=20) und PE Gruppe (Einzelwerte als gelbe Punkte Uberlagert, n=20) ab.
Mittelwerte sind durch grofRe rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt. Die Unterschiede sind fir alle Paarungen statistisch signifikant, die p-Werte sind zwischen den
Gruppenbezeichnungen angezeigt.
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Abbildung 20: Kleinster und langster Durchmesser. Der kleinste Durchmesser (KD (A)) und der langste Durchmesser (LD (B)) der Plazenten werden pro Gruppe (NORM, PE)
dargestellt. Tukey plots (A, B) bilden die KD- und LD-Daten der NORM Gruppe (Einzelwerte als griine Punkte uberlagert, n=20) und PE Gruppe (Einzelwerte als gelbe Punkte
Uberlagert, n=20) ab. Mittelwerte sind durch grof3e rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt. Die Unterschiede sind flr alle Paarungen statistisch signifikant, die p-Werte sind
zwischen den Gruppenbezeichnungen angezeigt.
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Abbildung 21: Gestationsalter und Geburtsgewicht & und Q. Das Gestationsalter (GA (A)) und das Geburtsgewicht (GG (B)) der Neugeborenen werden jeweils nach Geschlecht
(mannlich, weiblich) und den Gruppen (NORM, PE) aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die GA- und GG-Daten der NORM Gruppe (Einzelwerte jeweils als griine Punkte Uberlagert,
n=10) und PE Gruppe (Einzelwerte jeweils als gelbe Punkte uberlagert, n=10) ab. Mittelwerte sind durch groRe rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt. Die Unterschiede
sind fir weibliche Plazenten nicht statistisch signifikant (ns), die p-Werte der mannlichen Plazenten sind zwischen den Gruppenbezeichnungen angezeigt.
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Abbildung 22: Plazentagewicht und Oberflaiche & und Q. Das Plazentagewicht (PG (A)) und die Oberflache (OF (B)) der Plazenten werden jeweils nach Geschlecht (mannlich,
weiblich) und den Gruppen (NORM und PE) aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die GA- und GG-Daten der NORM Gruppe (Einzelwerte jeweils als griine Punkte uberlagert, n=10)
und PE Gruppe (Einzelwerte jeweils als gelbe Punkte Gberlagert, n=10) ab. Mittelwerte sind durch grof3e rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt. Die Unterschiede sind fiir
weibliche Plazenten nicht statistisch signifikant (ns), die p-Werte der mannlichen Plazenten sind zwischen den Gruppenbezeichnungen angezeigt.
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Abbildung 23: Kleinster und langster Durchmesser & und Q. Der kleinste Durchmesser (KD (A)) und der langste Durchmesser (LD (B)) werden jeweils nach Geschlecht (mannlich,
weiblich) und den Gruppen (NORM und PE) aufgeteilt. Tukey plots (A, B) bilden die GA- und GG-Daten der NORM Gruppe (Einzelwerte jeweils als griine Punkte uberlagert, n=10)
und PE Gruppe (Einzelwerte jeweils als gelbe Punkte Gberlagert, n=10) ab. Mittelwerte sind durch grof3e rote Dots unter Angabe des Wertes dargestellt. Die Unterschiede sind fiir
weibliche Plazenten und den LD fir mannliche Plazenten nicht statistisch signifikant (ns), die p-Werte des KD von mannlichen Plazenten ist zwischen den Gruppenbezeichnungen
angezeigt.
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Die Dicke der Plazenten und die Rundung der Plazenten =zeigt bei der
geschlechtsunabhangigen Auswertung als auch bei der Auswertung nach mannlichem
und weiblichem Geschlecht von NORM und PE Plazenten keine signifikanten
Unterschiede (Tabelle 5).

Gruppe Ménnlich J Weiblich d=¢
Vergleiche NORM/PE NORM/PE NORM/PE
Parameter

GA (Wochen) p = 3,57 x10* (**) p = 0,097 (ns) p=6x10°(*)
GG (9) p=1x10° (**) p=0,131 (ns) p=6x103 (**)
PG (9) p = 0,046 (*) p = 0,059 (ns) p=1x102(*)
Oberflache (cm?) p = 0,033 (*) p = 0,137 (ns) p=6x103 (**)
KD (cm) p=1x103 (**) p =0,174 (ns) p =2,99 x10™ (**)
LD (cm) p=0,119 (ns) p=0,131 (ns) p =0,026 (*)
Dicke (cm) p = 0,088 (ns) p = 0,541 (ns) p =0,132 (ns)
Rundung p = 0,256 (ns) p = 0,269 (ns) p = 0,097 (ns)

Tabelle 5: p-Werte und Signifikanzen klinische und makroskopische Parameter. Verglichen wurden mannliche
Plazenten aus PE Schwangerschaften mit mannlichen Plazenten aus NORM Schwangerschaften sowie weibliche
Plazenten aus PE Schwangerschaften mit weiblichen Plazenten aus NORM Schwangerschaften. Auflerdem
wurden Plazenten aus PE Schwangerschaften mit Plazenten aus NORM Schwangerschaften ohne
Geschlechtsdivergenz verglichen. Erlauterungen: Die erste Zeile zeigt die Gruppenaufteilung an. Die zweite Zeile
fuhrt fur jede Spalte auf, welche Variablen miteinander verglichen wurden (Vergleich ist angegeben mit einem
Schragstrich /). Signifikanz hinter dem jeweiligen p-Wert in (). p > 0,05 (ns, nicht signifikant), p < 0,05 (*) und p <
0,01 (*).
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4 Diskussion

Mit Hilfe der 3D-Mikroskopie kann die vorliegende Arbeit erstmalig detaillierte
Informationen Uber innere Organisation des villdsen Trophoblasten im Rahmen der
Praeklampsie (PE) liefern. Weil die statistische Auswertung der Flachendichte dabei
auf Daten zu jedem einzelnen Zellkern der trophoblastaren Oberflache der
ausgewerteten Zotten beruht, wird die statistische Power der Analyse weit Uber die
Fallzahl der jeweiligen Gruppe erhoht (47) (vgl. 2.8, Tabelle 2).

Der villose Trophoblast stellt in der Plazenta die epitheliale Basis der feto-maternalen
Barriere dar. Seine Morphologie und Funktion sind essenziell fur die in der Plazenta
ablaufenden Transportvorgange und jeden feto-maternalen Stofftransfer (33).

Der Proliferationsmarker PCNA bietet eine Moglichkeit, zwischen Zellkernen des
Zytotrophoblasten (Stammzellkompartment) und Synzytiotrophoblasten (epitheliale
Barriere, Funktionskompartment) zu unterscheiden (46) und erlaubt damit einen
Einblick in die proliferative Dynamik des Trophoblasten. Es gilt die Regel, dass die
Zellkerne des Zytotrophoblasten proliferierend, also PCNA positiv, und die Zellkerne
des Synzytiotrophoblasten post-proliferativ, sprich PCNA negativ, sind (46, 73, 74).
Uber die Proliferationsanalyse kann daher ein indirekter Zugang zum inneren
Organisationszustand des villosen Trophoblasten gesucht werden.

Seine Lage am Rand der mdutterlichen Blutrdume der Plazenta gibt dem villosen
Trophoblasten — vor allem dem Synzytiotrophoblasten — die Moglichkeit, Uber den
Blutweg direkt auf die Mutter einzuwirken (15), in deren Gefalbett sich ein

Schwerpunkt der klinischen Symptomentwicklung in der PE findet.

4.1 Veranderungen des villosen Trophoblasten bei PE

Bei der intrauterinen Wachstumsretardierung (IUGR) konnte bereits gezeigt werden,
dass Storungen der Plazentafunktion mit Veranderungen der Flachendichte
trophoblastarer Zellkerne des villdosen Trophoblasten einhergehen (53). In der
vorliegenden Arbeit werden nun auch Zusammenhange der PE mit der
trophoblastaren Grundstruktur an der Zottenoberflache sichtbar allerdings andere als
bei der IUGR.

In den terminalen (hier als bTO bezeichneten) und praterminalen (hier als bT1

bezeichneten) Verzweigungen des Zottenbaumes ist die Dichte PCNA negativer

Zellkerne im Trophoblasten bei den PE Plazenten erniedrigt. Dieser Befund ist
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gegenlaufig zu den bei der IUGR beschriebenen Veranderungen (53). Fur die IUGR
wurde beschrieben, dass die Flachendichte PCNA negativer Zellkerne erhoht ist, nicht
aber erniedrigt. Die PCNA negativen Zellkerne sind in der Regel vollstandig in das
Synzytium integriert und funktioneller Bestandteil der feto-maternalen Barriere. Anders
ist dies fur die PCNA positiven Zellkerne des villdsen Trophoblasten. Diese gehoren
im Regelfall zum Zytotrophoblasten, der in zweiter Reihe unter dem Synzytium liegt
und vor allem als Stammzellreserve des Synzytiums dient. Auch in diesem
Kompartiment des villdsen Trophoblasten gibt es Veranderungen bei der
Praeklampsie. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Flachendichte PCNA positiver
Zellkerne des Trophoblasten der terminalen und praterminalen Zottenverzweigungen
hoher ist als in unauffalligen Schwangerschaften. Bei der IUGR gibt es keine Anderung
der Flachendichte PCNA positiver Zellkerne (47).

Die soeben fur die Gesamtkohorte der vorliegenden Studie beschriebenen statistisch
signifikanten Befunde stellen sich noch weiter akzentuiert dar, wenn auf die
Geschlechter der Plazenten eingegangen wird. Nur in weiblichen Plazenten finden sich
die jeweils fur die gesamte Gruppe statistisch signifikanten Unterschiede wieder, nicht
aber bei mannlichen Plazenten. Bei Letzteren ist bestenfalls ein Trend zu beobachten,
der aber vielfach deutlich unter dem Signifikanzlevel bleibt. Die Auspragung dieser
Befunde — sowohl bei den PCNA negativen wie bei den PCNA positiven Zellkernen —
ist in der vorliegenden Arbeit daher sexuell dimorph. Fur die Gesamtgruppe der PE
Plazenten sind es die weiblichen Plazenten, die die Signifikanz in der Gruppe treiben.
Diese Daten der vorliegenden Arbeit zu einem sexuell dimorphen Geschehen im
villdésen Trophoblasten sind auch mit Erkenntnissen epidemiologischer Studien
vereinbar, die gezeigt haben, dass die mit PE assoziierte Fruhgeburtlichkeit (Geburt
vor der 38. Schwangerschaftswoche) mehr weibliche als mannliche Neugeborene
betrifft (55). Weil die Schwere der maternalen Symptomatik bei PE der wesentliche
Faktor fur eine vorzeitige Entbindung ist, weist diese klinisch-epidemologische
Beobachtung darauf hin, dass die Veranderungen an der Zottenoberflache fur die

Schwere der maternalen Symptomatik von Bedeutung sein konnten (26).

Die Ergebnisse der Flachendichte und der mittleren Distanz zum nachsten Nachbarn
von PCNA negativen und PCNA positiven Zellkernen an der Zottenoberflache weisen
in weiblichen PE Plazenten Unterschiede im Vergleich zu weiblichen NORM Plazenten

auf, die in mannlichen PE Plazenten nicht existent sind. So ist in weiblichen PE
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Plazenten die Dichte von PCNA negativen Zellkernen an der Oberflache von
terminalen und praterminalen Zotten erniedrigt und die Dichte von PCNA positiven
Zellkernen an der Oberflache von terminalen Zotten erhoht. Letzteres ist passend zu
der verkurzten Distanz zum nachsten Nachbarn von PCNA positiven Zellkernen in
weiblichen PE Plazenten. Somit befinden sich in den peripheren Zottenabschnitten
weiblicher PE Plazenten mehr proliferierende und weniger nicht-proliferierende Zellen
(vgl. Abbildung 4, Abbildung 5). Die Daten zur nearest neighbor distance zeigen daher
vergleichbare Ergebnisse auf, wie die Daten zur Flachendichte und unterstutzen die
dort erhobenen Befunde.

Der villdse Trophoblast mit seinen Subkomponenten Zytotrophoblast und
Synzytiotrophoblast muss im Konzept der vorliegenden Arbeit als epitheliales
Gesamtsystem diskutiert werden (47, 75). Dieses System hat ein proliferativ auf
Regeneration gerichtetes Kompartment (hier sind die PCNA positiven Zellkerne zu
verorten) und ein ins Synzytium voll integriertes funktionales Kompartment (hier sind
die PCNA negativen Zellkerne zu verorten). Beides bildet gemeinschaftlich das
funktionelle Gesamtsystem des villosen Trophoblasten. Seine Stabilitat und Funktion
wird durch Proliferation mit nachfolgender zyto-synzytialer Fusion (Input) und
Abschilferung trophoblastaren Materials ins maternale Blut (Output) in einem
FlieRgleichgewicht (steady state) gehalten (6). Im Fliegleichgewicht entsprechen die
aus dem proliferativen Kompartment nachkommenden Bestandteile quantitativ dem
aus dem Synzytium abgeschilferten Material (vgl. Abbildung 24). Dieses Gleichgewicht
sichert eine langfristige, wochen- bis monatelang anhaltende Stabilitat des

Gesamtsystems (47, 75).

Der in der vorliegenden Arbeit dokumentierte Anstieg der Flachendichte der PCNA
positiven Zellkerne bei verringerter Flachendichte der PCNA negativen Zellkerne im
Gesamtsystem des Trophoblasten kann wie folgt interpretiert werden und zeigt

e einen erhdhten Input von Material aus dem bei PE aktivierten proliferativen
(PCNA positiven) Kompartment an. Dieser Input muss im Flielgleichgewicht
quantitativ der Menge des Materials entsprechen, das von der Oberflache ins

maternale Blut abschilfert.

e (gleichzeitig eine reduzierte Flachendichte der PCNA negativen Zellkerne
(entsprechend auch eine verlangerte nearest neighbor distance dieser
Zellkerne). Unter der Annahme eines FlieRgleichgewichtes an der
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Zottenoberflache ist dies gut mit einem beschleunigten Durchsatz des

tropoblastaren Materials durch das Gesamtsystem erklarbar.
e Die Daten der vorliegenden Studie weisen darauf hin,

o dass bei PE quantitativ mehr Material aus dem Trophoblasten in die

matterliche Zirkulation abgegeben wird.

o dass die Zeit fur die adaquate Vorbereitung (Passivierung) der Abgabe
wahrend der Passage durch das Gesamtsystem verkurzt ist, was auch
zur Abgabe nicht vollstandig passivierten Trophoblastmaterials in die

mutterliche Zirkulation fihren konnte.

o dass beide Faktoren zusammen eine moglicherweise kraftig erhohte
Belastung des maternalen Kreislaufs mit nicht ausreichend inaktiviertem

kindlichen Trophoblastmaterial anzeigen.

Im Gegensatz dazu werden die Veranderungen des villosen Trophoblasten bei der
IUGR als verzogerter Durchsatz interpretiert (47). Bei der IUGR stehen dabei auch
kindliche Symptome im Mittelpunkt des Syndroms, das insgesamt ein Versagen der
plazentaren Funktion anzeigt (76). Zu diesem Versagen konnten die Veranderungen
im villésen Trophoblasten bei der IUGR erheblich beitragen. Jedoch fehlen bei der
IUGR die maternalen Symptome, die bei der PE charakteristisch fur das klinische Bild
sind (44). Die folgende Abbildung (vgl. Abbildung 24) soll den beschriebenen
Vorschlag zur Interpretation der Befunde darstellen.
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Abbildung 24: Konzept der Kontrolle nach Fusion im Synzytiotrophoblasten modifiziert nach (47, 75). Die Abbildung
veranschaulicht die Grundidee des Konzepts der Postfusionskontrolle des Synzytiotrophoblasten mit seiner
Struktur und Funktion, welches in (47, 75) vorgeschlagen wurde und auch in dieser Studie zur Interpretation der
Befunde genutzt wird. Innerhalb der jeweiligen Gruppe (mannlich und weiblich) wird zwischen NORM und PE
Plazenten unterschieden. Die linke Seite stellt den Input von Zellelementen (griine Kreise symbolisieren Kerne und
alle Organellen, die ebenfalls importiert werden) durch zyto-synzytére Fusion auf der Grundlage konstanter
Proliferation dar. Die rechte Seite veranschaulicht den Austritt adaquat passivierter (hellgriine Flecken) und unreifer
(grine kleine Kreise) Zellkerne und Organellen durch Abschilferung in den miditterlichen Kreislauf. In- und Output
stehen im kinetischen Gleichgewicht und sind quantitativ gleich hoch. Die vier rosafarbenen Rechtecke
symbolisieren den Synzytiotrophoblasten und die roten Pfeile darunter die FlieRgeschwindigkeit bzw. die
Progressionsrate (symbolisiert durch Anzahl und Farbintensitat) durch die intrasynzytiale Phase. Die griinen Kreise
in den rosafarbenen Rechtecken symbolisieren die Flachendichte der Zellkerne (die gezeigten Kreise sind
beispielhaft fur alle intrasynzytaren Organellen). Die GroRRe der Kreise im Synzytiotrophoblasten symbolisiert die
Alterung, wobei kleinere Kreise fiir schon gealterte Zellkerne stehen. Der Vorschlag zur Interpretation der Befunde
basiert auf aktuellen Konzepten (73, 77) iUber den Umsatz (turnover) und den stabilen Zustand des villdsen
Trophoblasten in menschlichen Plazentazotten. Es verfligt Uber den Aspekt der Zeit, die fur die Passage des
Zytotrophoblastenmaterials (hier: Kerne) durch das Synzytium aufgewendet wird, und interpretiert dadurch die
Veranderungen der Flachendichte der Zellkerne als Folge der Variabilitat der Passagezeit (kinetische Bestimmung
der scheinbaren Eigenschaften des FlieRgleichgewichts). Die Unterschiede der Flachendichte von PCNA negativen
Zellkernen beim Vergleich von weiblichen NORM und PE Plazenten sind signifikant. Beim Vergleich von
mannlichen NORM und PE Plazenten sind die Unterschiede nicht statistisch signifikant (ns).

In der vorliegenden Studie muss unklar bleiben, ob bei der PE die hohere
Flachendichte der PCNA positiven Zellkerne den erhdhten Durchsatz primar
ursachlich antreibt oder ob sie als sekundar-kompensatorische Reaktion auf einen
erhohten Materialverlust aus dem Trophoblasten in die mdatterliche Zirkulation zu
interpretieren ist. Ein beschleunigter Durchsatz trophoblastaren Materials bei
gesteigerter Proliferation muss dabei zwangslaufig zu einer vermehrten Abschilferung
trophoblastarer Fragmente in die mdatterliche Zirkulation pro Flacheneinheit der
Zottenoberflache fuhren. Da das Plazentagewicht im Rahmen der PE — anders als bei
der IUGR — nicht massiv erniedrigt ist (78), konnen hier von einer altersentsprechend

etwa normal grof3en trophoblastaren Oberflache des Zottenbaums in Summe pro
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Zeiteinheit hohere Mengen Trophoblast als bei der IUGR oder auch bei normalen
Plazenten abschilfern. Die von der Trophoblastoberflache abschwimmenden
Elemente befinden sich unmittelbar im mutterlichen Blut und gelangen tber die Venen
des Uterus in das nachste maternale Kapillarbett - das Kapillarnetz der mutterlichen
Lunge (34, 79). Es ist nicht auszuschlieRen, dass es infolgedessen zu einer
Uberlastung des miitterlichen Organismus bei der Verarbeitung und Entsorgung
dieses Materials kommt, welches ursachlich zu dem erhohten inflammatorischen
Status bei der PE und den Endothelschaden im maternalen Organismus im Rahmen
der Pathogenese der PE beitragen konnte (80—82). Beobachtet wurde plazentares
Material in Form von gro3en mehrkernigen synzytialen Fragmenten — den
,Plazentarzellen“ — in der mutterlichen Lunge zum ersten Mal 1893 von dem deutschen
Pathologen Georg Schmorl. Er beschrieb das Vorkommen von ,Plazentarzellen® (83)
in den Lungen von Muttern mit normalen Schwangerschaften und wies eine vermehrte
Anzahl dieser Zellen bei schwangeren Frauen, welche an einer Eklampsie gestorben
waren, nach (83, 84). Ein groRes klinisches Interesse besteht heutzutage darin,
abgeschilfertes trophoblastares Material minimal-invasiv zu gewinnen, um
vorgeburtlich fetale Gentests durchfuhren zu konnen (83). Zudem konnte der feto-
maternale Austausch zum Verstandnis der Toleranz des mutterlichen Immunsystems
gegenuber dem semi-allogenen Fetus fur die Zeit der Schwangerschaft beitragen und
so neue Erkenntnisse fur die Krebsforschung und Gewebetransplantation mit sich
bringen (83, 85, 86). Neben den rein quantitativen Aspekten der Ausschleusung
pathologisch grof3er Mengen trophoblastaren Materials, kann es auch zu qualitativen
Veranderungen bei der Zusammensetzung des abschilfernden Materials kommen. Die
Vorgange nach der zyto-synzytiale Fusion weisen phanotypisch weitgehende
Parallelen mit der Apoptose von Epithelzellen auf (87, 88). Apoptotisch zugrunde
gehende Zellen fihren mit ihren entstandenen Fragmenten jedoch lokal nicht direkt zu
einer massiven Aktivierung des angeborenen Immunsystems und zu verstarkten
inflammatorischen Reaktionen (86). Anders ist dies bei nicht-apoptotischen (das heift:
nicht ausreichend passivierten) Zellfragmenten (35). Bei den hier dokumentierten
Befunden an der Zottenoberflache kann eine vermehrte Ausschleusung nicht adaquat
vorbereiteten Trophoblastmaterials potenziell zu vermehrten inflammatorischen
Reaktionen im maternalen Organismus fuhren. Es ist also denkbar, dass groRere
Mengen trophoblastaren Materials, welche wahrend der zeitlich verkurzten synzytialen
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Passage nicht ausreichend passiviert werden konnten, inflammatorische Effekte im

matterlichen Organismus verscharfen.

4.2 Veranderungen des Zottenbaums bei PE

Bei den hier untersuchten Plazenten handelte es sich Uberwiegend um relativ spat in
der Schwangerschaft aufgetretene und milde Manifestationen des PE Syndroms im
Sinne einer LOPE, nicht aber um die seltenere, fur Mutter und Kind besonders
kritische EOPE (vgl. 1.2). Es ist umstritten, ob die bei PE haufig aus maternaler
Indikation erfolgende frihe Entbindung der wesentliche Parameter fur die
Gewichtsreduktion bei PE Kindern und Plazenten ist. Auch in der hier vorliegenden
Studie war das Gestationsalter bei PE erniedrigt und Plazentagewichte sowie andere
Grollenparameter der Plazenten vermindert. Analog dazu lasst sich auch fur die
Parameter im Zottenbaum diskutieren, ob sie eher auf die PE selbst oder auf den
etwas fruheren Entbindungszeitpunkt zurtckzuflhren sind. Grob sind bei den
stereologischen Messungen die zentralen Zottenabschnitte den C-villi und die

peripheren Zottenabschnitte den NC-villi zu zuordnen.

In der vorliegenden Arbeit zur PE werden auffallige Zusammenhange mit der Struktur
des Zottenbaums sichtbar allerdings andere als bei der IUGR. Fur die
Volumenanteile der C-villi und NC-villi des Zottenbaums prasentieren sich
Unterschiede zwischen der PE und IUGR bei mannlichen Plazenten. So haben die
PE Plazenten mannlichen Geschlechts einen verringerten Volumenanteil von NC-villi
und C-villi und die IUGR Plazenten mannlichen Geschlechts nur einen verringerten
Volumenanteil von C-villi (48). Der verringerte Volumenanteil der C-villi bei
mannlichen IUGR Plazenten korrelierte mit dem Plazentagewicht (48). Bei NORM
Plazenten korrelierten das Plazentagewicht und die Plazentadicke mit den Volumina
der C-villi (49). Plazentagewicht und Plazentadicke sind wichtige Endpunkte in vielen
Studien zum prenatal programming (56, 89, 90). Die Daten von GG, PG und GA bei
PE Schwangerschaften geben im Gegensatz zur IUGR kein einheitliches Bild ab (29,
91). Ob der verringerte Volumenanteil von NC-villi und C-villi bei mannlichen PE
Plazenten mit makroskopischen Parametern korreliert, wurde in der vorliegenden

Studie nicht untersucht.

Die Verzweigungswinkel sowie Lange, Durchmesser und Volumen der peripheren
Zotten, welche mittels 3D-Mikroskopie untersucht wurden, spielen bei Veranderungen

des Zottenbaums bei PE keine Rolle.
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4.3 Plazentarer Sexualdimorphismus bei PE

In den hier untersuchten Plazenten wurden erstmalig morphologisch fassbare sexuell
dimorphe Veranderungen im villosen Trophoblasten bei PE nachgewiesen (75). Der
villose Trophoblast ist dabei mit vielen Gesichtspunkten der Plazentafunktion korreliert,
bei PE auch mit sexuell dimorphen Funktionen. Normale und pathologische
Plazentafunktion finden in der hier beschriebenen Morphologie bei PE ggf. ihr
strukturelles Korrelat.

4.3.1 Gestationsalter

Weibliche Neugeborene mit PE sind im Vergleich zu mannlichen Neugeborenen mit
PE haufiger von Fruhgeburtlichkeit (<37+0) und fruher Frahgeburtlichkeit (<34+0)
betroffen (55, 92-96). Verburg et al. vermutet, dass die weibliche fetale-plazentare
Einheit, zu welcher der villdse Trophoblast gehort, den erhohten Blutdruck der Mutter
induziert, um die Durchblutung der Plazenta zu verbessern, da mehr Frauen mit einem
weiblichen Fetus an einer schweren schwangerschaftsinduzierten Hypertonie leiden
als Frauen mit mannlichem Fetus. Verburg et al. erklart damit auch den erhohten Anteil
von arztlich eingeleiteten Geburten von Muttern mit einem hypertonie-induzierten
Geschehen, die zu Frihgeburten von weiblichen Kindern fuhren (94).

4.3.2 Fetales Wachstum

Laut Stark et al. weisen mannliche Feten von Mduittern mit PE eine normale
Wachstumsentwicklung und weibliche Feten ein asymmetrisches Wachstum mit einem
kleineren Geburtsgewicht auf (54, 54, 97). Diese Beobachtungen werden mit
geschlechtsspezifischen Veranderungen der peripheren mutterlichen
mikrosvaskularen Funktion in Zusammenhang gebracht (98). Bei mannlichen Feten
konnte eine vermehrte Vasokonstriktion auf Ebene der mutterlichen mikrovaskularen
Zirkulation von Schwangeren mit PE assoziiert werden. Bei Frauen mit weiblichen
Feten gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen normotensiven und
hypertensiven Frauen fur die mutterliche mikrovaskulare Funktion (54). Diese
Ergebnisse zeigen, dass weibliche und mannliche Feten unterschiedliche
Bewaltigungsstrategien in Bezug auf die PE haben. Wahrend weibliche Feten ihr
Wachstum reduzieren, behalten mannliche Feten ihr normales Wachstum bei (54).
Diese Daten beziehen sich auf Schwangerschaften mit milder PE und termin-naher
Geburt des Kindes. Bei schweren Formen von PE mogen die

Anpassungsmechanismen komplexer sein, auch weil starke kompensatorische
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Reaktionen zur Stabilisierung der Situation ebenfalls zu Veranderungen der Plazenta
fuhren konnen (98). Die Geschlechtsunterschiede, die bei Schwangerschaften mit
mannlichen und weiblichen Feten in dieser Studie und in anderen Studien, welche in
(54) aufgefuhrt werden, zutage treten, fuhrt Clifton et al. auf die Plazenta und die
.geschlechtsspezifische Regulation und Expression von plazentaren Genen,
Proteinen, Steroiden und Struktur® zurlck (54).

4.3.3 Genexpression

Ebenfalls konnte ein plazentarer Sexualdimorphismus bei der Genexpression bei
Muttern mit PE beobachtet werden (93, 99). Ob es eine direkte Korrelation der
Genexpression mit den Befunden der vorliegenden Arbeit gibt, kann hier nicht belegt
werden. Jedoch macht es deutlich, dass der sexuelle Dimorphismus bei PE ein breit
gefachertes Phanomen pathogenetischen Ursprungs ist.

4.3.4 Trophoblast und endokrine Funktion der Plazenta

Sathishkumar et al. fragt sich, inwiefern die Plazenta und die je nach Geschlecht
unterschiedlichen Steroidhormonprofile bei PE zusammenhangen. ,Beeinflusst die
Plazenta bei Schwangeren mit PE direkt die Hormone je nach fetalem Geschlecht
oder fuhrt die PE in Bezug auf das fetale Geschlecht zu unterschiedlichen
plazentaren endokrinen Signalwegen?“ (100). Die Forschungsgruppe hat fur die
Geschlechtshormone und Rezeptoren, welche aus Plazentagewebe von PE
Schwangerschaften und gesunden Schwangerschaften mittels Immunfluoreszenz,
Western Blot und quantitativer PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) bestimmt wurden,
ein sexuell dimorphes Geschehen beobachtet. Die AR (Androgen Rezeptor)
Expression war unabhangig vom fetalen Geschlecht im Vergleich zu den gesunden
Plazenten bei PE Plazenten erhoht. Die plazentare Aromatase war bei weiblichen PE
Schwangerschaften erhoht und bei mannlichen PE Schwangerschaften erniedrigt.
Das erhohte zirkulierende Testosteron bei mannlichen Feten, welches bei weiblichen
Feten erniedrigt war (100, 101), wurde teilweise mit den geschlechtsspezifischen
Leveln der Aromatase assoziiert (100). Androgene sind Hormone, die
unterschiedliche Wirkungen auf verschiedene Zielstrukturen hervorrufen und
genetische und nicht-genetische Funktionen erflullen. Sie werden haufig als
,mannliche Sexualsteroide” definiert und sind ausschlaggebend fur die Entwicklung
mannlicher Merkmale bei mannlichen Feten von normalen Schwangerschaften (102).
In vielen Studien wurde ihre Beteiligung bei der intrauterinen Entwicklung von
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weiblichen Feten bei normalen Schwangerschaften untersucht und es konnte gezeigt
werden, dass Androgene auch fur das weibliche Geschlecht eine Rolle spielen (102).
Vermutet wird, dass die Zusammenhange des gestorten Signalwegs der Androgene
Auswirkungen auf die Plazentaentwicklung haben und die Haufigkeit von
mutterlichen und fetalen Komplikationen mit PE erhdhen konnten (vgl. 1.3 (100,
101)). Da der villése Trophoblast ein zentraler Ort der endokrinen Funktionen der
Plazenta ist, ist naheliegend, dass die in der vorliegenden Studie festgestellten
sexuell dimorphen morphologischen Veranderungen bei PE als Aquivalent solcher

funktioneller und endokriner Dimorphismen interpretiert werden konnen.
4.3.5 Trophoblastdeportation und maternale Symptomatik

Bei mannlichen PE Plazenten von termingerechten Geburten war die Expression von
inflammatorischen, hypoxischen und apoptotischen Markern héher und die
Expression von pro-angiogenetischen Markern geringer als bei weiblichen PE
Plazenten (55, 92, 93). Diese Auswertungen passen insofern zu denen dieser Arbeit,
als dass bei den weiblichen PE Plazenten im Vergleich zu den mannlichen PE
Plazenten die Flachendichte der proliferierenden Zellkerne des villésen
Trophoblasten erhoht und die Flachendichte der nicht-proliferierenden Zellkerne
erniedrigt ist (vgl. Abbildung 4, Abbildung 5) und somit davon ausgegangen werden
kann, dass beim weiblichen Geschlecht mehr unreifes, also nicht apoptotisches
Zellmaterial entsteht als beim mannlichen Geschlecht.

Die sekundare Datenanalyse einer Fallkontrollstudie der ,Collaborative Perinatal
Project (CPP)" untersuchte Zusammenhange zwischen dem fetalen Geschlecht, PE

und dem Immunsystem der Mutter mit folgenden Ergebnissen (95)

1. Schwangere mit PE und weiblichem Fetus wiesen erniedrigte Werte fur das
proinflammatorische IL13 des 2. Trimenons auf und normotensive

Schwangere mit weiblichem Fetus hohere IL13 Werte.

2. Schwangere mit PE und weiblichem Fetus hatten erhohte Werte fur das
antiinflammatorisch wirkende Zytokin IL10 in der postpartalen Phase (95).

Da das Krankheitsbild der PE vor allen Dingen mit einer maternalen Symptomatik
einhergeht, wobei es dem Kind intrauterin oft noch vergleichsweise gut geht, liegt
nahe, dass das Immunsystem der Mutter eine wichtige Rolle in Bezug auf die

Pathogenese der PE spielt. Inwiefern das fetale Geschlecht die Funktion des
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mutterlichen Immunsystems stimuliert, ist fraglich. Auf Basis der Ergebnisse dieser
Arbeit reagiert das maternale Immunsystem eventuell gezwungenermalen sexuell
dimorph, da der villdse Trophoblast eines weiblichen Fetus mit PE mehr unfertiges
Zellmaterial in den mutterlichen Blutkreislauf abgibt als der villdse Trophoblast eines
mannlichen Fetus mit PE. Nicht-apoptotisches Material aktiviert das maternale
Immunsystem anders als apoptotisches Material. Die Apoptose wird von den Zellen
selbststandig eingeleitet und deshalb als ,programmierter Zelltod“ bezeichnet. Im
Gegensatz zu nekrotischen Zellen |I6sen apoptotische Zellen keine
Entzindungsreaktion aus (103).

Die oben aufgefuhrten Ergebnisse zeigen, wie wichtig es ist, das sexuell dimorphe
Geschehen insgesamt und insbesondere des villdsen Trophoblasten bei der
Erforschung der PE und anderen Plazentaerkrankungen zu berucksichtigen.

4.4 Vergleiche von PE und IUGR

Die bisher weitgehend akzeptierte Annahme ist, dass die PE und IUGR Erkrankungen
der Plazenta sind, welche dieselbe Pathogenese haben und in der
Frihschwangerschaft entstehen (40, 43, 44, 104). Weshalb sich die PE im weiteren
Verlauf der Schwangerschaft primar mit einer klinischen Symptomatik der Mutter und
die IUGR primar mit einem wachstumsretardierten Kind manifestiert, ist unklar. Die
Ergebnisse dieser Studie und anderer Studien zur IUGR und PE konnen
Erklarungsansatze auf morphologischer Ebene liefern (48, 105) und weisen darauf hin,
dass der Vvillose Trophoblast eine Schlisselrolle in der Entstehung und

unterschiedlichen Klinik beider Erkrankungen spielt.

Die geschlechtsabhangigen Ergebnisse der Flachendichte der Zellkerne des villésen
Trophoblasten der NORM Gruppe aus der Arbeit von Barapatre et al. (75) und der
NORM Gruppe der IUGR Studie von Barapatre et al. (47) uberschneiden sich. Die
Flachendichte von PCNA negativen Zellkernen ist bei weiblichen NORM Plazenten
hoher im Vergleich zu mannlichen NORM Plazenten. Bei der Flachendichte der PCNA
positiven Zellkerne gibt es keine Unterschiede zwischen weiblichem und mannlichem
Geschlecht. Im Vergleich zu den NORM Plazenten ist die Flachendichte der PCNA
negativen Zellkerne von IUGR Plazenten unabhangig vom Geschlecht deutlich erhoht
(48). Bei der PE zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Flachendichte der PCNA
negativen Zellkerne unabhangig vom Geschlecht erniedrigt ist (vgl. Abbildung 2).
Insgesamt weisen die beschriebenen Befunde der NORM Gruppe aus den zitierten
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Arbeiten darauf hin, dass plazentarer Sexualdimorphismus kein pathologisches
Phanomen ist, sondern auch in Plazenten von klinisch unauffalligen
Schwangerschaften existiert (vgl. 1.3). Histopathologisch wirken die beiden
Krankheitsbilder (IUGR, PE) unterschiedlich auf diesen Dimorphismus ein und
modifizieren ihn auch unterschiedlich. Dies zeigen auch Ergebnisse morphometrischer
Messungen von IUGR und PE Plazenten, welche Mayhew et al. durchgefuhrt haben
(105).

4.5 Methodische Besonderheiten dieser Arbeit

4.5.1 Vorbemerkungen

In dieser Studie wurden menschliche Plazenten mit Praeklampsie (PE) und klinisch
unauffallige Plazenten (NORM) makroskopisch untersucht sowie 3D-mikroskopisch
und stereologisch analysiert.

Die Methode der 3D-Mikroskopie ist nicht vollig untersucherunabhangig, weshalb jede
periphere Plazentazotte der PE (n=9) und NORM (n=20) Gruppe vom selben
Untersucher mikroskopiert wurde. Innerhalb der PE Gruppe war die Verteilung der
Geschlechter nicht gleichmalig, so dass die Gruppe aus sechs weiblichen und drei
mannlichen PE Plazentazotten bestand. Fur die Analyse der Dichte von PCNA
negativen und PCNA positiven Zellkernen an der Zottenoberflache und die Distanz
zum nachsten Nachbarn ist dies unerheblich (vgl. 2.8).

4.5.2 Stereologie und 3D-Mikroskopie erganzen sich komplementar

Sowohl die Stereologie als auch die 3D-Mikroskopie sind Verfahren der 3D-Analyse,
die allerdings unterschiedlich an das gestellte Problem herangehen und sich dabei
sinnvoll erganzen. Die Stereologie ist im Kern ein auf der Analyse histologischer
Schnitte basierendes statistisches Verfahren, das die Generalisierung von Daten, die
von 2D-Schnitten gewonnen wurden, auf eine dreidimensionale Grundgesamtheit —
hier den Zottenbaum der Plazenta — erlaubt. Die statistische Basis der Stereologie
erlaubt a priori eine Generalisierung der Aussage (106). Die Stereologie ist in ihrer
statistischen Grundkonzeption jedoch unabhangig von konkreten Details der
analysierten Struktur und kann zum Beispiel bei Volumenbestimmung nicht zwischen
Baumstrukturen, Gittern oder anderen geometrischen Mustern unterscheiden. Es ist
ihre Starke, von diesen Grundgegebenheiten unabhangig zu sein (64, 106, 107). Nur
die als ,second order® Stereologie bekannten Erweiterungen der basalen Stereologie
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erlauben auch Ruckschlisse auf konkrete Strukturdifferenzen. In der vorliegenden
Arbeit ist der Verzweigungsindex ein solches Verfahren der second order Stereologie
(108). Um die Verzweigungsstruktur des Zottenbaums und Parameter wie die
Flachendichte der Zellkerne im villdsen Trophoblasten direkt und unmittelbar zu
analysieren, wurde hier zusatzlich die 3D-Mikroskopie eingesetzt. Diese kann nur die
peripheren Spitzen der Baumstruktur analysieren. Eine Generalisierung auf den
Gesamtbaum auf Basis statistischer Grundlagen ist nur begrenzt maoglich. Jedoch
kann die 3D-Mikroskopie Verzweigungswinkel und die Kerndichte des villésen
Trophoblasten direkt quantitativ erfassen (29), welches bei der Stereologie und
generell der Mikroskopie von dunnen histologischen Schnitten nicht moglich ist. Die
vorliegende Arbeit basiert sowohl auf statistisch-stereologischen Aussagen uber
Strukturen des Zottenbaumes als auch auf direkt dreidimensional ermittelten
mikroskopischen Analysen.

4.6 Offene Fragen und Ausblick

Wunschenswert zur Vorhersage einer PE ware ein nicht-invasiver Screeningtest,
welcher fur Mutter und Kind ungefahrlich, dabei leicht anwendbar, schnell durchfuhrbar
und kostengunstig ist sowie eine hohe Sensitivitat besitzt. Aktuell kommen in der
Praxis zur Anwendung das prognostische Testverfahren fur das 1. Trimenon (First-
trimester Test) basierend auf dem Modell der ,Fetal Medicine Foundation (FMF)®,
welches sich aus den maternalen Anamnesedaten, dem mittleren arteriellen Blutdruck
(MAD) der Mutter, dem mittleren Pulsationsindex der Aa. uterinae und den
Serumwerten von PIGF oder PAPP-A zusammensetzt (20). Die Vorhersagekraft
dieses Tests liegt bei 75% fur die Detektion einer sehr frihen und frihen PE. Die Raten
fur eine fruhe PE konnten mit der Anwendung dieses Tests und der Gabe von
niedrigdosiertem Aspirin, nach positivem Testergebnis, um 62% gesenkt werden
(109). Die Gabe von niedrigdosiertem Aspirin (2100 mg) mit dem Beginn moglichst vor
der 16. SSW, senkt das Risiko der Entstehung einer PE vor der 37. SSW (110, 111).
Fir die Anwendung des sFIt-1/PIGF Quotienten, der neben anderen Parametern
erganzend zur Risikoabschatzung einer PE im 2. und 3. Trimenon in der Geburtshilfe
angewandt wird (vgl. 1.2), gibt es nach (112) drei Moglichkeiten der sinnvollen
Anwendung: 1. Die Mutter hat ein hohes Risiko eine PE zu entwickeln 2. Die Mutter
zeigt klinische Auffalligkeiten, die Hinweise auf eine PE geben (jedoch liegt noch keine
PE Diagnose vor) 3. Zur Planung und Entscheidungsfindung von Muttern, bei denen

bereits eine PE diagnostiziert wurde. Insgesamt sind die obengenannten
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Testverfahren aufwendig, teilweise untersucherabhangig und bendtigen eine
Kombination aus vielen Parametern fur die Risikoabschatzung einer PE (113).

Im Journal ,Nature Medicine® veroffentlichte Kaitu'u-Lino et al. (114) Informationen fur
einen neuen Methylom-Bluttest, der in Kombination mit klinischen Daten der Mutter
eine Sensitivitat von 57% aufweist (113, 114). Fur den Methylom-Bluttest analysierte
die Arbeitsgruppe von De Borre et al. (113) zellfreie DNA (cfDNA) aus dem Blut von
Schwangeren, die im Verlauf eine PE entwickeln wirden und es prasentierten sich
mehr Signale, die mit Profilen von methylierter DNA (DNAme) der Plazenta
Ubereinstimmten als mit Blutzellen oder Organen. Diese Beobachtungen zeigen, dass
die Veranderungen der cfDNAme, welche mit PE assoziiert werden, grofdtenteils aus
der Plazenta stammen. Zudem waren viele Veranderungen der cfDNAme in der Nahe
von Genen lokalisiert, die Proteine kodieren, die fur die Plazentaentwicklung und
Plazentation wichtig sind. cfDNAme-Marker aus der frihen Schwangerschaft zeigten
teilweise eine hohe Ubereinstimmung fiir Signale des Trophoblasten und weniger fir
Endothel-, Stroma- und Hofbauerzellen der Plazenta. Der cfDNAme-Score nahm mit
der Plazentareifung im Gegensatz zu den Kontrollen bei PE nicht ab (113). Plazentare
DNA im maternalen Blut stammt hauptsachlich aus trophoblastarer Abschilferung und
bildet moglicherweise die in dieser Arbeit beschriebenen PE-typischen Veranderungen
mit ab. In der Krebsforschung ist die veranderte DNA-Methylierung von Tumorzellen
im Vergleich zu gesunden Zellen als diagnostisches Kriterium und zur Entwicklung
zielgerichteter Therapien von enormer Bedeutung (115), so dass es nicht
unwahrscheinlich ist, dass sie auch in der Plazentaforschung in Zukunft eine Rolle

spielen wird.

Honigberg et al. (116) leitete aus einer Meta-Analyse mit mehreren Genloki
.,genomweite polygene Risikoscores* ab, um hypertensive
Schwangerschaftserkrankungen zu prognostizieren. Fur erstgebarende Frauen
konnten die polygenen Risikoscores unabhangig von den Risikofaktoren, die im ersten
Trimenon standardmallig ermittelt werden, das Risiko fur eine hypertensive
Schwangerschaftserkrankung vorhersagen (116).

Weiterhin bleiben viele Fragezeichen im Hinblick auf die PE bestehen. Das
Verstandnis der Pathogenese ist enorm wichtig fur die Entwicklung diagnostischer und
therapeutischer Verfahren. Die Plazenta spielt hierbei eine Schlusselrolle und sollte,

wie die sexuell dimorphen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, stets geschlechtsabhangig
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untersucht werden. Entscheidend fur die Plazentaforschung sind Plazentadaten. Der
Standard sollte in der Geburtshilfe in Deutschland so sein, dass die Plazenta nicht nur
auf ihre Vollstandigkeit Uberpruft wird, sondern weitere Parameter wie ihr Gewicht,
Grolde, Rundung, Oberflache, kurzester und langster Durchmesser, etc. erhoben und
dokumentiert werden. Dies wird im Ausland teilweise schon lange gemacht und schafft
groRe Datensatze, die der Wissenschaft zur Verfugung gestellt werden konnen.
Zudem konnte ein Nebeneffekt dieser Dokumentation sein, dass die Plazenta als
Organ weiter in den Fokus biomedizinischer Grundlagenforschung und klinischer

Forschung gerat.
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