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l. Einleitung

Die Plazenta ist das erste Organ, welches in der Embryogenese der Saugetiere
entwickelt wird; ihre Entwicklung und Funktion wird von vielen Aspekten der frihen
Schwangerschaft beeinflufdt. Eine entscheidende Rolle bei der menschlichen
Plazentation spielen Trophoblasteninvasion und deziduale Zellreaktion (Malassine,
2001). Sie sind grundlegende Voraussetzung fur die spatere Entwicklung des Fetus.
Mit zunehmender Schwangerschaftsdauer hangt das fetale Wachstum entscheidend
vom Anstieg der Kapazitat der Plazenta sowie vom erleichterten Transfer zwischen
mutterlichem und fetalem Kreislauf ab (Charnock-Jones und Burton, 2000). Hierfur ist
insbesondere eine koordinierte Entwicklung des Zottenbaumes notwendig, die unter
anderem von verschiedenen Wachstumsfaktoren, wie vascular endothelial growth
factor, placental growth factor, Angiopoetin, Angiostatin und dem
Sauerstoffpartialdruck abhangig ist (Kingdom et al. 2000). Jungste Untersuchungen
an der Mausplazenta zeigen verschiedenste molekulare Wege zur Differenzierung
der einzelnen Trophoblast Subtypen, sowie deren entscheidende Bedeutung flur die
Zottenbaumentwicklung (Rossant und Cross, 2001). Defekte in der Zottenbaum-
entwicklung kénnen in kritischen Perioden permanente Veranderungen an Geweben
und Organen des Fetus einleiten. Es kann zu mangelhaftem intrauterinem Wachstum
und im spateren Leben unter anderem zu Krankheiten wie Diabetes mellitus und
Hypertonie flihren (Bjercke, 1999). Plazentare Fehlentwicklungen schlief3en u.a.
fehlende Trophoblasteninvasion der muatterlichen Spiralarterien, Transferstérungen
von Sauerstoff und Nahrstoffen sowie Zottendifferenzierungsstorungen ein (Aplin,
2000).

Die Entwicklung der primaren Chorionzotten beginnt am Ende der zweiten
Schwangerschaftswoche (SSW, 13. —15. Tag p.c.). Diese beginnen sich schnell zu
verzweigen, bereits in der dritten SSW (15. —16. Tag p.c.) wachst Mesenchym in die
Zotten ein und bildet einen Kern von lockerem Bindegewebe. In diesem Stadium
werden die Zotten als sekundare Chorionzotten bezeichnet. In der Folge beginnen

sich einige der mesenchymalen Zellen im Zentrum der Zotten zu differenzieren und



bilden Blutkapillaren. Diese entwickeln sich schnell zu arterio-kapillar-vendsen
Netzwerken. Sobald sich in den Zotten Blutgefal3e gebildet haben (18. —21. Tag p.c.),
werden sie als tertiare Zotten bezeichnet (Vogel, 1992). Die entstandenen Blutgefalle
gewinnen Anschluf® an Gefalde, die sich im Chorion und dem Verbindungsstiel
gebildet haben und Uber diesen Anschluld an das embryonale Herz. Bereits am Ende
der dritten SSW beginnt das embryonale Blut durch die Kapillaren der Chorionzotten

zu zirkulieren. Zu diesem Zeitpunkt hat sich die primitive Plazenta gebildet.

Der Zottenbaum der reifen Plazenta wird in drei Abschnitte untergliedert (Kaufmann

et al., 1979; Vogel, 1992):

1. Stammzotten: Trunci, Rami und Ramuli chorii,

2. Intermediarzotten: Zwischenzotten des peripheren (reifen) und zentralen
(unreifen) Typs,

3. Terminalzotten: Endzotten.

Aus der Chorionplatte entspringen die wenige Millimeter unverzweigt verlaufenden

Trunci chorii. Durch 3-4 aquale, dichotome Teilungen gehen aus ihnen die Rami

chorii hervor. Hieraus zweigen kleinere Nebenaste ab, die sogenannten Ramuli

chorii. Diese konnen bis zu 10 Verzweigungen bilden. GréRere Ramuli chorii kdnnen

in direkter Fortsetzung der Rami chorii die Basalplatte erreichen und sind mit dieser

Uber eine Zellsaule aus Zytotrophoblasten verbunden. Sie werden Haftzotten

genannt.

Trunci chorii, auch als Stammzotten bezeichnet, sind durch die Ausbildung einer
perivasalen Manschette um axial verlaufende Arterien und Venen gekennzeichnet,
in der zahlreiche a-Aktin-positive Zellen liegen (Beham et al.1988; Graf et al. 1992;
Kohnen et al. 1993), und die von Graf et al. (1992) als perivasale kontraktile

Manschette bezeichnet wurde. Eine perivasale rein bindegewebige Manschette

wurde bereits von Tenzer (1962) und Becker (1963) beschrieben. Sie entspricht
dem IV. Reifezeichen nach Becker (1963) fur Stammzotten. Die a-Aktin-positiven
Zellen, wurden auf Grund von ultrastrukturellen Kriterien als Myofibroblasten
identifiziert (Feller et al. 1985; Demir et al. 1992; Graf et al. 1992, Kohnen et al.

1993;), und sind streng parallel zur Verlaufsrichtung der Blutgefal3e angeordnet.
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Kohnen et al. (1995) konnten in ihren Untersuchungen feststellen, daf sich die
Myofibroblasten aus den subtrophoblastar gelegenen Fibroblasten wahrend der
Plazentareifung Uber zytoskelettale Zwischenstufen differenzieren. Sie sind sowohl
untereinander als auch mit dem umgebenden kollagenen und elastischen
Bindegewebe verbunden und bilden eine funktionelle myofibroelastische Einheit
(Graf et al. 1997). Metz und Weihe (1980) fanden in der Plazenta Zellen die
untereinander durch gap junctions verbunden waren, sie interpretierten diese jedoch
als glatte Muskelzellen. SchlieRlich wurde durch Graf et al. (1995) die perivasale
kontraktile Manschette (PVCS) isoliert. Graf et al. konnten weiterhin nachweisen,
daf} sich in den Stammzotten mit dem grof3ten Durchmesser in der Regel auch die
starksten PVCS befinden.

Am Termin hat die reife Plazenta im Durchschnitt einen Durchmesser von

ca. 15-20 cm (King, 1989) und besteht aus ca. 10-30 Kotyledonen (Page, 1993).
Einem Kotyledon kann eine mutterliche Spiralarterie zugeordnet werden (Beck,
1982a, b). Die Zottenflache wird auf rund 11-14 m? geschatzt, bei einer Perfusion von
30 ml/100g (Drury et al. 1981) Plazentagewicht am Termin, mit einem
Perfusionsdruck arteriell von 50-80 mmHg und vends von 10-20 mmHg, (Stieve,
1935; Becker et al. 1981; Vogel, 1992; Reynolds, 1978) sowie einer Durchblutung
des IVR von 500-700 ml/min (Becker, 1963; Barker et al. 1994). Der utero-plazentare
Blutfluf3 ist im Normalfall durch hohen vaskularen Transport und niedrigen
Widerstand gekennzeichnet (Boura et al. 1994), ahnlich dem der umbilikalen
Blutstrdomung. Wie neuere Untersuchungen mittels Cw-Doppler zeigen, kommt es
wahrend der Wehentatigkeit zu einer rund flnfzig prozentigen FluRabschwachung
innerhalb des IVR. Der Blutflul} sistiert dabei niemals komplett (Rogmans et al. 1994).
Im Vergleich zu den Spiralarterien, sind von Mitte bis Ende der Schwangerschaft
signifikant niedrigere resistance und pulsatility indices des Blutflusses im IVR zu
sehen. Die enddiastolische FluRgeschwindigkeit ist jedoch signifikant héher als in den
Spiralarterien (Kurjak et al. 1997). Dies konnte fur eine elastische und auch myogene

Komponente der Plazenta sprechen, ahnlich der der Arterienwand grofl3er Gefale.
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Die Plazenta ist als Organ an der Grenzflache zwischen Mutter und Fetus fur den
Stoffaustausch konzipiert und ersetzt fur den heranwachsenden Fetus die Funktion
von Niere, Leber, Haut und Lunge. Durch die eigene Hormonsynthese insbesondere
von Progesteron, Ostrogen und humanem Choriongonadotropin ist sie
unverzichtbarer Bestandteil zum Erhalt der Schwangerschaft. Durch die Wirkung auf
den Kohlenhydratstoffwechsel der Mutter wird eine Optimierung der Versorgung des
Fetus erreicht. Mit fortschreitender Schwangerschaft muf} sich die Plazenta der

gesteigerten mutterlichen und fetalen Durchblutung anpassen kénnen.

Bereits 1936 stellte Spanner hierzu auf Grund der morphologischen Befunde seiner
Untersuchungen eine Hypothese Uber die Existenz eines kontraktilen extravasalen
Systems in der Plazenta auf. Trotz zahlreicher muskelphysiologischer, biochemischer
und morphologischer Untersuchungen besteht aber seit fast 100 Jahren eine
kontroverse Diskussion uber die Existenz solcher Strukturen in der Humanplazenta.
Ein historischer Abril3 zum Verlauf dieser Debatte wird von Graf et al. (1994)
geschildert. Zum weiteren Verstandnis der vorgelegten Arbeit wird hier eine kurze
Zusammenfassung gegeben: Auf Grund ihrer morphologischen Untersuchungen
berichteten bereits im Jahr 1932 Dubreuil und Riviére von einem extravaskularen
kontraktilen Zellsystem in der menschlichen Plazenta. Sie beschrieben ein komplexes
Netzwerk aus fibro-muskularen Schichten in der Chorionplatte und ,axes fibro-
musculaires® in den Stamm- und Intermediarzotten. In derselben Arbeit bemerkten
die Autoren, dal}, obwohl dieses System bereits im Jahr 1906 durch Happe
beschrieben wurde, es offensichtlich der Aufmerksamkeit anderer Autoren entgangen
war. Von Spanner (1936) existiert eine sehr detaillierte Beschreibung der
extravaskularen glatten Muskelzellen. Erst zwanzig Jahre spater wurde durch Krantz
und Parker (1963) in physiologischen Untersuchungen die Kontraktilitat des
extravaskularen Systems bestatigt, es fehlte in dieser Arbeit jedoch der Nachweis
zum Ausschlufd einer Kontamination der Proben durch GefalRmuskelzellen. Im
Gegensatz zu Krantz und Parker konnte Babcock (1969) durch muskelphysiologische
Untersuchungen in Proben aus der Chorionplatte der menschlichen Plazenta keine
Kontraktionen nachweisen. Da es ihm gelang mit klassischer histochemischer

Technik in extravaskularen Zellen Glattmuskel-Aktin nachzuweisen, fihrte er seine
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Ergebnisse auf die mangelnde Empfindlichkeit seiner MeRapparatur zurick. Im
selben Jahr demonstrierte Bertolini et al. (1969) in ultrastrukturellen Untersuchungen
Zellen in der Chorionplatte, von denen er vermutete, dal’ es sich um glatte
Muskelzellen handeln kdnnte. Er verweist hier jedoch auf notwendige weitere
Untersuchungen zur Klarung dieser Frage. Becker et al. (1981) fuhrten ebenfalls
ultrastrukturelle Untersuchungen durch, ihre Ergebnisse widersprachen aber denen
von Bertolini (1969). In den Untersuchungen durch King und Gréschel-Stewart (1965)
wurde kontraktiles Protein, durch Michael (1974) Actomyosin und durch Huszar und
Bailey (1979 a, b) wurden die Interaktion von Aktin und Myosin in der menschlichen
Plazenta beschrieben. In den Jahren 1992-1997 wurde durch Graf und Mitarbeiter
das System immunhistochemisch untersucht und die ,perivasale kontraktile

Manschette® in der menschlichen Plazenta isoliert und charakterisiert.

Da die Funktion der menschlichen Plazenta sowohl unter normalen als auch
pathologischen Bedingungen zahlreiche Fragen offen liel}, beschaftigten sich die
meisten Untersuchungen nur mit der Modulation des uteroplazentaren und
fetoplazentaren Blutflues in der Plazenta (Nordenvall et al. 1991; Mayhew und
Burton, 1997). Mit Ausnahme weniger Studien, (Ohno et al. 1979; Feller et al. 1985;
Beham et al. 1988; Demir et al. 1992; Graf et al. 1992, 1994, 1995; Kohnen et al.
1993; Kohnen, 1994; Voss, 1994) wurde, trotz der zahlreichen positiven Befunde seit
Happe (1906), die Existenz eines zweiten extravasalen kontraktilen Systems in der
menschlichen Plazenta immer wieder angezweifelt bzw. gar nicht erst diskutiert. Die
Autoren Dubreuil und Riviére (1932), Spanner (1936) und Krantz und Parker (1963)
und zuletzt auch Farley et al. (2004) vermuteten, dal® Kontraktionen des
extravaskularen kontraktilen Systems eigenstandige Bewegungen der Plazenta
verursachen, welche einen propulsiven Einfluy auf den utero- und fetoplazentaren
Blutfluld haben. Die Untersuchungen von Farley et al. (2004) zur longitudinalen
Kontraktilitat ganzer Zotten der menschlichen Plazenta zeigen, dal® die Zotten in der
Lage sind, sich in Langsrichtung zu kontrahieren und zu relaxieren. Grundlegender
Schwachpunkt, dieser wie auch aller anderen vorliegenden Untersuchungen, ist
jedoch die fehlende Differenzierung, ob die bis dato gemessenen Kontraktionen

durch die a-Aktin-positiven Zellen der perivasalen Manschette der Stammzotten
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(PVCS) bzw. des Chorionmesoderms (CM) der Chorionplatte oder durch die Zellen
der Media der plazentaren Blutgefal3e verursacht wurden. Daraus ergaben sich

folgende Zielsetzungen flur diese Arbeit:

1. Entwicklung und Etablierung einer geeigneten Praparationstechnik zur Isolierung
von Proben aus der perivasalen Stammzottenmanschette (PVCS) und dem
extravasalen System des Chorionmesoderms der Chorionplatte, ohne dal} es
dabei zu einer GefalBRmuskelkontamination kommt.

2. Entwicklung eines geeigneten Versuchsaufbaues fur die muskelphysiologischen
Untersuchungen an diesen Proben.

3. Isometrische Untersuchungen der isolierten Proben.

4. Immunzytochemische Untersuchungen der untersuchten Proben mit dem Ziel zu
prufen, ob sie GefalBmuskelzellen enthielten oder nicht.

5. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zur Feststellung der normalen
Morphologie der entsprechenden Proben nach Isolierung mit derselben Methode,

die fur die physiologischen Messungen angewendet wurde.
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Il. Material und Methoden

[1.1. Material

[1.1.1. Plazenten

Die in die Untersuchungen einbezogenen Plazenten stammten aus der Frauenklinik
am Campus Benjamin Franklin, Charité-Universitatsmedizin Berlin und der
Frauenklinik Vivantes Klinikum Neukolin, Berlin.

In die Auswertung der Untersuchung wurden ausschliefdlich Plazenten unkompliziert
verlaufender Schwangerschaften zwischen der 37. und 41. Schwangerschafts-
woche einbezogen (Tab. 1), die spontan oder durch Sectio caesarea entbunden

wurden.

[I.1.2. Physiologische Lésung

Zur Praparation und Aufbewahrung der Proben wurde eine HEPES-gepufferte
physiologische Salzl6sung (nachfolgend PSS-Losung genannt) folgender
Zusammensetzung verwandt: NaCl 118,0 mM, MgCl, 1,2 mM, CaCl, 1,6 mM,
Na;HPO4 1,2 mM, KCI 5,0 mM, HEPES 24 mM, Glucose 10 mM, pH 7,4 bei 21°C.
Die Losung wurde vor der Verwendung einer 15 minitigen Begasung mit reinem

Sauerstoff unterzogen.

11.1.3. Gerate/Praparierbesteck

Der gesamte Versuchsaufbau stammt von der Fa. Scientific Instruments GmbH
(Heidelberg, Deutschland), aufbauend auf einem Basisgerat fur intakte
Muskelstreifen MK 1 L, das mit einem Zweikammerkuvettensytem (Volumen

ca. 5 ml) fir Begasung mit Warmetauscher ausgerustet war. Der Kraftnehmer KG 3,

Auflésung 3 uN, bei einer naturlichen Resonanzfrequenz von 700Hz, war mit einem
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Praparategreifer ausgerustet. Die Kraftnehmermessbricke BAM 4 C war mit einem
Analogcomputer versehen, der die Eigenoszillationen nach raschen
Kraftanderungen unterdrtickt; dadurch kam es zu einer sehr hohen zeitlichen
Auflésung der Kraftmessung von 1,5 ms. Die Vordehnung der Probe wurde durch
eine Mikrometerschraube eingestellt. Als Nachweisgerat wurde ein 1-Kanal
(Y-T-Schreiber) verwandt. Um die Stromschwankungen so gering wie moglich zu
halten, wurde ein Spannungskonstanthalter zwischen die Gerate und das Stromnetz
geschaltet und der gesamte Versuchsaufbau zur elektrostatischen Abschirmung in
einem Brutschrank (Fa. Heraeus, Hanau, Deutschland) untergebracht. Die
Leerschwankungen konnten dadurch bei der Aufzeichnung von anfanglich

+0,03 mN auf +0,01 mN verringert werden. Durch den Einsatz eines Transducers/
Analogcomputer KG 7 mit verbesserter Performance (Fa. Scientific, Heidelberg,
Deutschland) anstelle des KG 3 konnten Einflisse der Stromschwankungen
weitgehend ausgeschaltet werden. Zum Entleeren des Zweikammer-
klvettensystemes wurde eine Vakuumpumpe eingesetzt. Beim Einspannen der
Praparate kamen eine Kaltlichtlampe (Fa. Wild Herrbrugg, Schweiz) sowie eine
Lupe (Makromar, Mahr, Deutschland) zum Einsatz.

Prapariert wurde mit feinen Scheren und Pinzetten unter einer Stereolupe.
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[1.2. Methoden

Um in den Versuchen maglichst gleiche Bedingungen fur alle Praparate zu haben,
wurden in Vorversuchen 12 Plazenten prapariert und untersucht. Gleichzeitig wurde
damit die Versuchsdurchfuhrung festgelegt. Im Versuchsablauf wurden alle Proben
mit 100 mM KCI in PSS stimuliert. Die Ergebnisse dieser 12 untersuchten Plazenten
sind nicht in die Auswertung dieser Arbeit eingeflossen. Bei der Gewinnung der
Plazenten wurde aul3erdem auf Durchmesser (kleiner, gleich bzw. groRer 15 cm),
Dicke (kleiner, gleich bzw. groRer 2,5 cm), Nabelschnuransatz (zentral/ peripher) und
Vaskularisation der Chorionplatte (CP) geachtet.

37. SSW 38. SSW 39. SSW 40. SSW 41. SSW

2 Plazenten 7 Plazenten 13 Plazenten 6 Plazenten 3 Plazenten

NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
zentr | periph | zentr | periph | zentr | periph | zentr | periph | zentr | periph
1 1 2 5 7 6 3 3 2 1

Tabelle 1 Zusammensetzung des Plazentenkollektivs

SSW: Schwangerschaftswoche, NS: Nabelschnur, zentr: zentrale Insertion der
Chorionplatte, periph: periphere Insertion der Chorionplatte
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[1.2.1. Allgemeine Materialgewinnung

Unmittelbar nach der Entbindung wurde aus den Plazenten mit einer Schere ein ca.
6-8 cm breiter Streifen vom Randsinus bis zum Nabelschnuransatz
herausgeschnitten. Vom gewonnenen Gewebestreifen wurde ca. 1,5-2 cm unter der
CP der anhangende Zottenbaum abgetrennt (siehe Abb. 1). Mit PSS-Puffer wurde
das Blut weitgehend aus dem Praparat gespult. Beim Spulen war darauf zu achten,
dald die Praparate nicht zu stark gezerrt wurden. Wenn sich der Puffer nach
mehrmaligem Spulen nicht mehr blutig farbte, wurden die Gewebestreifen ins Labor

transportiert. Bis zu diesem Zeitpunkt dauerte die Praparation 8-10 min.

Nabelschnur
mit fetalen
Gefillen

Zottenbaum

Chorionplatte

Schnittebene

Zottenbaum

Abb. 1: Praparation der Chorionplatte
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[I.2.1.a: Praparation des Chorionmesoderms

Probe aus der
Chorionplatte

1x3mm
A y
Chorionplatte mit Zotten- Zwischen-
Zottenbaum Fetale Gefélie baum schicht
Synzythio- Amnion
throphoblast

Chorionmesoderm

Abb. 2: Praparation des Chorionmesoderms

FUr die Praparation des Chorionmesoderms (CM) wurde unter der Stereolupe mit
ca. 20-30-facher VergroRerung nach kleinsten Blutgefal3en in der Chorionplatte
gesucht. Diese stellten sich als zarte Verdichtungen im Gewebe dar und hoben sich
somit vom umliegenden Gewebe ab. An gefal¥freien Stellen wurde das Amnion vom
Chorion getrennt. Dazu wurden Amnion und Chorion jeweils mit einer Pinzette
gefaldt und durch sanftes Ziehen voneinander gel6st. Da Amnion und Chorion nur
durch eine zarte Bindegewebsschicht (Zwischenschicht) getrennt sind, geht das in
den meisten Fallen sehr leicht (Abb. 2). Es wurden samtliche Zotten vom Chorion
mdglichst vorsichtig und umfassend entfernt. Diese Arbeit erforderte grofte Sorgfalt,

da die Terminalzotten teilweise rucklaufig in die Chorionplatte einwachsen.
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Danach wurde aus dem Chorionmesoderm eine ca. 1x3 mm grof3e Probe
herausgeschnitten (Abb. 2). Dabei mulRte darauf geachtet werden, dal} die Probe
nicht gezerrt wurde, da es sonst sofort zu nicht mehr relaxierbaren
Spontankontraktionen kam. Von der erhaltenen Probe wurde schlie3lich der
Synzytiotrophoblast abgezogen. Die gewonnene Probe bestand nun nur noch aus
dem Chorionmesoderm. Die gesamte Praparation fur eine Probe dauerte ungefahr
40-50 min. Die besten Ergebnisse lieRen sich dann erzielen, wenn die Proben nach

der Feinpraparation 12-16 h in PSS-Puffer bei Raumtemperatur ruhen konnten.

[1.2.1.b: Praparation der perivasalen Stammzottenmanschette

Aus dem Plazentastreifen wurden zunachst die grof3ten Stammzotten
herausgesucht. Diese wurden von den umliegenden Terminalzotten befreit, so daf}
sie bis zur Chorionplatte frei zuganglich waren. Die Praparation erfolgte dabei in
Richtung Chorionplatte, die Stammzotten wurden direkt an der Chorionplatte
abgeschnitten. Die so erhaltenen ,Zottenzylinder” haben eine ungefahre Lange von
5-8 mm (Abb. 3). Anschlie3end wurden die Zotten der Lange nach aufgeschnitten,
so dald man zwei halbe Zylinder erhielt (Abb. 4). Die weitere Praparation erfolgte
unter der Stereolupe bei 12-50-facher VergroRerung. Die in den Schnittflachen
gelegenen fetalen Gefale sind deutlich erkennbar, sie werden aul3en von der
Stammzottenmanschette (PVCS) umhdallt. Um zu vermeiden, daf
Mediamuskelzellen in die Praparate gelangen, wurde in ca. 0,3 mm Abstand von
den fetalen Gefalden in deren Langsrichtung eine ca. 1x3mm grof3e Probe aus der
PVCS mit einer feinen Schere und Pinzette herausprapariert (Abb. 4). Hierbei hat es
sich bewahrt, die Probe an einem Ende zu fassen und mit der Schere entlang der
Langsrichtung zu schneiden. Dabei mul auf eventuell radial von den zentralen
Stammzottengefallen abgehende kleinste Gefalde geachtet werden (Tenzer, 1962).
Die Proben wurden nach der ca. 40 min dauernden Praparation fur 12-16 h bei
Raumtemperatur in PSS-Puffer gelagert.
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Fetale Gefilie
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Abb. 3: Stammzotte. PVCS: perivasale kontraktile Manschette
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Abb. 4: Praparation der Stammzottenmanschette
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I1.3. Muskelphysiologische Untersuchungen

Durch Vorversuche mit BlutgefalRen der Chorionplatte wurde das Melsystem auf
seine Funktionstuchtigkeit gepruft. Die Blutgefalle wurden aus der Zwischenschicht
der Chorionplatte enthnommen. Hierzu wurde zuerst das Amnion vom Chorion
getrennt, anschlieRend die umhullende Zwischenschicht von den Gefalien
abprapariert und abschlielend ein ca. 3 cm langes Gefalistlick entnommen. Dieses
wurde auf eine Nadel aufgefadelt, die vertikal in einer Holzplatte fixiert war. Mit einer
Schere und einer Pinzette wurde der Gefalistreifen in spiraligen Gangen zu einem
fortlaufenden Praparat aufgeschnitten (Abb. 5).

Zugrichtung
Schnittfiihrung
Blutgefif
Nadel
Abb. 5: Gefallpraparation aus der Chorionplatte

Aus dem so erhaltenen ca. 1 mm breiten Streifen wurde eine ca. 3 mm lange Probe
zur Untersuchung entnommen. Diese konnten im Gegensatz zu den Proben der
PVCS und des CM ohne Ruhephase sofort in die Melapparatur eingespannt werden.
Die Kraftmessung der Blutgefale, wie auch der Gewebsproben des

Chorionmesoderms und der PVCS erfolgte isometrisch.
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Zur Stimulation der Gewebsproben wurde initial grundsatzlich 100 mM KCI in PSS-
Losung (nachfolgend KCI-Losung genannt) folgender Zusammensetzung verwandt:
23 mM NacCl, 1,2 mM MgCl, 1,6 mM CaCl, 1,2 mM Na;HPO,4, 100 mM KCI, 24 mM
HEPES, 10 mM Glucose, pH 7,4 bei 21°C. Vor der Verwendung wurde die Losung
15 min mit O, begast. Zum Auswaschen der Losung wurde PSS-Puffer benutzt. Die
L6sung wurde nach dem Ansetzen nicht langer als 48 h verwendet. Um ein
Austrocknen der Gewebsproben zu verhindern, mufdten diese innerhalb von

10-15 sec in die Praparategreifer eingespannt werden. Dabei durften die Proben nicht
gedehnt werden, da es sonst zu starken Spontankontraktionen von bis zu

5400 uN/mm? kam, die nicht mehr relaxiert werden konnten. Nach dem Einspannen
wurden die Proben in eine mit 5 ml PSS gefiilite Klvette getaucht. Anschliel3end
wurde die ,Null-Linie“ fur jedes Praparat aufgezeichnet. Schliel3lich wurde die Probe
aus der Kuvette herausgeschwenkt, der PSS-Puffer aus der Kuvette mittels
Vakuumpumpe abgesaugt und die KCI-Losung in die Klvette gegeben. Diese
Prozedur hatte einen geringeren stérenden Einflul auf die Probe, als das direkte
Absaugen der Lésungen. Die KCI-Lésung wurde zwischen 5 und 30 min in der
Klvette belassen, danach wurde entweder mit PSS-Puffer ausgewaschen oder eine
der angegebenen dilatierenden Substanzen in die Klvette gegeben. Alternativ wurde
die KCI-Lésung anschliel3end durch die in Tabelle 2 (siehe S. 20) genannten
Substanzen ersetzt. Die Versuche wurden kontinuierlich durch den Einkanalschreiber
erfaldt. Mit der Mikrometerschraube konnte die Vordehnung bis 500 uN (passive
Kraft) variiert werden. Zur Abgrenzung gegen Artefakte (z.B. Erschiutterungen) und
Kontraktionen von Fibroblasten, die Krafte bis zu 200 uN/mm? generieren (Gabbiani,
1992, Schiurch et al. 1992, Kolodney und Wysolmerski 1992, Obara et al. 1995),
wurden in die Auswertung der Arbeit nur Krafte einbezogen, die tber 200 uN/mm?
lagen. Eine Begasung mit Sauerstoff wahrend der Versuche erwies sich als
ungunstig, da die Proben waagerecht eingespannt waren und durch die
aufsteigenden Gasblasen irritiert wurden. Als Alternative wurden alle Lésungen vor
den Versuchen 15 min mit reinem O, begast. Nach der muskelphysiologischen
Untersuchung wurden alle Proben, die eine Kontraktion zeigten, immunhistochemisch
auf das Vorkommen von a-Aktin und des von Willebrand Faktors (VWF) untersucht.

Der vWF ist ein von Endothelzellen gebildetes Protein (Bauer, 1994) und gilt als
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spezifischer Endothelzellmarker. Damit ist er gleichzeitig ein Indikator fur Blutgefalle.
Der immunzytochemisch Nachweis des kontraktilen Filamentes a-Aktin dient dem
Nachweis von glatten Muskelzellen und Myofibroblasten (Skalli et al. 1987, Schirch
et al. 1992).

[I.4. Immunhistochemische Untersuchungen

Herstellen der Gefrierschnitte

Zur Herstellung der Gefrierschnitte wurde ein ca. 2x2x1 cm grofRRes Stuck
Schweineschnitzel (beim Fleischer erworben) als Trager fur die zu untersuchende
Gewebsprobe auf ein rundes Korkplattchen gelegt. Die Probe wurde dann in
Langsrichtung auf das Schnitzelfleisch gelegt, mitsamt dem Korkplattchen mit
Frischhaltefolie umhullt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur Vermeidung
des Leyden-Frostschen Phanomens wurde die Probe solange im Stickstoff bewegt,
bis sie vollstandig durchgefroren war. Die Probe wurden bis zur Untersuchung bei
—40°C gelagert.

Beschichtung der Objekttrager: Um ein Abschwimmen der Schnitte wahrend der
Inkubation zu verhindern, wurden die Objekttrager fir den Nachweis von a-Aktin
(Klon asm-1, Boehringer, Mannheim, Deutschland) und des vWF (polyklonal,
Dakopatts, Hamburg, Deutschland) mit Poly-L-Lysin (Sigma BioSciences,
Deisenhofen, Deutschland) beschichtet. Als erstes mufdten die Objekttrager dazu
mit Alkohol 50-70% gereinigt werden, danach wurden sie an der Luft getrocknet.
Nach dem vollstandigen Trocknen kamen sie fur 3-5 min in eine 1:10 mit Aqua dest.
verdunnte Poly-L-Lysin-Losung. Nach dem Abtropfen wurden die Objekttrager bei
37°C im Brutschrank flir 8-12 h getrocknet.

7 um dicke Serien-Gefrierschnitte wurden mit einem Kryostat Modell 2800 N
(Reichert-Jung, Heidelberg, Deutschland) angefertigt und auf die beschichteten
Objekttrager aufgezogen und fur 24 h bei Raumtemperatur getrocknet. Um eine
madglichst grof3e und ubersichtliche Schnittflache der kleinen Proben zu erhalten,

wurde das Praparat in einem Winkel von rund 30° zur Langsachse geschnitten.
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I1.4.1. Immunzytochemischer Nachweis von a-Aktin

Zum immunzytochemischen Nachweis von Glattmuskelaktin wurden die Schnitte mit
anti-a-Aktin (Klon asm-1, Boehringer, Mannheim, Deutschland) inkubiert. Dazu
wurden die Kryostatschnitte 5 min bei —25°C in reinem Aceton vorbehandelt,
luftgetrocknet und dann in einem Gemisch aus 400 ul Glutardialdehyd und 32 ml
37%-igem Formaldehyd, das mit phosphatgepufferter physiologischer
Kochsalzlosung, pH 7,2; 0,1 M PBS (Williams, 1977), auf 200 ml aufgefullt wurde,
fixiert. Nach einer sorgfaltigen Spulung in PBS-Puffer wurde mit non-Immunserum
(Maus-Serum, Serva, Heidelberg, Deutschland) fir 20 min inkubiert, um
unspezifische Antikorperbindungen zu reduzieren. Fur den immunzytochemischen
Nachweis von a-Aktin wurde anschlielend fur 30 min mit dem spezifischen
Antikdrper (1:60 mit PBS-Puffer verdiinnt) inkubiert. Zur Visualisierung der
Antigenbindung wurden die Schnitte 3x5 min in jeweils frischem PBS gespuilt.
Anschliel3end wurde fur 30 min mit einem biotinylierten Sekundarantikorper,
monoklonalem Maus IgG (Klon 1A4, Verdunnung 1:200, Vector Laboratories,
Burlingame, USA) inkubiert. Mit jeweils frischem PBS-Puffer wurde zweimal gespult
und fur weitere 60 min mit einem Komplex aus Avidin und biotinylierter Meerrettich-
Peroxidase (Vectastain ABC, Vector Laboratories, Burlingame, USA) beschichtet.
Nach abschliel3ender zweimaliger Spulung in jeweils frischem PBS-Puffer wurden die
Schnitte zum Nachweis der lokalen Immunreaktion fur ca. 10 min mit
Diaminobenzidin-haltigem Medium (Vectastain Kit Ill, DAB, Vector Laboratories,
Burlingame, USA) inkubiert. Schliel3lich wurden die Schnitte in Leitungswasser und
Aqua dest. gespult und in Glyzeringelatine (Merck, Darmstadt, Deutschland)

eingedeckt.

Alternativ wurde a-Aktin mittels Immunfluoreszenz visualisiert (inkubiert mit anti a-
Aktin, Klon asm-1, 1:10, Boehringer, Mannheim, Deutschland, sowie TRITC Ziege
anti Maus IgG, 1:40, Nordic, Tilburg, Niederlande); hierbei wurden die Proben wie
unter Punkt 11.4.2. fur den VWF beschrieben behandelt.
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[1.4.2. Nachweis des von Willebrand Faktors mittels Immunfluoreszenz

Die 7 ym dicke Serienkryostatschnitte wurden auf Poly-L-Lysin beschichtete
Objekttragern montiert, luftgetrocknet und fur funf Minuten in Aceton bei 4°C
vorbehandelt, danach 24 h vollstandig an der Luft getrocknet, anschlielRend 3x5 min
in PBS-Puffer gespilt und fur 60 min mit anti-vWF (1:50, polyklonal, Dakopatts,
Hamburg, Deutschland) 1:50 mit PBS verdunnt, inkubiert. Zur Visualisierung wurden
die Praparate 3x5 min in PBS-Puffer gespult und 45 min in TRITC-IgG (1:40,
Kaninchen IgG, Code No. R0156, Dakopatts) inkubiert, sorgfaltig in PBS-Puffer
gespult und abschlieRend mit PBS-Glyzerin eingedeckt.

Alternativ wurde vVWF mittels Immunzytochemie (DAB) visualisiert, hierbei wurden die
Proben entsprechend, wie unter Punkt 11.4.1. fur a-Aktin beschrieben, behandelt. Als
Sekundarantikdrper wurde biotinyliertes Ziegen-anti-Kaninchen IgG, 1:50 (Serva,

Deutschland) verwendet.

Da in den untersuchten Gewebsproben keine Blutgefal’e erwartet wurden, wurden
als Positivkontrolle die Blutgefalie des Tragermateriales (Schweineschnitzel)
gewertet. Zur Kontrolle der Spezifitat der AntikGrper wurden in jeder Versuchserie
Schnitte mit PBS anstelle der spezifischen Antikdrper inkubiert; die Reaktion war
stets negativ. Alle Inkubationen wurden in einer feuchten Kammer bei
Zimmertemperatur durchgefuhrt. Soweit nicht anders angegeben, erfolgte der Bezug

der Chemikalien von Merck oder Sigma.
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[1.5. Elektronenmikroskopie

Die Entnahme der Gewebeproben erfolgte wie unter Punkt 11.2. beschrieben. Fir die
elektronenmikroskopische Untersuchung wurden die Praparate in Araldit eingebettet.
Nach der Entnahme wurden die Gewebsproben in Fixans nach Karnowsky (1965)
unter Zugabe von 4% PVP und 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,2 fur 12-24 h fixiert.
Anschlieliend wurde in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,2-7,4, gespult und die Gewebe
uber Nacht im letzten Spulpuffer belassen. Die Nachfixierung erfolgte mit 2%
walriger Osmiumsaure fur 2-4 h, anschlieRend wurde 3x15 min mit 0,1M
Phosphatpuffer, pH 7,2-7,4, gespult, in aufsteigender Alkoholreihe entwassert
(Ethanol 30, 50, 70, 90% fur 3x15 min und Ethanol abs. 2x60 min). Die Proben
kamen schlielich fur 2 h in Propylenoxid, fir mindestens 3 h in Propylenoxid/ Araldit
1:1 und vor dem Einbetten 24 h in reines Araldit. Die Polymerisation dauerte bei 70°C
24 h. Untersucht wurde mit einem Elektronenmikroskop Typ EM10, Fa. Zeiss,

Deutschland.
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[I.L6. Wirkung verschiedener Substanzen bei den muskelphysiologischen

Untersuchungen

Bei der muskelphysiologischen Messung wurden alle Proben mit 100 mM KCl in
PSS stimuliert. Um einen Eindruck uber Stimulationsmaoglichkeiten durch endogene
Substanzen zu gewinnen, wurden die in Tabelle 2 genannten Substanzen

orientierend untersucht.

Wirkung Substanz Konzentrationen

Kontrahierend Angiotensin I 10, 10°M in PSS
Carbachol 107°, 10, 10®, 107, 10°M in PSS
Acetylcholin 10, 3x10°M in PSS
PGF 5 108,107, 10, 10°M in PSS
Oxytocin 102, 10"'M in PSS
Serotonin 10, 2x10®, 10, 10°M in PSS
Endothelin-1 107°, 10, 10®, 107, 10°M in PSS
KCI-Losung 100mM

Relaxierend Adenosin 102,10, 107, 10, 10°®, 107,

10, 10°M in PSS

Substanz P(Acetatsalz) 10°M in PSS

Tabelle 2 Substanzen und Konzentrationen

Anhaltspunkt zur Auswahl dieser in der vorgelegten Arbeit eingesetzten Substanzen
waren Arbeiten verschiedener Autoren, die die genannten Substanzen in
glattmuskelphysiologischen Untersuchungen von verschiedenen Organen und
Zellkulturen eingesetzt haben: Huszar und Bailey, (1979 b) KCI, NaCl, Ca-ionen,
ATP; von Brozovich und Morgan (1989) Phenylephrin, KCI; Maigaard, (1987) KClI,
Serotonin, Angiotensin Il, Oxytocin, PGF2a; Hull et al. (1994) Serotonin,
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Acetylcholin, Substanz P, Adenosindiphosphat; McCarthy et al. (1994) Angiotensin
II, Endothelin-1, PGF2a; Leicht et al. (1994) KCI; Bodelsson und Stjernquist, (1994)
Substanz P, Serotonin; Clifton et al. (1994, 1995) KCI, PGF2a.

Die Substanzen Carbachol und Acetylcholin wurden entsprechend personlicher
Empfehlung durch Frau Prof. Pfitzer (Institut fur vegetative Physiologie, Universitat
Kdln) in die Untersuchung einbezogen. Die angegeben Substanzen wurden von den
Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland) und Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
bezogen. In der Auflistung sind nur solche Konzentrationen angegeben, bei denen
in der vorgelegten Arbeit deutlich mel3bare (>200 uN/mm?) Kontraktionen erreicht
wurden. Die einzelnen Substanzen wurden mit Sauerstoff-begastem PSS-Puffer

verdunnt.
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1.7 .Statistik

Fir die statistische Auswertung wurden die Kontraktilitaten in Abhangigkeit von
Variablen der Plazenta bestimmt.

Unterschiede in der Kontraktilitat in Abhangigkeit von Eigenschaften der Plazenta
(Dicke, Breite) und der Nabelschnurinsertion (peripher, zentral) werden mit dem T-
Test fur unabhangige Stichproben und bei nicht Vorliegen der Testvoraussetzungen
mit dem Welch-Test (ungleiche Varianzen) bzw. einem nicht-parametrischen Test
(Mann-Whitney-U Test) Uberpruft. Ein signifikantes Ergebnis kann angenommen
werden wenn p< 0,05 ist. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms
SPSS.

11.8. Ethik

Die vorgelegte Untersuchung wurde mit Zustimmung durch die Ethikkommission
des Universitatsklinikum Benjamin Franklin der Freien Universitat Berlin fur das
Forschungsprojekt (Gr 1041/3-1 und 3-2) der Deutschen Forschungsgemeinschaft
durchgefuhrt.

[1.9. Methodenkritik

Zur weiteren Optimierung der Bedingungen bei der Untersuchung konnten folgende

Veranderungen an der zur Kraftmessung verwandten Apparatur dienen:

1. Um die Auswirkungen der Oberflachenspannung auf die Messungen so gering
wie moglich zu halten, sollten die Proben, statt horizontal und oberflachennah
wie in der vorgegebenen Apparatur, vertikal in der Tiefe der MelRkammer fixiert
werden.

2. lIrritationen, die durch das Austauschen der Lésungen hervorgerufen werden,
konnten mittels eines Perfusionssystems minimiert werden. Hierzu wurden ein
herkdbmmliches Schwerkraftperfusionssystem mit Anschlufd im Boden der

MeRkammer und ein Uberlauf an deren Oberrand geniigen.
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3. Die storenden Oberflachenbewegungen bei der Begasung konnten durch ein
Zweikammersystem, das aus einer Mel3kammer und einer Begasungskammer
besteht, die unter der FlUssigkeitsoberflache miteinander verbunden sind,

vermieden werden.

Primar nicht zu beeinflussen sind, auf Grund der anatomischen Verhaltnisse, der
wechselnde Anteil der Aktin-positiven Zellen in den untersuchten Proben der
Plazenta sowie die deutlichen Unterschiede im makroskopischen Bau der einzelnen
Plazenten, wie unterschiedlicher Nabelschnuransatz oder unterschiedlich grof3e
basale Anheftungsflache der Plazenta und daraus resultierend unterschiedliche
Dicke der Plazenta. Es mul} jedoch geprift werden, ob z. B. Nabelschnuransatz
oder Dicke der Plazenta einen unmittelbaren Einfluf? auf die MelRRergebnisse haben

und damit auf die Leistung des extravasalen kontraktilen Systems.
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lll. Befunde

[11.1. Allgemeine Ausfuhrungen

Von 31 untersuchten Plazenten konnten 51 Proben von insgesamt 26 Plazenten
stimuliert werden. Alle untersuchten Proben liel3en sich mehrfach stimulieren. Die
Proben konnten durch KCI-Losung und durch Autakoide stimuliert werden.

Durch Stimulation mittels KCI-Lésung konnte eine mittlere Kraft von 0,6+0,32
mN/mm? (mean + SEM) fur die Proben des Chorionmesoderms gemessen werden.
Fur die Proben der PVCS konnte eine mittlere Kraft von 0,31+0,09 mN/mm? (mean +
SEM) gemessen werden (Diagramm 1).

Es wurden auRerdem 27 Kontraktionen registriert, die durch Irritationen beim
Einspannen bzw. durch Variation der Vordehnung ausgel6st wurden, die
gemessenen Krafte bewegten sich im Bereich zwischen 200-6900 uN/mm?.

Als Positivkontrolle flr das MelRsystem wurde von drei Plazenten jeweils eine Probe
eines Blutgefalles untersucht. Die drei Proben konnten mehrfach mit 100 mM KCI-
Losung stimuliert werden. Es wurden dabei 10 Kontraktionen mit einer mittleren Kraft
von 1,4+0,95 mN/mm? (mean + SEM) gemessen (Diagramm 1).

Bei den PVCS- und Chorionmesoderm-Messungen mulite nur in einem Fall eine
Probe von der Auswertung ausgeschlossen werden, da mit immunzytochemischer
Reaktion ein Blutgefal® nachgewiesen wurde. Von funf Plazenten bei denen keine
Kontraktionen nachweisbar waren, wurden zwei Plazenten manuell mehr als 20 min
nach dem Kind entbunden, zwei Plazenten waren auffallend klein, stark vaskularisiert
und mit zahlreichen lipdsen Infarkten durchsetzt. Schlie3lich wurde eine Entbindung
mittels Saugglocke vorgenommen, dabei wurde die Plazenta ebenfalls manuell
entbunden. Damit konnten nach Anwendung der Ausschlukriterien 96,26% der

untersuchten Proben zu Kontraktionen stimuliert werden.
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Kontraktionskrafte

Kraftin mN/mm?

0,3

0,6

-

Chorionmesoderm PVCS Blutgefall

0,4

0,2

Diagramm 1: Mittlere Kontraktionskrafte von Blutgefalen der Plazenta und der

untersuchten alpha-Aktin-positiven Zellen des Chorionmesoderms und der PVCS.

[11.2. MelRergebnisse in Abhangigkeit verschiedener Parameter

Die Untersuchungen ergaben, dal sich flache Plazenten mit groRem Durchmesser
sowie einer geringen Vaskularisation besonders gut fir die Untersuchung des
Chorionmesoderms eigneten. Wahrend sich die Proben der Plazenten Nr. 16 und
27 mit einem Durchmesser unter 15 cm, einer Dicke Uber 3 cm und starker
Vaskularisation der Chorionplatte zu keiner meflRbaren Kontraktion stimulieren
lieRen, konnten im Vergleich dazu die Proben der Plazenten Nr. 10 und 29 mit
einem Durchmesser deutlich Gber 15 cm, einer Dicke unter 3 cm und geringer
Vaskularisation wiederholt stimuliert werden. Diese Plazenten erreichten
Kontraktionsstarken bis max. 0,95 bzw. 1,23 mN/mm? (Tab. 5, siehe Anhang).
Schlieflich schien auch der Nabelschnuransatz auf der Chorionplatte Einflu® auf die

Stimulierbarkeit der Proben zu haben.
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In der vorgelegten Arbeit wurden groRere Krafte in den Proben der Plazenten mit
peripherem Nabelschnuransatz gemessen (Tab. 3 und Diagramm 2).

Messergebnisse der PVCS bei
Stimulation mit 100 mM KCI-Loésung

Nabelschnur zentral Nabelschnur randstandig
PVCS 30-3 PVCS 29-1
Kraft in mN/mm? Kraft in mN/mm?
(mean + SEM) (mean + SEM)
0,354+0,148 0,423+0,140

Tabelle 3  PVCS, Mehrfachstimulation jeweils einer Probe mit 100mM KCI-

Lésung.

Die mittlere Kontraktilitat aller Proben ist bei peripherer Insertion der Nabelschnur
(NS) (0,73 mN/mm?) im Vergleich zur zentralen Insertion (0,37 mN/mm?) gro3er
(Abb. 7). Der Unterschied bezogen auf die Nabelschnurinsertion betragt 0,362
mN/mm?, dieser Unterschied ist nicht statistisch signifikant (p=0,13, Welch Test).
Siehe Diagramm 2.

,Kleine dicke Plazenten® zeigten keine Kontraktion, der Unterschied bezogen auf die

Plazentadicke ist in der vorgelegten Arbeit nicht signifikant (p=0,054).
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Kontraktionskraftin Abhangigkeit

der Nabelschnurinsertion
1,2

0,3

0,4

Kraft in mN/mm?2

0,2

NS peripher NS zentral

Diagramm 2: Mittlere Kontraktionskraft aller untersuchten Proben in Abhangigkeit

der Nabelschnurinsertion.

Die Kontraktilitat der untersuchten Proben war im allgemeinen sehr stark von den
Rahmenbedingungen abhangig. Dies umfalt Faktoren, die auf die Plazenta wahrend
und nach der Geburt einwirken. So konnten bei einem Beginn der Praparation von
mehr als 20 min post partum die untersuchten Proben zu keiner Kontraktion stimuliert
werden. Erheblichen negativen Einflu} hatten auch Zerrungen des Gewebes durch
die Praparation selbst. Sie fihrten zu starken Spontankontraktionen. Proben, die in
Eis gekunhlt transportiert und anschlieend auf 37°C bzw. 21°C erwarmt wurden,
konnten bei den durchgeflhrten Versuchen nur zu sehr schwachen Kontraktionen
oder gar nicht stimuliert werden. Proben, die ohne Kuhlung transportiert und
untersucht wurden, erreichten die besten Ergebnisse in den muskelphysiologischen
Untersuchungen.



35

In der vorgelegten Arbeit bewahrte sich eine Probenentnahme aus dem mittleren bis
zentralen Drittel der Chorionplatte in radiarer Richtung. Die Proben wurden immer
aus dem groflten Radius zwischen Nabelschnur und Plazentarand entnommen. Es
zeigte sich schlieBlich, daf} die Proben, die sofort nach der Praparation in den
Praparategreifer eingespannt und untersucht wurden, durchweg schlecht zu
stimulieren waren. Eine Ruhephase von 12-16 h bei Raumtemperatur in O, begasten

PSS-Puffer fihrte zu gleichbleibend guten Ergebnissen.

I11.3.Muskelphysiologische Untersuchungen

[11.3.1: Untersuchungen zur Kontraktilitdt des Chorionmesoderms und der

perivasalen Manschette

Bei Stimulation mit 100 mM KCI-L6sung lagen die gemessenen Krafte der Proben
des Chorionmesoderms im Bereich zwischen 200-2650 uN/mm?, die der PVCS-
Proben zwischen 200-570 uN/mm? (Tab. 4).

Zur besseren Abgrenzung von Artefakten wurde bei den Untersuchungen initial fir
jedes Praparat eine basale Aktivitat in PSS-Puffer fur ca. 10-15 min aufgezeichnet
(Abb. 6 und Abb. 8). Hier zeigten sich geringe Leerschwankungen, die nach Einsatz
des Transducers/ Analogcomputers KG 7 minimiert werden konnten. AnschlielRend
erfolgte die Stimulation der Proben mittels 100 mM KCI-Lésung. Das Vorgehen bei
der Untersuchung von Chorionmesoderm und PVCS war dabei grundsatzlich gleich
(Abb. 7und Abb. 8). In der vorgelegten Arbeit wurden bei gleicher Stimulation
grolere Krafte bei den Proben des Chorionmesoderms im Vergleich zu den Proben
der PVCS gemessen. Wie in Abb. 9 ersichtlich, konnten die Proben wiederholt zu
Kontraktionen stimuliert werden. Dies gelang sowohl mit KCI-L6sung als auch mit
den anderen orientierend untersuchten Substanzen. Bei der Untersuchung von
Chorionmesoderm und PVCS lie3en sich die besten Ergebnisse mit KCI-Lésung
(100 mM), Endothelin-1 und Serotonin erzielen (Tab. 4).
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Abb. 6: Chorionmesoderm (CP), Plazenta 0, Stimulation mit 100 mM KCI-
Lésung.
Kontraktionsverlauf in Abhangigkeit der Zeit
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Abb. 7: Chorionmesoderm, Plazenta 0, Stimulation mit 100 mM KCI-Ldsung,

Transducer KG3.
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Abb. 8:

PVCS, Plazenta 29, passive Kraft und anschlieRende Stimulation
mit 100 mM KCI-Lésung, Transducer KG7a.
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Abb. 9:

Chorionmesoderm, Plazenta 10, repetitive Stimulation mit

Serotonin und Endothelin-1, Transducer KG 3.
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Substanz

Serotonin
Acetylcholin
Angiotensin Il
Carbachol
Endothelin-1
Oxytocin
PGF.a
KCIl 100mM

Acetylcholin

Serotonin
Endothelin-1
KCIl 100mM

KCI 100mM
Acetylcholin

Kraft (mN/mm?)

mean + SEM
0,41+0,14
0,26+0,05
0,25+0,04
0,25+0,05
0,46+0,24
0,45
0,35+0,14
0,6+0,32

0,3
0,25
0,36

0,31+0,09

1,4+0,95
0,85

Eingesetzte Substanzen und gemessene Kontraktionskrafte



39

111.3.2: Untersuchungen zur Relaxation

Die durch einen Agonisten kontrahierten Proben konnten entweder durch
Auswaschen des Agonisten mittels PSS-Puffer oder durch Substanz P bzw.
Adenosin relaxiert werden. Dabei konnte jede durch einen Agonisten ausgeldste
Kontraktion bis auf das Ausgangsniveau relaxiert werden. Von den anfanglich haufig
aufgetretenen Spontankontraktionen mit Kraften bis zu 6,9 mN/mm? konnte nur eine
mittels Adenosin (10 M) teilweise relaxiert werden (Abb. 10). Die entsprechenden

Konzentrationen der zur Untersuchung verwendeten Substanzen sind in Tab. 2

dargestellt.
CP12-1
Entspannung unter Adenosin
0,S
0,8 L
0,7
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=
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x
0 \\'T+
0.1 I
]
0 60 120 180 240
Zeitin Sekunden
Abb. 10: Chorionmesoderm, Plazenta 12, Relaxieren einer Spontankontraktion

mit 10°® M Adenosin.
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Kontraktionskraft unter Entdehnung
Chorionmesoderm (CP 4 - 3)
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-
.10 //
EE“ 8 /
E
£ 6
<, D
e
‘ I
a
(0] -0,05 -0,3 -0,65 -1,32 -1,77 -2,02
Entdehnung in mm
Abb. 11: Chorionmesoderm, Plazenta 4, repetitive Stimulation mit
100mM KCI-Lésung unter Veranderung der Vordehnung
Ausgangslange der Probe 3mm.
Kraft- Dehnungskurve
PVCS 30+3
0,7
A
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E oo /N
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s j/l\f /‘1
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01 005 01 015 02 025 03 035 04
Dehnung in mm
Abb. 12: PVCS, Plazenta 30, repetitive Stimulation mit 100 mM KCI-Lésung

unter Veranderung der Vordehnung, Ausgangslange der Probe 3mm.
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Veranderung der aktiven und passiven Kraft

unter Anpassung der Vordehnung
0,8

0,/

0,6

0,5

M aktive Kraft
0.4

M passive Kraft
0,3

Kraft in mN/mm?

0,2

0 4

0,05 0,3

Vordehnung in mm

Abb. 13: PVCS, Plazenta 30, repetitive Stimulation einer Probe mit 100 mM KCI
Ldsung, mit jeweils nachfolgender Auswaschung durch PSS, unter

Veranderung der Vordehnung (siehe auch Abb. 12).

[11.3.3: Kraft-/Dehnungskurven

Ausgehend von Untersuchungen an glatten Muskelzellen (Brozovich und Morgan,
1989), wurden gezielt Kraft-/Dehnungskurven erstellt. Wie in den Abb. 12 und 13 zu
sehen ist, zeigte sich bei Dehnung dieser Probe (Ausgangslange 3mm) schon bei
0,3 mm ein erstes Maximum von 560 uN/mm?, welches nach einem Abfallen der
maximalen Kraft, noch einmal bei 0,45 mm erreicht werden kann. Dieser abrupte
Abfall nach einem Maximum zeigte sich wiederholt bei Dehnung und anschlieRender
Stimulation. Ganz im Gegensatz dazu, ist bei Entdehnung (Abb. 11) ein fast linearer
Anstieg der maximalen Kraft bei zunehmender Entdehnung mefibar. Bei Versuchen
mit fortlaufender Entdehnung wurden Krafte bis 6900 uN/mm? generiert. Es wurden
keine Unterschiede zwischen Proben der PVCS und des Chorionmesoderms
gesehen.
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[11.4. Immunhistochemische Nachweismethoden

Nach der muskelphysiologischen Untersuchung wurden alle Proben, die eine
Kontraktion zeigten, immunhistochemisch auf das Vorkommen von a-Aktin und des
von Willebrand Faktors (VWF) untersucht. Sowohl in Proben des Chorionmesoderms
als auch in der PVCS (Abb. 14) konnten immunhistochemisch a-Aktin positive Zellen
nachgewiesen werden. Um zu prifen, ob die untersuchten Praparate frei von
Blutgefalten waren, wurden alle Praparate mit anti-vWF inkubiert. Die Blutgefale des
Tragermaterials (hier Schweineschnitzel) dienten bei jeder Untersuchung als
Positivkontrolle. Reaktivitat wurde in den Endothelzellen von Blutgefalen des
Schweineschnitzels (Abb. 15 und Abb. 17) gefunden. Von den 51 untersuchten
Proben enthielt lediglich eine Probe (Plazenta 17, Probe 2) ein kleines Blutgefal}
(Abb. 16). Diese Probe wurde von der Auswertung ausgeschlossen. In Abb. 17 ist
deutliche Reaktivitat im Tragermaterial zu erkennen, wahrend die untersuchte Probe
(hier PVCS) frei von Reaktivitat bleibt.

Abb. 14: PVCS. Immunfluoreszenz (*) nach Inkubation mit anti-a-Aktin.

Zahlreiche a-Aktin positive Zellen in paralleler Verlaufsrichtung.

VergrofRerung 800fach.
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Abb. 15: Positivkontrolle. Immunfluoreszenz nach Inkubation mit anti-vWWF.
Blutgefalie (*) im Tragermaterial (hier Schweineschnitzel).

Vergroflerung 500fach.

Abb. 16: Blutgefald (*) im Chorionmesoderm, Immunfluoreszenz nach

Inkubation mit anti-vWF. Vergréierung 500fach.
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Abb. 17: Immunreaktivitat nach Inkubation mit anti-vWF, Visualisierung mit

DAB. PVCS (X) auf Tragermaterial (hier Schweineschnitzel, oberes
rechtes Drittel der Abbildung). PVCS ohne spezifische Immunreaktion
(linke zwei Drittel der Abbildung). Deutliche Reaktivitat (*) der

Blutgefalie im Schweineschnitzel. Vergrékerung 500fach.

111.5.Elektronenmikroskopie

Aus den gleichen Arealen der Chorionplatte, aus denen die Proben fir die
muskelphysiologischen Untersuchungen stammten, wurden mit derselben Technik
Proben flr die ultrastrukturelle Untersuchung entnommen. In den Schnitten fielen
verschiedene Arten von Zellen auf: Fibrozyten und Fibroblasten sowie Zellen die tber
teilweise extrem lange und sehr filigrane Zellauslaufer verfigten (Abb. 18- 21). Sie
enthielten in Langsrichtung der Zellen zahlreiche zum Teil in Bundeln angeordnete
Filamente, dense plaques, zellorganellreiche Areale und auffallend viele Caveolae
(Abb.18-21). Sie entsprachen damit Myofibroblasten. Die Zellen lagen teilweise sehr
weit auseinander, ihre Auslaufer waren tber gap junctions miteinander verbunden.
Desweiteren gab es dhnliche Zellen in den Gewebsproben, die neben weniger

Filamenten, groRe Granula und zahlreiche primare und sekundare Lysosomen
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(Abb. 18) enthielten. Glatte Muskelzellen mit den klassischen morphologischen

differentialdiagnostischen Kriterien waren nicht erkennbar.

Abb. 18: Zwei Auslaufer von Myofibroblasten des Chorionmesoderms umgeben
von Kollagenfasern (#). Filamente (-), Caveolae (Pfeil), Lysosomen (*).
VergroRerung 20000fach.

Abb. 19: Zwei Myofibroblastenauslaufer im Chorionmesoderm. Der obere
Zellauslaufer enthalt Glykogen (X), im unteren Zellauslaufer zahlreiche Caveolae
(Pfeil), sowie filamentreiche Zone mit dense plaques (+). Kollagenfasern (#).
VergréRerung 20000fach.
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Abb. 20: Zwei Zellauslaufer von Myofibroblasten im Chorionmesoderm.
Filamentreiche Zone mit dense plaques (+), glykogenreiche Zone (X),
Kollagenfasern (#). VergrofRerung 25200fach.

Abb. 21: Myofibroblast im Chorionmesoderm, filamentreiche Zone mit dense

plaques in der rechte Seite der Zelle. Umgeben von Kollagenfasern
(#), Zellkern (™). Vergroflerung 25200fach.
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IV. Diskussion

In der vorgelegten Arbeit konnte erstmals zweifelsfrei gezeigt werden, daf} die in
muskelphysiologischen Untersuchungen nachgewiesenen kontraktilen
Eigenschaften des extravasalen Systems der Chorionplatte und der PVCS der
Stammzotten nicht auf einer Kontamination des Gewebes mit den
Mediamuskelzellen der fetalen Gefalde beruhen, sondern eine eigenstandige
Leistung der a-Aktin-positiven Zellen darstellen. Damit leistet die vorgelegte Arbeit
einen entscheidenden Beitrag zur Beilegung eines fast einhundert Jahre wahrenden
Disputes in der Plazentaforschung, in dem immer wieder angezweifelt wurde, daf}

es in der Humanplazenta aul3erhalb von Blutgefalden kontraktile Zellen gibt.

IV. 1. Myofibroblasten

Wie bereits in der Einleitung dargestellt, wurde seit Happe (1906) von der Existenz
glatter Muskelzellen in der humanen Plazenta ausgegangen. In seiner
ultrastrukturellen Untersuchung der Chorionplatte beschreibt und dokumentiert
Bertolini 1969 erstmals Zellen mit deutlichen zytologischen Kriterien von
Myofibroblasten, ohne die Zellen jedoch so zu bezeichnen. Schiebler und Kaufmann
(1981) bezeichneten diese Befunde als falsch. Im Gegensatz dazu, wurde in
spateren ultrastrukturellen Untersuchungen anderer Autoren der Nachweis von
Myofibroblasten bzw. Glattmuskelzell-ahnlichen Zellen in der Chorionplatte und in
den Stammzotten bestatigt (Feller et al. 1985; Demir et al. 1992; Kohnen, 1993;
Graf et al. 1994). Die Befunde der vorgelegten Untersuchung, in der die
extravasalen Zellen mit kontraktiler Ultrastruktur jeweils Myofibroblasten darstellen
und sowohl in den Proben des Chorionmesoderms als auch in den
Stammzottenmanschetten gefunden wurden, stehen mit den Arbeiten von Feller et
al. (1985), Demir et al. (1992), Kohnen (1993) und Graf et al. (1994) im Einklang.
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Myofibroblasten kdnnen sich auf einen funktionellen Reiz hin aus Fibroblasten
differenzieren und besitzen die morphologischen Kriterien sowohl von Fibroblasten
als auch von glatten Muskelzellen (Skalli et al., 1987; Schirch et al. 1992; Lullmann-
Rauch, 2003). Zu diesen Kriterien zahlt ihr spindelférmiges bis polygonales
Aussehen mit langen zytoplasmatischen Zellauslaufern, die u.a. Uber gap junctions
miteinander verbunden sind. Sie besitzen zahlreiche Caveolae resp.
subplasmalemmale Vesikel. Im Zytoplasma befinden sich viele mit dense bodies
durchsetzte Mikrofilamente, die parallel zur Langsachse der Zellen angeordnet sind.
Charakteristisch ist auch die im Vergleich zu den glatten Muskelzellen reiche
Ausstattung mit Golgi Apparat und rauhem endoplasmatischen Retikulum, so wie es
fur die Fibroblasten typisch ist. Als Zeichen ihrer Kontraktion finden sich in vielen
Myofibroblasten Einkerbungen des Zellkerns (Lane, 1965; Bloom und Cancilla 1969;
Franke und Schinko 1969; Majno et al. 1969; Rudolph et al., 1977). Die Basallamina
der Myofibroblasten ist lickenhaft und die Zellen sind Uber so genannte fibronexus
mit dem Stroma verbunden (Singer, 1979, Singer et al. 1984). Samtliche dieser
Kriterien konnten in der vorgelegten Arbeit in den Zellen der Gewebsproben der
Chorionplatte und der Stammzotten ultrastrukturell nachgewiesen werden. Da die
entsprechenden Proben fur die ultrastrukturellen Untersuchungen nach denselben
Kriterien, die flr die Entnahme flr die muskelphysiologischen Untersuchungen
galten, entnommen wurden, kann bei den Zellen der vorgelegten Untersuchung von
Myofibroblasten ausgegangen werden. Untermauert wird dieser Befund durch den
immunzytochemischen Nachweis von a-Aktin in Zellen der Gewebsproben des
Chorionmesoderms und der Stammzotten, die im Anschluf® an die
muskelphysiologischen Untersuchungen untersucht wurden. a-Aktin ist ein
essentielles kontraktiles Protein der Myofibroblasten (Skalli et al. 1987). Damit
decken sich die eigenen Ergebnisse mit denen von Graf et al. (1992).
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IV.2.Muskelphysiologische Untersuchungen

Fir die Messung der Krafte kontraktiler Zellen werden im wesentlichen zwei
Methoden der Kraftmessung angewandt. Dies sind zum einen isometrische und
zum anderen isotonische Kraftmessungen. Bei den isometrischen Untersuchungen
werden die Krafte gemessen, die gegen einen Widerstand geleistet werden, ohne
dald sich der Muskel dabei verkirzt. Das Produkt aus Kraft mal Weg ist Null. Der
Muskel verrichtet somit eine statische Arbeit. Man mildt hierbei die flr den jeweiligen
Stimulus maximal auftretende Kraft.

Isotonische Messungen erfassen die Krafte, die notig sind, eine vorgegebene Kraft
zu Uberwinden. Hier wird dynamische Arbeit verrichtet. Positiv dynamische Arbeit,
wenn der Muskel die vorgegebene Kraft Giberwindet und sich verkiirzt. Ubersteigt
die vorgegebene Kraft die des Muskels, wird der Muskel bei der Kontraktion
gedehnt, es wird negativ dynamische Arbeit verrichtet. Isotonische Kraftmessungen
erfassen nur die von aul3en vorgegebene Kraft. Um solche Messungen durchflihren
zu kénnen, sollte im Vorfeld schon klar sein, in welcher GréRenordnung die Krafte
liegen. Da fur die vorgelegte Untersuchung keine Grof3enordnungen bekannt waren,
waren isometrische Messungen zur Erfassung der fur den jeweiligen Stimulus
maximalen Kraft besser geeignet. Zur Stimulation wurde 100mM KCI-Lésung
verwandt. Der Mechanismus, dem eine Kontraktion durch die Gabe einer 100mM
KCI-L6sung zugrunde liegt, besteht in einer Depolarisation der Zellmembran. Es
kann somit im Verlauf der Versuche nicht zu einer Adaptation der jeweiligen
substanzspezifischen Rezeptoren kommen, die dann ein falsch positives oder
negatives Ergebnis ergeben konnten. Weiterhin entstehen auch keine falsch
negativen Ergebnisse durch das eventuelle Fehlen einiger substanzspezifischer
Rezeptoren. KCl ist eine der am starksten kontraktil wirkenden Substanzen, sie war

somit fUr diese erste Untersuchung besonders geeignet.
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Mit der vorgelegten Untersuchung konnte gezeigt werden, dal® nach Anwendung der
unter Punkt I11.1.1. genannten Ausschlul3kriterien 96,26 % der untersuchten Proben in
der Lage sind, sich adaquat auf einen von aufl3en zugeflhrten Reiz zu kontrahieren.
Die a-Aktin positiven Zellen in den untersuchten Proben erflllten somit das wichtigste
Kriterium einer kontraktilen Zelle, namlich die Kontraktion auf einen adaquaten Reiz.
Diese Kontraktionen konnten sowohl in den Gewebeproben der PVCS als auch in
denen des Chorionmesoderms nachgewiesen werden. Die gemessenen Krafte (200-
2600uN) bewegten sich dabei im Bereich der Krafte, die von Myofibroblasten
generiert werden kdnnen (Gabbiani, 1992; Schirch et al. 1992; Kolodney und
Wysolmerski 1992). SchlieRlich konnte auch das Ansprechen auf relaxierende

Substanzen gezeigt werden.

Auffallig sind die unterschiedlichen Kontraktionskrafte der Proben der einzelnen
Plazenten. Erklarungen konnten sich einerseits aus den unterschiedlichen
.Belastungen” wahrend der Schwangerschaft wie z.B.: Dauer der Wehentatigkeit,
Pressperiode, applizierte Pharmaka oder auch die intrauterine Verweildauer nach
dem Blasensprung und andererseits aus morphologischen Besonderheiten wie z. B.
Dicke der Plazenta, Nabelschnuransatz oder unterschiedliche Zahl der

Myofibroblasten pro untersuchter Gewebsprobe ergeben.

Der Sitz der Plazenta befindet sich in der Regel im Bereich des zentralen Fundus
uteri bzw. im Bereich der lateralen Uteruswand (Gonser et al. 1996, Beck, 1992).
Folglich befindet sich die Basalplatte unter Bedingungen wie Stehen, Sitzen und
Gehen eher kranial. Das mutterliche Blut wird also nicht gegen die Schwerkraft in
den intervilldosen Raum hineingespritzt und lauft dann nicht mit der Schwerkraft
wieder heraus. So wird es meistens in den Abbildungen zum matterlichen Blutfluf3
durch die Plazenta in den gangigen Lehrblchern und in der Fachliteratur (Stieve,
1940, Corner, 1963, Benirschke und Kaufmann, 1990) zwar einleuchtend, jedoch
ohne Beachtung der richtigen Position der Plazenta im Uterus falsch dargestellt.
Liegt die Plazenta im zentralen Bereich des Fundus uteri, fallt das mutterliche Blut
formlich in den intervilldsen Raum und muf gegen die Schwerkraft wieder

herausgeleitet werden. Klar wird diese Betrachtung an hand der wenigen
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Abbildungen mit richtiger Position der Plazenta im Uterus (siehe hierzu Boyd und
Hamilton, 1970). Spanner (1936) postulierte bereits, dal} innerhalb der Plazenta
zwei Systeme zur Verspannung existieren. Das eine System beschreibt er als
passive Verspannung, bei der die Chorionplatte mittels Haftzotten mit der Dezidua
verbunden ist, das andere stellt das aktive Muskelzellsystem dar, welches von der
Chorionplatte in die Stamm- und Haftzotten reicht. Bei Kontraktion dieses aktiven
Systems, so Spanner 1936, wiurde sich nicht nur die Chorionplatte kontrahieren
sondern auch die Stammzotten und somit bei jeder Kontraktionswelle die
Chorionplatte gegen die Dezidua lenken. Die dabei entstehende Kraft wirde das
mutterliche Blut gegen die Schwerkraft aus dem intervilldsen Raum in den venosen
Randsinus und damit in die Uterusvenen treiben. Durch diesen beschriebenen
Mechanismus fur den Abflu® des mutterlichen Blutes aus der Plazenta kommt es zu
einer hohen Beanspruchung der Plazentaarchitektur. Durch die einwirkenden Krafte
konnte es wahrend der Plazentaentwicklung zu einer gerichteten und damit
funktionell wirkungsvollen Anordnung der a-Aktin-positiven Zellen bzw. ihrer
Filamente kommen. Nach Untersuchungen von Kolodney und Wysolmerski (1992)
konnen Nichtskelettmuskelzellen, anders als Skelettmuskelzellen, bei denen die
Anordnung des Zytoskeletts definiert ist, ihr Zytoskelett als Antwort auf
physiologische Stimuli neu arrangieren. Gestutzt wird diese Vermutung durch
morphometrische Untersuchungen von Plazenten von Patientinnen mit
Praeklampsie, bei denen die PVCS deutlich schwacher ausgebildet ist als bei
Plazenten von unkomplizierten Schwangerschaften (personliche Mitteilung von Prof.
Graf). Aullerdem sind die Praeklampsie-Plazenten deutlich weicher und
‘schwammiger’ von der morphologischen Konsistenz her, als Plazenten
umkomplizierter Geburten (ebenfalls personliche Mitteilung Prof. Graf). Bei
Praeklampsie entfallt die Trophoblasteninvasion der Spiralarterienwand. Damit
konnte auch der physiologische Stimulus zum Neuarrangement des Zytoskeletts
von Nichtskelettmuskelzellen, hier der Myofibroblasten, fehlen.

Nach den Untersuchungen von Bacon et al. (1986) sind die zentralen und
parazentralen Bereiche der Plazenta die Regionen mit den besten
Stoffaustauschraten, was fur eine hohe Durchblutung und damit auch eine hohe

Belastung spricht. Nach Ansicht Bacons (1986) scheinen diese Bereiche fur
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reprasentative Untersuchungen besonders geeignet zu sein. In der vorgelegten
Arbeit konnte gezeigt werden, dal} die besten Resultate in der Untersuchung des
CM bei den Proben des mittleren bis zentralen Drittels der Plazenta gefunden
wurden. Wie unter Punkt Ill. 2. aufgefuhrt, zeigten morphologische Kriterien wie z.
B. zunehmende Plazentaflache und abnehmende Dicke des Organs eine bessere
Stimulierbarkeit mit starkeren Kontraktionen, wahrend zunehmende Plazentadicke
bei abnehmende Plazentaflache zu schlechteren Messergebnissen fuhrte. Diese
Ergebnisse kdnnten die These Uber eine der Belastung angepaliten Neuanordnung
des Zytoskeletts (Kolodney und Wysolmerski (1992) und der damit verbesserten
Funktion der untersuchten Zellen, hier der Myofibroblasten, unterstitzen. Statistisch
zeigt sich in der vorgelegten Arbeit eine Tendenz zur Signifikanz, da nur 2 ,kleine
dicke Plazenten® in der Untersuchnungsstichprobe enthalten waren.

Schliel3lich konnte, wie auch in der Arbeit von Krantz und Parker (1963), gezeigt
werden, dal} Proben aus Plazenten, die 20 min und mehr nach dem Kind geboren
wurden, zu keiner Kontraktion stimulierbar waren. Damit kdnnte die Dauer des
Kontaktes mit der stehenden Blutsaule eine entscheidende Rolle fur die
Stimulierbarkeit der untersuchten Zellen haben. Da durch die einsetzende
Hamolyse u.a. gro3e Mengen von Kaliumionen frei werden, kommt es zwangslaufig
zu Depolarisationen an der Zellmembran der zu untersuchenden Zellen. Eine
erneute Stimulation mittels 100mM KCI-Lésung innerhalb kirzester Zeit ist schwer
zu erreichen. Die besseren Ergebnisse bei den muskelphysiologischen
Untersuchungen nach 12-16-stindiger Ruhephase in PSS-Lésung sprechen hierfur.

Wie in der Chorionplatte sind die Myofibroblasten und die sie umgebenden
kollagenen und elastischen Fasern auch in der PVCS morphologisch streng
geordnet. Die vorgelegten Mel3ergebnisse zeigen jedoch, dal® die Gewebsproben
des Chorionmesoderms hdhere Krafte generieren als die der Stammzotten. Die
angewandten Methoden der vorgelegten Arbeit lassen eine Erklarung fur diesen
Befund derzeit nicht zu. Hier konnten morphometrische Untersuchungen der
Gewebsproben geeignet sein, mit denen die tatsachliche Dichte der Zellen pro
untersuchtes Probenvolumen erfal3t werden kann. Abgesehen von der

zahlenmafigen Verteilung der kontraktilen Zellen pro Flache kommt es, wie Kohnen
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et al. (1995, 1996) in ihrer Arbeit feststellten, in der PVCS zu einer

Umdifferenzierung der subtrophoblastaren Fibroblasten zu Myofibroblasten mit der
Differenzierungsrichtung zum zentralen Gefal} hin. Diese Umdifferenzierung betrifft
auch das Zytoskelett der jeweiligen Zellen. Der héchste Anteil an ausdifferenzierten

Myofibroblasten befindet sich somit unmittelbar neben dem GefaR.

I\VV.3. Physiologie

Im Rahmen der Plazentaforschung wurde schon frih die Frage diskutiert, wie das
mautterliche Blut aus dem intervilldsen Raum zuruck in den mutterlichen Kreislauf
gelangt, da es sich aul3erhalb der mutterlichen Strombahn befindet und somit nicht
durch diese beeinflul3t werden kann. In der Literatur (Hérmann, 1953, Kaufmann,
1985, Polin und Fox 1992) wurden verschiedene Modelle der Zirkulation durch die
Plazenta auf mutterlicher und fetaler Seite diskutiert. Hierbei wurde insbesondere auf
mdgliche Einflulnahmen sowohl von fetaler als auch mutterlicher Seite hingewiesen.
Grosser (1927) sah nicht die Triebkraft des Herzens, sondern die Wehen des Uterus
als Hauptmechanismus der Durchblutung und Entleerung des intervilldsen Raumes
an. Andere Autoren (Dyroff, 1929 und Pankow, 1929) gehen davon aus, dal} nicht
mefbare Partialkontraktionen des Uterus den intervilldsen Raum entleeren.
Hingegen halt Spanner (1936) die Wehen flr die Aufrechterhaltung des Kreislaufes
im intervilldsen Raumes nicht fur notig, vielmehr geht er davon aus, dal} die
Tonusschwankungen des Myometrium die Entleerung des intervilldsen Raumes
beglnstigen kdnnen. Schroeder (1930) flhrt hierzu an, dal} die Tonusschwankungen
den zwischen Uteruswand und inkompressibler Fruchtblase gelegenen intervilldsen
Raum in guter Spannung halten, wie die GefalRwand ihr Gefald. SchlieRlich konnten
laut Spanner (1936) Tonusschwankungen der Plazenta selbst Einflu® auf die
Durchblutung haben. Neben Spanner (1936) sahen auch Dubreuil und Riviere (1932)
in den Wehen wahrend der Schwangerschaft keinen geeigneten Mechanismus zur
Entleerung des intervilldsen Raumes oder zur Steuerung der Durchblutung
desselben.

Dal die Wehen keinen geeigneten Mechanismus zur Steuerung der Durchblutung

darstellen, entspricht auch der eigenen Ansicht. Zum einen nimmt die Wehentatigkeit
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erst im Verlauf der Schwangerschaft zu und zum anderen gibt es nachweislich grol3e
Phasen ohne jegliche Wehentatigkeit in der Schwangerschaft. Schliel3lich werden
unter einer Kontraktion des Myometrium sowohl Arterien als auch Venen komprimiert;
es ist somit nicht nachvollziehbar, daf} die Venen als Niederdrucksystem weniger
komprimiert werden als die Arterien mit ihnrem Hochdrucksystem. In Anbetracht dieser
Tatsache mufte es unter einer Wehe zu einem Blutstau in der Plazenta kommen, da
die Venen komprimiert sind und somit das Blut aus dem intervilldsen Raum
schlechter ableiten kdnnen, die Arterien jedoch, wenn auch eingeschrankt, in der
Lage sind, weiter Blut in den intervilldsen Raum zu pumpen. Somit ist dieser
Mechanismus zur Steuerung der Durchblutung des intervilldsen Raumes ungeeignet.
Rankin und McLaughlin (1979) waren in diesem Zusammenhang in ihren
Untersuchungen zu der Meinung gekommen, dal} die mutterliche
Plazentadurchblutung nicht, bzw. zum Teil nicht unter mutterlicher Kontrolle liegt. Da
die mutterlichen Spiralarterien, welche die Plazenta versorgen, nach der zweiten
Trophoblastinvasion keine Moglichkeit zur Autoregulation haben, mufite jede kleinste
Anderung des fetalen Bedarfes im Tagesverlauf zur Minder- oder Uberversorgung
fuhren. Eine dem fetalen Bedarf angepal3te Durchblutung ist so nicht zu erreichen.
Wie neuere Untersuchungen mittels ,Star volume estimator” zeigen, kommt es bei
Steigerung des arteriellen Nabelschnurdruckes, z. B. wahrend einer Hypoxie, zu
einer Vergrolerung des intervilldsen Raumes und somit zur Steigerung des
Blutvolumens im intervilldsen Raum. Auf der anderen Seite kdnnen die fetalen
Gefalle durch steigenden Druck im intervillosen Raum komprimiert werden. Dies soll
zu einem Ansteigen des Resistance Index in den umbilikalen Gefalken fluhren.
Hierdurch kénnte der Blutflul3 des intervilldsen Raumes ebenfalls angepal’t werden
(Karimu und Burton, 1993, 1994). Es entsteht ein zweiseitiges rickgekoppeltes
System. Grundlegende Voraussetzung fur die Regelung der Durchblutung des
intervilldsen Raumes durch den Feten, scheint dabei die Trophoblastinvasion in die
Media der Spiralarterien zu sein. Sie zeigt den groften signifikanten Effekt auf die

Qualitat der Plazentadurchblutung und die spatere fetale Entwicklung (Jaffe, 2001).

Mit zunehmender Schwangerschaftsdauer kommt es zu einem Abfall des

Spiralarteriendruckes (Carbillon et al. 2000). Ist die vollstandige Invasion und
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Zerstorung der Media nicht moglich, kommt es, wie verschiedene Untersuchungen
zeigen, zu IUGR, Praeklampsie und Frahgeburtlichkeit (Xu et al. 1998, Kam et al.
1999, lto et al. 1998, Carbillon et al. 2001). Auch auf fetaler Seite scheint die
Entwicklung und Reaktivitat der fetoplazentaren Durchblutung ein wohl geordnetes
Phanomen zu sein. Sie folgt einer prazisen Chronologie und wird durch eine Vielzahl
vasoaktiver und angiogener Faktoren gesteuert. Das Endothel der Zottengefalie
entlalt vasodilatierende Substanzen zur Verbesserung der eigenen Kapazitat,
welche eine entscheidende Rolle im allmahlichen Abfall des ,vascular resistance
index’ der Plazenta spielen (Ferre, 2001). Die Gefal3neubildung soll durch den
Hypoxie empfindlichen vascular endothelial growth factor gesteuert sein (Kingdom
und Kaufmann, 1999). Dal die Plazenta eine Reihe von vasoaktiven Autakoiden
selbst synthetisiert oder Vorstufen aus dem Kreislauf zu aktiven Substanzen
umwandelt kann ist seit Iangerem bekannt (Boura und Walters 1991, Myatt 1992).
Weitere Voraussetzung fur das Wirken solcher Substanzen ist deren Abbau. Die
Plazenta ist z. B. reich an Angiotensinase A deren Angiotensin-ll-abbauende
Funktion biochemisch bestatigt wurde (Kurauchi et al. 1990) und Dipetidylpeptidase
IV (DPP 1V), deren Substanz-P-spaltende Wirkung ebenfalls biochemisch bestatigt
wurde (Feller et al. 1985, Puschel et al. 1982).

Aus den angefiuhrten verschiedenartigsten Moglichkeiten der EinfluBnahme auf die
Durchblutung des intervillosen Raumes ergibt sich die Notwendigkeit, die
ausgesandten Signale in ,Regulationsbewegungen® umzusetzen. Die von Dubreuil
und Riviere 1932 erstmals aus Chorionplatte und Stammzotten isolierten Zellen, mit
den von ihnen beschriebenen Charakteristika von glatten Muskelzellen, kdnnten das
morphologische Korrelat zur Steuerung der Durchblutung des intervillosen Raumes
darstellen. Graf et al. (1996, 1997) erkannten, dal} die von Dubreuil und Riviére und
Spanner beschriebenen Zellen mit den in eigenen Arbeiten als Myofibroblasten
identifizierten Zellen identisch sind und mit dem umgebenen kollagenen und
elastischen Bindegewebe sowohl in der Chorionplatte als auch in den Stammzotten
ein funktionelles myofibroelastisches System bilden. Begunstigend fur eine
Stimulation wirkt sich die anatomische Lage des myofibroelastischen Systems

zwischen intervilldsem Raum und fetalen Blutgefal3en aus. Wie die Ergebnisse der
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vorgelegten Arbeit zeigen, konnten die untersuchten Proben sowohl des
Chorionmesoderms als auch der PVCS zu Kontraktionen auf unterschiedlichste
Reize stimuliert werden. Auf Grund der morphologischen Untersuchungen dieser
Proben in denen die ultrastrukturellen und immunhistochemischen Eigenschaften von
Myofibroblasten nachgewiesen werden konnten, kann in diesen Zellen des
myofibroelastischen Systems das morphologische Korrelat zum Auffangen von

Durchblutungsveranderungen des intervilldsen Raumes gesehen werden.

Bis heute gingen die Uberlegungen immer der Frage nach, wie das Blut aus dem
intervilldosen Raum herausgelangt. Dal3 aber nicht nur zu viel Blut im intervillosen
Raum sein kann, sondern dal} es auf Grund eines eingeschrankten Kreislaufes auf
Seiten der Mutter auch zu einer Blutleere kommen kann wurde kaum in die
Erwagungen mit einbezogen.

Hier mufdte der intervilldsen Raum dem weniger werdenden Blutvolumen angepal3t
werden. Wie unsere Versuche zeigen, kommt es zu sehr starken Kontraktionen (bis
6900 uN/mm?) der untersuchten Proben, wenn die Vorlast reduziert wird. Es war
hierbei nicht entscheidend, ob die Vorlast 100 uN oder 500 uN betrug. Die
Ausldsung der Kontraktion erfolgt prompt nach Entlastung. Es ist anzunehmen, dal}
dieser Mechanismus dazu dient, immer einen konstanten Druck auf der Blutsaule
des mautterlichen Kreislaufes zu halten, um einem Sistieren des Blutflusses

entgegenzuwirken.

Im Augenblick der Geburt kommt es mit dem Blasensprung zum Verlust der
stabilisierenden Wirkung des Fruchtwassers. Die Plazenta war bis zu diesem
Augenblick zwischen Uterus und prall gefullter Fruchtblase eingebettet, ein
Ausweichen war nicht moglich. Ohne eine Gegenregulation konnte sich die
Plazenta nun der Schwerkraft folgend, zunehmend mit mutterlichem Blut fullen.
Hierdurch wurde ihre Anatomie verandert, mithin die Durchblutung, letztlich ware die
adaquate Versorgung des Fetus nicht mehr gewahrleistet. Bis zur Geburt sind es
jedoch noch durchaus mehrere Stunden hin. Genau an dieser Stelle ist es von
entscheidender Bedeutung eine Gegenregulation auslésen zu kdnnen, die nicht erst

bei zunehmender Dehnung der a-Aktin-positiven Zellen erfolgen darf, sondern direkt
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in dem Augenblick, indem die stabilisierende Wirkung des Fruchtwassers entfallt.
Durch maximale Kontraktionen sowohl der Zellen im Chorionmesoderm als auch in
der PVCS konnte die Anatomie der Plazenta stabilisiert werden, eine weitere

Versorgung des Fetus in den Stunden bis zur Geburt konnte gesichert werden.
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V. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine standardisierte Methode zur
Isolierung und umfassenden Untersuchung der a-Aktin-positiven extravasalen
Zellen der Plazenta entwickelt. Die technischen, anatomischen und physiologischen
Probleme bei der Behandlung und Untersuchung der Proben erforderten viele
Losungsansatze zur Etablierung der Methode. Bei der Entwicklung der
Praparationstechnik der PVCS waren drei Besonderheiten der
Stammzottenmorphologie hilfreich: Erstens ist das in den Zotten subtrophoblastar
gelegene Kapillarnetz (Boyd und Hamilton, 1970) deutlich abgrenzbar, zweitens
sind radiar abgehende Gefalie in den Stammzotten gut zu erkennen und drittens
kann genau perivasal prapariert werden. Somit ist die PVCS reproduzierbar zu
gewinnen. Bei der Praparation des Chorionmesoderms wurde unter der Stereolupe
sorgfaltig auf Anzeichen kleinster Blutgefalle geachtet, um anschliel3end
schichtweise das Chorionmesoderm zu praparieren. Wie die nach den
physiologischen Untersuchungen durchgefiihrten immunzytochemischen
Untersuchungen ergaben, sind die gewonnenen Proben reproduzierbar frei von
Mediamuskelzellen. Die in der vorgelegten Arbeit entwickelten
Praparationstechniken bilden somit die geeignete Grundlage zur Untersuchung der

Funktion der PVCS und des Choriomesoderms.

Die in den Stammzotten der menschlichen Plazenta gelegene PVCS und die a-Aktin-
positiven Zellen der Chorionplatte sind unter experimentell-physiologischen
Bedingungen aktiv zur Kontraktion und Relaxation fahig. Es gelang zweifelsfrei
nachzuweisen, daf die untersuchten Proben frei von Mediamuskelzellen waren.
Damit beweist die vorgelegte Arbeit, dal® die von Graf et al. (1994) vorgeschlagene
Bezeichnung perivasale kontraktile Manschette richtig ist und tragt entscheidend zur
Ldsung des seit fast einhundert Jahren wahrenden Streites Uber eine mogliche

Kontraktilitat der extravasalen Aktin-positiven Zellen der Plazenta bei.
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VIl. Abbildungs- und Materialverzeichnis

VII.1. Abbildungen

Abbildung Titel Seite
Nr.
1 Praparation der Chorionplatte 10
2 Praparation des Chorionmesoderms 11
3 Stammzotte. PVCS: perivasale kontraktile Manschette 13
4 Praparation der Stammzottenmanschette 13
Gefallpraparation aus der Chorionplatte 14
6 Chorionmesoderm, Plazenta 0, passive Kraft unter PSS, 28
Transducer KG3
7 Chorionmesoderm, Plazenta 0, Stimulation mit 100 mM KClI- 28
Lésung, Transducer KG3.
8 PVCS, Plazenta 29, passive Kraft und anschlieliende Stimulation 29
mit 100 mM KCI-Lésung, Transducer KG7a
9 Chorionmesoderm, Plazenta 10, repetitive Stimulation mit 29
Serotonin und Endothelin-1, Transducer KG 3

10 Chorionmesoderm, Plazenta 12, Transducer KG 3. Relaxieren 31

einer Spontankontraktion mit 10 M Adenosin.
11 Chorionmesoderm, Plazenta 4, repetitive Stimulation mit 100mM 32

KCI-Lésung unter Veranderung der Vordehnung

Ausgangslange der Probe 3mm

12 Chorionmesoderm, Plazenta 4, repetitive Stimulation mit 100mM 32

KCI-Lésung unter Veranderung der Vordehnung

Ausgangslange der Probe 3mm
13 PVCS, Plazenta 30, repetitive Stimulation einer Probe mit 100 mM 33
KCI Lésung, mit jeweils nachfolgender Auswaschung durch PSS,
unter Veranderung der Vordehnung

14 PVCS. Immunfluoreszenz (*) nach Inkubation mit anti-a-Aktin. 34

Zahlreiche a-Aktin positive Zellen in paralleler Verlaufsrichtung.
VergrofRerung 800fach.
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15

Positivkontrolle. Immunfluoreszenz nach Inkubation mit anti-vWF.
Blutgefalde (*) im Tragermaterial (hier Schweineschnitzel).
VergrofRerung 500fach.

35

16

Positivkontrolle. Immunfluoreszenz nach Inkubation mit anti-vWF.
Blutgefalde (*) im Tragermaterial (hier Schweineschnitzel).
VergrofRerung 500fach.

35

17

Immunreaktivitat nach Inkubation mit anti-vwWF, Visualisierung
mit DAB. PVCS (X) auf Tragermaterial (hier Schweineschnitzel),
mit deutlicher Reaktivitat (*) der Blutgefalle im
Schweineschnitzel. Vergrofierung 500fach.

36

18

Zwei Auslaufer von Myofibroblasten des Chorionmesoderms
umgeben von Kollagenfasern (#). Filamente (-), Caveolae (Pfeil),
Lysosomen (*). VergréfRerung 20000fach.

37

19

Zwei Myofibroblastenauslaufer im Chorionmesoderm. Der obere
Zellauslaufer enthalt Glykogen (X), im unteren Zellauslaufer
zahlreiche Caveolae (Pfeil), sowie filamentreiche Zone mit
dense plaques (+).

Kollagenfasern (#). VergroRerung 20000fach.

37

20

Zwei Zellauslaufer von Myofibroblasten im Chorionmesoderm.
Filamentreiche Zone mit dense
plaques (+), glykogenreiche Zone (X), Kollagenfasern (#).
Vergroflerung 25200fach.

38

21

Myofibroblast im Chorionmesoderm, filamentreiche Zone
mit dense plaques in der rechte Seite der Zelle. Umgeben von
Kollagenfasern (#), Zellkern (*). Vergrof3erung 25200fach.

38
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VIl.2. Tabellen
Tabelle Nr. Titel Seite
1 Zusammensetzung des Plazentenkollektivs 9
2 Substanzen und Konzentrationen 20
3 PVCS, Mehrfachstimulation jeweils einer Probe mit 25
100mM KCI-Losung
4 Eingesetzte Substanzen und gemessene 30
Kontraktionskrafte
5 Angaben zu den einzelnen Messungen 65
VI1.3. Diagramme
Diagramm Titel Seite
Nr.
1 25
Kontraktionskrafte von BlutgefaRen der Plazenta
und der untersuchten Zellen
2 Kontraktionskraft in Abhangigkeit der 27
Nabelschnurinsertion




VIl.4. Materialverzeichnis

Material

Plazenten

Gerate:

MeRplatz bestehend aus:
Basisgerat fur intakte Muskelstreifen
MK 1L

ZweikammerkUvettensytem
(Volumen ca. 5 ml)

Begasung mit Warmetauscher
Krafthnehmer KG 3, mit Praparategreifer
Krafthehmermessbricke BAM 4 C
mit Analogcomputer

Vakuumpumpe

1-Kanal Schreiber

Brutschrank

Kaltlichtlampe

Stereolupe
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Bezugsquelle

Kreissaal der Frauenklinik am Campus
Benjamin Franklin, Charité-
Universitatsmedizin Berlin,

Professor Dr. med. H. Hopp

Kreissaal der Frauenklinik Vivantes Klinikum
Neukodlln, Berlin,

Professor Dr. med. K. Vetter,

Dr. med. M. Nierhaus

Fa. Scientific Instruments GmbH

Heidelberg, Deutschland

Fa. Heraeus, Hanau, Deutschland

Fa. Wild Herrbrugg, Schweiz

Makromar, Mahr, Deutschland



Material

Scheren und Pinzetten

Kryostat Modell 2800N

Elektronenmikroskop (EM 10)

Antikorper:

anti-a-Aktin (Klon asm-1)

von Willebrand Faktor (polyklonal)

non-Immunserum (Maus)

biotinylierten Sekundarantikorper
(monoklonal Maus IgG, Klon 1A4)

TRITC Ziege anti Maus 1gG

Sekundarantikorper

72

Fa.

Bezugsquelle

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen,

Deutschland

Reichert-dJung, Heidelberg, Deutschland

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

(biotinyliertes Ziegen-anti-Kaninchen 1gG)

TRITC-IgG, Kaninchen

Fa.

Zeiss, Jena, Deutschland

Boehringer, Mannheim, Deutschland

Dakopatts, Hamburg, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Nordic, Tilburg, Niederlande

Serva, Heidelberg, Deutschland

Dakopatts, Hamburg, Deutschland



Material

Chemikalien:

Aceton

Acetylcholin,
Chlorid

Adenosin

Angiotensin Il,

Acetate human

Avidin und

biotinylierter Meerrettich-Peroxidase

(Vectastain ABC)

Araldit

Carbachol

Vectastain Kit |ll, DAB

Endothelin | Porcine

Ethanol
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Bezugsquelle

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,

Deutschland

Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,

Deutschland

Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,
Deutschland

Fa. Vector Laboratories, Burlingame, USA

Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,
Deutschland
Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,

Deutschland

Fa. Vector Laboratories, Burlingame, USA)

Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,

Deutschland

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland



Material

Formaldehyd

Glucose

Glutardialdehyd

Glycerin

Glyceringelatine

HEPES

5-Hydroxytryptamin,

Hydrochloride

Osmiumsaure

Oxytocin,

Acetat Salz

Poly-L-Lysin

Propylenoxid

Prostaglandin,
F2 o«-Methylester

74

Bezugsquelle

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,
Deutschland

Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,

Deutschland

Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,

Deutschland

Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,

Deutschland

Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,
Deutschland

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,

Deutschland



Material

PVP(Polyvinylpyrrolidon)

Sustance P,
Acetat Salz

Sauerstoff

NaCl, MgCl, KCI, Na;HPO4

Schweineschnitzel
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Bezugsquelle

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,
Deutschland

Fa. Linde, Stadl-Paura, Ostereich

Fa. Sigma BioSciences, Deisenhofen,

Deutschland

Ortlicher Fleischer, Berlin-Dahlem
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VIIl. Anhang

Tabelle 5
Probe aus SSW Durch- Dicke  NabelSchnur- Kontraktions-  Substanzen/ Gefald-
CM/PVCS messer incm  Ansatz auf der kraft Konzentration nachweis
PINr.- PrNr. incm CP / Vask in MmN/ mm? positiv
CM 0-1 40+6 >15 <3 nicht untersucht 2,65 100 mM KCI Nein
CM 1-2 39+0 >15 <3 Rand/ mittel 0,9 100 mM KCI Nein
CM 2-1 32+4 >15 <3 Rand/ mittel 0 100 mM KCI Nein
CM 3-2 37+2 >15 <3 Zentr/ mittel 0,65 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,6 100 mM KClI Nein
CM 4-2 39+0 >15 <3 Zentr/ mittel 0,4 PGF2a -6M Nein
>15 <3 0,65 Entdehnung Nein
>15 <3 0,65 Entdehnung Nein
CM 4-3 >15 <3 2,5 spontane Nein
Kontraktion
>15 <3 1,15 Entdehnung Nein
>15 <3 0,7 Entdehnung Nein
>15 <3 1,8 Entdehnung Nein
>15 <3 1,65 Entdehnung Nein
>15 <3 1,4 Entdehnung Nein
>15 <3 1,85 Entdehnung Nein
CM 4-4 >15 <3 29 spontane Nein
Kontraktion
>15 <3 1,95 Entdehnung Nein
CM 4-5 >15 <3 2,6 spontane Nein
Kontraktion
>15 <3 2,05 Entdehnung Nein
>15 <3 1,85 Entdehnung Nein
>15 <3 1,85 Entdehnung Nein
CM 4-6 >15 <3 1,85 spontane Nein
Kontraktion
CM 4-7 >15 <3 6,9 spontane Nein
Kontraktion
>15 <3 54 Entdehnung Nein
CM 5-1 38+6 >15 <3 Zentr/ mittel 0,6 100 mM KCl Nein
>15 <3 2,05 spontane Nein
Kontraktion
CM 5-2/ >15 <3 2,2 spontane Nein
Kontraktion
>15 <3 04 100 mM KClI Nein
CM 6-2 39+2 >15 <3 Rand/ mittel 0,5 spontane Nein
Kontraktion
CM6-3 >15 <3 1,25 100 mM KCI Nein
PVCS 6-1 >15 <3 1,05 spontane Nein
Kontraktion
CM 7-1 38+4 >15 <3 Rand/ mittel Hypotone Nein
Lésung
CM 8-1 38+4 >15 <3 Zentr/ mittel Hypotone Nein
Lésung
CM 9-1 38+2 >15 <3 Rand/ mittel Hypotone Nein

Ldsung
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Tabelle 5
Probe aus SSW Durch- Dicke Nabelschnur- Kontraktions-  Substanzen/ Gefal-
CM/PVCS messer incm  Ansatz auf der kraft Konzentration nachweis
PINr.- PrNr. incm CP / Vask in mN/ mm? Positiv
CM 10-4 40+5 >>15 <<3 Zentr/ gering 0,45 Serotonin -6M Nein
>>15 <<3 0,45 Serotonin -3M Nein
>>15 <<3 0,5 Serotonin -4M Nein
>>15 <<3 0,7 Serotonin -6M Nein
>>15 <<3 0,55 Endothelin-1 Nein
-T™M
>>15 <<3 0,65 Endothelin-1 Nein
-T™M
>>15 <<3 0,95 Endothelin-1 Nein
-T™M
CM 11-2 >15 <3 Zentr/ mittel 3,15 spontane Nein
Kontraktion
CM 121 39+1 >15 <3 Zentr/ mittel 0,75 spontane Nein
Kontraktion
CM 13-1 39+2 >15 <3 Rand/ mittel 0 Nein
CM 14-1 41+0 >15 <3 Zentr/ mittel 0,25 PGF2a -6M Nein
CM 15-1 40+2 >15 <3 Rand/ mittel 0,3 Serotonin -6M Nein
CM 15-2 >15 <3 0,2 Carbachol -6M Nein
>15 <3 0,25 Carbachol -8M Nein
>15 <3 0,3 Carbachol Nein
-10M
>15 <3 0,3 ACh -6M Nein
>15 <3 0,2 ACh -8M Nein
CM 16-1 <<15 >>3 Zentr/ stark 0 Serotonin -6M Nein
PGF2a -6M
Angiotensin Il
-6M
<<15 >>3 ACh -6M Nein
KCI 100 mM
Endothelin-1
-T™M
<<15 >>3 Nein
CM 171 38+5 >15 <3 Rand/ mittel 0,3 Endothelin-1 Nein
-T™M
CM 17-2 >15 <3 2,05 spontane Ja
Kontraktion
CM 17-3 >15 <3 0,3 Endothelin-1 Nein
-T™M
PVCS17-2 >15 <3 0,3 ACh-6M Nein
CM 18-2 39+6 >15 <3 Zentr/ mittel 0,3 ACh -6M Nein
CM 18-5 >15 <3 0,35 Serotonin -6M Nein
>15 <3 0,4 Endothelin-1 Nein
-6M
CM 19-3 39+1 >15 <3 Rand/ mittel 0,3 Serotonin -6M Nein
>15 <3 0,25 Serotonin -7M Nein
>15 <3 0,3 Angiotensin Il Nein
-6M
>15 <3 0,25 Angiotensin Il Nein
-8M
CM 20-1 40+1 >15 <3 Zentr/ mittel 0 Nein
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Tabelle 5
Probe aus SSW Durch- Dicke Nabelschnur- Kontraktions-  Substanzen/ Gefal-
CM/PVCS messer incm  Ansatz auf der kraft Konzentration nachweis
PINr.- PrNr. incm CP / Vask in mN/ mm? Positiv
CM 21-1 39+4 >15 <3 Rand/ mittel 0,25 Angiotensin Il Nein
-6M
>15 <3 0,25 PGF2a -6M Nein
PVCS21-3 >15 <3 0,25 Serotonin -6M Nein
CM 22-1 40+3 >15 <3 Rand/ mittel 0 Nein
CM 23-1 39+2 >15 <3 Zentr/ sark 0,35 PGF2a -7M Nein
CM 24-2 40+4 >15 <3 Zentr/ stark 0,2 Angiotensin Il Nein
-6M
CM 24-4 >15 <3 0,45 Oxytocin -6 M Nein
CM 25-1 31+0 PE Plaz. Rand/ stark 0 Nein
CM 26-4 38+1 >15 <3 Rand/mittel 1,05 spontane Nein
Kontraktion
CM 27-1 39+1 <<15 >>3 Zentr/ stark 0 100 mM KCI Nein
CM 28+1 33+0 >15 <3 Zentr/gering 0,36 Endothelin-1 Nein
-10M
>15 <3 0,2 Endothelin-1 Nein
-T™M
CM 28-2 >15 <3 0,6 Dehnung Nein
0,05mm
CM 29-1 41+1 >>15 <<3 Rand/ gering 1,23 100 mM KCI Nein
>>15 <<3 0,73 100 mM KCI Nein
>>15 <<3 0,195 100 mM KCI Nein
>>15 <<3 0,6 100 mM KCI Nein
>>15 <<3 0,62 PGF2a -6M Nein
>>15 <<3 0,24 PGF2a -8M Nein
CM 29-2 >>15 <<3 0,225 100 mM KCI Nein
29-1PVCS >>15 <<3 0,36 100 mM KCI Nein
>>15 <<3 0,255 100 mM KCI Nein
>>15 <<3 0,54 100 mM KCI Nein
>>15 <<3 0,54 100 mM KCI Nein
>>15 <<3 0,36 Endothelin-1
-T™M
30-2PVCS  39+0 >15 <3 Zentr/ stark 0,18 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,225 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,285 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,285 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,465 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,33 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,36 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,225 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,34 100 mM KCI Nein
30-3PVCS >15 <3 0,21 100 mM KClI Nein
>15 <3 0,075 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,15 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,21 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,3 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,27 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,57 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,45 100 mM KCI Nein
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Tabelle 5
Probe aus SSW Durch- Dicke Nabelschnur- Kontraktions- Substanzen/  Gefallnach-
CM/PVCS messer incm  Ansatz auf der kraft Konzentration weis
PINr.- PrNr. incm CP / Vask in mN/ mm? Positiv
>15 <3 0,27 100 mM KCI Nein
>15 <3 0,555 100 mM KClI Nein
>15 <3 0,18 100 mM KCI Nein
31-1PVCS  41+1 >15 <3 Zentr/ mittel 0,165 100 mM KClI Nein
32-2PVCS  37+2 >15 <3 Rand/ Zentr/ 0,21 100 mM KCI Nein
mittel
CM 33-1 38+0 >15 <3 Rand/ gering 0,39 spontane Nein
Kontraktion
33-1PVCS >15 <3 0,525 100 mM KCl Nein
>15 <3
>15 <3
>15 <3
>15 <3
>15 <3
Gefal | Plaz 0 1,5 100 mM KCI Ja
3 100 mM KClI Ja
3,2 100 mM KCI Ja
Gefald Il Plaz 1 0,85 100 mM KClI Ja
0,85 100 mM KCI Ja
1,6 100 mM KCI Ja
Gefald 1l Plaz 0,55 100 mM KClI Ja
11
0,9 100 mM KCI Ja
0,75 100 mM KCI Ja
0,8 100 mM KCI Ja
Tabelle 5  Angaben zu den einzelnen Messungen

ACh: Acetylcholin, KCI: Kaliumchloridlésung, PGF2a: Prostaglandin F2q,

Sub P: Substanz P

Vask: Vaskularisation der Chorionplatte: gering, mittel, stark

PINr. : Plazenta Nr.
PrNr: : Proben Nr.
Vask. : Vaskularisation

CM : Chorionmesoderm

PVCS : perivasale kontraktile Manschette

SSW : Schwangerschaftswoche

Substanzkonzentration in 10™ Molar

Zentr: Zentral
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