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Abstract

Einleitung: Die Gabe antenataler Glukokortikoide (GC), u.a. zur Lungenreifeinduktion
bei drohender Frihgeburtlichkeit in der Spatschwangerschaft oder bei Verdacht auf ein
Adrenogenitales Syndrom (AGS) in der Fruhschwangerschaft, kann, in sensiblen
Entwicklungsphasen der Ontogenese appliziert, mit intrauterinen Beeintrachtigungen
der Fetalentwicklung und postpartalen, sogar lebenslang anhaltenden Veranderungen
von Organfunktionen einhergehen. Ein niedriges Fetalgewicht, als Surrogatmarker einer
gestorten intrauterinen Entwicklung, ist dabei ein Indikator fur ein erhohtes
Erkrankungsrisiko im Lauf des Lebens. Die Plazenta, als Verbindung zwischen
maternalem und fetalem Kreislauf, spielt eine zentrale Rolle in der Entwicklung des
Kindes und stellt somit einen Schwerpunkt in der Ursachenforschung dar. Hierbei
vermutet man unterschiedliche, u.a. geschlechtsspezifische Anpassungsstrategien, die
zur fetalen Programmierung beitragen konnten. Das Schafsmodell wird seit Jahren zur
Untersuchung der Auswirkungen der GC-Exposition auf die intrauterine Entwicklung
und die potenziellen Langzeitfolgen verwendet. Hier zeigte sich nach
Dexamethason(DEX)-Gabe in der Fruhschwangerschaft lediglich bei weiblichen Feten
eine transiente fetale Gewichtsreduktion. Eine geschlechtsspezifische Analyse der

Auswirkungen maternaler GC-Gaben ist daher essentiell.

Ziel: Analyse der morphologischen und stereologischen Veranderungen der
Schafsplazenta im Schwangerschaftsverlauf nach friher maternaler DEX-Therapie

unter Beachtung geschlechtsspezifischer Unterschiede.

Methoden: Merinoschafe mit Einlingsschwangerschaften (n=111) wurden rando-
misiert und erhielten am Schwangerschaftstag 40 und 41 im Abstand von 12 h vier
intramuskulare Injektionen DEX (0,14 mg/kg maternalem Koérpergewicht, n = 50) oder,
in der Kontrollgruppe, Natriumchlorid (entsprechend 2 ml NaCl/Injektion, n =61). Am
Tag 50, 100, 125 und 140 wurde fetales und plazentares Gewebe gewonnen und das
maternale und fetale Gewebe sowie das GefalRendothel mittels immunhistochemischer
Doppelfarbung mit Cytokeratin und von-Willebrand-Faktor identifiziert. Mit neu
generierten Auswertungsalgorithmen wurden die 5 wichtigsten stereologischen Para-
meter anhand computergestitzter Bildanalyse untersucht. Differenziert in maternalen

und fetalen Gewebeanteil wurden die Oberflachendichte (Sy), die plazentom (Sa)- und
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plazentagewichtsspezifische (St) Oberflachendichte, die Ratio der Gewebeanteile sowie
die GefalRdichte (Ny) ausgewertet.

Ergebnisse: Die frihe maternale DEX-Behandlung fuhrt nicht zur Reduktion des
Plazentagewichts, allerdings veranderten sich die Plazentomsubgruppenanteile im
Schwangerschaftsverlauf. Bei mannlichen Feten zeigt sich nach DEX-Behandlung eine
Zunahme des C-Plazentomanteils am Tag 125, bei weiblichen Feten eine Gewichts-
zunahme der C-Plazentome an den Tagen 100 und 140.

Nach DEX-Behandlung wird bei weiblichen Feten die Zunahme der Oberflachen-
parameter Sy, Sa und St im Schwangerschaftsverlauf inhibiert. Am Tag 100 kommt es
zur gesteigerten Sy und Sa. Mannliche Feten weisen einen Sy- und Sa- Anstieg sowie
einen Ratio-Abfall im Schwangerschaftsverlauf auf. C-Plazentome zeigen eine
Zunahme von Sy und St im Schwangerschaftsverlauf. Die Abnahme der Gefalidichte
mit Zunahme der Austauschflache wird ausgesetzt.

Schlussfolgerung: Nach maternaler DEX-Therapie in der fruihen Schafsschwanger-
schaft kommt es zu geschlechtsabhangigen Veranderungen von Anteil und Gewicht der
C-Plazentome sowie der Oberflachen- und GefaRdichte. Diese kdnnen ursachlich fur
die beobachteten kurzzeitigen Beeintrachtigungen der Fetalentwicklung und die
langfristigen Folgen von GC in der frihen Schafsschwangerschaft sein.
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Antenatal glucocorticoid (GC) therapy, e.g. for lung maturation at risk of preterm birth in
late pregnancy or suspected congenital adrenal hyperplasia (CAH) in early pregnancy,
given in sensitive windows of plasticity, may lead to intrauterine, postpartal and lifetime
impairments for the child. Low fetal birth weight, seen with abnormal intrauterine
development, is a marker for high risk of affection during lifetime at that. The placenta,
as a link of maternal and fetal circulation, has a special impact on fetal growth and is in
focus of causal investigation. Different, including sex specific, ways of adaption are
assumed, lastly leading to “fetal programming”. For years the sheep is used as a model
to study the effect of GC on intrauterine development and long-term consequences.
Thereby only females had transient reductions of weight after early dexamethasone

(DEX) treatment. This makes sex specific analyses after maternal GC necessary.

Objectives: Sex specific investigation of morphological and stereological changes in

sheep placenta after early maternal DEX therapy in course of pregnancy.

Methods: Pregnant ewes carrying singleton fetuses (n = 111) were randomized to DEX
treatment (four intramuscular injections of 0.14 mg/kg ewe weight per 12 hours, n = 50)
or control (accordingly 2 ml saline per injection, n =61) at 40 to 41 days of gestation
(dG). Fetal and placental tissue was collected at 50, 100, 125 and 140 dG. Identification
of maternal and fetal tissue and endothelium was realized with immunohistochemical
double staining of cytokeratin and von-Willebrand-Faktor. With new-generated algo-
rithms of evaluation 5 stereological parameters were raised in computerized analyses of
images. Surface density (Sy), total placentomal (Sa) and total placental surface area
(St), maternal over fetal surface density and vessel density (Ny) were evaluated for

maternal and fetal part of tissue.

Results: Early DEX treatment does not cause reductions of placental weight but shifts
in fraction of placentome subtypes in course of pregnancy. After DEX in male fetuses
fraction of C-placentomes increases at 125 dG, in female fetuses C-placentome weight
rises at 100 dG and 140 dG. DEX inhibits natural rise of Sy, Sa and Stin female fetuses
in course of pregnancy. In 100 dG DEX leads to higher Sy and Sa. Male fetuses have
increased Sy and Sa and decreased maternal over fetal surface densities after DEX.
Furthermore, C-placentomes show raised Sy and St and DEX intermitted natural

reduction of vessel density with gained exchange area.

Xl
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Conclusion: Early maternal DEX therapy in pregnant ewes causes sex specific
changes of fraction and weight of C type placentomes as well as modifications of
surface- and vessel density. These might contribute to the observed short-term
impairments of fetal development and long-term effects of GC in early sheep

pregnancy.

Xl



1 Einleitung

1.1 Stress in der Schwangerschaft
1.1.1 Glukokortikoide

Die korpereigenen Glukokortikoide (GC) zahlen zu der Gruppe der Steroidhormone und
werden in der Nebennierenrinde aus Cholesterin synthetisiert.1‘2 Das bedeutendste GC
ist das Stresshormon Kortisol.> GC beeinflussen nahezu jedes Organ und Gewebe des
Korpers und steuern vielfaltig lebenswichtige Funktionen. Sie pragen die Aktion und die
Reaktionsrichtung des zugrundeliegenden Intermediarstoffwechsels sowie die
Aufrechterhaltung eines adaquaten kardiovaskularen Tonus. Auferdem werden die
Aktivitat, die Art von Immun- und Entzindungsreaktionen und zahlreiche Funktionen
des Zentralnervensystems, einschlieBlich Wachheit, Wahrnehmung, Stimmungslage
und Schlaf durch GC reguliert. Eine physiologische GC-Konzentration ist zudem
unerlasslich fur eine normale Nierentubulusfunktion und die Homdostase im Wasser-
und Elektrolythaushalt. GC passieren problemlos die Zellmembran und interagieren mit
den zytoplasmatischen und nuklearen Glukokortikoidrezeptoren. Sie haben somit Anteil

an nahezu allen molekularen und zellularen Prozessen innerhalb eines Organismus.4

An der Hormonfreisetzung sind im Wesentlichen drei Komponenten beteiligt. Der
Hypothalamus gibt ,Corticotropin-releasing-hormon“ (CRH) ab. Dies induziert in der
Hypophyse die Sezernierung von adrenokortikotrophem Hormon (ACTH), welches
wiederum an der Nebennierenrinde die Ausschiittung von Kortisol bewirkt (Abb. 1).°
Durch einen steigenden Kortisolspiegel wird, Uber negative Ruckkopplung, die CRH-
und ACTH-Ausschuttung in Hypothalamus und Hypophyse gehemmt. Die Freisetzung
erfolgt in zirkadianem Rhythmus mit einem Maximum am Morgen sowie Minima am
spaten Abend und in den frihen Morgenstunden. Zusatzliches Kortisol kann

stressabhangig durch ACTH-Freisetzung sezerniert werden.’
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[ Hypothalamus ] -—
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)

Abb. 1:  Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse (HPA-Achse),

= negative Rickkopplung, mod. nach

Mazurek et al. °
Seit der Einfuhrung synthetischer GC in den 1940ern zur Behandlung von rheumatoider
Arthritis hat sich ihr Einsatzgebiet rasant erweitert. Entzindliche Erkrankungen wie
Asthma, allergische Rhinitis, Autoimmunkrankheiten, chronisch entzundliche Darm-
erkrankungen sowie etliche dermatologische, ophthalmologische und neurologische

Erkrankungen werden heute mit GC behandelt.®

Trotz ihres hohen therapeutischen Nutzens haben synthetische GC zum Teil schwere
Nebenwirkungen. Diese sind vielfaltig und fast alle Organsysteme kdnnen betroffen sein
(Tab. 1). Die Nebenwirkungen sind abhangig von der Behandlungsdauer und der
Dosierung (> 5 mg pro Tag). AulRerdem besteht bei einer Langzeittherapie die Gefahr

einer Glukokortikoidresistenz, die den therapeutischen Effekt einschranken kann.®
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Organ Nebenwirkungen

Haut Atrophie, Striae rubrae distensae,
verzogerte Wundheilung,
Steroidakne, Periorale Dermatitis, Vollmondgesicht,
Erytheme, Teleangiektasien, Petechien, Hypertrichose

Skelett und Muskeln Muskelatrophie/Myopathie,
Osteoporose, Knochennekrosen
Auge Glaukom, Katarakt
Zentralnervensystem Stérungen in Verhalten, Gedachtnis, Wahrnehmung,

Gemuitslage (Euphorie, Unruhe, Aggressivitat,
Schlafstérungen, Appetitsteigerung),
“Steroidale Psychose”, Steroidabhangigkeit

Elektrolyte, Cushing-Syndrom,

Metabolismus, Hyperglykamie, Diabetes mellitus,

Endokrines System Nebennierenatrophie,
Wachstumsstorung,

Hypogonadismus, verspatete Pubertat,
gesteigerte Na* Retention und K" Exkretion

Kardiovaskuldres System Hypertonie, Thrombose, Vaskulitis,
Fettstoffwechselstdrung

Immunsystem Immunsuppression:
erhohtes Infektionsrisiko (z. B. Candida),
Reaktivierung fruherer latenter Viren (z. B. CMV)

Gastrointestinales System Magengeschwir, gastrointestinale Blutung,
Pankreatitis

Tab. 1: Nebenwirkungen der Behandlung mit Kortikosteroiden, mod. nach Schacke et al.’

1.1.2 Glukokortikoide in der Schwangerschaft

1.1.2.1 Indikationen und Effekte

In der Schwangerschaft sind endogene GC fir das fetale Wachstum, die
Gewebeentwicklung und die Organreifung (im Besonderen Lunge, Leber und Gastro-
intestinaltrakt) und damit die Vorbereitung des Fetus auf das extrauterine Leben
essentiell.®® Dabei ist ein prapartaler Kortisolanstieg physiologisch, um einen
harmonischen Ubergang zwischen Reifungsprozess und Geburtseinleitung zu

1 Mitterlicher Stress durch kritische Lebensumstinde, schwere

ermdglichen.
psychische oder physische Traumata oder Angst vor der Geburt fuhrt ebenso zu
verstarkter endogener maternaler Kortisolausschuttung wie Fruhgeburtlichkeit, Hypoxie

oder maternale Untererndhrung."""?

Exogene, synthetische GC spielen eine wichtige therapeutische Rolle in der Geburts-
medizin. Schwangere Frauen werden bei drohender Frihgeburt mit Betamethason

(BET) oder Dexamethason (DEX) behandelt. Primares Ziel ist dabei, ein Atemnot-
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syndrom (RDS) des Fruhgeborenen zu verhindern, indem die Surfactantproduktion (und
folglich die Lungenreifung) induziert wird. Diese Praxis verringert, laut aktuellster
Erhebung von 2017, das Risiko ein RDS zu entwickeln signifikant um 33,05 %
(95 % Konfidenzintervall (KI) 0,56 —0,77)."*"® Firr das moderate/ schwere RDS sinkt
das Risiko gar um 40,05 % (95 % KI 0,38 —0,91). Neben der direkten Stimulation der
Surfactantproduktion gibt es noch zahlreiche andere positive Effekte der antenatalen
GC-Behandlung. So kann das Auftreten einer nekrotisierenden Enterokolitis (NEC)
signifikant um 50 % (95 % KI1 0,32 - 0,78), die Rate intraventrikularer Blutungen um
45 % (95 % K1 0,40 - 0,76), die Rate an neonatalen Infektionen innerhalb der ersten
48h um 40 % (95 % Kl 0,41 — 0,88) und insgesamt die neonatale Mortalitat um 30,05 %
(95 % KI 0,59 — 0,81) gesenkt werden'® (Zusammenfassung: Tab. 2).

Effekt | Vorteil

Mortalitat

Morbidit&t

RDS

Intraventrikulére Blutungen
Periventrikuldre Leukomalazie
Neonatale Infektionen
Nekrotisierende Enterokolitis (NEC)
Bedarf an Atmungsunterstiitzung
Behinderung

Zerebralparese
Intelligenzquotient

Shooaaoaaaa

=
~

Tab. 2: Allgemeine Effekte der antenatalen GC-

Behandlung auf das Kind, mod. nach Braun et al."’
Neben dieser intermittierenden GC-Behandlung mussen wahrend der gesamten
Schwangerschaft, abhangig vom Schweregrad, mutterliches Asthma bronchiale oder
Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis kontinuierlich mit GC behandelt
werden.'®"” Eine weitere Indikation fiir eine kontinuierliche Therapie ist der Verdacht
auf ein Adrenogenitales Syndrom (AGS) des Ungeborenen, einer rezessiv vererbten
Storung der Steroidogenese. Diese zeigt sich in Uber 90 % der Falle in einem Mangel
des Enzyms 21B-Hydroxylase (Abb. 2), der zu einer partiellen bis vollstandigen
Blockade der Kortisol-Synthese und reflektorisch vermehrten Kortisol-Vorstufen (Abb. 1)
fiihrt.” Eine Behandlung mit GC kann die Virilisierung (Vermannlichung) der auf3eren

Genitalien betroffener Madchen minimieren oder verhindern.'®
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Abb. 2: Kortisolsg/nthese und Bezeichnung der Hormonbildungsstérung bei AGS, mod.
nach Lajic et al.

1.1.2.2 Negqative Folgen der Glukokortikoid-Behandlung

Neben den Folgen einer Glukokortikoid-Langzeitbehandlung fur die Mutter (Tab. 1) gibt
es, insbesondere bei hohen repetitiven Gaben von antenatalen GC, gravierende Aus-

wirkungen auf die Entwicklung des Fetus (Tab. 3).

Effekt | Folgen der GC-Behandlung in der Schwangerschaft Referenz
| | Fetales Wachstum (Geburtsgewicht, Kopfumfang, Korpergrée, etc.) | #1928
| | PlazentagroBe %
1 | Beeintrachtigung der HPA-Achse 27-30
1 Neuropsychiatrische- und Verhaltensanderungen 20,30,31
1 Met.abol_ische Beeiptréc_ht_i_gu_ngen o 22,32
(Adipositas, Hyperinsulinamie, Hyperglykamie, etc.)
1 | Kardiovaskulare Veranderungen 8:22,30,32-35
1 | Abweichende fetale Pulsfrequenz 36.37
| Nierenfunktion (Glomerulare Filtrationsrate) 38

Tab. 3: Zusammenfassung der Folgen pranataler GC-Behandlung, mod. nach Braun et al."

Nach intrauterinen Beeintrachtigungen (reduziertes Wachstum (IUGR), veranderte
Herzfrequenz etc.) und einem daraus resultierenden niedrigeren Geburtsgewicht sind

die Kinder des Weiteren oft lebenslang mit metabolischen, kardiovaskularen und
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neuropsychiatrischen Erkrankungen belastet (siehe Tab. 3). Das Ausmal der Folgen ist
von der Anzahl der Dosierungen und dem Zeitpunkt der Applikation abhéngig.?®

Die kausalen Zusammenhange zwischen diesen weitreichenden Auswirkungen und
Stress bzw. GC-Behandlung in der Schwangerschaft sind noch nicht vollstandig geklart.
Dabei weist der Gedanke einer umweltabhangigen Ontogenese und Phylogenese im
Allgemeinen bereits eine lange Historie auf (Tab. 4). Hier wird ein Erklarungsansatz in
der These zur Fetalen Programmierung beschrieben, wonach ein Stimulus in einem
sensiblen Zeitfenster der Schwangerschaft eine permanente oder langzeitige

Veranderung in der Struktur oder Funktion des Organismus bedingt.*

Autor(en) Jahr Konzept/ Begriff

Lamarck 1809 Vererbung erworbener Eigenschaften

Saint-Hilaire 1837 Teratologie (Teratomorphogenese)

Haeckel 1866 Okologie

Stockard 1921 Kritische Periode in der Entwicklung

Spemann und Mangold | 1924 Organisatoreffekt in der Embryogenese

Lorenz 1935 Verhaltenspragung

Waddington 1942 Epigenetik

Ashby 1947 Biologische Selbstorganisation

Werboff und Gottlieb 1963 Verhaltensteratologie

Dubos 1966 Biologischer Freudianismus

Dérner 1974/1975 | Funktionelle Teratologie (Hormonale Pra-Programmierung)

Burchfield 1979 Pradiktive Adaptive Reaktion

Freinkel 1980 Nahrstoffvermittelte Teratogenese

Dérner und Plagemann | 1987/1994 | Epigenetische materno-fetale Transmission erworbener
Eigenschaften

Lucas 1991 Nutritionale Programmierung

Hales und Barker 1992 Small-Baby-Syndrome-Hypothese

Gluckman und Hanson | 2004 Match-Mismatch-Hypothese

Plagemann 2011 Vegetative Pragung und Distress-Disnutrition-Hypothese

Tab. 4: Ausgewahlte Aspekte zur konzeptionellen und semantischen Historie der entwicklungs- und
umweltabhangigen Ontogenese nach Plagemann.40
Das bedeutet, dass schon intrauterine Milieuveranderungen, die zu unterschiedlichen
fetalen Adaptionsprozessen fuhren, lebenslange Folgen haben koénnen. In den
weltweiten Fokus gelangten diese urspringlich bereits durch Dérner*! postulierten
Zusammenhange durch die Arbeiten von Barker und Hales. Sie zeigten, dass ein
geringes Fetal- und Geburtsgewicht (,small baby syndrome®) zu einem erhohten
Erkrankungsrisiko fur die koronare Herzkrankheit,*? das metabolische Syndrom und

Typ Il Diabetes® fiihrt. Sie bezeichneten dies als ,thrifty phenotype hypothesis®, die



Einleitung

Hypothese vom sparsamen Phanotyp, die z.B. eine nach maternaler
Nahrungsrestriktion verminderte fetale und neonatale Insulinsekretion zum ,Sparen”

von Energie einschlieft.**

Dies ware postnatal unter erwartet schlechten Ernahrungs-
bedingungen von Vorteil. In wohlhabenden Gesellschaften, in denen Nahrung im Uber-
fluss vorhanden ist, wendet sich dieser evolutionare Vorteil jedoch in einen Nachteil und

filhrt zu Krankheiten (Bsp. Diabetes).*®

Als Konzept der ,Vegetativen Pragung“ beschreibt Plagemann, in Erganzung der
Lorenzschen ,Verhaltenspragung“, die frihe umweltabhangige Konditionierung der
vegetativen Grundfunktionen in einem vorgegebenen Entwicklungsfenster. Der werden-
de Organismus ,verinnerlicht® unbewusst die herrschenden Bedingungen als Norm (auf
epigenomischer und mikrostruktureller Ebene).*® Unter ,Perinataler Programmierung"
versteht man, laut Plagemann, dagegen langere Entwicklungsphasen in denen Pragung
stattfindet (Konzeption bis Abschluss des zweiten Lebensjahres) und die Funktions-
weise der Mechanismen, die durch Pragung erworbenen Normwerte als Sollwerte

anzustreben.*°

Gluckman et al. verallgemeinerten diese Thesen zur ,Match-Mismatch®-Theorie (Tab. 4)
als allgemeines, evolutionsbiologisch grundlegendes Prinzip.*® Ein ,Mismatch®
entspricht dabei der Diskrepanz zwischen intrauteriner ,pradiktiver Adaption® an widrige

Umweltbedingungen und den Anforderungen des extrauterinen Lebens.*>

Suboptimale Bedingungen in der Schwangerschaft wie z.B. maternale Unterernahrung,
psychischer Stress oder GC-Exposition konnen demnach lebenslang Auswirkungen auf
den Organismus des Kindes haben. Anhand pranataler GC-Gaben wurden diese
Stressauswirkungen in unterschiedliche Organsysteme verfolgt und verschiedene
Forschungsansatze zu deren Entstehung diskutiert. In der vorliegenden Arbeit befindet
sich der Schwerpunkt auf der Bedeutung des GC-Einflusses auf die Plazenta, da diese

in der Fetalentwicklung eine besondere Position einnimmt.

1.2 Rolle der Plazenta

Als Verbindung zwischen mutterlichem und fetalem Kreislauf spielt die Plazenta eine
zentrale Rolle fur die Entwicklung des Kindes. Ihre Aufgaben werden nach der Geburt
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von Niere, Gastrointestinaltrakt, Lunge und Endokrinium {bernommen,*” was die

Diversitat dieses Organs widerspiegelt.

Zu den primaren Funktionen der Plazenta gehoren die Bildung einer immunologischen
Barriere und die Regulation des Transfers von Atemgasen, Wasser, Elektrolyten und
vor allem Nahrstoffen zwischen Fetus und Mutter. Weiterhin wird durch die Plazenta
eine groRe Anzahl an Peptid- und Steroidhormonen, Cytokinen und Signalmolekulen
produziert und sezerniert.*” Diese wirken zum einen auf das fetale Gewebe, zum
anderen indirekt durch metabolische Umsetzung auf die Mutter und die Plazenta, um
die fetale Nahrstoffzufuhr anzupassen (Abb. 3).*® Veranderungen in der physio-
logischen Entwicklung und Funktion haben aufgrund der einzigartigen Bedeutung der
Plazenta weitreichende Konsequenzen fur den Fetus und sind vermutlich ein Ursprung

fetaler Pragung.*®

Mother
Glucocorticoids & Nutrient Hypoxaemia & Other
other hormones availability oxidative stress environmental
factors
]
EEE EIEEEEEEEEEEEE SN EEEENNEEEESEEEEEEENEEEEEEEEN
. .
P = Hormone Nutrient Transporter ~ Blood Size& 3
acenta u production & consumption &  abundance flow  morphologym
= metabolism production -
u u
u [ |
.lll EEEEEEEEEEEEEEEEEEEN IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.
Nutrient supply
Hormone
availability |==— |Foeta| growth and development|
Foetus

‘ Intrauterine programming ‘

Abb. 3: Ubersicht der Interaktion zwischen Mutter, Plazenta und Fetus.
Originalabbildung, Fowden et al.*®

1.3 Tiermodell

Aus ethischen und praktischen Grinden koénnen viele Untersuchungen zur
Stressexposition nicht in der humanen Schwangerschaft durchgefihrt werden.
Tiermodelle haben gegenuber klinischen oder epidemiologischen humanen Studien

zudem zahlreiche Vorteile.
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Der Mensch teilt viele seiner biologischen Eigenschaften auf zellularer und molekularer
Ebene mit einem breiten Spektrum anderer Spezies.*® Fir Saugetiere sind Maus und
Ratte mit Ahnlichkeiten in Genen, biochemischen Signalwegen, Organen und
Physiologie eng mit dem Menschen verwandt. Die Einschrankung bei Nagetieren
besteht jedoch darin, dass sie als Nesthocker sowohl mit einem unreifen Gehirn als
auch mit unterentwickeltem endokrinen und parakrinen System geboren werden. Die
Organreifung findet bei ihnen erst in der Entwdhnungsphase statt. Weiterhin gibt es bei
Tierarten, die Junge im Wurf zur Welt bringen, Unterschiede in der plazentaren
Nahrstoffversorgung fur die einzelnen Feten. Primaten sind das ideale Tiermodell, aber
die kostenintensive Unterbringung, die Lebenserwartung und die ethischen

Betrachtungen limitieren ihren Einsatz.*®

1.3.1 Tiermodell gravides Schaf

Das trachtige Schaf wird seit Jahrzehnten eingesetzt, um die Schwangerschaft und die
fetale Entwicklung in Analogie zum Menschen zu untersuchen. Das Gewicht der
Mutterschafe entspricht naherungsweise dem einer menschlichen Schwangeren.*
Zudem ist das Verhaltnis von fetalem zu maternalem Gewicht am Ende der Schwanger-
schaft ahnlich. Weiterhin sind Schafsschwangerschaften meist Einlings-
schwangerschaften, in 30 — 40 % (speziesabhangig) gibt es Zwillingsgeburten, héher-

gradige Mehrlinge sind jedoch, ebenso wie in der humanen Schwangerschaft, selten.®

Der Schafsfetus ist fur Untersuchungen der fetalen Physiologie das am haufigsten
verwendete Tiermodell. Sein Geburtsgewicht ist mit dem der humanen Feten
vergleichbar, obwohl die Dauer der ovinen Schwangerschaft nur ca. 57 % (145 - 150
Tage) der menschlichen Schwangerschaftsdauer betragt.®>' Insbesondere im Hinblick
auf Studien zur Lungenreifeinduktion (LRI) eignet sich das Schaf besonders gut, da die
Alveolenausbildung in der fetalen Lunge mit ca. 75 % der Schwangerschaftsdauer (ca.
111 Tage) beginnt, beim Menschen nach 80 % der Schwangerschaft (ca. 214 Tage). In
anderen Tiermodellen (Kaninchen, Ratte, Maus) entwickeln sich die Alveolen erst mit
oder gar nach der Geburt.’? Das &hnliche fetale Kortisolprofil, mit einem physiolo-
gischen Kortisolanstieg gegen Ende der Schwangerschaft, ist ein weiterer Vorteil.'® Die
GroRe und das einfache Handling der Tiere sowie die umfassenden Erfahrungen mit

diesem Tiermodell erleichtern invasive Eingriffe und Dauermonitoring deutlich.*®
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Diverse medizinische Interventionsmoglichkeiten aus Schafsstudien wurden bis heute in
die Routinearbeit der Geburtsmedizin und der Neonatologie Ubernommen. Dazu
gehoren die Lungenreifeinduktion mit antenatalen GC,™ die tracheale Ballonokklusion
bei Zwerchfelldefekten,®*** die Laserablation zur Therapie des fetofetalen Transfusions-
syndroms® sowie die Erkenntnisse (iber den positiven Einfluss von Hypothermie nach
Ischamie.’®*" Weiterhin erméglichte die Erforschung diverser maternaler und fetaler
Katheteranlagen vielfaltige Untersuchungs- und Uberwachungsméglichkeiten.®®*° Als
Surrogatmarker fur die Effekte der fetalen Programmierung wird u.a. das fetale
Wachstum mit fetaler Wachstumsretardierung durch maternale Unter- oder
Uberernahrung, GC-Gaben, uteroplazentare Embolisierung, maternale Hyperthermie

oder Entnahme von Plazentomen herangezogen (siehe 1.4).%°

1.3.1.1 Plazenta des Menschen und des Schafs im Vergleich

Die plazentare Morphologie des Schafs unterscheidet sich in verschiedener Hinsicht
von der menschlichen. Zunachst differiert die aul’ere Form: das Schaf bildet in einem
bikornealen Uterus eine Placenta cotyledonaria aus (Abb. 4). Diese besteht, in einer
physiologischen Einlingsschwangerschaft, aus 50 bis 90 auf dem Chorion sitzenden
Plazentabezirken, den Plazentomen.®’®? Dies entspricht, im Gegensatz zur humanen

Plazentabildung, einer nicht-invasiven Plazentation.

Pregnant Horn

Ovary
% Umbilical Artery

Amniotic Allantoic Cavity

Cavity
Uterine Wall

Placentome

Abb. 4: Schafsuterus. Originalabbildung, Steven.®
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Die humane Placenta localisata ist auf einen Bereich des Chorions beschrankt
(monochorial) (Abb. 5). Sie ist scheibenformig und zeigt eine grotmaoglich invasive
Plazentation auf. Die Grenze zwischen Chorion und mutterlichem Gewebe ist beim
Schaf synepitheliochorial ausgebildet, das Chorion grenzt also direkt an das uterine
Epithel.® Beim Menschen ist dieser Ubergang hamochorial entwickelt, wobei das
Chorion an das miitterliche Blut grenzt®
werden (Abb. 5).54

und seine Zotten mit maternalem Blut umspult

Es gibt jedoch auch diverse entscheidende Gemeinsamkeiten. Bei Mensch und Schaf
wird eine Placenta deciduata (Vollplazenta) gebildet. Das Endometrium wird dabei zu
einer Decidua umgebaut, wovon bei der Geburt ein Teil abgestoen wird und eine
Blutung entsteht.®? Zudem sind beide Plazentaarten vom villésen Typ, was sich im
stukturellen Aufbau des fetalen Zottenbaums aber auch in der Blutgefalarchitektur
zeigt. Diese ist in der Human- sowie in der Schafsplazenta durch eine Gliederung in
Stamm- (Arterien, Venen), Mittel- (Arteriolen, Venolen) und Endgefal’e gekennzeichnet.
Die terminalen Gefal’e entsprechen den Kapillaren, welche die wichtigste Einheit im
materno-fetalen Austausch darstellen.®® Dieser Austausch wird durch eine enge
Verzahnung der Zotten miteinander vereinfacht. An der Zottenoberflache findet sich in
beiden Spezies der Syncytiotrophoblast (Abb. 5), eine mehrkernige Schicht aus
fusionierten Epithelzellen, die eine funktionelle Barriere fir den Austausch von
Nahrstoffen zwischen Mutter und Fetus bildet.®® Mehr Gemeinsamkeiten mit der
humanen Plazenta finden sich im endokrinen System (Ostrogen-, Progesteron- und

67,68) 69,70
)

Plazentalaktogensynthese der Angiogenese und hinsichtlich weiterer

zahlreicher funktioneller und morphologischer Aspekte.”""2

In der Summe ist das Schaf ein etabliertes und wertvolles Modell, um die Physiologie
der Plazenta zu untersuchen und damit Schlisse auf die Funktion der menschlichen

Plazenta zu ziehen.

11
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Abb. 5: Humane Plazenta und Schafsplazenta im Vergleich,
mod. nach Robbins et al.”
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1.3.1.2 Plazentome der Schafsplazenta

Aufbau

Die Implantation in der 145 - 150 Tage andauernden Schafsschwangerschaft findet
zwischen dem 14./16. und dem 22. Schwangerschaftstag (dG) statt.” Sind die
Plazentome voll ausgebildet, bestehen sie aus maternalen Karunkeln und fetalen
Kotyledonen™ (vgl. Abb.5). Diese stehen Uber interdigitierende maternale Krypten

(Endometrium) und fetale Zotten (Trophoblast) in Verbindung.®’

Die finale Anzahl an Plazentomen ist um den vierzigsten Schwangerschaftstag er-
reicht,”® das Maximalgewicht am Tag 75 — 80.”" Die Anzahl der Plazentome ist abhan-
gig von Rasse, Stamm, WurfgroRe, Alter, fetalem Geschlecht sowie der Zahl vorange-
gangener Schwangerschaften.78 Morphologisch besteht der maternale Anteil der
Plazentome aus Epithelzellen, Bindegewebe und Kapillaren. Der fetale Anteil enthalt
zusétzlich den Trophoblasten als duBere Zellschicht.”* Die Oberflache des fetalen
Plazentomanteils wird durch eine dinne hamophagische Schicht bedeckt, in der sich
extravasates mutterliches Blut befindet, weshalb sie dunkel erscheint (hamophagische

Zone).%"

Plazentomtypen

Hamophagische Zone
(fetales Gewebe)

[ Maternales Gewebe

A-subtype B-subtype C-subtype D-subtype
Abb. 6: Plazentome schematisch und im Bild, mod. nach Braun et al.”

Die Plazentome werden anhand ihres morphologischen Erscheinungsbildes in vier
Typen Kklassifiziert (Abb. 6). Fur diese Einteilung wird der Grad der Ausstulpung der
hamophagischen Zone beurteilt.?’ In den A-Plazentomen umschlieBt das maternale
Gewebe das fetale Gewebe fast vollstandig (invertierte Form). Bei B-Plazentomen ist

der Anteil des freiliegenden fetalen Gewebes grofder. In D-Plazentomen umschliel3t das

13
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fetale Gewebe vollstindig den maternalen Anteil (evertierte Form).®*®" In normalen
Einlingsschwangerschaften dominieren A- (ca. 70 — 90 %) und B-Plazentome (ca. 10 —
30 %). C- und D-Plazentome sind lediglich mit ca. 57 % bzw. 1 — 2 % vertreten,”®®’
eine Haufung tritt bei Mehrlingsschwangerschaften®' und zum Schwangerschaftsende

auf.®"’®

Die Frage nach funktionellen Unterschieden zwischen den Plazentomtypen ist
Gegenstand vieler Studien. Steyn et al. untersuchten Schafsplazentome nach
Nahrungsrestriktion (85 % des Bedarfs in der ersten Schwangerschaftshalfte).®? Im
Vergleich zur Kontrollgruppe war am Tag 130 eine signifikante Verschiebung von A- zu
D-Plazentomen erkennbar. Verbliebene A-Plazentome waren kleiner. Das
Geburtsgewicht der Feten war jedoch in beiden Gruppen ahnlich, was fur eine
Aufrechterhaltung der Nahrstoffzufuhr durch Umverteilung der Plazentomanteile
spricht.®? Ebenfalls mehr C- und D-Plazentome in Plazenten mangelerndhrter Schafe

1.8 Ahnliche Plazentomverteilungen fanden sich nach DEX-

beschrieben Osgerby et a
Infusion bei Mutterschafen.®® Eine partielle chirurgische Karunkelentfernung vor der
Schwangerschaft fuhrte antenatal zur Gewichtszunahme der verbliebenen Plazentome
(vormalige Karunkel).®> Weiterhin wurde fiir Tag 110 die Reduktion des A-Plazentom-
anteils und die Zunahme der B-, C- und D-Plazentome nach Hypoxie durch Penninga et
al. beschrieben.®® Zwillingsschwangerschaften zeigten nach Fetektomie signifikant
mehr B- und C-Plazentome und weniger A-Plazentome als die Plazenten normaler
Schwangerschaften.80 Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass ein gesteigerter
Anteil an C- und D-Plazentomen einem plazentaren Kompensationsmechanismus
entspricht. Damit wird trotz ungunstiger intrauteriner Bedingungen eine ausreichende

Versorgung des Fetus mit Nahrstoffen angestrebt.”

Zu anderen Verteilungsmustern gelangten Gardner et al.”®, Braun et al.”® und Ward et
al.®" mit ihren Untersuchungen zur IUGR in der spaten Schwangerschaft. Es zeigten
sich gleiche oder gar geringere C- und D-Plazentomanteile und -gewichte (Details siehe
Tab. 5). Eine kontinuierliche Umwandlung von A- Uber B-, C- zu D- Plazentomen im

Schwangerschaftsverlauf, wie in alteren Studien®'”8:8%%

postuliert, konnte widerlegt
werden. Braun et al. zeigten die unveranderte Gesamtanzahl der Plazentome sowie ein

gleiches zahlenméRiges Verhaltnis der Typen zwischen Tag 75 und 146 auf.”
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Behand- Unters.-
Quelle Behandlung Details lungszeitpkt. | Ergebnis zeitpkt.
(dG) (dG)
Gardner | reversible (3 d) 124-126 | Plazenta- und 135-137
etal.”® Einschrankung der Einzelplazentomgewicht
Nabelschnur- | C/D-Plazentomanzahl
durchblutung | C/D-Plazentomgewicht
(um 70 %) Trend A/B—C/D-Plazentome
Braun et | maternale BET- Kontrolle | A-Plazentome 116
al.” Injektionen (vgl. restl. Schwangerschaft)
1, 2 oder 3 104/111/118 | 1 A-Plazentome 109-116
i HET | A-Plazentome 116-146
Injektionen
| B-Plazentome 116
Ward Kennzeichnung + Kontrolle 117/120 1 C/D-Plazentome (21 %) 127/131
et al.’®’ Beobgghtqng des ca.50 % der Plazentome
Klassifikations-
wechsels einzelner verandern ihre Klassifikation
Plazentome
fetale Kortisol- 117/120 1 A/B-Plazentome (7 %) 127-131
infusion (122-126) | C/D-Plazentome (7 %)
Entfernung der fetalen 117-120 A — C,D-Plazentome im 141-146
Nebennieren Vergleich zu Kontrollen
fetale Kortisolinfusion Kontrolle | A- 1 D-Plazentome 127-131
(122-126 dG) Kortisolinfusion 122-126 A « D-Plazentome 127-131

Tab. 5: Untersuchungen zur Plazentomverteilung in der IUGR-Schafsplazenta (— 2 Verschiebung des
prozentualen Anteils).

Die zuvor beschriebenen Studien zeigten den hochsten C- und D-Plazentomanteil in

der Spatschwangerschaft (Tag 130 - 136), jedoch noch vor dem physiologischen

prapartalen Kortisolanstieg.®'®® Dieser kénnte die anschlieRende Abnahme der C- und

D-Plazentomanteile bis zur Geburt (siehe Tab. 5) erklaren.’’ In der Summe geht aus

allen Studien hervor, dass der Untersuchungszeitpunkt nach GC-Gabe entscheidend

ist.

Vonnahme et al. folgerten aus ihren Studien der Plazentommorphologie, dass es

entgegen aller vorbeschriebenen Untersuchungen nicht der Plazentomtyp, sondern die

PlazentomgroRe wire, die entscheidend fiir den Nahrstofftransport zum Fetus ist.?’
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Level

Ein Plazentom-Langsschnitt kann in 3 Zonen oder Level eingeteilt werden.®® Level 1
entspricht der Plazentomregion, die vorrangig aus maternalem Gewebe besteht (Zona
intima). Level 2 beschreibt eine intermediare Zone, in der die Anteile maternalen und
fetalen Gewebes fingerformig ineinandergreifen. Level 3 umfasst den Gewebeanteil des
Plazentoms, der zur hdmophagischen, also fetalen Zone zahlt®®®® (Abb. 7). Zur quanti-
tativen Untersuchung von Gewebeunterschieden in den einzelnen Leveln bietet sich

eine stereologische Analyse an.

fetal 7

maternal

Abb. 7: Plazentom (Typ D) mit schematischer Aufteilung in Level 1, 2 und 3.

1.4 Auswirkungen von Stress auf Morphologie und Stereologie der

Schafsplazenta

Die Plazenta ist haufig Mittelpunkt von Untersuchungen zu Ursache und Auswirkung
intrauteriner Wachstumsrestriktion, da sie eine zentrale Rolle in der materno-fetalen
Interaktion spielt (siehe 1.2). Aufgrund dieser Position ist es naheliegend, dass Veran-
derungen in der plazentaren Funktion eine Ursache der beschriebenen niedrigen
Geburtsgewichte und der durch fetale Programmierung hervorgerufenen lebenslangen
Folgeschaden (siehe Tab. 2, Tab. 3) sein kénnen. Um diese These bestatigen zu

kénnen, wurde an der Schafsplazenta der Einfluss von Stressoren wie hyperthermen
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Umgebungen, groRen Hohenlagen, Uber- und Untererndhrung und chirurgische
Manipulation auf die plazentare Entwicklung studiert (Zusammenfassung: Tab. 6).

Untersuchte plazentare
IUGR durch folgende Faktoren Effekt
Veranderungen
Angiogenesefaktoren™ 1
Hyperthermie Plazentagewicht”’ l
Plazentare Glukosetransportkapazitat” 1
Geweberegeneration an 50 vs. 80 dG 1
Plazentare GefaRe™
o Dichte des Kapillarbetts durch 1
Hypoxie Grad der Verzweigung
o Fetales GefaRlumen 1T
e Maternales GefaRlumen l
Plazentomverteilung® A — B/C/D
Plazentomverteilung®®>*’ A(B) — (B)C/D
Unterernahrung Plazentomanzah!®’ 1
Ernahrung Plazentagewicht®™®’ 1
Plazentares IGF-Bindungsprotein®® 1
Plazentomanzah!® 1
Uberernahrung Plazentagewicht™ 1
Angiogenesefaktoren® 1
. . Reduktion der Plazentome Plazentomverteilung85 Kompensation in
Chirurgische fetalem Gewebe
Manipulation | Unilaterale Fetektomie bei | Plazentomanzah!® !
Zwillingsschwangerschaften | Plazentomgewicht™ 1

Tab. 6: Veranderungen in der Schafsplazenta bei intrauteriner Wachstumsrestriktion (IUGR) unter-
schiedlichen Ursprungs.

1.5 Auswirkungen von GC auf humane Plazenta und Schafsplazenta
Humane Plazenta

Den Einfluss des Stressors ,Glukokortikoid“ zu erforschen ist von grofter Bedeutung,
da dieses haufig in der Therapie von Schwangeren eingesetzt wird (siehe auch 1.1.2.1).
Zahlreiche Ansatze werden in dieser Hinsicht verfolgt. Clifton et al. untersuchten Pla-
zenten von Asthmapatientinnen, die wahrend der Schwangerschaft inhalative GC
nutzten, auf Veranderungen der Aktivitat der 11fHSD (Hydroxysteroid Dehydrogenase)
Typ 2.% Dieses Enzym reguliert durch die Katalyse der Inaktivierung von maternalem
Kortisol zu Kortison den transplazentaren Ubertritt zum Fetus. Auf diesem Weg wird der
Fetus vor zu hohen Kortisolspiegeln geschiitzt.®” Nach Budenosid-Behandlung der
Schwangeren wurden erhdhte 118HSD Typ 2-Aktivitaten in der Plazenta festgestellt.%

Die Aktivitat des sich im Syncytiotrophoblasten befindlichen System-A-Transporters, der
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kurze, neutrale Aminosauren (wie Alanin und Glycin) zum Fetus transportiert, wurde
ebenfalls untersucht.”® Nach antenataler GC-Gabe (Lungenreifeinduktion) zeigte sich
eine geringere Aktivitat im Plazentagewebe. Wurden die Kinder 12 h — 14 d nach GC-
Gabe geboren, waren sie und die zugehdrige Plazenta zudem kleiner als die Kontroll-
gruppe.®® Die genannten Beispiele belegen, dass synthetische GC die physiologischen
Regulationsmechanismen auller Kraft setzen konnen und es auf diesem Weg zur

.fetalen Programmierung“ kommen kénnte.
Schafsplazenta

Weitere Auswirkungen antenataler GC-Exposition konnten im Tierexperiment darge-
stellt werden. Neben den Studien an Plazentomen (siehe 1.4) wurde beispielsweise
untersucht, welchen Einfluss synthetische GC auf binukleare Zellen (BNC) haben. BNC
sind grol3e Zellen, die 15 — 20 % des fetalen Trophoektoderms ausmachen und plazen-
tares Laktogen, ein Wachstumshormon, sezernieren.?® Braun et al. stellten im Schafs-
modell nach BET-Gabe einen signifikanten Abfall der BNC-Zahl (um 24 %) fest. Damit
assoziiert ist ein transienter Rickgang der maternalen und fetalen ovinen Plazenta-
laktogen-Konzentration im Plasma. Ein niedrigeres Fetal- und vorribergehend auch

t.°8 Nach DEX-Gabe wurde zudem eine Zunahme der

t.100

Plazentagewicht wurde aufgezeig

Glukokortikoidrezeptoren beobachte

Laut Braun et al. ist die Aktivitat der 11gHSD Typ 2 in der Schafsplazenta, analog zur
menschlichen Plazenta, nach GC-Gabe gesteigert.'”" Physiologisch zeigt sich zum
Schwangerschaftsende ein Abfall der 118HSD Typ 2-Aktivitat.""? Kerzner et al. be-
schrieben die plazentare 118HSD Typ 2-Expression am 106 — 108. Schwangerschafts-
tag nach einzelnen und mehrfachen DEX-Gaben ab Tag 76 — 78 oder Tag 104 — 106.
Nach Einfachgaben sank die Expression von 118HSD Typ 2.'® Zudem fiel nach

mehrfachen DEX-Gaben das Fetalgewicht im Vergleich zur Kontrollgruppe ab.'®

Ein weiteres Schllisselenzym, welches in der Schafsplazenta untersucht wurde, ist
Prostaglandin H Synthase 2 (PGHS-2). Es katalysiert die Prostaglandinsynthese und ist
nach BET-Gabe vermehrt in C-, reduziert in A-Plazentomen zu finden.”® Auch der
Insulin-like growth factor (IGF), ebenfalls bedeutsam fur die Wachstums- und
Metabolismusregulation, wird durch Einzel- und Mehrfachgaben von BET beeinflusst.’®

Ein um 25 % verringertes Plazentagewicht beschrieben Jensen et al. nach maternalen
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Hydrokortison-Infusionen in der Spatschwangerschaft. Die fetale Wachstumsrate war

um 30 % reduziert.'®

Ein weiterer wichtiger Aspekt, insbesondere im Hinblick auf den transplazentaren Gas-
und Nahrstoffaustausch, ist die Vaskularisierung der Plazenta. Eine signifikante
Wirkung von GC auf die glatte Gefallmuskulatur gibt es nicht. Jedoch konnte bei
Schafen nach dreifacher DEX-Injektion (Tag 103, 110 und 117) eine vaskulare
Sensitivitatssteigerung fur Endothelin-1 sowie eine erhohte Endothelin-A-Rezeptor-
Expression in fetalen PlazentargefaRen am Tag 119 nachgewiesen werden.'® Dieses
Ergebnis lasst vermuten, dass auch die physiologische, mit dem Gestationsalter
zunehmende Sensitivitatssteigerung u.a. durch (endogene) GC beeinflusst wird. Zudem
wurde eine hohere Adaptionsfahigkeit der fetalen gegenuber der maternalen
Plazentargefalle (die keine DEX-Antwort zeigten) an unstete Umweltbedingungen

deutlich."%

1.6 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Bei Feten einer humanen Schwangerschaft bestehen geschlechtsspezifische Unter-
schiede in der Adaption an ungunstige intrauterine Bedingungen. Nach Komplikationen
im Schwangerschaftsverlauf, wie IUGR, Infektionen, plazentare Insuffizienz, Frihgeburt
etc., weisen mannliche Feten eine hohere Morbiditat und Mortalitat als weibliche Feten
auf.'011971%8 Ein Beispiel ist eine groRere Anfalligkeit mannlicher Feten fiir das RDS,
was fir ein schlechteres Ansprechen auf GC spricht.'® Weiterhin wurden nach GC-
Exposition gesteigerte 11BHSD Typ 2-Aktivitaten bei weiblichen Feten gemessen, eine
solche Autoregulation bei mannlichen Feten blieb aus.”® Nach LRI mit Hilfe einer
einmaligen BET-Gabe zeigten sich Braun et al. hingegen verminderte 11BHSD Typ 2-
Level bei weiblichen und gesteigerte 11BHSD Typ 2- Level bei mannlichen Feten.? Bei
mutterlicher Asthmatherapie konnte man in weiblichen Feten eine kompensatorische
Anpassung des plazentaren GC-Metabolismus beobachten. Diese ging mit einem
verminderten fetalen Wachstum einher. Keine Adaption gab es hingegen bei den
mannlichen Feten. Sie erlitten keinen Gewichtsverlust, ihre Unfahigkeit zusatzlich
hinzukommenden widrigen Umweltbedingungen zu entgegnen ist jedoch eine denkbare
Ursache fiir die gesteigerte Morbiditat und Mortalitat. "’
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Im Schafsmodell zeigten Braun et al., dass eine DEX-Gabe in der frihen
Schwangerschaft geschlechtsspezifische Auswirkungen auf die HPA-Achse hat. Bei
weiblichen Feten konnte ein Anstieg der Enzyme der Steroidogenese beobachtet
werden, mannliche Feten reagierten mit gestiegenen 11BHSD Typ 2 mRNA-Leveln.”’
AulRerdem wurde eine signifikante transiente Gewichtsreduktion am 100. Schwanger-
schaftstag in der behandelten Gruppe der weiblichen Feten nachgewiesen (Abb. 8)."°"
Da ein niedriges Fetalgewicht als Indikator fur ein erhdhtes Erkrankungsrisiko im Lauf
des Lebens gilt, ist dieses Ergebnis von besonderer Relevanz. Im Kontext der
herausragenden Bedeutung der Plazenta in der Fetalentwicklung ist nach friher GC-

Behandlung die geschlechtsspezifische Analyse plazentarer Veranderungen essentiell.

Behandiung
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Abb. 8: Auswirkungen frilher maternaler DEX-Therapie auf das Fetal-
gewicht bei weiblichen und mannlichen Feten, abhangig vom Gestatlons-
alter (dG). Darstellung: Mittelwert + SEM. Mod. nach Braun et al.
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1.7 Hypothesen und Ziel
1.7.1 Hintergrund der friihen DEX-Behandlung

Die zuvor beschriebenen Untersuchungen legen nahe, dass die Plazenta eine
Schlusselrolle bzgl. der fetalen Programmierung durch GC-Behandlung spielt. Diese
Studien befassen sich allerdings grofdtenteils mit den Folgen antenataler GC-
Applikation in der Spatschwangerschaft. Durch die vorliegende Untersuchung der
Auswirkungen einer fruihen maternalen DEX-Gabe im Schafsmodell werden die Folgen
psychischen Stresses oder GC-Therapie, z. B. zur Behandlung des AGS, in der Friuh-

schwangerschaft simuliert.

1.7.2 Hypothesen

Da der genaue Mechanismus der GC-Wirkung auf die Plazenta noch weitgehend unklar
ist, sollen in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen der frihen DEX-Behandlung auf

die Schafsplazenta untersucht werden. Folgende Arbeitshypothesen wurden formuliert:
Die fruhe DEX-Behandlung verandert die Morphologie der Schafsplazenta:

I.  Die fruhe maternale DEX-Behandlung reduziert das Plazentagewicht.
II. Es finden sich plazentare Anpassungsmechanismen mit Gewichts- und Anteils-
veranderungen der Plazentome. Es kommt zur Zunahme von C- und D-

Plazentomen im frGhen und zur Abnahme im fortgeschrittenen Gestationsalter.

Die frGthe DEX-Behandlung resultiert in stereologischen Veranderungen in der

Schafsplazenta:

lll.  Eine Anpassung der Plazenta mit Anderungen der Oberflaichenparameter im
Sinne einer OberflachenvergroRerung ist zu beobachten.

IV. Die Gefalddichte in fetalem und maternalem Plazentagewebe nimmt nach friher
DEX-Gabe zu.

Hierbei sind geschlechtsabhangige Veranderungen, vor allem in Schwangerschaften

mit weiblichen Feten, nach DEX-Exposition zu erwarten.
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1.7.3 Ziel

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen der frihen DEX-Therapie auf
morphologische und stereologische Parameter der Schafsplazenta in Abhangigkeit vom

Gestationsalter, dem Plazentomtyp und dem Geschlecht zu untersuchen.
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2 Methodik

2.1 Tiermodell

Das in dieser Arbeit untersuchte Probenmaterial wurde durch Braun et al. 2004 bis
2007 im Rahmen eines durch die DFG gefdrderten Forschungsaufenthaltes (BR2925 1-
1) in Westaustralien (Animal Welfare Act 2002 Licence U12/2005, Animal Ethics
Committee AEC No. 6-04-40) gewonnen. Die Gewebeproben wurden anschliefiend fur
weitere Untersuchungen nach Berlin Uberfuhrt und mittels finanzieller Unterstitzung
durch die DFG (BR2925 3-1, 3-2, 3-3 sowie PL241 8-2, 8-3) untersucht.

Trachtige Merinoschafe mit Einlingsschwangerschaften (n = 111) und bekanntem Ges-
tationsalter (dG) wurden randomisiert und erhielten entweder DEX (n =50) oder
Natriumchlorid (in der Kontrollgruppe, n=61). Am 40. und 41. Schwangerschaftstag
bekamen die Mutterschafe der DEX-Gruppe vier Dexamethason-Injektionen mit einer
Einzeldosis von 0,14 mg/kg maternalem Korpergewicht. Die Injektionen wurden im
Abstand von 12 Stunden intramuskular appliziert (Abb. 9). Die Muttertiere der Kontroll-
gruppe erhielten parallel dazu Injektionen mit einer Natriumchloridldsung vergleichbaren
Volumens (2 ml NaCl/Tier).

49-51 101-103 125-127 140-142 dG

4 4
Probenentnahme
| | | |
DEX 6f:10m 5f:8m 4f:7m 4f:6m
Kontrolle 6f:10m 11£:5m 9f:6m 7f:7m

Abb. 9: Behandlung und Probenentnahme mit Anzahl und Geschlecht der Feten; f = weiblich, m =
mannlich, dG = Gestationsalter in Tagen.

Es wurde u.a. ein sehr frUher Behandlungszeitpunkt (40. — 41. Schwangerschaftstag)
gewahlt, da in diesem Stadium der Schwangerschaft die besonders sensiblen Phasen
der plazentaren Entwicklung und Differenzierung, sowohl im Hinblick auf

morphologische als auch endokrinologische Reifungsprozesse, stattfinden.”"" Aufgrund
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der Annahme, das Gewebe werde durch die Behandlung zunachst Veranderungen
durchlaufen, sich aber zum Ende der Schwangerschaft wieder regenerieren, wurden zu

vier Zeitpunkten der Schwangerschaft Gewebeproben entnommen und untersucht.

2.1.1 Probengewinnung

Am 49.-51.,101.-103., 125. — 127. und 140. -142. Schwangerschaftstag wurden
die Mutterschafe mittels Bolzenschuss eingeschlafert. Die Feten wurden per Sectio-
hysterektomie entbunden und erhielten eine Uberdosis Phenobarbital. Fetales Korper-
gewicht und -mafde wurden bestimmt, Organe entnhommen und gewogen sowie
Gewebeproben fur weitere Untersuchungen sichergestellt. Der Uterus der Mutterschafe
wurde entfernt. Die einzelnen Plazentome wurden separiert, in Plazentomtypen (A, B,
C, D) klassifiziert® und gewogen. Anschlielend erfolgte die Fixierung in Paraform-
aldehyd und die Einbettung in Paraffin. Maternale und fetale Blutproben wurden u.a. fur

biochemische Analysen des Plasmas zentrifugiert und eingefroren.

2.2 Immunhistochemische Untersuchung
2.2.1 Immunhistochemie

In der Immunhistochemie wurde zum einen die ABC-Methode angewendet. Dabei nutzt
man die hohe Bindungsaffinitat von Avidin (Huhnereiweil3-Glykoprotein) zu Biotin
(Vitamin H). Der Primarantikorper bildet mit dem Zielantigen einen Komplex. Ein
biotinylierter Sekundarantikdrper ist gegen den Primarantikdrper gerichtet und koppelt
damit den Avidin-Biotin-Komplex indirekt an das Zielantigen. Dies wird durch eine
Enzym-Substrat-Reaktion zwischen Meerrettich-Peroxidase (HRP), Wasserstoffperoxid
und dem Chromogen 3,3'Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) als braun-schwarze
Farbung sichtbar gemacht. Auf diese Weise wird die Lokalisation des Zielantigens im

Gewebe angezeigt.

Zum anderen wurde die APAAP-Methode (Alkalische Phosphatase anti-Alkalische
Phosphatase-Komplex) verwendet, bei welcher der mit alkalischer Phosphatase
gekoppelte Sekundarantikorper an den Primarantikorper bindet. Chromogen in diesem
Fall ist Fast Red, wodurch das Zielantigen durch eine rote Farbung lokalisiert werden

kann.
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Die beiden Methoden wurden im Rahmen dieser Arbeit in einem Doppelfarbungs-
Protokoll kombiniert (siehe 2.2.3.2). Zielantigen der ABC-Methode war Cytokeratin
Typ II, wodurch der Trophoblast (aul3ere Zellschicht der fetalen Zotte) dargestellt
werden konnte. Der von-Willebrand-Faktor als Zielantigen der APAAP-Methode diente
dem Hervorheben des Gefallendothels. Details zu Reagenzien, Losungen, Geraten und
Software sind in Anhang 11.4.1, 11.4.2, 11.4.3 und 11.4.4 zusammengestellt.

2.2.2 Probenvorbereitung

Von den nach Subtypen klassifizierten, in Paraffin eingebetteten Plazentomen wurden
mit Hilfe des Rotationsmicrotoms 5 ym dicke Gewebeschnitte angefertigt. Diese wurden
auf SuperFrost-Objekttrager aufgebracht und in einem Trockenschrank bei 37 °C Uber

Nacht getrocknet.

2.2.3 Farbeprotokoll

2.2.3.1 Etablierung des Farbeprotokolls

Zunachst wurden jeweils die Einzelprotokolle zur Cytokeratin-Farbung und von-
Willebrand-Faktor-Farbung mit verschiedenen Methoden der Antigendemaskierung
(Kochen in Citratpuffer, Tris-EDTA, Protease-Verdau, Triton) umfangreich und auf beste
Resultate hin ausgetestet. Die Inhibition der endogenen Peroxidase wurde mit und ohne
Methanol durchgefuhrt. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurden
verschiedene Losungen (Milchpulver, Pferdeserum) untersucht. AuRerdem wurde die
Konzentration der primaren und sekundaren Antikorper austitriert und das optimale
Verdinnungsmedium (Milchpulver, Antikdrperverdinner) bestimmt. Verschiedene
Inkubationszeiten der Antikdrper und Reagenzien wurden ausgetestet. Das Ergebnis
mit und ohne anschlieBende Dehydrierung wurde untersucht. Als Eindeckmedien
wurden Entellan und Glycergel verwendet. Anhand der Ergebnisse der Einzelprotokolle

wurde ein optimiertes Doppelfarbungsprotokoll etabliert.

25



Methodik

2.2.3.2 Doppelfarbungsprotokoll der Cytokeratin- und von-Willebrand-Faktor-Farbung

Tag 1

Die Entparaffinierung der Gewebeschnitte erfolgte in einem Xylolbad (2 x 5 min) mit
anschlieRender Rehydrierung in einer absteigenden Ethanolreihe (100 %, 90 %, 70 %,
50 %, je 2 min). Daraufhin wurde mit Aqua dest. (5 min) und Phosphatpufferldsung
(PBS pH 7,4; 10 min) in Kuvetten gewaschen. Mit einer Triton-Lésung (0,3 %) wurden
die Antigene 30 min bei Raumtemperatur (RT) demaskiert und die Objekttrager im
Anschluss erneut in PBS (2 x5 min) gewaschen. Die Inhibition der endogenen
Peroxidase und damit eine Reduktion der Hintergrundfarbung erfolgte mit einem Ge-
misch aus Methanol, Wasserstoffperoxid und PBS (10 min). Nach dem Waschen in
PBS (2 x 5 min) wurde jeder Schnitt mit einem hydrophoben Markierungsstift (Pap-Pen)
umrandet, um das Ablaufen der folgenden Reagenzien und ein Austrocknen der Gewe-
be zu verhindern. Zusatzlich wurden die Objekttrager wahrend der Inkubationszeiten in
einer Feuchtkammer gelagert. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden
die Schnitte fur 60 min bei RT mit 2 %-igem Pferde-Normalserum (in PBS) behandelt.
AnschlieBend wurde der primare Mouse anti-human Cytokeratin Type Il Antikorper
(1:25 in Antikorperverdunner (AKV)) aufgetragen und uber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Tag 2

Die Gewebeschnitte wurden zunachst in PBS (3 x 5 min) gewaschen und der
sekundare biotinylierte Horse anti-mouse Antikorper (1:200 in AKV) far 60 min (RT)
aufgetragen. AnschlieRend wurden die Schnitte in PBS (3 x 5 min) erneut gewaschen.
Daraufhin wurde ein 15 min zuvor hergestellter Avidin-Biotin-HRP-Komplex hinzugege-
ben und 60 min bei RT inkubiert. Fur einen erneuten Waschvorgang wurde zunachst
PBS (2 x 5 min), dann Tris-HCL-Puffer (5 min) verwendet. Zur Lokalisation des Anti-
gens wurden die Objekttrager mit DAB bei RT behandelt. Die Reaktion wurde nach
12 Minuten durch das Waschen in Tris-HCL-Puffer (10 min) gestoppt. Es folgten weitere
Waschschritte mit PBS (5 min) und Tris-gepufferter Kochsalzlésung (TBS, 5 min). Fur
die folgende von-Willebrand-Faktor-Farbung wurden zuvor 75 mg Protease in 100 ml
TBS (37 °C) suspendiert. Darin wurden die Gewebeschnitte zur Antigendemaskierung
nach dem Waschen 5 min inkubiert und schliefdlich in reinem TBS (5 min), dann in PBS
(2 x 5 min) gewaschen. Im Anschluss wurden die Schnitte 10 min in einer Methanol-
Wasserstoffperoxid-PBS-Losung belassen und dann in reinem PBS (3 x 5 min)
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gewaschen. Im Folgenden wurden sie erneut 45 min bei RT mit 2 %-igem Pferde-
Normalserum, danach 60 min mit dem primaren Rabbit anti-human von-Willebrand-
Faktor Antikorper (1:100 in AKV) bei RT inkubiert. Mit Tris-HCL-Puffer (5 min) und PBS
(2 x 5 min) wurde gewaschen. Der folgende sekundare Donkey anti-rabbit Antikdrper
(1:500 in AKV), der an alkalische Phosphatase gekoppelt ist, verblieb fur 50 min bei RT
auf dem Gewebe. Nach dem Waschen in PBS (3 x 5 min) wurde ein Gemisch aus Fast
Red Chromogen und Naphtol-P-Substrat aufgetragen, welches mit der alkalischen
Phosphatase reagierte. Nach 25 min folgten weitere Waschschritte in PBS (2 x 5 min)
und Aqua dest. (5min). Es wurde eine Kern-Gegenfarbung (0,5 min) mit einer
Hamalaun-LOsung, anschliellendem Spulen (8 min) unter flieRendem Leitungswasser
und in Aqua dest. durchgefihrt. Zum Abschluss der Doppelfarbung wurden die
Gewebeschnitte mit Glycergel und einem Deckglaschen eingedeckt. In jedem
Farbungsdurchgang wurde eine interne Negativ-Kontrolle mitgefuhrt, in welcher der
erste Antikdrper durch PBS ersetzt wurde.

2.3 Bildanalyse
2.3.1 Mikroskopie

Es wurden je Plazentom drei gefarbte Praparate ausgewahlt. Fur diese Schnitte wurden
die idealen Start- und Endpunkte fur die mikroskopische Aufnahme definiert, welche
makroskopisch ein Areal von ca. 4 x 4 mm einschlieRen. Ziel war es, jeweils eine
Mosaikaufnahme aus ca. 100 maanderféormig aufgenommenen Einzelbildern

zusammenzusetzen (Abb. 10).

mm
Startpunkt “

4mm

> --x Endpunkt

Abb. 10: Madanderférmige Rasteraufnahme fur Plazentommosaik.
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Fir diesen Zweck wurde ein Durchlichtmikroskop (Leica Leitz, Deutschland) mit
aufgesetzter Kamera (Zeiss, Deutschland) und AxioVision-Software (Zeiss, Deutsch-
land) verwendet. Nebeneinander liegende Einzelbilder (Abb. 11) wurden in 20-facher

VergréRerung mit 10 % Uberlappung aufgenommen.

Cytokeratin Typ Il
(Trophoblast)

Von-Willebrand-Faktor
(Endothel)

Abb. 11: Einzelaufnahme mit Gefal, 20-fache Vergré3erung.

Mit Hilfe der Software wurden die Einzelbilder im Anschluss zu einer Gesamtaufnahme

zusammengeflgt und die Helligkeit angepasst (Abb. 12).
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1000 pm

Abb. 12: Gesamtaufnahme Plazentom mit Leveln und Bereich, in dem die Einzelbilder ausgeschnitten
wurden.

2.3.2 Bildbearbeitung

Mittels Adobe Photoshop (Adobe Systems, USA) wurde das Mosaik gedreht und
standardisiert positioniert (maternaler Plazentomanteil nach unten, fetaler Plazentom-

anteil nach oben orientiert).

Fir die weitere Bildbearbeitung wurde mit der Software Imaged (NIH, USA) ein
Ausschnitts-Makro entwickelt (Quelltext siehe Anhang 11.1). Dieses I6st aus dem
positionierten Gesamtbild neun Einzelbilder mit jeweils einem Abstand von zwei
Bilderbreiten (2 x 0,975 mm) und drei Bilderhéhen (3 x 0,773 mm) heraus (Abb. 13).
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Abb. 13: Anordnung der durch das Ausschnitts-Makro generierten Bilder.

Somit wurden aus drei Gewebeschnitten pro Plazentom insgesamt drei mal neun Bilder

pro Plazentom, n = 27, aufgenommen und ausgewertet.

Von diesen 27 Aufnahmen entstammten jeweils drei mal drei Bilder dem Level 1,
Level 2 und Level 3, womit eine homogene Verteilung der Aufnahmen Uber alle

Gewebebereiche gesichert wurde (Ubersicht zur Verteilung: siehe Abb. 14).
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Plazentom Schnittnummer ievei Biidnummer

el
|)—A ﬁ

B T B » H gy
-~ - = L f DIUETY

rFlazenuom

Abb. 14: Ubersicht ausgewertete Bilder pro Plazentom, mod. nach Steven et al®

Diese 27 Aufnahmen pro Plazentom wurden im Original, mit Makro ,Curve® und Makro
,Grid“ gespeichert (siehe 2.3.3.2). Die Makros dienten der stereologischen Auswertung

des Gewebes.

2.3.3 Bildauswertung

2.3.3.1 Stereologische Untersuchung von Plazentagewebe

Das Gebiet der stereologischen Untersuchung umfasst Methoden, mit denen aus den
2D-Abbildungen glatter Schnittflachen mit klaren Regeln zur Probenentnahme und
einfachen Bewertungshilfsmitteln 3D-Quantitadten berechnet werden kdnnen. Zu diesen
Werten gehdren das Volumen, die Oberflachen, Langen etc.''? Diese dreidimensiona-
len Annaherungen erleichtern die Interpretation der funktionellen Morphologie wahrend
der Entwicklung, vor und nach Krankheiten, im Alterungsprozess und wahrend
experimenteller Beeinflussung enorm."'*'"® Zu den Vorteilen der Anwendung stereolo-
gischer Methoden gegenuber qualitativen Studien zahlt, dass die Ergebnisse nicht
subjektiv, sondern in eindeutigen Zahlen ausgedrickt werden. Damit ist die Nachvoll-
ziehbarkeit und die Reproduzierbarkeit gegeben. Auch genau beschriebene Vorgehens-

weisen in der Probengewinnung, eine schnelle und unkomplizierte Einarbeitung und
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letztlich die geringen Kosten machen eine stereologische Untersuchung attraktiv.'
Auch die Reifung der Plazenta -und die Veranderungen dieses Prozesses durch dul3ere
Einflisse- kann durch die Messung der Anteile maternalen und fetalen Gewebes
verfolgt und beurteilt werden."" Daher wurden stereologische Untersuchungsmethoden
schon oft zur Quantifizierung der funktionellen Oberflache und des Volumens plazen-

118 119

tarer Gewebekomponenten beim Menschen' ® und beim Tier, z. B. Meerschweinchen

und Rind""'2121 " eingesetzt. Auch an der Schafsplazenta wurden bereits
stereologische Untersuchungen zu Volumendichte, Oberflachendichte,

122,123

Barrieredichte und Verzweigungsgrad der Zotten'® durchgefiihrt.

2.3.3.2 Raster fir die stereologische Untersuchung

Das Makro ,Curve“ wurde flr die Generierung eines Zahlrasters im Rahmen des

Projektes mit ImagedJ erstellt (Quelltext: siehe Anhang 11.2).

Es wurde nach den Vorgaben flr ein zykloidales Testsystem von Howard und Reed'"?
entwickelt. Dadurch konnten Oberflache und Oberflachendichte des maternalen und

fetalen Gewebes und deren Veranderungen bewertet werden (Abb. 15).

Abb. 15: Makro ,Curve®“.
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Das Makro ,Grid“ ist ein bearbeitetes Gitterlinien-Makro, welches zur Auszdhlung
maternaler und fetaler GefalRe diente (Quelltext: siehe Anhang 11.3, Makro: Abb. 16).

Abb. 16: Makro ,Grid".

2.3.3.3 Auszuwertende Parameter

Die Auswertung erfolgte fur den 100. und 140. Schwangerschaftstag, da, entsprechend
der beobachteten transienten fetalen Gewichtsreduktion'®’ und vorbeschriebenen
Plazentomveranderungen (siehe 1.6 und 1.3.1.2), zwischen diesen Gestationsaltern die
groldten stereologischen Unterschiede hinsichtlich eines DEX-Effektes zu erwarten
waren. Jedes auszuwertende Bild (vgl. Abb. 14) wurde mit der Bildverarbeitungs-
Software Imaged gedffnet und mit Hilfe des “Cell Counters”, einem bereits
vorinstallierten ImageJ-Makro, und einem Zahlpad (Wacom, Japan) ausgezahlt.

Folgende Parameter wurden erfasst:

Mit dem Makro ,Curve“ wurde die Anzahl (Pi) der 30 Raster-Kreuze gezahlt, die sich in
maternalem (Piy) und in fetalem Gewebe (Pig) befanden (vgl. Abb. 17). Das fetale
Gewebe hebt sich eindeutig vom maternalen Gewebe ab, da das Cytokeratin im
Trophoblasten durch DAB braun-schwarz gefarbt ist (Abb. 15).
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AuRerdem wurde die Anzahl der Schnittpunkte (It) der 6 Rasterlinien mit maternalen
(Im) und fetalen Zotten (Ir) ausgewertet (vgl. Abb. 17).

I: fetale Zotten fetale Zotten
+ +

AL N

-_——/
+ i) (. +

K Piy,
| ._.-// \ -
M
4 I+ + + J
maternale Zotten maternale Zotten

Abb. 17: Schematische Darstellung der einzelnen Parameter im Makro ,Curve® (linke Abb.) und des
Funktionsprinzips des Makros im Falle einer Veranderung (rechte Abb.).
Auf diese Weise konnten Veranderungen in der Zottenanzahl und -dichte und damit ein-

hergehende Veranderungen der Oberflache und der Oberflachendichte erfasst werden.

Mit Makro ,Grid“ wurde die Anzahl (N) der sich im Bild (vgl. Abb. 16) befindenden
Gefalle in maternalem (Nu) und fetalem Gewebe (Nf) ermittelt. Gewertet wurden dabei
die Gefale, die innerhalb des Gitters lagen und weder die rote Linie noch die auliere
Begrenzungslinie kreuzten. Die Gefalie sind gut lokalisierbar, da der von-Willebrand-
Faktor in den Endothelzellen durch Fast-Red rot gefarbt ist. Insgesamt wurden mit den
im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Verfahren 3267 Bilder fur jeweils 6 Parameter

verblindet ausgewertet.

2.4 Berechnungen

Zur Auswertung von P; und I wurden pro Schnitt jeweils die Summen der Ergebnisse
von Bild 1-3, 4—6 und 7-9 gebildet. Diese Bildergruppen reprasentieren die Aufteilung
in fetalen (Level 3), zentralen (Level 2) und maternalen (Level 1) Gewebeanteil des Pla-
zentoms. Weiterhin wurden diese Level-Summen mit den Level-Summen der anderen
beiden zugehdrigen Plazentomschnitte summiert (Abb. 18). Entstanden ist ein
Gesamtwert aus 9 (3 + 3 + 3) gezahlten Einzelwerten pro Parameter und Level eines

Plazentoms.
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Level 3

Summen Level 3
(von 9 Bildern)

Level 2

Schnitt |

Level 1

Level 3

Level 2

Schnitt Il

Level 1

Level 3

Level 2

Schnitt 11l

Level 1

Abb. 18: Ubersichtsbild Summierung pro Plazentom.

Der Gesamtwert von Ny und Nr pro Plazentom wurde jeweils durch level-unabhangige

Summierung der 27 Einzelwerte ermittelt.

Mit den Gesamtwerten der Zahlungen wurden folgende Parameter berechnet:''%'""

Oberflachendichte Sy:

Sy (surface density) =2xYI)/(/p x3P) [um?/um?]
I/p = arc length per point = 30 ym (Abb. 19)

Sviotar (surface density of maternal and fetal villous) = (2 x (3w + X1p))/(/p x (3 Pim + > Pig))

Sym (surface density of maternal villous) = (2 x YIw)/(llp x YPim)

Sve (surface density of fetal villous) =2 x YIe)(/p x YPi)
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+ Bogenlange (l) +

o
//

—i"-xlgasterkreuz (p) +

+ +

Abb. 19: Bogenlange (l) pro Rasterkreuz (p)
(arc length per point).

Die Oberflachendichte wurde als Mal fur die Verflechtung der maternalen mit den

fetalen Zotten berechnet. Fiir die Berechnung wurde eine Gewebedichte von 1g/cm? '*°

5124

angenommen sowie ein Korrekturfaktor von 1,0 einbezogen.

Gesamtoberflache pro Plazentom S, (wenn p = 1g/cm?):

Sa (total placentomal surface area) = S, x (placentome weight[g] x 1.05) [m?]
Sattal  (total maternal and fetal placentomal surface a.)= Sy i X (placentome weight x 1.05)

Sam (total maternal placentomal surface area) = Sym X (placentome weight x 1.05)

Sar (total fetal placentomal surface area) = Syr X (placentome weight x 1.05)

Die auf das Gewicht des zugehorigen Plazentoms bezogene Oberflachendichte wurde
als Sa bestimmt. Bezogen auf das Gesamtgewicht der entsprechenden Plazenta wurde
St ermittelt. Diese Parameter stellen das quantitative Verhaltnis zwischen verfagbarer
Austauschflache und Gewebevolumen, dessen Versorgung durch diese Oberflache
sichergestellt werden muss, dar.'®® Auf diese Weise dienen sie als Marker fiir den

potenziellen Nahrstoff- und Gasaustausch zwischen maternalem und fetalem Kreislauf.

Gesamtoberflache pro Plazenta S; (wenn p = 1g/cm?):

St (total placental surface area) = S, X (total placenta weight [g] x 1.05) [m?]
Stitar  (total maternal and fetal placental surface area) = St.t5 X (placenta weight x 1.05)

Stm (total maternal placental surface area) = Sym X (placenta weight x 1.05)

St (total fetal placental surface area) = Syr X (placenta weight x 1.05)
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Ratio maternaler zu fetaler Oberflachendichte:

Ratiosymisve  (maternal over fetal surface density) = Sum/Svr [%]

Die Ratio aus maternaler und fetaler Oberflachendichte wurde berechnet, um
Veranderungen in der Verhaltnismaligkeit der beiden Gewebebereiche zueinander

abbilden zu konnen.

Gefadichte Ny:

Nv (vessel density) =N/ ((9 x Arx SHF)/Fm?) [1/mm?]
N amount of vessels
A test area =0.149 mm?
Fm magnification =20
SHF shrinkage factor= 0.837

[mean diameter of fixed erythrocytes (4.24um)]
mean diameter of fresh erythrocytes (5.1 pm)126

= N/ ((1.341 x 0.837)/400)

Nvita (Maternal and fetal vessel density) = (Ny+ Ng)/2.78 x 107
Nvm (maternal vessel density) = Nw2.78x 10
Nvr (fetal vessel density) = Ng/2.78x 1073

Die Gefaldanzahl Uber eine definierte Flache als ein weiterer potenzieller Parameter

veranderten Nahrstoff- und Gasaustauschs wurde mit der GefalRdichte erfasst.

Zudem wurden Ergebnisse der assoziierten Arbeitsgruppe (AG Perinatale
Programmierung) zum VEGF mRNA-Gehalt der Gewebe in die Auswertungen einbe-

zogen.

2.5 Statistische Auswertung
2.5.1 Variationskoeffizientenanalyse

Um die Gewebestruktur stereologisch hinreichend gut reprasentieren zu konnen,

wurden die auszuwertenden Bilder level-spezifisch aufgenommen (Abb. 13).

Mit Berechnungen der Variationskoeffizienten wurde an Plazentom-Stichproben unter-
sucht, ob neun ausgewertete Bilder (aus drei Gewebeschnitten des jeweiligen Plazen-
toms) pro Level ausreichend sind, um dieses realitatsnah stereologisch abbilden zu
konnen. In Abb. 20 ist exemplarisch die Variationskoeffizientenanalyse fur Plazentom

1A dargestellt. Insbesondere in Level 1 (maternales Gewebe) und Level 3 (fetales Ge-
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webe) zeigen sich ab dem funften ausgewerteten Bild nahezu konstante Variationskoef-
fizienten. Somit kann in diesen Leveln durch eine hohere Anzahl an Bildern keine neue
Qualitat hinsichtlich der Parameterauswertung erreicht werden. In Level 2 stellen sich
die Variationskoeffizienten wesentlich unsteter dar. Ursache dafur ist die zentrale Loka-
lisation des Levels — dem heterogenen Ubergang vom fetalen zum maternalen Gewebe.
Jedoch zeigt sich auch hier eine relativ homogene Entwicklung der Variationskoeffizi-

enten ab funf ausgewerteten Bildern.

0.5

0.4 1
0.3 4

] /A\ :
0.1+
0.0
04 JLevel2
P M
034 ; =

0.2 4

0.1 1
0.0
0.4
0.3 4
0.2 4
0.1
0.0 T T T T T T T

Variationskoeffizient

Level 3

Anzahl der ausgewerteten Bilder pro Plazentom

Abb. 20: Darstellung der Entwicklung der Variationskoeffizienten der
Parameter |y, Piy, Ir und Pig in Abhangigkeit von der Anzahl der
ausgewerteten levelspezifischen Bilder pro Plazentom.
Folglich ist die Auswertung von neun Bildern ausreichend, um die level-spezifische
Gewebestruktur — auch inhomogenerer Proben — bestmaoglich innerhalb der Grenzen

der gewahlten stereologischen Methode abzubilden.

2.5.2 Auswertung mit SPSS

Die statistische Auswertung und die Erstellung der Graphen erfolgte mit der Software
SPSS Statistics Version 23 (IBM, USA). Eine Signifikanz von p < 0,05 wurde

angenommen.
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2.5.2.1 Morphologische Untersuchung

Die Gesamtzahl der Plazentome und die Anzahl jedes Plazentomtyps pro Plazenta
wurden abhangig von Behandlung, Gestationsalter und Geschlecht erfasst.

Sie wurden zunachst auf Normalverteilung und Varianzhomogenitat (Levene Test) ge-
pruft. Nicht-normalverteilte Daten wurden logarithmiert und erneut auf Normalverteilung
getestet. Um den Einfluss von Behandlung, Gestationsalter (dG), Geschlecht, Plazen-
tomtyp und deren gegenseitige Interaktionen bestimmen zu kénnen, wurden die Daten
in einer multivariaten Varianzanalyse (MANOVA) untersucht. Ergaben sich signifikante
Haupteffekte (p < 0,05), folgte ein paarweiser Mittelwertvergleich (Holm Sidak).

2.5.2.2 Stereologische Untersuchung

Anhand von Boxplots jeder Subgruppe wurden Ausreiler mit doppelter Standard-
abweichung identifiziert und ausgeschlossen. Die Gruppen wurden entsprechend den
Einflussfaktoren Behandlung (DEX, Kontrolle), Gestationsalter (100, 140), Geschlecht
(weiblich, mannlich), Plazentomtyp (A, B, C, D) und deren Kombinationen untersucht.
Im Anschluss wurden Gesamtgruppe und Subgruppen auf Normalverteilung gepruft
(Shapiro-Wilk-Test, p > 0,05). Nicht-normalverteilte Daten wurden logarithmiert und
erneut auf Normalverteilung getestet. Aufgrund eines groken Anteils nicht-
normalverteilter Daten wurde fur die Gesamtheit eine Nicht-Normalverteilung
angenommen. Mit dem Levene-Test wurde die Varianzhomogenitat untersucht.
Nachfolgend wurde fur die einzelnen Subgruppen (Behandlung, Gestationsalter,
Geschlecht, Plazentomtyp) ein Mann-Whitney-U-Test (MWU) zur Homogenitats-
bestimmung der Grundgesamtheit beider Ergebnisverteilungen durchgefuhrt. Fiur die
Mehrfachvergleiche (z. B. Behandlung — Gestationsalter; Behandlung — Geschlecht;
Behandlung — Gestationsalter — Geschlecht; Gestationsalter — Geschlecht) wurden zwei
Gruppierungsvariablen erstellt. Eine enthielt die zweiteiligen Subgruppenkombinationen
(z. B. Behandlung — Gestationsalter), eine die dreiteiligen Subgruppenkombinationen
(z. B. Behandlung — Gestationsalter — Geschlecht). Mit den neuen Variablen wurden je-
weils Kruskall-Wallis-Tests (KW-Test) durchgeflhrt, die prifen, ob insgesamt Gruppen-
unterschiede vorhanden sind. Der KW-Test gibt jedoch nicht an, zwischen welchen
Gruppen die Unterschiede bestehen. War er nicht signifikant gibt es keine Gruppen-

unterschiede und es wurde nicht weiter gerechnet.
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War der KW-Test signifikant, folgten eine Reihe von MWU-Tests, um die
Gruppenunterschiede festzustellen (Bsp.: MWU der Subgruppe Behandlung -
Gestationsalter — Geschlecht). Abschliellend wurden die derart berechneten p-Werte

mit der Holm-Bonferroni-Methode auf das multiple Testen korrigiert.

2.5.2.3 Korrelationsanalysen

Es wurden bivariate Korrelationsanalysen (Pearson-Test) zur Darstellung des
Verhéltnisses vom Fetalgewicht’®' zu Oberflaichenparametern, GefaRdichte, VEGF
MRNA, Plazentagewicht, Plazentomgewicht und Plazentomanzahl erstellt. Untersucht
wurden verschiedene Subgruppen (Behandlung, Gestationsalter, Geschlecht), in

welche die Daten vor der entsprechenden Berechnung unterteilt wurden.

2.6 Reagenzien, Losungen, Gerate und Software

Details zu den verwendeten Reagenzien und Losungen sowie zu Geraten und Software
fur die beschriebene Immunhistochemie und die Bildanalyse befinden sich in Anhang
11.4.1,11.4.2,11.4.3 und 11.4 4.
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3 Ergebnisse

3.1 Morphologische Untersuchung
3.1.1 Plazentagewicht

Die Ergebnisse der Analyse des Plazentagewichts, abhangig von fetalem Geschlecht,
Behandlung und Gestationsalter, sind in Tab. 7 dargestellt. In den Kontrollgruppen
konnte am Tag 125 bei Plazenten beider Geschlechter eine transiente Gewichts-
abnahme beobachtet werden. Nach DEX-Behandlung zeigte sich keine signifikante
Veranderung des Plazentagesamtgewichts im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe.

Plazentagewicht (g)
Gestationsalter (dG) | Behandlung
weiblich mannlich
Kontrolle 61+93a 69+72a
%0 DEX 40+ 10,3 A 58+9,0A
Kontrolle 473 +£35,8b 501 +£55,3 b
100 DEX 431+£32,0B 396 £ 26,1 B
Kontrolle 418+£409b 404 +33,6Db
12 DEX 423 +46,2B 466 +42,3 B
Kontrolle 499 + 58,2 b 577 £46,1b
140 DEX 513+29,0B 571+62,9B

Tab. 7: Auswirkungen der frihen maternalen DEX-Therapie auf das Plazentagewicht bei weiblichen und
mannlichen Feten. Darstellung von Mittelwert + SEM. Unterschiedliche Kleinbuchstaben (a, b)
kennzeichnen signifikante Ergebnisse innerhalb der Kontrollgruppe liber das Schwangerschaftsalter mit
p < 0,05, unterschiedliche Grof3buchstaben (A, B) zeigen signifikante Unterschiede innerhalb der DEX-
behandelten Gruppen Uber das Schwangerschaftsalter an. Signifikante Veranderungen nach DEX-
Behandlung im Vergleich zu den Kontrollen lieen sich nicht nachweisen. Mod. nach Braun et al.'?

In den folgenden detaillierteren Untersuchungen der Gewichte wurden die einzelnen
Plazentomtypen bericksichtigt. Die Ergebnisse sind in Tab. 8 und Tab. 9 dargestellt.

In den Plazenten weiblicher Feten der Kontrollgruppe fand sich ein kontinuierlicher
Gewichtsanstieg der C-Plazentome. Hier ergaben sich signifikante Veranderungen nach
DEX-Behandlung. Eine Zunahme des mittleren C-Plazentomgewichts konnte sowohl
am Tag 100 als auch am Tag 140 im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden
(Tab. 8). Am Tag 125 fiel das Gewicht der C-Plazentome nach DEX vorubergehend
signifikant ab.
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Einzelplazentomgewicht (g) bei weiblichen Feten
Gestationsalter (dG) | Behandlung
A B C D
Kontrolle 1,0£0,14 a 1,2 NA NA
%0 DEX 0,9+0,29 A 1,2¢ NA NA
Kontrolle 58+0,68b 82+152a 8,8+4,03a 8,8+404a
100 DEX 50+ 1,03A,B 86+155A, B 22,4325 A 10,3 + 1,95
Kontrolle 45+065a,b 750,67 a 89x19a 86+152a
125 DEX 54 +0,85A,B 48+1,20 A 12,0+ 5,4 B 7,3
Kontrolle 6,1+049b 87+111a 12,8 +3,03a 18,4
140 DEX 7,7+1878B 11,7£3,12B 18,8+ 4,16 A 1,9

Tab. 8: Auswirkungen der frihen maternalen DEX-Therapie auf das

Einzelplazentomgewicht bei

weiblichen Feten. Darstellung: Mittelwert £+ SEM. k = Plazentomanzahl ist sehr klein. NA = keine
Plazentome verfiigbar. Unterschiedliche Kleinbuchstaben (a, b) kennzeichnen signifikante Ergebnisse
innerhalb der Kontrollgruppe Uber das Schwangerschaftsalter mit p < 0,05, unterschiedliche
GroRbuchstaben (A, B) zeigen signifikante Unterschiede innerhalb der DEX-behandelten Gruppen Uber
das Schwangerschaftsalter an. Fettgedruckt sind signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und DEX-
Gruppe. Mod. nach Braun et al.'*’

Das durchschnittliche Plazentomgewicht der DEX-behandelten Gruppe mannlicher
Feten unterschied sich hingegen in den B-Plazentomen am Tag 140 signifikant von der
Kontrollgruppe (siehe Tab. 9). Hier fand sich nach DEX-Behandlung eine Zunahme des
Plazentomgewichts im Vergleich zu den Kontrollen.

Einzelplazentomgewicht (g) der mannlichen Feten
Gestationsalter (dG) | Behandlung
A B C D
Kontrolle 1,3+0,09a 26+0,12a NA NA
>0 DEX 1,0+ 0,16 A 2,7+0,46 A NA NA
Kontrolle 9,9+1,18b,¢c 5,9 NA 7,7
100 DEX 52+0,42B 77+1,28B 10,6 + 3,74 A 9,942,110 A
Kontrolle 49+025a,c 58+0,68a 9,4%3,36a 3,2
12 DEX 5,8+ 0,64 B 6,1+0,94A,B 550,72 B 8,1+0,71A
Kontrolle 6,4+0,63b,c 65%1,5a 13,3+1,49a NA
140 DEX 9,2+1,77B 12,7+22C 12,7 £4,42 A NA

Tab. 9: Auswirkungen der frihen maternalen DEX-Therapie auf das Einzelplazentomgewicht bei
mannlichen Feten. Darstellung: Mittelwert £ SEM. k = Plazentomanzahl ist sehr klein. NA = keine
Plazentome verfugbar. Unterschiedliche Kleinbuchstaben (a, b, ¢) kennzeichnen signifikante Ergebnisse
innerhalb der Kontrollgruppe Uber das Schwangerschaftsalter mit p < 0,05, unterschiedliche
GroRRbuchstaben (A, B, C) zeigen signifikante Unterschiede innerhalb der DEX-behandelten Gruppen
Uber das Schwangerschaftsalter an. Fettgedruckt sind signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und
DEX-Gruppe. Mod. nach Braun et al."?’
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3.1.2 Plazentomanzahl und -verteilung

3.1.2.1 Plazentomanzahl

Nach Auswertung der Gesamtanzahl der Plazentome in Abhangigkeit von fetalem
Geschlecht, Behandlung und Gestationsalter ergaben sich die in Tab. 10 aufgeflhrten
Resultate. In der Kontrollgruppe mit mannlichen Feten wurde ab Tag 100 eine relativ
konstante Anzahl an Plazentomen nachgewiesen. Bei den weiblichen Feten nahm die
Gesamtanzahl der Plazentome am Tag 125 vorribergehend ab, am Tag 140 glich sie
sich wieder vorangegangenen Werten an. Bezuglich der DEX-behandelten Tiere
zeigten sich in der Gesamtanzahl der Plazentome keine signifikanten Unterschiede zur
Kontrollgruppe (Tab. 10).

. Anzahl der Plazentome
Gestationsalter (dG) | Behandlung — —
weiblich mannlich
0 Kontrolle 59+5a,¢ 52+4a
5
DEX 47+ 5A 47+ 4 A
Kontrolle 73+2b 75+5b
100
DEX 60+8A 65+6B
Kontrolle 57+5¢ 76+7b
125
DEX 60+5A 80+3C
Kontrolle 70+64a,b,c 71+6b
140
DEX 60+7A 59+7A,B

Tab. 10: Auswirkungen der frihen maternalen DEX-Therapie auf die Gesamtplazentomanzahl bei
weiblichen und mannlichen Feten. Darstellung: Mittelwert + SEM. Unterschiedliche Kleinbuchstaben (a, b,
c) kennzeichnen signifikante Ergebnisse innerhalb der Kontroligruppe Uber das Schwangerschaftsalter
mit p < 0,05, unterschiedliche GroRbuchstaben (A, B, C) zeigen signifikante Unterschiede innerhalb der
DEX-behandelten Gruppen lber das Schwangerschaftsalter an. Mod. nach Braun et al."?

Im Anschluss an die Analyse der Gesamtplazentomzahl wurde in einer weiteren
Untersuchung die Anzahl der einzelnen Plazentomtypen differenziert Gberpruft (Tab. 11
und Tab. 12). Bei den weiblichen Feten zeigte sich innerhalb der Kontrollgruppe am Tag
125 eine Reduktion der A-Plazentomzahl im Vergleich zu den sonstigen
Gestationszeitpunkten. Fur die DEX-behandelte Gruppe ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zur Anzahl der Plazentome in den Plazenten der

Kontrollgruppe (Tab. 11).
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Anzahl der Plazentome bei weiblichen Feten
Gestationsalter (dG) | Behandlung
A B C D

Kontrolle 56,2t4a 16" NA NA
%0 DEX 44726A 16" NA NA

Kontrolle 56,9+7a 19,4+6a 13,3+10a 6,7+4
100 DEX 386x11A 176£7A 32+2A 2,01

Kontrolle 29,2+13b 253%5a 150+3a 47"
12 DEX 20,0+9A 33,7x9A 12,0£5A 5,0

Kontrolle 52,8+ 11a 188+4a 10,8+5a 3,0¢
140 DEX 445+ 5A 13,0£3A 60x4A 5,0

Tab. 11: Auswirkungen der friihen maternalen DEX-Therapie auf die typspezifische Plazentomanzahl bei
weiblichen Feten. Darstellung: Mittelwert £+ SEM. k = Plazentomanzahl ist sehr klein. NA = keine
Plazentome verflgbar. Unterschiedliche Kleinbuchstaben (a, b) kennzeichnen signifikante Ergebnisse
innerhalb der Kontrollgruppe Uber das Schwangerschaftsalter mit p < 0,05, unterschiedliche
GroRbuchstaben (A, B) zeigen signifikante Unterschiede innerhalb der DEX-behandelten Gruppen Uber
das Schwangerschaftsalter an. Mod. nach Braun et al."*’

Wie Tab. 12 zeigt, fand sich bei mannlichen Feten in der Kontrollgruppe lediglich ein
Trend zur Abnahme der Anzahl an A-Plazentomen nach Tag 100. Es zeigten sich

jedoch keine signifikanten Unterschiede in den Plazentomzahlen der Plazenten
mannlicher Feten mit und ohne DEX-Behandlung.

Anzahl der Plazentome bei mannlichen Feten
Gestationsalter (dG) | Behandlung
A B C D

Kontrolle 502t4a 10,5+3a NA NA
%0 DEX 436t5A 84t2A NA NA

Kontrolle 68,6 t6a 22,0¢ NA 9,0¢
100 DEX 435t9A 15,8 +3B 85t3A 10,5+ 5A

Kontrolle 40,5+12a 270+8a 10,5+6a 9,0
12 DEX 42,0+ 18A 30,0£8A,B 33,4+t6B 9,2+4A

Kontrolle 38,1+10a 256+9a 13,7t4a NA
140 DEX 358+8A 14,54 A, B 21,5+11A,B NA

Tab. 12: Auswirkungen der friihen maternalen DEX-Therapie auf die typspezifische Plazentomanzahl bei
mannlichen Feten. Darstellung: Mittelwert £ SEM. k = Plazentomanzahl ist sehr klein. NA = keine
Plazentome verfiigbar. Unterschiedliche Kleinbuchstaben (a, b) kennzeichnen signifikante Ergebnisse
innerhalb der Kontrollgruppe Uber das Schwangerschaftsalter mit p < 0,05, unterschiedliche
GroRbuchstaben (A, B) zeigen signifikante Unterschiede innerhalb der DEX-behandelten Gruppen Uber
das Schwangerschaftsalter an. Mod. nach Braun et al.™’
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3.1.2.2 Prozentuale Plazentomverteilung

Aus den Plazentomzahlen, differenziert nach Subtyp, Behandlung und Gestationsalter,
wurde die prozentuale Verteilung bestimmt und in Abb. 21 dargestellt.
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Abb. 21: Prozentualer Anteil der Plazentomtypen an der Gesamtplazentomzahl zu vier Zeitpunkten der
Schwangerschaft (dG) in den Kontrollgruppen (links) und nach friher maternaler DEX-Therapie (rechts).
Mod. nach Braun et al.'*

In der geschlechtsspezifischen Analyse konnte bei den weiblichen Feten der Kontroll-
gruppe am Tag 125 der geringste Anteil an A-Plazentomen im Schwangerschaftsverlauf
festgestellt werden. B- und C-Plazentome waren am Tag 125 dagegen am haufigsten
vertreten (p < 0,001). Dieser Trend war auch in der DEX-behandelten Gruppe (p < 0,05)

zu erkennen (Abb. 22).
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Abb. 22: Auswirkungen der frihen maternalen DEX-Therapie auf die prozentuale
typspezifische Plazentomverteilung bei weiblichen und mannlichen Feten zu vier
Zeitpunkten der Schwangerschaft (dG). Darstellung: Mittelwerte der prozentualen
Anteile. Mod. nach Braun et al."*’
Bei den mannlichen Feten zeigte sich am Tag 125 in der Kontrollgruppe ebenfalls der
gré3te Anteil an B-Plazentomen (p < 0,05). Die meisten A-Plazentome hingegen fanden
sich am Tag 50. Nach DEX-Behandlung stieg der Anteil der C-Plazentome am Tag 125

im Vergleich zu den Kontrollen signifikant an (p < 0,05) (siehe Abb. 22).
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3.2 Stereologische Untersuchung
3.2.1 Oberflachenparameter

3.2.1.1 Oberflachendichte

Oberflachendichte (Sy): Ontogeneseeffekt

Die Oberflachendichte, als Mal} fir die Verflechtung der maternalen mit den fetalen Zot-
ten, nahm mit steigendem Gestationsalter signifikant zu. Dies traf auf alle untersuchten
Gruppen zu (weibliche (p < 0,001), mannliche (p < 0,001), Kontroll- und DEX-behandel-
te Gruppe (p < 0,001, Abb. 25), sowohl im maternalen als auch fetalen Gewebeanteil).

Uber das gesamte Gewebe (Sy a1, maternales und fetales Gewebe) kam es im Lauf
der Schwangerschaft zu einer Zunahme der Oberflachendichte in der weiblichen
Kontrollgruppe (p < 0,001). Die Sy totai Und Syr der mannlichen DEX-Gruppe (p = 0,022)
stieg ebenfalls an (Abb. 23). In den entsprechenden behandelten weiblichen und
unbehandelten mannlichen Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Sy
zwischen Tag 100 und Tag 140 der Schwangerschaft.
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Abb. 23: Darstellung der Oberflachendichte des gesamten Gewebes
(maternales und fetales Gewebe, Sy ) geschlechtsspezifisch in der
Kontroll- und DEX-Gruppe in Abhangigkeit vom Gestationsalter (dG).
Darstellung des Mittelwerts + SEM. Stern (*) kennzeichnet signifikante
Ergebnisse zwischen den jeweiligen Gruppen.
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Im maternalen Gewebeanteil nahm die Sy in der weiblichen (p < 0,001) und mannlichen
(p = 0,001) Kontrollgruppe signifikant zu. In der jeweiligen behandelten Gruppe gab es

keinen Unterschied zwischen Tag 100 und Tag 140 der Schwangerschaft.

Der Anteil fetalen Gewebes zeigte mit zunehmendem Gestationsalter eine signifikant
steigende Syr in der weiblichen Kontrollgruppe (p < 0,001) auf. In der weiblichen DEX-
Gruppe gab es keinen Unterschied zwischen Tag 100 und Tag 140. In der behandelten
mannlichen Gruppe kam es, im Gegensatz zur Kontrollgruppe, ebenfalls zu einer

Zunahme der Syr im hoheren Gestationsalter (p = 0,022).
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Abb. 24: Darstellung der Oberflachendichte des gesamten Gewebes (maternales und fetales
Gewebe, Syi) plazentomspezifisch an 100 dG und 140 dG in Abhéangigkeit von der
Behandlung. Darstellung des Mittelwerts + SEM. Stern (*) kennzeichnet signifikante Ergebnisse
zwischen den jeweiligen Gruppen.

In A, B und C-Plazentomen waren zwischen Tag 100 und Tag 140 in der Kontroll- sowie
in der DEX-Gruppe signifikante Unterschiede in der Sy im Sinne eines Anstiegs zu
erkennen (A (CON und DEX): p<0,001; B (CON und DEX): p=0,01; C (DEX):
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p = 0,032, Abb. 24). In der Kontrollgruppe der C-Plazentome konnte nur ein Trend zur
erhohten Sy ausgemacht werden (p = 0,098). Angesichts einer in den Subgruppen zu

geringen Anzahl wurden die D-Plazentome nicht in die Auswertung einbezogen.

Oberflachendichte (Sy): DEX-Behandlungseffekt

Im maternalen Gewebeanteil konnte am Tag 100 eine signifikant héhere Syy in der
DEX-behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden
(p = 0,01, Abb. 25).
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Abb. 25: Darstellung der Oberflachendichte des maternalen
Gewebeanteils (Syy) in der Kontroll- und DEX-Gruppe in
Abhéangigkeit vom Gestationsalter (dG). Darstellung des
Mittelwerts + SEM. Stern (*) kennzeichnet signifikante
Ergebnisse zwischen den jeweiligen Gruppen.

In A-, B- und C-Plazentomen zeigten sich zwischen behandelten und nicht-behandelten

Gruppen am Tag 100 sowie am Tag 140 keine signifikanten Unterschiede in der Sy.
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3.2.1.2 Plazentomgewichtsspezifische Oberflachendichte

Plazentomgewichtsspezifische Oberflaichendichte (Sa): Ontogeneseeffekt

Die auf das Gewicht des zugehdrigen Plazentoms bezogene Oberflachendichte dient
als Marker fur den potenziellen Nahrstoff- und Gasaustausch zwischen maternalem und
fetalem Kreislauf. Eine Zunahme im Verlauf der Schwangerschaft konnte in allen
untersuchten Gruppen nachgewiesen werden (d. h. weibliche und mannliche Gruppe im
maternalen (p = 0,02; p < 0,001) und fetalen (p = 0,027; p < 0,001) Gewebeanteil sowie
Kontroll- und DEX-behandelte Gruppe (Abb. 26) im maternalen (p <0,001; p = 0,02)
und fetalen (p < 0,001; p = 0,01) Gewebeanteil).
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Abb. 26: Darstellung der plazentomgewichtsspezifischen Ober-

flachendichte des gesamten Gewebes (maternales und fetales

Gewebe, Sa tota1) @n 100 dG und 140 dG in Abhangigkeit von der

Behandlung. Darstellung des Mittelwerts + SEM. Stern (¥)

kennzeichnet signifikante Ergebnisse zwischen den jeweiligen

Gruppen.
Weiterhin konnte dieser Trend in die weibliche Kontrollgruppe (p =0,012) und die
mannliche DEX-Gruppe (p = 0,022) verfolgt werden (Abb. 27). In der weiblichen DEX-
Gruppe und der mannlichen Kontrollgruppe gab es keinen signifikanten Unterschied

zwischen Tag 100 und 140.
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Abb. 27: Darstellung der plazentomgewichtsspezifischen Oberflachen-

dichte des gesamten Gewebes (maternales und fetales Gewebe, Sa iotal)

geschlechtsspezifisch an 100 dG und 140 dG in Abhéangigkeit von der

Behandlung. Darstellung des Mittelwerts + SEM. Stern (*) kennzeichnet

signifikante Ergebnisse zwischen den jeweiligen Gruppen.
Im maternalen Gewebeanteil der A-Plazentome zeigte sich in der behandelten Gruppe
ein Sa-Anstieg zwischen Tag 100 und Tag 140 (p = 0,024), nicht aber in der Kontroll-
gruppe. Im maternalen Gewebe der B-Plazentome kam es hingegen zu einem Anstieg
zwischen Tag 100 und Tag 140 in der Kontrollgruppe (p = 0,024, siehe Abb. 28), in der

DEX-Gruppe zeigte sich ein entsprechender Trend (p = 0,05).
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Abb. 28: Darstellung der plazentomgewichtsspezifischen Oberflachendichte des maternalen
Gewebeanteils (Sav) plazentomspezifisch an 100 dG und 140 dG in Abhangigkeit von der
Behandlung. Darstellung des Mittelwerts + SEM. Stern (*) kennzeichnet signifikante Ergebnisse
zwischen den jeweiligen Gruppen.
Im fetalen Gewebeanteil der A-Plazentome wurde in der DEX-Gruppe ein Sa-Anstieg
zwischen Tag 100 und Tag 140 (p < 0,001) nachgewiesen, in der Kontrollgruppe zeigte
sich eine entsprechende Tendenz (p = 0,089). In den B-Plazentomen kam es sowohl in
nicht-behandelten (p = 0,022) als auch in behandelten Gruppen (p =0,04) zu einem
Anstieg der Sp zwischen Tag 100 und Tag 140 (Abb. 29). In den C-Plazentomen kam
es in allen Gewebeanteilen weder zu einem Entwicklungs- noch zu einem

Behandlungseffekt auf die Sa.
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Abb. 29: Darstellung der plazentomgewichtsspezifischen Oberflaichendichte des fetalen
Gewebeanteils (Sar) plazentomspezifisch an 100 dG und 140 dG in Abhangigkeit von der
Behandlung. Darstellung des Mittelwerts + SEM. Stern (*) kennzeichnet signifikante Ergebnisse
zwischen den jeweiligen Gruppen.

53



Ergebnisse

Plazentomgewichtsspezifische Oberflachendichte (Sa): DEX-Behandlungseffekt

In der weiblichen Gruppe war die Sp im gesamten Gewebe der DEX-behandelten

Gruppe signifikant héher als in der Kontrollgruppe (p = 0,02, Abb. 30).
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Abb. 30: Darstellung der plazentomgewichtsspezifischen

Oberflachendichte des gesamten Gewebes (maternales und

fetales Gewebe, Sp (ota) in der Kontroll- und DEX-Gruppe in

Abhangigkeit vom Geschlecht. Darstellung des Mittelwerts +

SEM. Stern (*) kennzeichnet signifikante Ergebnisse zwischen

den jeweiligen Gruppen.
Dies lief’ sich durch eine signifikant héhere Sa in der weiblichen DEX-Gruppe am Tag
100 im Vergleich zur Kontrollgruppe spezifizieren (p = 0,022, Abb. 31). Am Tag 140
zeigte sich in dieser Gruppe kein Unterschied der S nach Behandlung. Ebenso gab es

keine Effekte in den mannlichen Gruppen.

54



Ergebnisse

= 251
~
k] 2
- o Fu —
a 207 I ]
= ! ! -
c | —_—l =
= g o | EI= [ ] o
A i _ i i | T
S L —— I | =
= P11 e | =
il 1 I, ]
- ] —————— ¢
2 — — =
< - I ] o
wn — I =y
| R S | | R | wn
- . .. - = o
EX
L
- 25 2
" : =
Y -
+ 207 -
= | —
c | 3
S5 45 = R — =
e 15 I — | S
© = ——l | =
E IS | o
— 104 ] | =
[} ' I ]
° T e [
- L —_— [
< 057 = I ]
w I ] [
[ T | [ |

|
N
N

|
o

©
©

100

Gestationsalter (dG)

Abb. 31: Darstellung der plazentomgewichtsspezifischen Oberflachen-
dichte des gesamten Gewebes (maternales und fetales Gewebe, Su
wotal) geschlechtsspezifisch in der Kontroll- und DEX-Gruppe in
Abhangigkeit vom Gestationsalter. Darstellung des Mittelwerts + SEM.
Stern (*) kennzeichnet signifikante Ergebnisse zwischen den
jeweiligen Gruppen.
In A-, B- und C-Plazentomen zeigten sich zwischen behandelten und nicht-behandelten

Gruppen am Tag 100 sowie am Tag 140 keine signifikanten Unterschiede in der Sa.

Plazentomgewichtsspezifische Oberflachendichte (Sa): Geschlechtsunterschied

Bezogen auf beide Gewebeanteile konnte in der weiblichen DEX-Gruppe am Tag 100
eine signifikant hdhere Sa festgestellt werden als in der mannlichen (p = 0,045
(maternal); p =0,027 (fetal); p=0,027 (total), sieche Abb.31). Kein Geschlechts-
unterschied liel3 sich in der entsprechenden Kontrollgruppe und der DEX-Gruppe am

Tag 140 erkennen.
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3.2.1.3 Plazentagewichtsbezogene Oberflachendichte

Plazentagewichtsbezogene Oberflachendichte (St): Ontogeneseeffekt

Die auf das Gesamtgewicht der entsprechenden Plazenta bezogene Oberflachendichte
dient als Marker fur den potenziellen Nahrstoff- und Gasaustausch zwischen
maternalem und fetalem Kreislauf. Sie nahm mit steigendem Gestationsalter zu. Dieser
Verlauf konnte in allen untersuchten Gruppen, der weiblichen, mannlichen sowie
behandelter und Kontrollgruppe jeweils in beiden Gewebeanteilen nachgewiesen

werden (p < 0,001, Abb. 32; maternales Gewebe: weibliche Gruppe p = 0,005).
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Abb. 32: Darstellung der plazentagewichtsspezifischen Ober-

flachendichte des gesamten Gewebes (maternales und fetales

Gewebe, St q) an 100 dG und 140 dG in Abhangigkeit von der

Behandlung. Darstellung des Mittelwerts + SEM. Stern (¥)

kennzeichnet signifikante Ergebnisse zwischen den jeweiligen

Gruppen.
Im gesamten Gewebe (St tota, maternales und fetales Gewebe) zeigte sich weiterhin
eine signifikante Zunahme bei den weiblichen (p = 0,033) und mannlichen (p = 0,04)
Kontrollgruppen sowie in der mannlichen DEX-Gruppe (p = 0,024, Abb. 33). In der
behandelten weiblichen Gruppe gab es hingegen keinen signifikanten Unterschied der

St totat ZWischen Tag 100 und Tag 140 der Schwangerschaft.
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Abb. 33: Darstellung der plazentagewichtsspezifischen Oberflachen-

dichte des gesamten Gewebes (maternales und fetales Gewebe, St ota))

geschlechtsspezifisch an 100 dG und 140 dG in Abhéangigkeit von der

Behandlung. Darstellung des Mittelwerts + SEM. Stern (*) kennzeichnet

signifikante Ergebnisse zwischen den jeweiligen Gruppen.
Die signifikante Zunahme der St 1o in der mannlichen Kontroll- und DEX-Gruppe im
Schwangerschaftsverlauf lie sich zu Veranderungen im maternalen Gewebeanteil
zurtckverfolgen (Stv: Kontrollen p = 0,044; DEX p = 0,024). In diesem Gewebeanteil
zeigte sich hingegen kein signifikanter Unterschied der weiblichen Kontroll- oder DEX-

Gruppen zwischen Tag 100 und Tag 140 der Schwangerschaft.

Im fetalen Gewebeanteil fand sich die signifikante Str-Zunahme in der weiblichen
Kontrollgruppe (p = 0,024) und der mannlichen DEX-Gruppe (p = 0,024). Sowohl in der
weiblichen DEX-Gruppe als auch in der mannlichen Kontrollgruppe ergab sich kein

signifikanter Unterschied zwischen Tag 100 und Tag 140.
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In A-, B- und C-Plazentomen waren in maternalem und fetalem Gewebe zwischen Tag
100 und Tag 140 in der Kontroll- sowie in der DEX-Gruppe signifikante St-Unterschiede
zu erkennen. Diese zeigten sich im Sinne eines Anstiegs mit Fortschreiten der
Schwangerschaft im maternalen Gewebeanteil (A — CON: p=0,027; A — DEX:
p <0,001; B — CON und — DEX: p=0,011; C — DEX: p =0,027, siehe Abb. 34) und
fetalen Gewebeanteil (A — CON und — DEX: p <0,001; B — CON und — DEX: p = 0,01;
C — DEX: p = 0,024, siehe Abb. 35).
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Abb. 34: Darstellung der plazentagewichtsspezifischen Oberflachendichte des maternalen
Gewebeanteils (Sty) plazentomspezifisch an 100 dG und 140 dG in Abhangigkeit von der
Behandlung. Darstellung des Mittelwerts + SEM. Stern (*) kennzeichnet signifikante Ergebnisse
zwischen den jeweiligen Gruppen.
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Abb. 35: Darstellung der plazentagewichtsspezifischen Oberflachendichte des fetalen Gewebe-
anteils (Stg) plazentomspezifisch an 100 dG und 140 dG in Abhangigkeit von der Behandlung.

Darstellung des Mittelwerts + SEM. Stern (*) kennzeichnet signifikante Ergebnisse zwischen
den jeweiligen Gruppen.

In der Kontrollgruppe der C-Plazentome konnte im gesamten Gewebe nur ein Trend zur

steigenden St ausgemacht werden (p = 0,098).

3.2.1.4 Ratio maternale/fetale Oberflachendichte (Ssywsvr)

Ratiosymisve: Ontogeneseeffekt

Die Ratio aus maternaler und fetaler Oberflachendichte wurde berechnet, um
Veranderungen in der Verhaltnismaligkeit der beiden Gewebebereiche zueinander
abbilden zu kdnnen. Dabei war eine Abnahme der Ratio nach DEX-Behandlung und
separat in der mannlichen Gruppe (p=0,032, Abb.36) mit zunehmendem

Gestationsalter festzustellen.
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Abb. 36: Darstellung der Ratio aus maternaler und fetaler Oberflachendichte (Ratiosymsyr) an 100

dG und 140 dG in Abhangigkeit von der Behandlung (links) und des Geschlechts (rechts).
Darstellung des Mittelwerts + SEM. Stern (*) kennzeichnet signifikante Ergebnisse zwischen den
jeweiligen Gruppen.

Auch in der mannlichen behandelten Subgruppe konnte, im Gegensatz zur Kontroll-
gruppe, eine signifikante Abnahme der Ratio (p =0,024) gezeigt werden (siehe

Abb. 37). Keine Unterschiede konnten dagegen in den weiblichen Gruppen ausgemacht

werden.
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Abb. 37: Darstellung der Ratio aus maternaler und fetaler Oberflachen-
dichte (Ratiosymsvr) geschlechtsspezifisch an 100 dG und 140 dG in
Abhangigkeit von der Behandlung. Darstellung des Mittelwerts £+ SEM.
Stern (*) kennzeichnet signifikante Ergebnisse zwischen den jeweiligen
Gruppen.
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Alle signifikanten Unterschiede der Ratio zwischen Tag 100 und 140 der Schwanger-

schaft sind in einer Zunahme des fetalen Gewebeanteils im Verhaltnis zum maternalen

Anteil begriindet (Abb. 38, Abb. 39).
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Abb. 38: Darstellung der mittleren Oberflachendichte des maternalen (Syy) und fetalen (Syg) Gewebe-
anteils der DEX-Gruppe (links) und der mannlichen Gruppe (rechts) in Abhangigkeit vom Gestationsalter
(dG). Zunahme des fetalen im Verhaltnis zum maternalen Gewebeanteil zwischen 100 dG und 140 dG,

damit Ratiosywsve-Abnahme (siehe Abb. 36).
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Abb. 39: Darstellung der mittleren Oberflachendichte des
maternalen (Syy) und fetalen (Syr) Gewebeanteils der mannlichen
DEX-Gruppe in Abhangigkeit vom Gestationsalter (dG). Zunahme
des fetalen im Verhaltnis zum maternalen Gewebeanteil zwischen
100 dG und 140 dG, damit Ratiosymsyr-Abnahme (siehe Abb. 37).
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3.2.2 GefaRentwicklung

3.2.2.1 Gefaldichte

GefaRdichte (Ny): Ontogeneseeffekt

Die Gefaldanzahl Uber eine definierte Flache als ein weiterer potenzieller Parameter
veranderten Nahrstoff- und Gasaustauschs wurde mit der Gefalddichte erfasst. Diese
Gefalldichte nahm in allen Gewebeanteilen in der weiblichen Gruppe mit
zunehmendem Gestationsalter signifikant ab (p < 0,001, siehe Abb. 40, fetales Gewebe:
p = 0,048), in der mannlichen Gruppe ergab sich kein Unterschied.
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Abb. 40: Darstellung der Gefalddichte des gesamten Gewebes

(maternales und fetales Gewebe, Ny ) @an 100 dG und 140 dG in

Abhangigkeit vom Geschlecht. Darstellung des Mittelwerts + SEM.

Stern (*) kennzeichnet signifikante Ergebnisse zwischen den

jeweiligen Gruppen.
Im maternalen Gewebe zeigte sich zusatzlich eine signifikante Abnahme der Nyy mit
Verlauf der Schwangerschaft in der Kontroligruppe (p = 0,04, Abb. 41) sowie in der
Subgruppe der weiblichen Kontrollen (p = 0,024, Abb. 42). In den behandelten und den

mannlichen Gruppen gab es keinen Unterschied.
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In A- und B-Plazentomen waren in maternalem Gewebe zwischen Tag 100 und Tag
140 in der Kontrollgruppe signifikante Unterschiede der Ny zu erkennen. Diese zeigten
sich im Sinne einer Abnahme mit Fortschreiten der Schwangerschaft (A: p = 0,033; B:
p = 0,012, sieche Abb. 43 ).
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Abb. 43: Darstellung der GefalRdichte im maternalen Gewebeanteil (Nyy) plazentomspezifisch
an 100 dG und 140 dG in Abhangigkeit von der Behandlung. Darstellung des Mittelwerts +
SEM. Stern (*) kennzeichnet signifikante Ergebnisse zwischen den jeweiligen Gruppen.

In den entsprechenden behandelten Gruppen und im fetalen Gewebeanteil gab es

keine signifikanten Unterschiede der Gefalldichte.
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GefaRdichte (Ny): Geschlechtsunterschied

In der weiblichen Kontrollgruppe war die Gefaldichte signifikant hoher (maternales
Gewebe: p = 0,04; fetales Gewebe: p = 0,014; total: p = 0,036) als in der mannlichen
Kontrollgruppe (Abb. 44). Zwischen den jeweiligen behandelten Gruppen zeigte sich
kein Unterschied.
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Abb. 44: Darstellung der GefalRdichte des gesamten Gewebes

(maternales und fetales Gewebe, Ny ) der weiblichen und

mannlichen Gruppe in Abhangigkeit von der Behandlung.

Darstellung des Mittelwerts + SEM. Stern (*) kennzeichnet

signifikante Ergebnisse zwischen den jeweiligen Gruppen.
Sowohl im maternalen als auch im fetalen Gewebe konnte am Tag 100 eine hohere
Gefaldichte (p <0,001, Abb. 40) in der weiblichen Gruppe als in der mannlichen
nachgewiesen werden. Am Tag 140 der Schwangerschaft bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen weiblichen und mannlichen Gruppen. Im maternalen
Gewebeanteil zeigte sich zudem eine héhere Nyy am Tag 100 in der weiblichen
Kontrollgruppe als in der mannlichen (p=0,044, Abb.42). Es ergab sich kein
signifikanter Unterschied zwischen weiblicher und mannlicher DEX-Gruppe am Tag

100.
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3.2.2.2 VEGF mRNA

VEGF mRNA: Behandlungseffekt

Die VEGF mRNA-Konzentration als Marker der Vaskulo- und Angiogenese (durch
Stimulation des vaskularen Endothels) war am Tag 140 in der Kontrollgruppe signifikant
hoher als in der DEX-behandelten Gruppe (p = 0,008, Abb. 45). Am Tag 100 zeigte sich

kein Unterschied.
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Abb. 45: Darstellung der VEGF mRNA expression bei Kontroll-
und DEX-Gruppe in Abhangigkeit vom Gestationsalter (dG).
Darstellung des Mittelwerts + SEM. Stern (*) kennzeichnet
signifikante Ergebnisse zwischen den jeweiligen Gruppen.

In der weiblichen Gruppe war die VEGF-Konzentration in der Kontrollgruppe signifikant
p = 0,021, Abb. 46), bei den mannlichen

Feten bestand kein Unterschied. Ein Trend zum Konzentrationsunterschied zwischen

hoher als in der DEX-behandelten Gruppe

—~~

behandelter und unbehandelter Gruppe zeigte sich in den weiblichen Gruppen am Tag
140 (p = 0,096), am Tag 100 war kein Unterschied erkennbar (siehe Abb. 47).

Es konnten keine plazentomspezifischen Unterschiede in der VEGF-mRNA-

Konzentration festgestellt werden.
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Abb. 46: Darstellung der VEGF mRNA expression bei Kontroll-
und DEX-Gruppe in Abhangigkeit vom Geschlecht. Darstellung
des Mittelwerts + SEM. Stern (*) kennzeichnet signifikante
Ergebnisse zwischen den jeweiligen Gruppen.

Behandlung
= 100
o M Kontrolle
7] [MDex
o 80
1.
o
b
— —
< 60 =
=z o
% 40
w @
0] a
w20 &
> =
S
0= w
o
100 ¥ e
-
o
2]
—
I
o

VEGF mRNA expression

weiblich ménnlich
Geschlecht

Abb. 47: Darstellung der VEGF mRNA expression bei Kontroll- und
DEX-Gruppe in Abhangigkeit von Gestationsalter und Geschlecht.
Trend zur VEGF-Abnahme zwischen Kontrollen und DEX-
behandelten der weiblichen Gruppe (p = 0,096). Darstellung des
Mittelwerts + SEM.
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3.3 Korrelationsanalysen
3.3.1 Korrelationen nach Behandlungsart

In der Kontrollgruppe korrelierte die Gefalldichte negativ mit den Oberflachen-
parametern SV (Korrelationskoeffizient (KKE): -0,642, p <0,001); SA (KKE: -0,542,
p = 0,003) und ST (KKE): -0,550, p = 0,002, Korrelation nach Pearson). In der DEX-

Gruppe gab es keine signifikanten Korrelationen.

Der VEGF korrelierte stark negativ mit der Gefalddichte im maternalen Gewebeanteil
(Nvm, KKE: -0,742, p=0,009) in der weiblichen Kontrollgruppe am Tag 100 der
Schwangerschaft. Dieser Zusammenhang war in der entsprechenden DEX-behandelten

Gruppe nicht erkennbar.
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3.3.2 Korrelationen mit dem Fetalgewicht

Die behandlungsabhangigen Korrelationen von Fetalgewicht zu Oberflachen- und

GefalRparametern im Schwangerschaftsverlauf (zwischen Tag 100 und Tag 140 der

Schwangerschaft) wurden in Tab. 13 dargestellt. Nahezu alle Oberflachenparameter

der weiblichen Kontrollgruppe und beider mannlicher Kohorten korrelierten positiv mit

dem entsprechenden Fetalgewicht. In der weiblichen DEX-Gruppe zeigten sich keine

signifikanten Ergebnisse. Die Gefalddichte korrelierte ausschlief3lich in der weiblichen

Kontrollgruppe negativ mit dem Fetalgewicht.

weiblich
Parameter

SVM
SVF
SVT
SAM
SAF
SAT
STF
STT
NVM
NVT
mannlich
Parameter

SVM
SVF
SVT
SAM
SAF
SAT
STM
STF
STT
Ratio

CON
sig. Veranderungen

des Parameters zw. 100 u. 140dG  mit Fetalgewicht

CEIIIID>>

CON
sig. Verdnderungen

des Parameters zw. 100 u. 140dG  mit Fetalgewicht

/[\
(™)
(™)
(™)
n.s.
n.s.

/P
n.s.

/P

n.s.

KKE

0,815
0,927
0,927
0,696
0,708
0,714
0,735
0,713
-0,707
-0,702

KKE
0,864
0,888
0,866
0,742

0,830

0,866

p-Wert

p < 0,001
p <0,001
p <0,001
p =0,001
p =0,001
p =0,001
p =0,001
p =0,001
p =0,001
p =0,001

p-Wert

p<0,001
p<0,001
p<0,001
p =0,006

p=0,001

p <0,001

Parameter

Parameter

SVM
SVF
SVT
SAM
SAF
SAT
STM
STF
STT
Ratio

DEX
sig. Veranderungen
des Parameters zw. 100 u. 140dG

DEX
sig. Veranderungen

des Parameters zw. 100 u. 140dG  mit Fetalgewicht

(™)

E3I3335 >

KKE

KKE

0,720
0,890
0,868
0,749
0,842
0,813
0,866
0,892
0,895

-0,816

p-Wert

p-Wert

p = 0,004
p < 0,001
p < 0,001
p = 0,002
p < 0,001
p < 0,001
p < 0,001
p < 0,001
p < 0,001
p < 0,001

Tab. 13: Zusammenfassung der Korrelationen des Fetalgewichts mit den Oberflachenparametern
abhangig vom Geschlecht im Schwangerschaftsverlauf (Pearson-Korrelation). 1 = signifikante Zunahme
(p < 0,05) zwischen 100 dG und 140 dG, | = signifikante Abnahme (p < 0,05) zwischen 100 dG und 140
dG, (1) = Trend (p < 0,1) zur Zunahme zwischen 100 dG und 140 dG, n.s. = nicht signifikant. KKE =
Korrelationskoeffizient.
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4 Diskussion
4.1 Hintergrund

GC sind haufig eingesetzte Wirkstoffe, die auch in der Schwangerschaft bei maternalen
Erkrankungen (z. B. Asthma'’, rheumatische Erkrankungen'®) oder zur fetalen Behand-
lung (z. B. AGS', drohende Friihgeburtlichkeit'""*"'*) angewendet werden. Neben den
positiven Effekten kommt es zu Nebenwirkungen, welche die Entwicklung des Kindes
sowohl kurz- als auch langfristig beeintrachtigen kénnen (,Fetale Programmierung®).
Insbesondere eine Behandlung mit hohen GC-Dosen beeinflusst das fetale Wachstum,

141925 nd ist im hoheren

fuhrt zu niedrigeren Geburtsgewichten und Korpermalien
Lebensalter mit kardiovaskularen-, metabolischen-, endokrinologischen-, renalen- sowie
mentalen Beeintrachtigungen assoziiert.®?%%°%% gpeziell nach maternaler GC-
Therapie in der frihen Schwangerschaft, in den sensiblen Phasen der fetalen Entwick-
lung und Differenzierung, konnten beim Menschen u.a. Aktivitdtsanderungen der

128 hach-

118HSD Typ 2% und ein erhdhtes Risiko fiir eine Lippen-Kiefer-Gaumenspalte
gewiesen werden. Im Schafsmodell kam es zu Veranderungen der fetalen
HPA-Achse®, der Enzyme der Steroidogenese'®"'?®, der Level der 11BHSD Typ 2
mRNA""1%  der IGF-Freisetzung'® und zu Organgewichtsveranderungen®. Zudem
wurde eine transiente Gewichtsreduktion bei weiblichen Feten am 100. Schwanger-
schaftstag gezeigt.'”' Da die Plazenta, als Verbindung zwischen maternalem und

.47 wird ihr

fetalem Kreislauf, eine zentrale Rolle in der Entwicklung des Kindes spiel
auch in der Ursachenforschung hinsichtlich GC-Folgen eine besondere Bedeutung
beigemessen. Das Wachstum der Plazenta in der frihen Schwangerschaft hat einen
direkten Einfluss auf das spatere Fetalwachstum. Dieses ist wiederum von der

plazentaren Anpassungsfahigkeit an die fetalen Bediirfnisse abhangig.'*

4.2 Morphologische Untersuchung
4.2.1 Plazentagewicht

In vorangegangenen Studien der Schafsschwangerschaft wurde gezeigt, dass die
Plazentagréfe nach GC-Behandlung abnimmt.?" Auch das Plazentagewicht war nach
GC-Exposition in der spaten Schwangerschaft reduziert.?®’® Dies kann mit einer einge-

schrankten plazentaren Funktionsfahigkeit und damit einer beeintrachtigten fetalen
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Nahrstoffzufuhr einhergehen. In der vorliegenden Studie zur frihen maternalen DEX-
Behandlung anderte sich das Gesamtplazentagewicht hingegen nicht. Auch in Sub-
gruppenanalysen bzgl. des Geschlechts konnten keine signifikanten Veranderungen
gegenuber der Kontrollgruppe gefunden werden (Tab. 7). Dies lasst sich am ehesten
durch die studienspezifisch differierenden GC-Behandlungszeitpunkte erklaren und hebt
die besondere Rolle der einzelnen sensiblen Entwicklungszeitfenster fur das Konzept

der fetalen Programmierung hervor.

Fir die vorliegende Untersuchung der Auswirkungen friher GC-Gabe in der Schafs-
schwangerschaft wurden bereits zuvor die Geburtsgewichte der diesem Projekt
zugehorigen Feten erhoben'™! (Abb. 8). Nach DEX-Behandlung konnte eine signifi-
kante, aber lediglich transiente Gewichtsreduktion der weiblichen Feten am Tag 100 der
Schwangerschaft gezeigt werden. Am 125. Schwangerschaftstag findet sich kein Unter-
schied zwischen dem Fetalgewicht von DEX- und Kontrollgruppe mehr (,Recovery®).
Diese Entwicklung lasst darauf schliel3en, dass eine veranderte, an durch GC ver-
schlechterte Bedingungen angepasste, Plazentastruktur die Wiederangleichung des
Fetalgewichts erm('jglicht.78 Denkbare Mechanismen dafur waren plazentare Modifika-

tionen in Hinsicht auf Plazentomanteile und Einzelplazentomgewichte.

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Plazenten fand sich nach friher DEX-Behandlung
in der Tat eine Zunahme des Einzelplazentomgewichts bei den C-Plazentomen. Die
Veranderung ist sowohl am Tag 100 als auch Tag 140 bei den DEX-Behandelten im
Vergleich zu den Kontrollen der weiblichen Gruppen nachzuweisen. Am Tag 140 ist der
Unterschied zwischen Kontroll- und DEX-Gruppe jedoch um einiges geringer, was auf
eine Adaption des Plazentomgewebes an die veranderten Bedingungen hinweist. Braun
et al. stellten nach GC-Gabe in der spaten Schwangerschaft keine therapiebedingten

Gewichtsdifferenzen der Einzelplazentome mehr fest.”

4.2.2 Plazentomanzahl und -verteilung

Die 50-90 Plazentome einer Schafsplazenta®':®?

werden nach groben morphologischen
Gesichtspunkten in A-, B-, C- und D-Typen klassifiziert.?* Die genauen funktionellen
Unterschiede sind noch nicht vollstandig geklart, jedoch wird anhand von Gewichts-,
Anteils- und  Stereologieveranderungen ein Anpassungspotenzial an ungunstige

intrauterine Bedingungen vermutet.
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In den Kontrollgruppen der vorliegenden Arbeit konnte eine Plazentomverteilung mit
einem grofRen Anteil an A-Plazentomen, gefolgt von B- und wenigen C- und D-
Plazentomen’®® bestatigt werden (Abb. 21). Die C- und D-Plazentome spielen unter
normalen Umstanden nur eine untergeordnete Rolle bei der Bereitstellung der
Nahrstoffe fiir die Feten.®' In der spaten physiologischen Schwangerschaft (Tag 127 -
131) ist eine leichte Abnahme der invertierten (A- und B-) Plazentome und eine Zunah-
me der evertierten (C- und D-) Plazentome zu erkennen. Kurz vor der Geburt nimmt der
Anteil der invertierten Plazentome erneut zu, der Anteil der evertierten ab.®’ Diese
Entwicklung im Schwangerschaftsverlauf konnte ebenfalls in der vorliegenden Studie
bestatigt werden (Abb. 21), wobei nicht von einer direkten Umwandlung auszugehen

ist.”®

Nach Exposition gegeniiber Stressoren wie Hypoxie, Uber- und Untererndhrung oder
chirurgischer Manipulation wurden Anderungen der Anzahl und Verschiebungen im

1,76.80.82.83,8586.94 Liarbei handelte es sich

prozentualen Anteil der Plazentome festgestell
meist um eine Umverteilung von A-Plazentomen zu mehr C-, D- und z.T. B-
Plazentomen.?*82848 Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Prasenz
grolRerer Anteile an C- und D-Plazentomen eine Anpassungsreaktion des Plazenta-
gewebes an widrige Umweltbedingungen darstellt. Auf diesem Weg kénnen dem Fetus
uber die moglicherweise metabolisch aktiveren Subtypen adaquat Nahrstoffe zugefuhrt
werden.”® Einen Hinweis darauf gibt auch eine nach GC-Behandlung mit BET erhdhte
Prostaglandinsynthase(PGHS)-2 Expression in C-Plazentomen, die einer Aufrecht-

erhaltung der Wachstumskapazitat dienen kénnte.”

BET-Behandlungen in der spaten Schwangerschaft fuhrten zunachst (Tag 109-116) zur
Zunahme der Anzahl der A-Plazentome. Bis Tag 146 sank die Anzahl jedoch signifikant
ab.”® Dementgegen wurde bei B- und C-Plazentomen nach BET eine vorerst (Tag 116
und 121) reduzierte Anzahl mit anschlieBender Angleichung an die Kontrollgruppen-
zahlen zum Ende der Schwangerschaft festgestellt. Dies fuhrt zu der Annahme, dass
eine kurzzeitige GC-Exposition zu einer Verschiebung in Richtung invertierter A-
Plazentome fiihrt, welche aber nicht bis zum Schwangerschaftsende anhalt (Abb. 48).”°
Ein verminderter Anteil an C- und D-Plazentomen wurde weiterhin nach intrauteriner
Beeinflussung des Feten, beispielsweise mit fetalen Kortisolinfusionen®' oder fetaler
Hypoxie durch Nabelschnurokklusion’® (Tab. 5) beobachtet. Durch den physiologischen
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prapartalen Kortisolanstieg gegen Ende der Schwangerschaft kommt es ebenfalls zu

diesen Veranderungen.®'

100 80 —@—— Control
A —@— Control B — - — BET
—-©— BET

80 60 4

60 4

40 4

40 20

subtypes per animal

subtypes per animal

20 1

Mean number of A placentome

Mean number of B+C placentome

1&9 11'6 1;1 11‘32 1:;6 169 1;6 1;1 12;2 1-;6
dG dG
Abb. 48: Darstellung der A-Plazentomanzahl (links) und der B- und C-Plazentomanzahl (rechts) pro Tier

der Kontroll- und BET-Gruppe, Stern (*) = signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und BET-Gruppe.
Originalabbildung, Braun et al.”®

Alle zuvor genannten Studien beschreiben die Folgen des Einflusses eines Stressors in
der spaten Schwangerschaft auf die Plazentomverteilung. Nach friher maternaler DEX-
Behandlung konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine Verschiebung von A- zu C-
und D-Plazentomanteilen gezeigt werden (Abb. 21). Bei den mannlichen Feten kam es
zu einem signifikanten Anstieg des C-Plazentomanteils am Tag 125 im Vergleich zu
den Kontrollen (Abb. 22). Diese Ergebnisse festigen die Annahme, dass es sich bei C-
und D-Plazentomen um metabolisch aktivere Subtypen handelt, die zur Kompensation
von widrigen Bedingungen vermehrt auftreten.?82848 Dje Auswirkungsbetrachtung
einer frlhen Behandlung ist dabei hinsichtlich der sensiblen Phasen der plazentaren
Entwicklung und Differenzierung von besonderer Bedeutung.""" Aufgrund dessen sind
im Rahmen des ubergeordneten Projektes weitere Folgen fruher GC-Gabe im
Schafsmodell untersucht worden. Es kam zu Gewichtsveranderungen der Organe,
Beeintrachtigungen der fetalen HPA-Achse mit erhdhten Plasma-Kortisol-Werten, !
erhohter PGHS-Z—Expression79 und zur Reduktion der BNC-Anzahl mit einer Induktion

von plazentaren Apoptose-Markern.'?’
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4.3 Stereologische Untersuchung

4.3.1 Oberflachenparameter

Der zuvor beschriebenen transienten Fetalgewichtsabnahme bei weiblichen Feten am
Tag 100 nach friher maternaler DEX-Therapie mit Gewichtserholung am Tag 140 (vgl.
4.2.1) koénnen verschiedene Ursachen zugrunde liegen. Neben den genannten
Veranderungen der Plazentomanteile und der Einzelplazentomgewichte sind
strukturelle Modifikationen im Plazentom denkbar. So kdnnte durch Anpassung der
funktionellen Oberflache und des Volumens der Plazentome den durch widrige
Umweltbedingungen veranderten nutritiven Ansprichen entgegnet werden. Dies wurde
mit Hilfe stereologischer Methoden (vgl. 2.3.3.1) untersucht. Differenziert wurde bei der
Analyse zwischen maternalen und fetalen Gewebeanteilen, da eine unterschiedliche
Entwicklung im Adaptionsprozess wahrscheinlich ist. Dies belegten Roberts et al. mit
reduzierten fetalen Gewebeanteilen in Meerschweinchenplazenten nach maternaler
Nahrungsrestriktion."® Eine verschiedenartige Ausbildung der Plazentagewebe konnte
beispielsweise auch bei geklonten Tieren im Vergleich zu Normschwangerschaften
durch stereologische Untersuchungen aufgezeigt werden. Beim geklonten Schaf
wurden dabei hdhere maternale Gewebeanteile,'?® beim Rind niedrigere maternale in

Verbindung mit hdheren fetalen Gewebeanteilen™’ festgestellt.

4.3.1.1 Weibliche Feten

Die Oberflachendichte (Sy) als Maly fur die Verflechtung maternaler und fetaler
Zottenanteile nimmt in der weiblichen Kontrollgruppe im Schwangerschaftsverlauf zu,
wird aber durch DEX-Behandlung gehemmt (Abb. 23). Eine solche Entwicklung
bestatigten Roberts et al. mit dem Nachweis einer verminderten Ausbildung der Ober-
flachendichte in Plazenten nahrungsreduzierter Meerschweinchen.'”® Geschlechtsunab-
hangig ist die Oberflachendichte des maternalen Gewebes (Syy) der DEX-behandelten
Gruppe am Tag 100 grofer als in der Kontrollgruppe, was flr eine bereits stattgehabte
frihe Reaktion des maternalen Gewebeanteils auf den DEX-Einfluss spricht (Abb. 25).
Am Tag 140 gibt es keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe mehr. Eine
solche Regeneration des Gewebes war bei Roberts et al., mutmallich aufgrund der

119

langanhaltenden Restriktion (ca. 50 % der Schwangerschaft),” " nicht zu erkennen.
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Eine ahnliche Entwicklung zeigte sich in der plazentomgewichtsspezifischen
Oberflachendichte (Sa). In der weiblichen Kontrollgruppe war mit steigendem
Gestationsalter eine signifikante Sa-Zunahme in allen Gewebeanteilen zu beobachten
(Abb. 27). Diese Zunahme wurde in der behandelten Gruppe durch DEX inhibiert. Hier
ist jedoch die Sy am Tag 100 hoher als in der Kontrollgruppe, was erneut fur eine frah
erfolgte Anpassung des Nahrstoff- und Gasaustauschs nach DEX-Behandlung spricht
(Abb. 30). Eine signifikant niedrigere Sa zeigt sich bei der Gruppe der entsprechenden

mannlichen Feten, welche sich jedoch zum Schwangerschaftsende hin angleicht.

Die auf das Gesamtgewicht der entsprechenden Plazenta bezogene Oberflachendichte
(St) dient ebenfalls als Marker fur den potenziellen Nahrstoff- und Gasaustausch
zwischen maternalem und fetalem Kreislauf. Hier Iasst sich im fetalen Gewebeanteil
(StF) eine signifikante Zunahme zwischen Tag 100 und Tag 140 in den weiblichen
Kontrollen nachweisen, in der DEX-Gruppe wird diese Entwicklung jedoch erneut
gehemmt. Entsprechendes bestatigten Roberts et al. mit einer geschlechtsunabhan-
gigen Analyse zur plazentagewichtsbezogenen Oberflachendichte. Es kam zu einer
eingeschrankten Ausbildung nach Nahrungsrestriktion (um 36 % an Tag 30 und um
60 % an Tag 60 der Meerschweinchen-Schwangerschaft).’® Aherne et al. beschrieben
ebenso eine signifikant kleinere plazentabezogene Zottenoberflache bei Plazenten

hypertensiver Schafsschwangerschaften.''

4.3.1.2 Mannliche Feten

Bei den mannlichen Feten wurden keine signifikanten fetalen Gewichtsveranderungen
nach friher DEX-Gabe beobachtet (Abb.8). Ursache dafur konnten Regulations-
mechanismen sein, welche sich von denen weiblicher Feten unterscheiden. Bei weib-
lichen Feten vermutet man eine durch Modifikation der plazentaren Stoffwechselwege
erfolgte Anpassung. Diese geht mit vermindertem Wachstum einher, allerdings wird in
der Folge eine bessere Kompensation weiterer potenzieller Verschlechterungen der
intrauterinen Bedingungen erreicht. Das Ausbleiben dieses Kompensationsmechanis-
mus scheint langerfristig zu einer erhdohten Morbiditat und Mortalitat bei mannlichen
Feten zu fiihren."”” Eine Theorie zu den geschlechtsspezifischen Reaktionsmustern
basiert auf der unterschiedlichen Interaktion mehrerer Glukokortikoidrezeptor-
Isoformen. Diese konnen als Transkriptionsfaktoren bei hohen Kortisolwerten
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hemmende oder aktivierende Wirkungen im Gewebe vermitteln.”*? In jedem Fall
spiegeln sich die divergenten GC-Auswirkungen auch in den folgenden stereologischen

Erkenntnissen wider.

Die Oberflachendichte (Sy) nimmt im physiologischen Schwangerschaftsverlauf der
mannlichen Feten nur leicht zu. Sie kann jedoch durch eine DEX-Gabe stimuliert
werden und steigt, vorrangig im fetalen Gewebeanteil (Syf), stark von Tag 100 zu Tag
140 an. Im Gegensatz hierzu beschrieben Roberts et al. eine reduzierte Oberflachen-
dichte nach Nahrungsrestriktion (um 36 % an Tag 30 und um 29 % an Tag 60 der

Schwangerschaft).""®

Die Ratio aus maternaler und fetaler Oberflachendichte (Ssymsve) Wurde berechnet, um
das sich andernde Verhaltnis zwischen den beiden Gewebeanteilen darstellen zu
konnen. Auf diese Weise kann die Zunahme des fetalen Gewebeanteils im Verhaltnis
zum maternalen Anteil (Abb. 39) durch eine Abnahme der Ratio in der mannlichen
DEX-Gruppe zwischen Tag 100 und Tag 140 (Abb. 37) belegt werden. Dies deutet in
der mannlichen Subgruppe auf eine besondere Reagibilitat des fetalen Gewebeanteils
durch DEX-Behandlung hin.

Die mannliche DEX-Gruppe zeigt von Tag 100 zu 140 eine signifikante Zunahme der
auf das zugehdrige Plazentomgewicht bezogenen Oberflachendichte (Sa) in allen
Gewebeanteilen. Da in der entsprechenden Kontrollgruppe kein Sa-Anstieg
nachgewiesen wurde, kam es folglich durch DEX zur Stimulation des Gewebes
(Abb. 27). Dies geschieht, nachdem am Tag 100, im Vergleich zur weiblichen DEX-
Gruppe mit einer signifikant hdheren Sp, noch keine Reaktion des Gewebes auf die
fruihe DEX-Gabe ausgelost wurde (Abb. 31). Damit beginnt erst nach Tag 100, also
verzogert, der Anpassungsprozess der verfugbaren Austauschflache an die
veranderten Bedingungen. Dies stimmt mit neuen Erkenntnissen in Meerschwein- und
Mausstudien Uberein, die erst in der spaten Schwangerschaft eine erhdhte Bioaktivitat
von Glukokortikoiden bzw. Kompensationsmechanismen in mannlichen Feten beschrei-

ben."**3* Am Tag 140 gibt es keinen geschlechtsspezifischen Unterschied mehr.

Im maternalen Gewebe konnte sowohl in der Kontroll- als auch der DEX-Gruppe der
mannlichen Feten eine Zunahme der plazentagewichtsbezogenen Oberflachendichte
(Stm) im Schwangerschaftsverlauf gezeigt werden. Im fetalen Gewebe (Stg) hingegen

beschrankt sich die Zunahme zwischen Tag 100 und 140 auf die DEX-Gruppe, was fur
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eine Wachstumsstimulation dieses Gewebeanteils durch DEX spricht. Dieses Ergebnis
steht erneut im Gegensatz zu den Beobachtungen von Roberts et al., die eine stark
beeintrachtigte Zunahme der plazentagewichtsspezifischen Oberflachendichte nach
Einfluss des Stressors beobachteten.”® Die Resultate von Roberts et al. decken sich
folglich nur mit den Ergebnissen der hier untersuchten weiblichen Kohorte, was die
Bedeutsamkeit der geschlechtsspezifischen Analyse unterstreicht.

4.3.1.3 Plazentomspezifische Auswertungen

Bei den plazentomspezifisch ausgewerteten Oberflachenparametern ist ein einheitlicher
Trend Uber dem Schwangerschaftsverlauf zu beobachten. Die A- und B-Plazentome
zeigen, sowohl in der Kontroll- als auch in der DEX-Gruppe, einen Anstieg (Sy, Sa, St).
In der Parameter-Analyse der C-Plazentome kam es jedoch nicht zu einer signifikanten
Sa-Anderung (Abb. 28, Abb. 29) von Tag 100 zu 140. Eine Sy- und St-Zunahme zeigte
sich im Schwangerschaftsverlauf nur im DEX-behandelten Gewebe der C-Plazentome
(Abb. 24, Abb. 34, Abb. 35).

Zusammenfassend finden sich in einer physiologischen Schwangerschaft keine
Oberflachen-, Anteils- und Gewichtsveranderungen in den C-Plazentomen. Nach
DEX-Behandlung kommt es jedoch zu einer generellen Anpassungsreaktion des
Gewebes. Die Oberflachenparameter nehmen zu (Sy, St). Der Anteil der C-Plazentome
an der Gesamtplazentomzahl steigt an (mannliche Feten, Abb.22) und das
Plazentomgewicht nimmt zu (weibliche Feten, Tab. 8). In der Konsequenz bestatigen
diese Werte erneut die These, dass es sich bei C-Plazentomen um den metabolisch
aktiveren Subtyp handelt, der fahig ist widrige Umweltbedingungen besser

kompensieren zu kdnnen 80-82-84,86

4.3.2 GefaBentwicklung

Eine Anpassung der plazentaren Vaskularisierung an veranderte nutritive Bedurfnisse
ist Uber die Regulation der quantitativen und qualitativen Angiogenese durch
Angiogenesefaktoren moglich. Laut Reynolds et al. kann in der normalen Schafs-
schwangerschaft im maternalen Gewebeanteil eine langsam, kontinuierlich zunehmen-

de GefalRgrolke mit leicht steigender GefalRdichte beobachtet werden. Im fetalen
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Gewebeanteil nimmt die Gefalddichte enorm zu, die GefalRgroRe hingegen nimmt ab.
Dies fuhrt hier zu einem wesentlich grof3eren fetalen Kapillarbett als es im maternalen

Gewebeanteil zu beobachten ist.®®

Nach dreifacher DEX-Injektion wurde eine vaskulare
Sensitivitatssteigerung fur Endothelin-1 sowie eine erhdhte Endothelin-A-Rezeptor-
Expression in fetalen Plazentargefalen nachgewiesen.m6 Dies spricht fur eine hohere
Adaptionsfahigkeit der fetalen gegenuber der maternalen Plazentagefal’e (die keine

DEX-Antwort zeigten) an unstete Umweltbedingungen.

In der vorliegenden Studie wurde die Gefaldanzahl Uber eine definierte Flache (Ny) als
ein potenzieller Parameter veranderten Nahrstoff- und Gasaustauschs untersucht.
Diese nimmt in der Kontrollgruppe mit Zunahme der Austauschflache ab. In der DEX-
behandelten Kohorte ist dieser Zusammenhang nicht darstellbar. Im maternalen
Gewebeanteil zeigt sich die Abnahme der GefaRdichte (Nyyv) nur in der weiblichen
Kontrollgruppe (Abb. 42). Es findet sich weiterhin eine signifikant hdhere GefalRdichte in
der weiblichen im Vergleich zur mannlichen Kontrollgruppe am Tag 100 im maternalen
Gewebeanteil (Abb. 42).

Diese Resultate lassen darauf schlie®Ben, dass die plazentare Gefaldausbildung bei
weiblichen Feten bis in die Schwangerschaftsmitte vorrangig durch verzweigendes
Wachstum gepragt ist. Das flhrt zu einer hoheren Gefalddichte, kontrar zu den Ergeb-
nissen von Reynolds et al. jedoch,®® vorrangig im maternalen Gewebeanteil (Nyw).
Hingegen kommt es bei den mannlichen Feten in der Kontrollgruppe bestenfalls zu
einer GroRenzunahme der vorhandenen GefaRe,*® welche allerdings durch die hier ver-
wendete Analysetechnik nicht ausgewertet werden konnte. Zum Schwangerschaftsende
nimmt jedoch auch die GefalRdichte bei den weiblichen Feten ab. Nach DEX-Behand-
lung wird diese naturgemall verzweigende Gefallausbildung bei den weiblichen Feten
in der ersten Schwangerschaftshalfte gehemmt. Zum Ende der Schwangerschaft kann
man hingegen von einer Aufrechterhaltung der Gefalddichte bzw. qualitativem Gefal3-
wachstum durch DEX sprechen. Belegen lasst sich dies durch den Trend der
abnehmenden Gefalidichte im maternalen Gewebe (Nyv) der weiblichen Kontrollgruppe
zwischen Tag 100 und Tag 140, welcher in der weiblichen DEX-Gruppe nicht

nachweisbar ist.
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Insgesamt wird eine Gegensatzlichkeit in der Gewebeentwicklung der weiblichen
Kontrollgruppe deutlich. Wahrend die Oberflachenparameter im Verlauf der

Schwangerschaft zunehmen, reduziert sich die Gefalidichte.

In den Kontrollgruppen mit A- und B-Plazentomen kommt es innerhalb des maternalen
Gewebes zwischen Tag 100 und Tag 140 zu einer Abnahme der Gefalidichte (Nyy). In
den zugehorigen DEX-Gruppen und den C-Plazentomen zeigen sich keine signifikanten
Anderungen der GefaRdichte (Abb.43), was erneut fiir eine Erhaltung der zur

Anpassung an die veranderten Bedingungen notwendigen Gefallkapazitat spricht.

Die VEGF mRNA-Konzentration als Marker der Vaskulo- und Angiogenese steigt in der
weiblichen Kontrollgruppe zwischen Tag 100 und Tag 140 signifikant an. Ein Trend zu
einer hdheren Konzentration ist auch in der weiblichen Kontrollgruppe gegenuber der
DEX-Gruppe am Tag 140 zu erkennen. VEGF korreliert in der weiblichen
Kontrollgruppe am Tag 100 zudem stark negativ mit der Gefalddichte im maternalen
Gewebe (Nyw); gleicher Trend ist auch in der entsprechenden Gruppe am Tag 140 zu
erkennen. Nimmt die GefalRdichte im Gewebe ab, erhoht sich folglich die VEGF mRNA-
Konzentration, da die Angiogeneseaktivitat wieder gesteigert werden muss. Dieser
physiologische Zusammenhang wird durch DEX aufgehoben.

4.3.3 Korrelationen mit dem Fetalgewicht

Das Fetalgewicht korreliert mit fast allen Oberflachenparametern in der weiblichen
Kontrollgruppe zwischen Tag 100 und Tag 140 positiv (Tab. 13). Ebenso korrelieren die
Parameter der mannlichen Kontroll- und DEX-Gruppe im Verlauf der Schwangerschaft
mit dem Fetalgewicht. Allein in der betroffenen Gruppe der weiblichen behandelten
Feten gibt es keine Korrelation mit dem Fetalgewicht. Diese Beobachtung zeigt, dass
der naturliche Prozess des homogenen Wachstums in allen fetalen und umgebenden

Geweben durch DEX-Behandlung bei den weiblichen Feten verhindert wird.
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4.4 Studienlimitation

Aus ethischen und praktischen Grinden konnen viele Untersuchungen nicht in der
humanen Schwangerschaft durchgefihrt werden. Tiermodelle haben gegenlber
klinischen oder epidemiologischen humanen Studien viele Vorteile. In der Geburtsmedi-
zin erlauben sie in vivo und in vitro die Exposition und sich daraufhin entwickelnde Re-
aktionen in unterschiedlichen kritischen Zeitfenstern zu beobachten.”’ Dies ist in Hin-
sicht auf den Humanvergleich besonders im Schafsmodell der Fall. Trotz allem konnen
die Prozesse im menschlichen Koérper nicht kongruent im Schafsmodell abgebildet

werden.

Die Auswertung bezlglich der Gefalddichte in den immunhistochemisch gefarbten
Gewebeschnitten hat sich in der gewahlten Vergrof3erung und der Anzahl der Bilder als
ausreichend dargestellt. Eine hohere Vergrof3erung oder eine maschinelle Detektion
des Chromogens fur die Gefallzahlungen sowie eine Registrierung der Gefald-
durchmesser ware, im Hinblick auf die verschiedenen Wachstumsmodelle fur die

Gewebeabschnitte, hilfreich. Weitere Untersuchungen sind hierzu geplant.

Eine geschlechtsspezifische Analyse der Veranderungen von Oberflachenparametern
und GefalRdichte in Abhangigkeit von Behandlung und Gestationsalter ware auch
zwischen den Plazentomsubgruppen aufschlussreich. In der vorliegenden Studie war
jedoch die Zahl, insbesondere der D- und C-Plazentome, trotz enorm hoher Tierfallzahl
begrenzt und daher fur aussagekraftige Ergebnisse teilweise nicht hoch genug. Dies gilt
ebenfalls fur einen Level-spezifischen Vergleich der Oberflachenparameter, welcher
weiterhin Aufschluss Uber die genaue Lokalisation struktureller Veranderungen geben

kann.

Die Auswahl von Tag 100 und Tag 140 der Schwangerschaft fir die Analyse von Ober-
flachenparametern und GefaRdichte bildet die bedeutendsten Entwicklungsabschnitte
der physiologischen und beeintrachtigten Gewebe ab. Um weitere Details Uber den

Verlauf der Genese zu gewinnen, ist eine Auswertung von Tag 50 und Tag 125 geplant.

Die Auswertung der morphologischen und stereologischen Veranderungen nach friher
maternaler DEX-Therapie bietet naturlich nur indirekte Anhaltspunkte fur die funktionel-
len Zusammenhange der plazentaren Anpassungsstrategien. Folglich waren direkte

funktionale Untersuchungen von Plazenta und Plazentomen im Hinblick auf den
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Nahrstoff- und Sauerstofftransport interessant. Denkbar konnte dies mittels eines
Plazentaperfusionsmodells sein, entsprechendes wurde flr die Schafsplazenta

allerdings noch nicht entwickelt.

4.5 Zusammenfassung

Eine Exposition mit antenatalen Glukokortikoiden kann in sensiblen Entwicklungs-
phasen wie der Fruhschwangerschaft neben den positiven Effekten zu intrauterinen,
postpartalen und lebenslangen Beeintrachtigungen (,Fetale Programmierung®) des
Kindes fuhren. Ein niedriges Fetalgewicht ist dabei ein Indikator flr ein erhdhtes
Erkrankungsrisiko im Lauf des Lebens. Die Plazenta, als Verbindung zwischen
maternalem und fetalem Kreislauf, nimmt dabei eine entscheidende Rolle in der
Adaptionsfahigkeit des Organismus an widrige Bedingungen ein. Hierbei sind deutliche
geschlechtsspezifische Anpassungsmechanismen erkennbar. Eine im Schafsmodell
gezeigte transiente Gewichtsreduktion nach friher Dexamethason-Gabe trat
ausschlieBlich bei weiblichen Feten auf. Geschlechtsabhangige Differenzen wie diese
konnen in der vorliegenden Arbeit eindrucklich mit den untersuchten morphologischen
und stereologischen Parametern der Plazentaentwicklung in Zusammenhang gebracht

und prazisiert werden.

Das Plazentagewebe der weiblichen Feten entgegnet dem Stressor (DEX), indem
Voraussetzungen fir mehr Nahrstoff- und Gasaustausch geschaffen werden. Dies
entspricht einer Zunahme des fur die adaquate Nahrstoffzufuhr relevanten C-
Plazentomgewichts und einer Erhohung der Oberflachendichte (Sy). Auflerdem wird die
verfugbare Austauschflache (Sa, St) an ein groReres zu versorgendes Gewebevolumen
(C-Plazentome) adaptiert. Diese Mechanismen sind um den hundertsten Schwanger-
schaftstag bereits aktiviert, um die bis dahin entstandenen Beeintrachtigungen durch
frihe DEX-Gabe (Tag 40 - 41) ausgleichen zu kdnnen.

Bei den mannlichen Feten beginnt diese Adaption zu einem spateren Zeitpunkt der
Schwangerschaft. Am Tag 125 ist der Anteil der C-Plazentome nach friher DEX-
Behandlung signifikant héher als in der Kontrollgruppe. Die reaktive VergroRerung der
Oberflachendichte (Sy, Sa und Sr) findet erst zwischen Tag 100 und Tag 140 statt.
Diese kann auf eine zunehmende Aktivitat im fetalen Gewebeanteil zurtckgefuhrt
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werden. Ein Gewichtsverlust nach DEX bleibt bei mannlichen Feten, moglicherweise

aufgrund dieses verzogerten Reaktionsmechanismus, aus.

Plazentare Anpassungsmechanismen

GC Morphologie/ Stereologie
\ Weibliche Feten Mannliche Feten

*Gewichtsreduktion
*Gewicht «Anteil
C-Plazentome C-Plazentome 1
*© Oberflachendichte | @ Oberflachendichte
zunahme in 2. SSH
Mutter P 51 SSH)baw. — Feotus
Aufrechterhaltung (2. .
SSH) der GefaRdichte -Fetale Programmierung-

Abb. 49: Zusammenfassung plazentarer Anpassungsmechanismen bzgl. Morphologie und Stereologie
nach Glukokortikoiden (GC) in der frlhen Schafsschwangerschaft mit geschlechtsspez. Differenzierung.
@ = Stimulation, © = Hemmung, SSH = Schwangerschaftshalfte. Mod. nach Braun et al.'*®
Schlussendlich sind weitere Untersuchungen zur Wirkweise von DEX in der Fruh-
schwangerschaft hinsichtlich Veranderungen in der Entwicklung und Funktionsweise
der Plazenta erforderlich. Im Besonderen die Abhangigkeit vom fetalen Geschlecht
(Abb. 49), aber auch die Bedeutung der unterschiedlichen Adaptionsmechanismen
maternaler und fetaler Gewebeanteile, sind hier interessant. Zur Rolle der Plazentome
im Zusammenhang mit Oberflachenparametern, Gewichts- und Anteilsverschiebungen
sowie dem Geschlecht sollten ebenfalls detaillierte Betrachtungen folgen. Schliel3lich
muss das Mal der Translationsfahigkeit der Ergebnisse flir das humane
Plazentagewebe untersucht werden, da der Einfluss von Glukokortikoiden in der Frih-
schwangerschaft auf die Plazenta und damit auf die fetale Programmierung beim
Menschen von grofdter Bedeutung ist.
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11 Anhang

11.1 Quelltext Makro ,,Cut”

/I Charite Campus Virchow Klinikum - Julius Wolff Institut
Il @ 2011-2014 Mario Thiele
/Il Erstellung der ROIs fuer die Auswertung
/I User: Karolin Lange
/I min. benoetigte Bildabmessungen: 9100 x 9270 [Pixel]
/I Erstellung des Outputordner
title = getTitle();
pos = lastindexOf(title,".");
title = substring(title,0,pos) + "_Evaluation";
inputFolder = getDirectory("image");
File.makeDirectory(inputFolder + title)
inputFolder = getDirectory("image") + title + "/";
/I Speicheroptionen
run("Input/Output...", "jpeg=80 gif=-1 file=.txt copy_row save_column save_row");
/I Bild 1
/I Startposition setzen und ROI Pruefen
run("ROI Manager...");
roiManager("Open", "l:\\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\ROI Braun.roi");
roiManager("Select", 0);
setTool("point");
waitForUser("ROI setzen und mit \"OK\" best@tigen");
selectWindow("ROI Manager");
run("Close");
getSelectionCoordinates(xPoint, yPoint);
x = xPoint[0];
y = yPoint[0];
makeRectangle(x, y, 1300, 1030);
run("Line Width...", "line=15");
/I schneiden und speichern
run("Copy");
run("Internal Clipboard");
saveAs("jpeg", inputFolder+"1");
run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Grid.txt]");
run("Braun_Grid");
selectWindow("1-Multipurpose.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"1a");
close("1a.jpg");
run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Cycloid mit
Kreuzen.txt]");
run("Braun_Cycloid mit Kreuzen");
selectWindow("1-cycloid.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"1b");
close("1b.jpg");
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/' Bild 2

close("1.jpg");

run("Draw");

makeRectangle(x + 3900, y, 1300, 1030);

run("Copy");

run("Internal Clipboard");

saveAs("jpeg", inputFolder+"2");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Grid.txt]");
run("Braun_Grid");

selectWindow("2-Multipurpose.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"2a");

close("2a.jpg");

run("Install...", "install=[I:\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Cycloid

Kreuzen.txt]");

/1 Bild 3

run("Braun_Cycloid mit Kreuzen");
selectWindow("2-cycloid.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"2b");
close("2b.jpg");

close("2.jpg");

run("Draw");

makeRectangle(x + 7800, y, 1300, 1030);

run("Copy");

run("Internal Clipboard");

saveAs("jpeg", inputFolder+"3");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Grid.txt]");
run("Braun_Grid");

selectWindow("3-Multipurpose.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"3a");

close("3a.jpg");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Cycloid

Kreuzen.txt]");

/1 Bild 4

run("Braun_Cycloid mit Kreuzen");
selectWindow("3-cycloid.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"3b");
close("3b.jpg");

close("3.jpg");

run("Draw");

makeRectangle(x, y + 4120, 1300, 1030);

run("Copy");

run("Internal Clipboard");

saveAs("jpeg", inputFolder+"4");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Grid.txt]");
run("Braun_Grid");

selectWindow("4-Multipurpose.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"4a");

close("4a.jpg");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Cycloid

Kreuzen.txt]");
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/I Bild 5

run("Braun_Cycloid mit Kreuzen");
selectWindow("4-cycloid.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"4b");
close("4b.jpg");

close("4.jpg");

run("Draw");

makeRectangle(x + 3900, y + 4120, 1300, 1030);

run("Copy");

run("Internal Clipboard");

saveAs("jpeg", inputFolder+"5");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Grid.txt]");
run("Braun_Grid");

selectWindow("5-Multipurpose.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"5a");

close("5a.jpg");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Cycloid mit

Kreuzen.txt]");

/1 Bild 6

run("Braun_Cycloid mit Kreuzen");
selectWindow("5-cycloid.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"5b");
close("5b.jpg");

close("5.jpg");

run("Draw");

makeRectangle(x + 7800, y + 4120, 1300, 1030);

run("Copy");

run("Internal Clipboard");

saveAs("jpeg", inputFolder+"6");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Grid.txt]");
run("Braun_Grid");

selectWindow("6-Multipurpose.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"6a");

close("6a.jpg");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Cycloid

Kreuzen.txt]");

/1 Bild 7

run("Braun_Cycloid mit Kreuzen");
selectWindow("6-cycloid.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"6b");
close("6b.jpg");

close("6.jpg");

run("Draw");

makeRectangle(x, y + 8240, 1300, 1030);

run("Copy");

run("Internal Clipboard");

saveAs("jpeg", inputFolder+"7");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Grid.txt]");
run("Braun_Grid");

selectWindow("7-Multipurpose.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"7a");
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close("7a.jpg");
run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Cycloid

Kreuzen.txt]");

// Bild 8

run("Braun_Cycloid mit Kreuzen");
selectWindow("7-cycloid.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"7b");
close("7b.jpg");

close("7.jpg");

run("Draw");

makeRectangle(x + 3900, y + 8240, 1300, 1030);

run("Copy");

run("Internal Clipboard");

saveAs("jpeg", inputFolder+"8");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Grid.txt]");
run("Braun_Grid");

selectWindow("8-Multipurpose.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"8a");

close("8a.jpg");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Cycloid

Kreuzen.txt]");

/I Bild 9

run("Braun_Cycloid mit Kreuzen");
selectWindow("8-cycloid.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"8b");
close("8b.jpg");

close("8.jpg");

run("Draw");

makeRectangle(x + 7800, y + 8240, 1300, 1030);

run("Copy");

run("Internal Clipboard");

saveAs("jpeg", inputFolder+"9");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Grid.txt]");
run("Braun_Grid");

selectWindow("9-Multipurpose.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"9a");

close("9a.jpg");

run("Install...", "install=[I:\\Extern\\2011_DEX-sheep-Plazenta_AgBraun\\ImageJ\\Braun_Cycloid

Kreuzen.txt]");

run("Braun_Cycloid mit Kreuzen");
selectWindow("9-cycloid.jpg"); saveAs("jpeg", inputFolder+"9b");
close("9b.jpg");

close("9.jpg");

run("Draw");

/I Rohbild + Maske speichern

run("Select None");
setTool("zoom");

saveAs("jpeg", inputFolder + "ROIs");
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11.2 Quelltext Makro "Curve"

requires("1.42i");
title = getTitle();
pos = lastindexOf(title,".");
title = substring(title,0,pos) + "-cycloid" + substring(title,pos);
run("Duplicate...", "title="+title);

// BEGIN PARAMETER

Res = 2.643; /I Resolution = pixel / um

Res|= 264.3; /I Resolution = pixel / 100um

L =30; /I L = Bogenlaenge in um

G = 30; /I G = vertical gap in um
lineWidth = 3; /l'lineWidth : Linien dicke in pixel
lineWidth = 3; /' rgb _red, _green, _blue = farbe der line
rgb_red = 255;

rgb_green = 255;

rgb_blue = 0;

/l END PARAMETER

/I Programm Weibel Linien

D = (Res*L)/ 2; /I D = durchmesser der scheibe in pixel

S = (Res*G); /I'S = zeilenabstand in pixel

W = getWidth();

H = getHeight();

hE=2D + S; /I doppelter durchmesser definiert die hoehe
WE = 2*D*PI;

vCount = floor(H/hE);

hCount = floor(W/wE);

gW = round(hCount*wE);

gH = round(vCount*hE);

xStart = floor((W-gW)/2-3*wE/4);

yStart = floor((H-gH+S)/2);

setColor(rgb_red,rgb_green,rgb_blue); / farbe r,b,g

setLineWidth(lineWidth); /I Liniendicke

autoUpdate(false);

for(i=0; i<vCount; i++) {

Y = yStart + i*hE;

for(j=0; j<=hCount; j++) {

X = xStart + j*wE;

drawMaskElement(X,Y,D,S); //S=vertikaler Versatz der Kreuze relativ zur Wellenlinie
}

}

updateDisplay;

exit;

function drawMaskElement(x,y,D,S) { //S=vertikaler Versatz der Kreuze relativ zur Wellenlinie
y+=D;
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moveTo(x,y); /IBegrenzungsstriche im Cylcoid Wert auf Null gesetzt
lineTo(x-0,y);
moveTo(x,y);

lineTo(x+0,y);

/I Programm Kreuze
yk=y+S; /IS-Zahl=Versatz nach oben (S+Zahl=nach unten) relativ zur Wellenlinie
moveTo(x,yk);
lineTo(x-12,yk);
moveTo(x,yk);
lineTo(x+12,yk);
moveTo(x,yk);
lineTo(x,yk-12);
moveTo(x,yk);
lineTo(x,yk+12);

1

/I Programm Rechteck

yk=y+S;
moveTo(41,48);
lineTo(1258,48);
moveTo(1258,48);
lineTo(1258,1010);
moveTo(1258,1010);
lineTo(41,1010);
moveTo(41,1010);
lineTo(41,48);

I
/I Skalierungs Balken

yk=y+S;
moveTo(1132,968); /I Linie=264.3 Pixel= 100um lange
lineTo(1132-Resl,968); /I Resl|=Pixel/100um

moveTo(1132,960);
lineTo(1132,976);
moveTo(1132-Resl,960);
lineTo(1132-Resl,976);

I
X=0;
Y =0;
moveTo(x+X,y+Y);
for(i=1; i<=360; ++i) {
alpha = (i*P1)/180.0;
s = sin( alpha/2.0 );
¢ = cos( alpha/2.0 );
h =D*s;
Y = h*s;
X = (alpha*D/2.0) - h*c;
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lineTo(x+X, y-Y);

}
X =PI*D/2.0;
Y =D;
moveTo(x+X, y-Y-0);
lineTo(x+X, y-Y+0);
X += PI*D;
moveTo(x,Y);
lineTo(x-0,y);
moveTo(x,y);
lineTo(x+0,y);
X=0;
Y =0;
moveTo(x+X,y+Y);
for( i=1; i<=360; ++i) {
alpha = (i*P1)/180.0;
s = sin( alpha/2.0 );
¢ = cos( alpha/2.0 );
h = D*s;
Y = h*s;
X = (alpha*D/2.0) - h*c;
lineTo(x+X, y+Y);

}
X =PI*D/2.0;
Y =D;
moveTo(x+X, y+Y-0);
lineTo(x+X, y+Y+0);

/IBegrenzungsstriche im Cylcoid Wert auf Null gesetzt

/IBegrenzungsstriche im Cylcoid Wert auf Null gesetzt

/IBegrenzungsstriche im Cylcoid Wert auf Null gesetzt

11.3 Quelltext Makro "Grid"

/ BEGIN PARAMETER

Res = 2.643;
Resl = 264.3;
L = 66.5;
lineWidth = 3;
rgb_red = 255;
rgb_green = 255;
rgb_blue = 0;

/I END PARAMETER

/I Resolution = pixel / yum

/I Resolution = pixel/100um

/I L = Abstand in um

/I lineWidth : Linien dicke in pixel

/I rgb _red, _green, _blue = farbe deer line

/I Programm Gitternetzlinien

yk=y+S;

moveTo(121,149);
lineTo(1178,149);

/IGesamtflache= 1057pixel x984pixel mit 2.643pixel/um 2
I = 399.92umx372,30um=148893,5071 um?

/[Horizontale Linien
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moveTo(121,272);
lineTo(1178,272);
moveTo(121,395);
lineTo(1178,395);
moveTo(121,518);
lineTo(1178,518);
moveTo(121,641);
lineTo(1178,641);
moveTo(121,764);
lineTo(1178,764);
moveTo(121,887);
lineTo(1178,887);
moveTo(272,26); /IVertikale Linien
lineTo(272,1010);
moveTo(423,26);
lineTo(423,1010);
moveTo(574,26);
lineTo(574,1010);
moveTo(725,26);
lineTo(725,1010);
moveTo(876,26);
lineTo(876,1010);
moveTo(1027,26);
lineTo(1027,1010);

/I Programm Rechteck

yk=y+S;
moveTo(121,26);
lineTo(1178,26);
moveTo(1178,26);
lineTo(1178,1010);
moveTo(1178,1010);
lineTo(121,1010);
moveTo(121,1010);
lineTo(121,26);

/I Skalierungs Balken

yk=y+S;
moveTo(1132,990); /I Linie=264.3 Pixel= 100um lange
lineTo(1132-Resl,990); /I Res|=Pixel/100um

moveTo(1132,982);
lineTo(1132,998);
moveTo(1132-Resl,982);
lineTo(1132-Resl,998);

1
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11.4 Zusammenstellung verwendeter Reagenzien, Losungen, Gerate und

Software

11.4.1 Zusammenstellung der verwendeten Reagenzien und Losungsmittel mit

Artikelnummer und Hersteller

Reagenzien/Lésungsmittel/Artikelnummer Hersteller

Aqua dest./Milli-Q Merk-Millipore, USA

Avidin/Biotin Komplex (Vectastain ABC Kit PK-4002) Vector Laboratories, USA

Bovines Serumalbumin (BSA) A9418 Sigma-Aldrich, USA

3,3'Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) 189-0 Sigma-Aldrich, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat (Na,HPO, x 2H,0)4984.1 Roth, Deutschland

Donkey anti-rabbit IgG AP, polyclonal #97061 Abcam, UK

Ethanol 200-578-6 Herbeta Arzneimittel,
Deutschland

Glycergel Mounting Medium DAKO, USA

Horse anti-mouse IgG, biotinyliert #BA-2000 Vector Laboratories USA

Liquid Fast-Red Substrate Kit (ab64254) Abcam, UK

Mayers Hamalaunlosung HX 390929 Merck, Deutschland

Methanol 4627.2 Roth, Deutschland

Mouse anti-human Cytokeratin Type Il #MCA 888H Serotec

Natriumazid (NaN; ) 6688 Merck, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl) 3957.1 Roth, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat (NaH, PO, x H,O) 1.06346.0500 Merck, Deutschland

Normal horse serum (VectastainABC Kit PK-4002) Vector Laboratories, USA

Protease Streptomyces griseus Sigma-Aldrich, USA

Rabbit anti-human Von-Willebrand-Faktor, polyclonal #A0082 DAKO, USA

Salzsaure (HCL) 37 % 317-1000 Merck, Deutschland

Tris (Tris (hydroxymethyl)-aminomethan) A411.2 Roth, Deutschland

TrizmahydrochlorideTris-HCL T3253-250 G Sigma-Aldrich, Deutschland

Triton X-1.08603.1000 Merck, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H.O,) 9681.4 Roth, Deutschland

Xylol 18118 J.T.Baker, USA
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11.4.2 Zusammenstellung der hergestellten Losungen mit Bestandteilen

Hergestellte L6sungen

iml PBS (pH 7.4)+ 2,5yl Lésung A+ 2,5

ABC Lésung B

Antikérperverdiinner 500 mg BSA + 50 mg NaN; + 100 ml 10 mM PBS
(pH 7,3)

DAB 25 mg DAB + 10 ml Tris-HCL
(vor Gebr. + 4,5 ml Tris-HCI Puffer + 5 ul H,O,)
40 pl Fast Red Chromogen + 3 ml Naphtol-P-

Fast Red Substrat

2 % Horse Normalserum 1:50 geldst in PBS (pH 7.4)

Peroxidase-Blocker 65 ml PBS(pH 7.4) + 7.5 ml Methanol + 2 ml H,0,

Phosphatpufferlésung 3,78 g NAH,PO, x H,O + 12,82 g NA,HPO, x 2

H,O + 87,76 g NaCl + 1000 ml Aqua dest

(PBS, pH 7.4, 2L) (vor Gebrauch 1:9 mit Aqua dest. verdiinnen)

Primarer Antikdrper: Mouse anti-human

Cytokeratin Type Il 1:25 geldst in Antikérperverdinner

Primarer Antikérper: Rabbit anti-human

Von-Willebrand-Faktor 1:100 geldst in Antikorperverdunner

Proteasel6sung 0,075 g geldst in 100mI TBS bei 37°C

Sekundarer Antikérper: Horse anti-

mouse IgG, biotinyliert 1:200 geldst in Antikdrperverdinner

Sekunddrer - Antikorper: - Donkey  anti- 1:500 geldst in Antikorperverdunner

rabbitlgG

Tris gepufferte Kochsalzlésung (TBS) 99 Tris + 68,5 g Tris-HCL+ 87,8 NaCl
Tris-HCL (pH 7,6) 6,06 g Tris + 38,9 ml HCL + 1000 ml Aqua dest.
Triton 0,3 % in Aqua dest.

11.4.3 Zusammenstellung der verwendeten Gerate mit Hersteller

Gerate Hersteller

Analysewaage AC 210 P Sartorius, USA

Magnetruhrer, MR2002 Heidolph, Deutschland
Graphics Tablet Intuos 3 Wacom, Japan

Leica Leitz DMRB Durchlichtmikroskop Leica, Deutschland

Kamera Carl Zeiss AxioCam MR Color 431-145 | Zeiss, Deutschland
SuperFrost Plus Objekttrager R. Langenbrinck, Deutschland
Pap Pen Kisker Biotec, Deutschland

Knick Elektronische Messgerate GmbH,

PH-meter, 766 Calimatic Deutschland

Rotationsmicrotom, HM340E Microm International GmbH, Deutschland
Mikrotiterplattenschuttler, MTS 4 IKA Janke & Kunkel, Deutschland
Vortexschuttler REAX 1 DR Heidolph, Deutschland

Warmeschrank B 290 Heraeus, Deutschland
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11.4.4 Zusammenstellung der verwendeten Softwareprogramme mit Version und

Hersteller
Software/Version Hersteller
Adobe Photoshop 12.0 Adobe Systems, USA
AxioVision4.8 Zeiss, Deutschland
Image J 1.48 National Institutes of Health, USA
Microsoft Excel Microsoft Corporation, USA
SPSS Statistics 23 IBM, USA
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