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1 Einleitung

1.1 Die Plazenta

1.1.1 Reifung der Plazenta (Frihentwicklung)

Die Plazenta als Stoffwechselorgan zur Erhaltung des intrauterinen Lebens des
Embryos/Feten ist einer standig zunehmenden Funktionsanforderung unterworfen. Die
begrenzte Wachstumsmaoglichkeit der Plazenta steht im Gegensatz zum immer
steigenden Néahrstoffbedarf des Kindes. Um dieser Aufgabe gerecht zu werden, macht
die Plazenta eine Reihe von Wachstums- und Differenzierungsprozessen durch
(Schneider, 2006; Horn, 1991). Hierflir ist eine extensive Angiogenese zur Bildung
vaskularer Strukturen innerhalb der fetalen Zotten sowie in der maternalen Dezidua
unabdingbar (Cross, 1994).

Die Entwicklung der menschlichen Plazenta beginnt etwa am 4. Tag nach der
Befruchtung. Die befruchtete Eizelle befindet sich im Morula-Stadium und hat das
Cavum uteri erreicht. Es dringt Flussigkeit aus dem Uteruslumen in die Morula ein und
drangt die Blastomeren auseinander. In diesem Stadium lassen sich zwei Zellarten
voneinander abgrenzen: eine aulRere Zelllage (Trophoblast; spatere Plazenta) und eine
innere Zelllage (Embryoblast; spaterer Embryo) (Scheuner, 1989).

Es wird in der Frihphase der Plazentation ein lakunares Stadium (noch ohne Zotten),
ein Zottenstadium (Primarzotten) und ein Stadium der Zottenverzweigung (Sekundéar-
und Tertiarzotten) unterschieden.

Das lakunare Stadium, am 5.- 6. Tag post conceptionem, beginnt mit der gerichteten
Einnistung der Blastozyste, in dem der Embryoblasten tragende Pol die Oberflache des
Endometriums als erstes beriihrt und an dieser haftet. Mit der Implantation beginnt die
Bildung der Leibesfrucht. Am Implantationspol erfahrt der Trophoblast ein rasches
Dickenwachstum und dringt infolge lytischer Aktivitat in die mutterliche Schleimhaut ein.
Die Implantation wird durch eine Reihe von loslichen Proteinen gesteuert, die vom
Trophoblastepithel und den dezidualen Stroma- und Immunzellen produziert werden
(Schneider, 2006). Zu diesem Zeitpunkt sind zwei Zelltypen am Trophoblasten zu
unterscheiden: der sich am Implantationspol rasch ausbreitende Synzytiotrophoblast mit
Kontakt zum mdutterlichen Gewebe und der innen liegende Zytotrophoblast (Vogel,
1996). In der ersten Phase werden die erforderlichen Nahrstoffe fir den Keim und die
Proliferation des Trophoblasten noch durch Resorption des verflissigten Endometriums

und Uber Phagozytose mutterlicher Zellen und Erythrozyten gewonnen.



Die Weiterleitung der N&hrstoffe zum Keim erfolgt per Diffusion Gber Magma reticulare
und Mesenchym. Etwa um den 9. bis 12. Tag post conceptionem entstehen innerhalb
des Synzytiums mehr und mehr Lakunen (kommunizierendes System von Hohl-
raumen), dem spateren intervillosen Raum. Zwischen den Lakunen bleibt der
Trophoblast in Form von Trabekeln erhalten. Bevor es zur Er6ffnung miuitterlicher
GefalRe kommt, reagiert das Endometrium auf die Invasion des Trophoblasten mit einer
Stauung, wodurch sich die Kapillaren zu Sinusoiden aufweiten. Erst dann erfolgt die
Arrosion der Endometriumgefal3e und die Lakunen fillen sich mit Blut und Sekret aus
den arrodierten Uterusdrisen. Mit der Durchstromung der Lakunen kommt der utero-
plazentare Kreislauf in Gang. Die Keimanlage wird unmittelbar durch Diffusion aus dem
mdtterlichen Blut erndhrt. Etwa am 12. Tag post conceptionem ist die Implantation
abgeschlossen. Die Blastozyste ist in die oberflachliche Schicht des Endometriums
eingedrungen und das Uterusepithel hat sich Uber dem Implantationsort wieder
geschlossen (Wulff, 2003; Vogel, 1996; Scheuner, 1989).

Das Stadium der Zottenbildung beginnt mit der Formierung von Primarzotten zwischen
dem 13. und 15. Tag post conceptionem, gekennzeichnet durch eine gesteigerte
Proliferation des Zytotrophoblasten. Die Primarzotten sprossen seitlich aus den
Trophoblasttrabekeln in Richtung mutterlicher Lakunen. Sie enthalten aul3en einen dem
mdtterlichen Blut zugewandten Saum von Synzytium und einen zentralen Kern aus
Zytotrophoblastzellen. Durch weiteres Wachstum dringen immer neue Primarzotten in
das Lakunensystem ein. Als Stammzotten gelten jene Trabekel, welche die Verbindung
zwischen Chorionplattenanlage und basaler Trophoblastschale gewahrleisten (Vogel,
1996). Die Umwandlung der Priméarzotten in Sekundéarzotten mit zentraler Stromaachse
beginnt etwa am 15. bis 16. Tag post conceptionem. Sie ist gekennzeichnet durch das
Eindringen von Mesenchymzellen in die bis dahin rein trophoblastaren Primérzotten
(Horn, 1991). Es handelt sich hierbei um primitive Bindegewebszellen des
extraembryonalen Mesenchyms, die bereits ab dem 12. Tag post conceptionem aus der
Chorionplattenanlage in die Fruchthéhle wandern. Innerhalb dieses anfanglich
gefalRfreien bindegewebigen Zottenkerns entwickeln sich Blutgefal3e. Die einzelnen
ZottengefalRe anastomosieren untereinander und liefern so das typische Bild der
Tertidrzotte. Die Zottengefal3e anastomosieren mit den Gefal3en von Chorion und
Haftstiel, ab dem 21. Tag post conceptionem zirkuliert das Blut zwischen Plazenta und

Keimling.



Mit Beginn der Zirkulation reduziert sich der Diffusionsweg auf die Schichten:
Zottensynzytiotrophoblast,- Zottenzytotrophoblast (Langerhans-Zellen),- Zottenbinde-

gewebe (einschliel3lich Basalmembran),- und Kapillarwand (Scheuner, 1989).

1.1.2 Das vaskulare System

Die Herausbildung der Vaskulatur sowie deren Intaktheit in Hinblick auf Gas- und
Nahrstofftransport zwischen Mutter und Fetus sind wichtige Voraussetzungen fur eine
normale embryonale Entwicklung und spéteres fetales Wachstum. Stérungen in diesem
Entwicklungsprozess erhdhen das Risiko fur Fruhaborte, Restriktion des fetalen
Wachstums, sowie die Rate eines intrauterinen Fruchttods (Wulff, 2003; Zygmunt,
2001).

Die Entwicklung der Vaskulatur in der Plazenta gliedert sich in zwei unterschiedliche

Prozesse, die Vaskulogenese und die Angiogenese.

1.1.2.1 Vaskulogenese

Das BlutgefaRsystem ist das erste Organsystem, dass sich wahrend der
Embryonalentwicklung ausbildet (Hawighorst, 2002; Kroll, 2000).

Die Bildung von BlutgefaBen wahrend der frihen Embryogenese wird als
Vaskulogenese bezeichnet. Sie beginnt mit der Differenzierung von Angioblasten und
Hamangioblasten aus mesodermalen Vorlauferzellen (Seval, 2008; Joussen, 2003;
Geva, 2000; Kaufmann, 2000; Tallquist; 1999). Angioblasten und hamatopoetische
Vorlauferzellen formieren sich im Weiteren zu zellularen Aggregaten, zu Blutinseln, und
bilden das primare Gefal3system im Embryo und der Plazenta (Demir, 2007; Plendl,
2000). Es folgt die Differenzierung zu primitiven Endothelzellen. Diese bilden durch
Fusion von intraendothelialen Vakuolen GefaRlumina aus (Folkman, 1992). Infolge
entsteht ein vaskulares Netzwerk, welches sich im Verlauf zu einem komplexen
Gefallsystem entwickelt (Kroll, 2000; Risau, 1997; Poole, 1989). Urspringlich wurde
angenommen, dass die Vaskulogenese nur im embryonalen Zustand stattfindet und von
mesodermalen Vorlauferzellen abhéngig ist. Diese Vorstellung kann heute aber nicht
mehr aufrechterhalten werden. Am Beispiel der Tumorangiogenese lasst sich zeigen,
dass das Wachstum von GefaRen haufig eine Kombination aus Angiogenese und
Vaskulogenese ist, bei der zirkulierende Endothelzellvorlaufer zum Wachstum der
Endothelzellmasse beitragen (Jousson, 2003).



1.1.2.2 Angiogenese

Als zweiter Weg existiert das Modell der GefalRbildung durch Teilung bereits
vorhandener Gefale im Sinne einer Ausdifferenzierung (Demir, 2007; Juhasz-Boss,
2006; Plendl, 2000). Die Bildung des GefaBbaumes geschieht hier durch die
Aussprossung neuer Kapillaren aus praexistenten Gefalden.

Der Vorgang wird als Angiogenese bezeichnet. Sie ist ein in mehreren Schritten
ablaufender, komplizierter Prozess. Durch Aktivierung von Endothelzellen kommt es
zunachst zur Erhéhung der Permeabilitdt der Blutkapillaren und damit zum Austreten
von Plasmaeiwei3en, die zum Aufbau einer Matrix beitragen, in die neue Gefalde
einsprossen konnen. Nach Destabilisierung des Geféal3es durch Aufhebung der
Kontakte zwischen Endothelzellen und den sie umgebenden glatten Gefalimuskelzellen
oder Perizyten und Auflosen der vaskularen Basalmembran durch proteolytische
Enzyme, migrieren die Endothelzellen in Richtung eines angiogenen Reizes und
beginnen unter der Einwirkung von Mitogenen zu proliferieren (Neukomm, 2007,
Hawighorst, 2002; Risau, 1997; Folkman, 1992). Im Rahmen der Proliferation
entwickeln sich erneut GefaR3lumina mit transkapillaren Gewebepfeilern, die durch die
Integration von GefalBmuskelzellen/Perizyten schliel3lich stabilisiert werden (Sherer,
2001; Risau, 1997; Klagsbrun, 1991).

Im sich entwickelnden Embryo existieren beide Mdoglichkeiten der Gefal3bildung
nebeneinander und zeitgleich (Risau, 1997). Die Ablaufe der Gefal3bildung und deren
Anpassung werden einerseits physiologisch geregelt und sind Bestandteil der
Ontogenese, kdnnen andererseits auch UberschieRend ablaufen (Folkman, 2006; Geva,
2000; Sherer 2001; Risau, 1997).

Im adulten Organismus wird mit Ausnahme des Haarzyklus sowie in Geweben des
weiblichen Reproduktionssystems unter physiologischen Bedingungen Kkeine
Angiogenese beobachtet (Wulff, 2004; Hawighorst, 2002; Gordon, 1995). Hingegen
eine unphysiologische und mitunter Uberschiel3ende Angiogenese zeigt sich unter
pathologischen Gesichtspunkten bei der Wundheilung, bei entziindlichen Reaktionen,
bei der proliferativen diabetischen Retinopathie, Tumorwachstum und Psoriasis
(Shibuya, 2008; Folkman, 2006; Hawighorst, 2002; Zygmunt, 2001; Sherer, 2001;
Amann, 2000; Stegmann, 2000; Heits, 1998; Torry, 1997; Schaper, 1996; Gordon,
1995). Hingegen zeigen jungere Studien, dass in ischamischem Gewebe des adulten

Organismus dass Kollateralwachstum durch Arteriogenese erfolgt. Dabei proliferieren



Arteriolen, die erhdhtem Scherstress ausgesetzt sind. Dies fuhrt zu einer Aktivierung
des Endothels sowie zur Adh&sion und Infiltration von Monozyten. Diese produzieren in
der Folge Wachstumsfaktoren und Proteasen, die fur die Erweiterung der Gefal3e
notwendig sind (Breier, 2006; Schaper, 2003).

Eine Fulle differierender Proteine, einschliel3lich Zelladhasionsmolekille, Komponenten
der extrazellularen Matrix, Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren und ihre
Rezeptorstellen sind an der Differenzierung und am Wachstum von Blutgefal3en
beteiligt (Folkman, 2006; Sherer, 2001; Klagsbrun, 1991).

1.1.2.3 Plazentare GefalRausbildung

Die Entwicklung der plazentaren Vaskulatur beginnt am 21. Tag post conceptionem.
Der Prozess der Vaskulogenese kann zum ersten Mal im Stadium der Tertiarzotten
beobachtet werden. Hier kénnen erstmals runde, in Schniren angeordnete Zellen
(Hamangioblasten), welche sich aus mesenchymalen Vorlauferzellen gebildet haben,
differenziert werden (Schmidt, 2007; Demir, 2007; Zygmunt, 2001). Sie stellen die
spateren Kapillarendothelien dar. Als weitere Zellpopulation finden wir Hofbauerzellen
(in Stroma eingelagerte Makrophagen), die sich ebenfalls aus mesenchymalen
Vorlauferzellen differenzieren. Sie sind an der fetoplazentaren Infektabwehr beteiligt
und steuern mit ihren Zytokinen die Zottenentwicklung (Kaufmann, 2000). Am 28. Tag
post conceptionem kdnnen Lumina in den neu entstandenen Gefal3en differenziert und
ab dem 32. Tag die ersten Erythrozyten in den Gefal3en festgestellt werden. Auch die
Kapillarentstehung in Form der Angiogenese kann jetzt beobachtet werden, wobei die
Vaskulogenese bis zur 10. bis 12. SSW anhélt. Bei der Angiogenese wird zwischen
.branching” und ,non-branching“ Angiogenese unterschieden. ,Branching angiogenesis*”
beinhaltet die Neubildung von Kapillaren durch Verzweigung und Neuaussprossung
praexistenter Kapillaren. Sie fuhrt zu reich verzweigten Kapillarnetzen. Sie wird durch
VEGF stimuliert und durch PIGF gehemmt. Da die Sekretion von VEGF durch Hypoxie
stimuliert wird, die von PIGF gehemmt wird, ist Hypoxie ein Promoter der ,branching
angiogenesis“. Auch ,non-branching angiogenesis” fuhrt zur Neubildung von Kapillaren
aus praexistenten Kapillaren, allerdings nicht durch Verzweigung, sondern durch
Langenwachstum, d.h. durch Elongation bereits existierender Kapillaren. Dieser
Prozess ist eine Folge dominierender Sekretion von PIGF. Er findet bevorzugt bei

hoheren Sauerstoffpartialdrucken statt. Moderate Formen von ,non-branching



angiogenesis“ mit begrenzter Verzweigungstendenz der Kapillaren stellen eine normale
Entwicklungsphase bei der Bildung von Terminalzotten dar (Kaufmann, 2000).

In der 6. SSW findet die Reifung der Gefal3e statt. Sie werden durch eine komplette
Schicht von Perizyten sowie eine Basalmembran bedeckt. Ab der 12. SSW formieren
die Kapillaren Sinusoide und wachsen dicht in die Trophoblastschicht hinein (Zygmunt,
2001). Die Zahl der Blutgefal3e nimmt mit weiterem Verlauf der Schwangerschaft zu
(Demir, 2007; Castellucci, 1990). Ab der 26. SSW verandern sich die Zottenkapillaren.
Es bilden sich an der Oberflache der Zotten so genannte synzytiokapillare Membranen.
Hierbei handelt es sich um Zottengefal3e, die die Oberflache der Zotten vorwdlben,
durch eine schmale Membran von intervillosen Raum abgegrenzt werden und die
primare Funktion der Oxygenierung des fetalen Blutes haben (Kaufmann, 2000; Demir;
1989). Unterstutzt wird die Bildung dieses Kapillartyps einerseits durch eine Ver-
schmalerung des Trophoblastzellsaums, andererseits durch ein verstarktes Langen-
wachstum der Zotten.

Die menschliche Plazenta bildet eine Vielfalt von angiogenen Faktoren aus (VEGF-
vascular endothelial growth factor, bFGF- basic fibroblast growth factor, PIGF- placental
growth factor, Angiopoietine), welche u.a. von Trophoblasten, Makrophagen, Endo-
theliazellen und Fibroblasten exprimiert werden (Seval, 2008; Schmidt, 2007; Demir,
2007; Schneider, 2006; Demir, 2004; Kaufmann, 2000; Geva, 2000; Gordon, 1995;
Ahmed, 1995). Das diese Zellen angiogene Faktoren exprimieren, lasst an eine
parakrine Rolle in der Initiation der Vaskulogenese denken (Seval, 2008; Demir, 2004;
Beck, 1997; Ahmed, 1995; Demir ,1989).

1.2 Die Rolle der Wachstumsfaktoren

Die Regulation der Vaskulogenese und Angiogenese innerhalb der Plazenta ist eine
wesentliche Grundlage fur deren Entwicklung (Schmidt; 2007, Schneider; 2006,
Zygmunt; 2001, Clark; 1998, Ahmed; 1995, Gordon; 1995).

Das Zottenwachstum sowie die Entwicklung der darin verlaufenden Gefal3e unterliegt
der Regulation durch eine Reihe von angiogenetisch wirksamen Faktoren wie dem
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), dem Plazentawachstumsfaktor
(PIGF), Angiopoietin und den zugehotrigen Rezeptoren (Schmidt, 2007; Schneider,
2006; Geva, 2002; Dunk, 2000; Graham, 1992; Cattini, 1991).



Es handelt sich hierbei um Proteine, die auf mannigfaltige Weise die Proliferation von
Zellen beeinflussen (Amann, 2000).

1.2.1 VEGF

Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) gehdrt zu den wichtigsten bislang
beschriebenen angiogenen Substanzen. Er stellt einen endothelspezifischen
Wachstums-und Permeabilitatsfaktor dar (Schmidt, 2007; Juhasz-Bdss, 2006; Geva,
2002; Zygmunt, 2001; Kroll, 2000; Heits, 1998; Folkmann, 1992). Er wird auch von
einigen Autoren als multifunktionaler Wachstums-und Differenzierungsfaktor be-
schrieben, der in verschiedene Prozesse der GefaRRentwicklung und in die patholo-
gische Angiogenese involviert ist. Daruber hinaus wird ihm eine Funktion in der
Hamatopoese und der Neuronalentwicklung zugewiesen (Breier, 2006).

Der am besten untersuchte Vertreter dieser Gruppe ist das VEGF-A. VEGF-A ist ein
basisches, Heparin-bindenes homodimeres Glykoprotein mit zwei Untereinheiten und
einer Molekulmasse von 46 kDa, dessen Gen auf dem Chromosom 6p12-p21 lokalisiert
ist (Kroll, 2000; Neufeld, 1999; Heits, 1998). Es besteht aus 8 Exonen, wobei durch
alternatives Exon-Splicing 6 Isoformen mit folgender Aminosaureanzahl entstehen:
VEGF-A121 145 165,183,189, und -206- Die Qrofdte biologische bzw. am besten untersuchte
Wirksamkeit hat das VEGF-A mit 165 Aminosauren. Die Splice-Varianten haben
prinzipiell die gleiche Wirkung auf Endothelzellen, jedoch mit unterschiedlicher Affinitat
zur Zelloberflache (Simon, 2004; Agostini, 2003; Neufeld, 1999; Clark, 1998). Die
VEGF- Familie der endothelialen Wachstumsfaktoren hat auRerdem weitere Mitglieder
wie: VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, svWEGF (snake venom-derived) sowie
placental growth factor (PIGF). Im Gegensatz von VEGF-A-D wurden VEGF-E bisher
nur bei einem Virus, dem Orf-Virus aus der Familie der pockenahnlichen Viren,
nachgewiesen, welche in Schafen, Ziegen und Menschen stark vaskularisierte Lasionen
bilden kdnnen (Shibuya, 2008; Agostini, 2003; Zygmunt, 2001; Kroll, 2000).

In  Gewebeuntersuchungen und Zellkulturen konnte die mRNA fur VEGF in
verschiedenen Zelltypen wie Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, T-
Lymphozyten, Leberzellen, Lungengewebe, Neuroektodermalzellen, Myozyten sowie in
zahlreichen Tumorzellen nachgewiesen werden. Ein fordernden Einfluss auf die VEGF-
Freisetzung konnte in tierexperimentellen Modellen und in Zellkulturen fir verschiedene

Mediatoren wie z.B. Interleukin-1R, TGF-RB, Ostrogene, Prostaglandin E gezeigt werden,
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hingegen hemmende Einflisse durch TNF-alpha und Dexamethason (Zygmunt, 2001,
Heits, 1998). Den bekanntlich jedoch gr63ten Einfluss auf die RNA-Expression des
Wachstumsfaktor VEGF hat das lokale Sauerstoffangebot. Die Gewebehypoxie fuhrt
sowohl zu einer verstarkten Expression als auch zu einer Stabilisierung der VEGF-
MRNA (Shibuya, 2008; Juhasz-Bo6ss, 2006; Joussen, 2003; Neufeld, 1999; Heits, 1998;
Schaper, 1996). Die verstarkte Expression wird u.a. durch ein Protein, den sogenannten
hypoxieinduzierbaren  Transkriptionsfaktor (HIF-1) vermittelt, welcher an die
Promotorregion des VEGF-A-Gens bindet und somit eine verstarkte Expression von
VEGF induziert (Joussen, 2003; Neufeld, 1999; Heits, 1998).

Es konnte gezeigt werden, dass der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor die
Angiogenese durch mehrere Mechanismen fordert. Zum einen wirkt er chemotaktisch
auf Makrophagen, Mastzellen und Endothelzellen (Schmidt, 2007; Juhasz-Bdss, 2006;
Gruber, 1995; Sunderkotter, 1994). Eine weitere biologische Funktion ist die Erhéhung
der Gefal3permeabilitdt. Elektronenmikroskopische Aufnahmen konnten die Auflésung
des engen Zell-Zell-Kontaktes (Fenestration) nach VEGF-Rezeptorbindung aufzeigen.
Es kommt zur Ausbildung eines perifokalen Odems mit Ubertritt von Plasmaproteinen in
das umliegende Gewebe, so auch eine erleichterte Migration junger Endothelzellen in
das Gewebe (Juhasz-Boss, 2006; Roberts, 1995; Senger, 1993).

Das Expressionsmuster von VEGF und seiner Rezeptoren wahrend der Embryogenese
zeigt, dass Ligand und Rezeptor eine wichtige Rolle wahrend der Entwicklung des
vaskularen Systems spielen (Kroll, 2000; Ferrara, 1997; Gordon, 1995). VEGF-mRNA
wird sowohl in villdsen Trophoblastzellen, Endothelien und Makrophagen im
Zottenstroma exprimiert, als auch im Implantationsbett des Endometriums sowie
wahrend der Embryogenese von Endodermalzellen im Dottersack (Schmidt, 2007;
Schneider, 2006; Clark, 1998; Gordon, 1995; Ahmed, 1995; Sharkey, 1994). Unter
seiner Mitwirkung migrieren die Angioblasten und formieren sich zu Gefal3en (Joussen,
2003). VEGF scheint zudem eine Signalfunktion zwischen dem implantierten Embryo
sowie den vaskuldren Strukturen im maternalen Endometrium auszulben (Sherer,
2001). In der spateren Entwicklung der Plazenta zeigen die Kapillaren in den sich
entwickelnden Organen die Expression von VEGF und seiner Rezeptoren, so dass eine
parakrine, VEGF abhangige, Blutgefal3entwicklung postuliert wird (Carmeliet, 1997,
1996). Sowohl in der frihen als auch spaten Schwangerschaft zeigen sich

Endothelzellen im villésen Stroma. Diese differenzieren zu Kapillaren und exprimieren
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sowohl VEGF als auch dessen Rezeptoren (Demir, 2007; Clark, 1998). Im Rahmen von
Serumuntersuchungen bei Erwachsenen konnten signifikante Unterschiede der VEGF-
Konzentration zwischen gesunden und unbehandelten Tumorpatienten aufgezeigt
werden, wobei die gesunden Probanden eine niedrige basale VEGF-Konzentration im
Serum aufwiesen, hingegen die VEGF-Konzentration bei den Patienten mit
ausgedehnten Tumoren abnormal hoch war (Heits, 1998).

Makrophagen, T-Lymphozyten, Fibroblasten, Muskelzellen und Endothelzellen sind
jedoch unter pathologischen Bedingungen, wie z. B. der Myokardischamie, der
Arteriosklerose, der Retinopathie, der Arthritis, der Wundheilung sowie bei der
Tumorneoangiogenese in der Lage, VEGF und seine Rezeptoren in grof3er Zahl zu
exprimieren (Joussen, 2003; Zygmunt, 2001; Kroll, 2000; Heits, 1998; Risau, 1997).
Unter pathophysiologischen Bedingungen, z.B. nach einem Myokardinfarkt, konnte ein
signifikanter Anstieg des VEGF- Spiegels im Serum beobachtet werden (Kranz, 2000).
Des Weiteren konnte in hochmalignen, schnell proliferierenden Tumorgewebe deutlich
erhéhte Konzentrationen von VEGF und seinen Rezeptoren aufgezeigt werden (Brown,
1995). Der spezifische Wachstumsfaktor fir Endothelzellen wurde erstmals aus der
Aszitesflissigkeit von Patienten mit intraperitoneal wachsenden Tumoren isoliert (Heits,
1998). Das deutet darauf hin, dass auch im adulten Organismus unter bestimmten
Voraussetzungen VEGF eine wesentliche Rolle bei der GefaZneubildung einnimmt. In
Mauseembryonen konnte bereits tierexperimentell durch Inaktivierung von VEGF-A ein
Absterben des Feten am 11.-12. Tag nach Konzeption nachgewiesen werden.
Heterozygot defiziente Mause zeigten diverse Entwicklungsanomalien wie eine
verminderte Gefal3bildung im Dottersack mit einer gestorten Fusion von Angioblasten
als Vorlaufer fur das Endothel und damit eine verminderte Vaskularisation des Embryos
(Schmidt, 2007).

Eine aulRergewohnliche Eigenschaft des VEGF ist seine dosisabhangige
Wirkungsweise: Mause, die ein defektes VEGF-Allel tragen, sterben in utero
(Haploinsuffizienz), und bereits geringe Anderungen der VEGF-Konzentrationen in der
einen oder anderen Richtung fuhren zur abortiven Gefal3entwicklung. Die Fahigkeit von
Endothelzellen, die VEGF-Konzentrationen wahrzunehmen, ermdglicht das gerichtete
Kapillarwachstum entlang des VEGF-Gradienten, z.B. im Gehirn und in der Retina. Die
Wahrnehmung des VEGF-Gradienten erfolgt durch spezialisierte Zellen an der Spitze

der GefalRsprossen. Diese Zellen exprimieren VEFR2 und PDGFB und proliferieren im
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Gegensatz zu den anderen Zellen des Sprosses nicht (Breier, 2006;
Gerhardt,2005;Kroll, 2000).

1.2.1.1 VEGF- Rezeptoren

Es konnten drei Rezeptoren der VEGF- Familie im plazentaren Gewebe identifiziert und
charakterisiert werden. Zu ihnen zahlen VEGFR-1/FIt-1 (fms-like receptor tyrosine
kinase), VEGFR-2/KDR/FIk-1 (kinase-insert domain containing receptor oder fetal liver
kinase-1) und VEGFR-3/Flt-4 (Shibuya, 2008; Leach, 2002; Neufeld, 1999; Shore,
1997; Cooper, 1995). VEGFR-1 ist der Rezeptor fur PIGF, VEGF-A und VEGF-B,
wahrend VEGFR-2 der Rezeptor fur VEGF-A, VEGF-C und VEGF-D ist, VEGFR-3 ist
der Rezeptor fir VEGF-C und VEGF-D (Demir, 2007; Agostini, 2003; Tallquist, 1999; de
Vries, 1992; Termann, 1992).

Die Rezeptoren besitzen eine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitat. Durch die Bindung von
VEGF an seine Rezeptoren erfolgt eine Tyrosinphosphorylierung intrazellularer
Funktionsproteine und damit eine Erh6hung der zytosolischen Calciumkonzentration
(Kroll, 2000; Heits, 1998). Durch die beschriebene Phosphorylierung von Tyrosinresten
in den Zielproteinen aktivieren sie direkt das Zellwachstum und die Differenzierung. Die
aktivierten Rezeptoren konnen in der Endothelzelle zahlreiche Proteine durch Kaskaden
von Phosphorylierungsreaktionen aktivieren und so spezifische Signalwege im Endothel
einleiten (Agostini, 2003; Kroll, 2000).

FIt-1 und FIk-1 bestehen aus mehreren immunglobulindhnlichen Doméanen, einer
Transmembran-Domane und einer intrazellularen Juxtamembran-Doméane sowie einer
Tyrosinkinase-Doméne, die durch ein Insert von ca. 100 Aminosauren unterbrochen ist.
Bindungsstudien zeigen, dass VEGF-A mit hoher Affinitat an die Rezeptoren bindet und
deren intrazellulare Tyrosin-Kinase-Domane aktiviert (Waltenberger, 1994). Beide
Rezeptoren werden Uberwiegend, jedoch nicht ausschlie3lich von Endothelzellen
exprimiert (Agostini, 2003; Zygmunt, 2001, Kroll, 2000; Kranz, 1999; Ferrara, 1997).

Die VEGF- Rezeptoren (Flt- und Flk-1) sind in allen Trimestern der Schwangerschatt in
den Trophoblasten einer normalen Plazenta nachweisbar (Shore, 1997; Burton, 1996;
Shiraishi, 1996). Flt-1 und FIk-2 konnten zu dem auch in Monozyten, hamatopoetischen
Stammzellen, Megakaryozyten und renalen Mesangiumzellen nachgewiesen werden
(Agostini, 2003; Neufeld, 1999; Heits, 1998).
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Knock-out Experimente fir Flt-1 und Flk-1 zeigten, dass beide Rezeptoren eine
wichtige, aber unterschiedliche Funktion wahrend der Embryogenese besitzen (Fong,
1999; Shalaby, 1995).

FIk-1/VEGFR-2 ist der Hauptmediator des mitogenen und angiogenen Effektes von
VEGF (Schmidt, 2007). Ihm wird eine wichtige Rolle fur die Bildung von Endothelzellen
und hamatopoetischen Zellen wahrend der Vaskulogenese zugeschrieben. Er ist hier
fur die Formierung der Blutinseln und fur die Hamatopoese notwendig. In knock-out
Experimenten mit Flk-1 knock-out Mausen konnte gezeigt werden, dass diese ca. am 9.
Tag wahrend der Embryonalentwicklung versterben. Es konnten weder Endothelzellen
noch Blutinseln im Dottersack ausgebildet werden. Hieraus wurde geschlossen, dass
VEGF Uber den FIk-1 Rezeptor die Differenzierung der Endothelzellen und der
hamatopoetischen Zellen vermittelt wahrend der Vaskulogenese (Wulff, 2004; Kroll,
2000; Shalaby, 1995).

FIt-1/VEGFR-1 hingegen spielt eine entscheidende Rolle bei der endothelialen
Organisation wahrend der GefalRentwicklung (Winther, 1999; Shore, 1997; Mustonen,
1995). Er scheint die Funktion eines ,Dekoy-Rezeptors” zu haben, d. h. er inhibiert die
Funktion des VEGF, indem er die Bindung von VEGF an den FIk-1/VEGFR-2 Rezeptor
verhindert.

Flt-1/VEGFR-1-Rezeptor besitzt 2 Isoformen: eine transmembrandse Form und eine
l6sliche Form. Die ldsliche Form beinhaltet die extrazellulare Ligandenbindungs-
doméne. Hier kann VEGF binden und damit seine biologischen Aktivitaten
unterdriicken. PIGF potenziert die angiogenetische Aktivitat des VEGF. Auch PIGF
kann an den VEGFR-1-Rezeptor binden und wird dadurch in seiner potentiellen
Wirkung abgeschwécht (Schmidt, 2007).

In knock-out Experimenten mit Flt-1 knock-out Mausen konnte gezeigt werden, dass
auch diese Mause ca. am 9. Tag der Embryonalentwicklung versterben, aber
Endothelzellen ausbilden, jedoch eine generelle Fehlorganisation der Endothelzellen
aufweisen, so dass eine Tubulusbildung nicht zustande kam. Der Flt-Rezeptor scheint
also fur die Tubulusformation verantwortlich zu sein (Wulff, 2004; Kroll, 2000; Fong,
1999; Neufeld, 1999; Winther, 1999; Shore, 1997; Mustonen, 1995).

Im Rahmen von serologischen Untersuchungen konnten Konzentrationsunterschiede
des loslichen VEGFR-1-Rezeptors bei normalen unauffalligen Schwangerschaften und

praeklamptischen Schwangeren (hypertensive Schwangerschaftserkrankung) beobach-
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tet werden. Es zeigte sich bei Schwangeren mit Préeklampsie eine vermehrte
Expression des |6slichen VEGFR-1-Rezeptors, welcher durch Bindung von VEGF die
Menge an freiem und damit biologisch aktivem VEGF reduziert (Schmidt, 2007).
Weitere tierexperimentelle Untersuchungen an schwangeren Mausen flhrten nach
gezielte intravendse Applikation von I6slichen VEGFR-1 zu préaeklamptischen
Symptomen wie Hypertonie, Proteinurie und Nierenfunktionsstérungen (Maynard,
2003). Diese Untersuchungsergebnisse lassen vermuten, dass eine verdnderte
Angiogenese ein atiologisch bedeutsamer Faktor bei der Entstehung der Praeklampsie
zu sein scheint (Schmidt, 2007; Schneider, 2006).

Neben Flk-1 und Flt-1 gehort noch der Rezeptor Tyrosin Kinase Flt-4 (VEGF-Rezeptor-
3) zur Gruppe der VEGF-Rezeptoren. Flt-4 kann jedoch kein VEGF-A binden, dafur
aber VEGF-C und VEGF-D, welche primér in die Lymphangiogenese involviert sind
(Breier, 2006; Alitalo, 2005). Das Fehlen des Flt-4-Gens in der Entwicklung der Maus

fuhrt zu Defekten in der Entwicklung des kardiovaskularen Systems (Kroll, 2000).

1.2.2 BFGF

Der primare Fibroblastenwachstumsfaktor (basic fibroblastic growth factor, bFGF)
gehort zur grol3en Gruppe der Fibroblastenwachstumsfaktoren (FGF), bei denen es sich
um Wachstums- und Differenzierungsfaktoren handelt. Bislang wurden mindestens 18
Mitglieder dieser Familie beschrieben. Die beiden wichtigsten sind bFGF und aFGF
(acidic fibroblast growth factor), die eine 50% Strukturhomologie aufweisen. Beide FGF
haben eine proliferative und funktionsmodulierende Auswirkung auf die Endothelzellen.
Sie inhibieren die Apoptose und wirken chemotaktisch auf diese Zellen (Joussen, 2003;
Zygmunt, 2001).

BFGF ist ein mitogenes heparinbindendes Polypeptid und besitzt ein Molekulargewicht
von 18000 Dalton. Es =zeigt typische Charakteristika hinsichtlich klassischer
Polypepidhormone, z.B. die Einflussnahme auf zellulare Funktionen Uber einen
Rezeptor-vermittelten Weg (Cattini, 1991; Klagsbrun, 1989). Es existieren verschiedene
Subtypen von bFGF, alle jedoch mit der gleichen biologischen Aktivitat. Die
pradominante Form besitzt 155 Aminosauren (Potgens, 1995). Erstmals identifiziert und
charakterisiert wurde bFGF 1985 durch Cospodarowicz et al (Plendl, 2000). BFGF ist
ein angiogener Wachstumsfaktor, unter dessen Einfluss es zu einer verstarkten

Proliferation von Endothelzellen und Zellwachstum in Organen und Tumoren kommt
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(Folkman, 2006; Folkman, 1992; Cattini, 1991). Es konnte in Chorangiomen
(tumorartige Lasionen im Sinne eines Hamartoms) eine verstarkte Expression von
bFGF im Vergleich zu tumorfreien Plazentaanteilen aufgezeigt werden (Guschmann,
2002). Aber auch in anderen neoplastischen Geweben wurde eine vermehrte
Expression von bFGF registriert, u.a. in hepatozellularen Karzinomen,
Nierenzellkarzinom, Phaochromozytom, Astrozytom und Malignomen des Gastro-
intestinaltraktes (Singh, 1994; Li, 1994; Statuto, 1993; Brem, 1992).

Exprimiert wird bFGF in der Plazenta von Endothelzellen und glatten Muskelzellen der
plazentaren Gefal3e, daneben von Makrophagen des Zottenstromas, einschlie3lich der
sich entwickelnden Zytotrophoblastzellen (Hamai, 1998; Crescimanno, 1995; Gordon,
1995; Ferriani, 1994). In experimentellen Untersuchungen konnte ein essentieller
Einfluss von bFGF bei der Angiogenese der Plazenta nachgewiesen werden (Hamai,
1998; Cattini, 1991). BFGF stimuliert die Endothelzellen und induziert vor allem die
Produktion von Proteasen, u.a. dem Plasminogen-Aktivator und Kollagenase, welche
die Penetration neuer Gefal3e in die extrazellulare Matrix ermoéglicht (Mustonen, 1995;
Pierce, 1992). Insbesondere unter hypoxischen Bedingungen entfaltet bFGF seinen
proliferativen Effekt auf Endothelzellen. Normalerweise reagieren Endothelzellen unter
hypoxischen Gegebenheiten mit einem reduzierten Wachstum, aber in Anwesenheit
von Makrophagen (Hofbauerzellen in der Plazenta) kommt es zu einer gesteigerten
Proliferation der Endothelzellen mit nachfolgender Kapillarsprossung. Hierunter ist die
Expression von Zytokinen in den Makrophagen deutlich erhéht. Zusatzlich verschmalert
sich in der Plazenta unter Hypoxie die Zytotrophoblastdicke, mit Verklrzung der
Diffusionsstrecke (Zheng, 1997; Cattini, 1991; Ogawa, 1991). Den wesentlichen
Einfluss der Hypoxie auf die Expression des Faktors und seiner Rezeptoren konnte
auch in adultem Gewebe u.a. am Beispiel der Myokardischamie aufgezeigt werden. Wo
im normalen Myokard keine oder nur eine geringe Synthese nachzuweisen ist, wurde
im Rahmen einer Hypoxie die gesteigerte Expression von bFGF und der Rezeptoren
registriert (Stegmann, 2000).

AuRRerhalb der Plazenta konnte bFGF in zahlreichen anderen Geweben und deren
entsprechenden Zellen nachgewiesen werden. Hierzu zahlen Hautzellen, Gehirn,
Leber, in Komponenten des méannlichen und weiblichen Genitaltrakt, im Intestinum,
endokrinen Zellen und lymphoidem Gewebe (Plendl, 2000; Gordon, 1995; Hughes,
1993; Schulze Osthoff, 1990).
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1.2.2.1 BFGF- Rezeptoren

Es wurden sowohl Hoch als auch Niedrigaffinitatsbindungsstellen fir FGF beschrieben.
Zwei Hochaffinitatsrezeptoren wurden fur bFGF nachgewiesen: FGFR-1 und FGFR-2.
Sie gehoéren zur Familie der Tyrosinkinaserezeptoren und sind fir die Signal-
ubertragung verantwortlich. Die Niedrigaffinitdtsrezeptoren sind fur die Sequestrierung
und Stabilisierung zustandig. Ebenfalls in l6slicher Form sind sie in der extrazellularen
Matrix exprimiert (Zygmunt, 2001; Baird, 1991).

1.2.3 Angiopoietine

Eine ebenfalls wichtige Familie angiogener Faktoren sind die Angiopoietine. Bis 2003
wurden finf verschiedene Angiopoietine (Angl- Ang5) beschrieben, von denen Angl
und Ang2 gegenwartig die bekanntesten und bestuntersuchten Faktoren dieser Gruppe
darstellen mit einem wesentlichen Einfluss auf die Gefal3entwicklung im menschlichen
Organismus (Zeng, 2003; Valenzuela, 1999; Maisonpierre, 1997; Davis, 1996). Angl
und Ang2 haben im Gegensatz zu VEGF keinen Anteil an der Vaskulogenese, der
initialen Phase der GefalBentwicklung. Stattdessen sind beide Faktoren beim
angiogenetischen Wachstum, beim GefalRumbau und der Gefal3reifung mitbeteiligt und
spielen daher eine wichtige Rolle bei der Regulation der Stabilitdt und Integration von
Gefallen (Seval, 2008; Babischkin, 2007; Juhasz-Boss, 2006; Wulff, 2004). Alle bisher
bekannten Angiopoietine sind Liganden am Tie-2 Rezeptor (,tyrosine kinase with
immunglobulin- and EGF like domains®), einer Rezeptortyrosinkinase, die an
vaskularen Endothelzellen exprimiert wird (Maisonpierre, 1997). Liganden fur den Tie-1
Rezeptor sind bislang unbekannt (Wulff, 2004; Hawighorst, 2002).

1.2.3.1 Angiopoietin- 1-und 2

Angl ist ein Glykoprotein, bestehend aus 498 Aminosauren, welches durch ein auf
Chromosom 8 gelegenes Gen kodiert wird. Es weist eine 60% Strukturhomologie zu
seinem Gegenspieler innerhalb des Angiopoietinsystems, dem Ang2 auf (Geva, 2000).
Das Glykoprotein besteht aus einer so genannten ,coiled-coil“ Struktur am
Aminoterminus, die verantwortlich ist fur die Bildung von Oligomeren, und einer

Fibrinogen-ahnlichen Doméane am Karboxylende, die fur die Phosphorylierung des
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Rezeptors eine Rolle spielt (Procopio, 1999). Eine Expression von Angl konnte
innerhalb der Plazenta in Zyto- und Synzytiotrophoblasten, sowie in Endothelzellen und
Makrophagen nachgewiesen werden. Es wurde hier besonders eine Anreicherung im
perivaskularen Zottenstroma der Stammzotten registriert, was als Hinweis fur den
wesentlichen Einfluss in der spateren Gefalireifung aufgefasst wird (Seval, 2008;
Babischkin, 2007; Geva, 2000; Dunk, 2000).

Angl, als endogener Agonist des Endothelzellrezeptors Tie-2 (Tunica internal
endothelial cell kinase), ist ein natirlich vorkommender Antipermeabilitatsfaktor, der
durch Foérderung der Perizytenendothelinteraktion eine Gefal3stabilisierung bewirkt
(Seval, 2008; Babischkin, 2007; Joussen, 2003). Durch Interaktion der Endothelzellen
mit der umgebenden Zellmatrix bzw. den umgebenden supportiven Zellen fihrt Angl zu
einer Ausdifferenzierung des durch VEGF induzierten GefalRsystems (Juhasz-Boss,
2006). Angl stimuliert die Proliferation von Endothelzellen nicht, férdert aber in vitro die
Migration von Endothelzellen, die tubuldare Formation und die GefalRsprossung
(Joussen, 2003; Kim, 2000; Witzenbichler, 1998; Davis, 1996).

Ang2, ebenfalls ein Glykoprotein, besteht aus 496 Aminosauren, kodiert durch ein Gen,
dass ebenfalls auf Chromosom 8 lokalisiert ist (Geva, 2000). Das Glykoprotein besteht
aus einer so genannten ,coiled-coil“ Struktur am Aminoterminus, die verantwortlich ist
fur die Bildung von Oligomeren, und einer Fibrinogen-ahnlichen Domé&ne am Karboxyl-
ende, die fur die Phosphorylierung des Rezeptors eine Rolle spielt (Procopio, 1999).
Eine Expression von Ang2 findet in Zyto- und Synzytiotrophoblasten, Makrophagen
sowie Endothelzellen und Muskelzellen statt (Seval, 2008; Babischkin, 2007; Geva,
2000; Witzenbichler, 1998). Ang2 ist ein endogener Antagonist fur den
enothelzellspezifischen Tie-2-Rezeptor. Ein Uberschuss an Ang?2 ist in der Lage, die
Bindung von Angl an Tie-2 zu blockieren. Eine Aktivierung des Rezeptors erfolgt nicht.
Es kommt zu einer Gefal3destabilisierung und Aussprossung von Endothelzellen. Ang2
tragt dazu bei, glatte Muskelzellen von Endothelzellen abzulésen und die extrazellulare
Matrix aufzulésen. Somit wird der Zugang zum Endothel fur VEGF erleichtert und es
kommt zur Induktion der Endothelzellproliferation, Migration und Tubuli-Bildung. Ang1l
wird im Anschluss wiederum zur Stabilisierung des neuen Gefal3es durch
Perizytenrekrutierung benétigt (Juhasz-Boss, 2006; Wulff, 2004; Joussen, 2003).

Durch Auflésen der extrazellularen Matrix kdnnen komplexe Interaktionen zwischen

Wachstumsfaktoren (VEGF, FGF u.a.) und Differenzierungsfaktoren (z.B. Angiopoie-
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tine) einsetzen, welche dazu fiihren, dass verschiedene Stoffwechselwege ein und
denselben Angiogeneseschritt mehrfach stimulieren. Dies bedeutet fur die Angio-
poietine, dass Angl durch Bindung an den Tie-2-Rezeptor eine Aussprossung der
Endothelzellen induziert, so auch Ang2, aber nur in Kombination mit VEGF. In
Abwesenheit von VEGF kommt es hingegen zur Gefal3regression (Juhasz-Béss, 2006;
Hawighorst, 2002; Joussen, 2003; Suri, 1996).

Studien belegen, das Embryonen mit Defekten im Angiopoietin- System eine fehlerhafte
Ausbildung des Kapillarnetzes im Gewebe aufweisen (Geva, 2000; Maisonpierre, 1997;
Suri, 1996; Davis, 1996). Dies spricht daflir, dass ohne Angiopoietin kein komplexes
Gefallnetzwerk ausgebildet werden kann und er neben VEGF einer der entscheidenden
Faktoren der Angiogenese ist (Juhasz-Boss, 2006).

Angl-defiziente Mause entwickeln multiple kardiovaskulare Defekte: Kapillarsprossung,
Remodellierung des primitiven Gefaldsystems und die Ausbildung der Herztrabekel sind
beeintrachtigt. Die Beobachtung, dass die Vaskulogenese in Angl-defizienten Mausen
nicht gestort ist, zeigt das ANG-/TIE-System zu einem spéteren Zeitpunkt als das
VEGF-/VEGFR-System in der GefalRentwicklung aktiv ist (Breier, 2006).

Die Expression der beiden gegensatzlich wirkenden Angiopoietine stellt ein
ausgewogenes Verhdltnis an Faktoren dar, das fur die Balance zwischen

physiologischer und pathologischer Angiogenese mitverantwortlich ist (Otani, 1999).

1.2.3.2 Angiopoietin- Rezeptor

Die Tie-Rezeptoren ( tyrosine kinase with immunglobulin and EGF homology domains)
besitzen eine extrazellulare Region mit zwei Immunglobulin- &hnlichen Doménen, die
durch drei epidermale Wachstumsfaktor (EGF)- ahnliche Cystein-Wiederholungen
getrennt sind. Daran schliel3en sich drei Fibronektin-Typ-lll-homologe Doméanen an.
Intrazellular haben die Tie-Rezeptoren eine dhnliche Doméanenstruktur wie die VEGF-
Rezeptoren. Beide Rezeptorfamilien bestehen intrazellular aus zwei Tyrosinkinase-
Domaénen, die jeweils durch einen kurzen Bereich von Aminosauren getrennt sind. Die
Bindung von Angl an den Tie-2-Rezeptor fuhrt zu einer Phosphorylierung. Durch eine
Bindung von Ang2 an den Rezeptor wird der Rezeptor blockiert und somit eine
Aktivierung durch Angl verhindert. Daher wird angenommen, dass Ang2 der nattrliche

Antagonist von Angl am Tie-2- Rezeptor ist (Agostini, 2003; Maisonpierre, 1997).
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Die Tie-Rezeptoren scheinen fur das angiogene Remodelling und die Stabilisierung der
Gefal3e nach der initialen Vaskulogenese notwendig zu sein. Mauseembryonen mit
Defekten im Tie-2- Rezeptor starben spater in der Embryonalentwicklung zwischen Tag
9,5 und Tag 12,5. Endothelzellen waren in normaler Anzahl vorhanden und Tubuli
waren ausgebildet, jedoch fehlte diesen Mauseembryonen ein in sich verzweigendes
Netzwerk und eine Differenzierung in Arterien, Arteriolen und Venen (Wulff, 2004; Sato,
1995).

Bei Ausfall des Tie-1-Rezeptors starben die Embryonen wenig spéter in der
Entwicklung (Tag 13,5) aufgrund unvollstéandig entwickelter Gefal3e. Tie-1 und Tie-2
werden frih wahrend der GefalRentwicklung exprimiert und werden von den meisten
Blutgefalen und Kapillaren koexprimiert (Maisonpierre, 1993). Eine Expression in der
Plazenta erfolgt durch die Endothelzellen, Trophoblasten und Hofbauerzellen (Seval,
2008)

1.3 Plazentabildungsstdrungen

1.3.1 Definition, Einteilung und Haufigkeit der Plazentabildungsstérungen

Die Plazentabildungsstérungen werden zu den gestationsbedingten Trophoblast-
erkrankungen gezahlt. Es liegt ihnen eine primare Entwicklungsstérung des villdsen
Trophoblasten und des extraembryonalen Mesenchyms zugrunde, sowie eine mangel-
hafte GefalRausbildung. Bei einer diffusen Ausbildung dieser Entwicklungsstérung ist die
davon betroffene Fruchtanlage nicht entwicklungsfahig. Entweder fehlt in diesen Fallen
der Embryo oder es liegt eine globale Entwicklungsstérung vor (Vogel, 2004). Die
Allantoisgefal3e konnen dabei fehlen oder sie sind nur ungenigend in diesen Féllen
ausgebildet. Es werden vier groRe Gruppen der Plazentabildungsstérungen in der
Literatur ausgewiesen. Zu ihnen z&hlen die Embryonalmolen mit einer relativen Haufig-
keit von 55%; die Partialmolen mit 14,5%; die Blasenmolen mit 2,5%; und die
Windmolen mit 28,0% (Vogel, 1996).

Bei ca. 50% aller Spontanaborte ( 4% aller induzierten Aborte) des 1. Trimenons (5. —
14. SSW) wurden im Rahmen von morphologischen Untersuchungen
Plazentabildungsstorungen nachgewiesen, in absteigender Haufigkeit des weiteren
Zottenreifungsstérungen, Durchblutungsstérungen, Implantationsschaden und in

seltenen Fallen Entzindungen des Choriongewebes. In ca. 10,0% der Falle konnte
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aufgrund fortgeschrittener Retentionszeichen keine weitere Klassifikation der
Veréanderungen erfolgen (Vogel, 1996).

Im Rahmen der Beurteilung von Material aus Spontanaborten muss sich die
morphologische Untersuchung in rund 75,0% der Félle auf die Plazenta beschranken,
da ein Embryo oder embryonale Anlage nicht nachweisbar ist (Vogel, 2004).

In 50%-60% liegen Spontanaborten chromosomale Aberrationen zugrunde (Vogel,
2004; Rockelein, 1989). Seit den klassischen Untersuchungen von Honoré (1976) und
Boué (1975) weild man, dass chromosomale Aberrationen nicht nur Veranderungen am
Embryo/Feten, sondern auch unter dem Bild der Plazentabildungsstérungen
Strukturstdérungen an den Chorionzotten hervorrufen (Vogel, 2004). Die Klassifizierung
bzw. Zuordnung des Abortmaterials erfolgt nach Art der Histologie von Fruchtsack und
Plazenta durch den Pathologen.

Wichtige Beurteilungskriterien im Hinblick auf die einzelnen Formen der
Plazentabildungsstdrungen sind hier das morphologische Bild des Trophoblastepithels,
die Beurteilung der Zottenvaskularisation sowie Verdnderungen des Zottenstromas und
die Anwesenheit bzw. das Fehlen einer Embryonalanlage (Emmrich, 1990). Diese
Kriterien waren die Grundlage fur die neue Einteilung der Plazentabildungsstdrungen
(wie oben aufgefiihrt), die fur den deutschsprachigen Raum erstmals durch Vogel
(1984) publiziert wurden.

1.3.2 Embryonalmolen

Bei der Embryonalmole handelt es sich um die haufigste Auspragungsform einer
Plazentabildungsstorung. Wichtigstes makroskopisches Merkmal der Embryonalmole ist
das Vorhandensein eines Embryos, mit einer mehr oder weniger stark ausgepragten
Entwicklungsstorung (vollstandig desorganisierter Embryo in Form eines noduléaren
oder zylindrischen Embryos oder in Form eines so genannten Kimmerlings). Bei
makroskopischen Fehlen eines Embryos ist die Abgrenzung zur Windmole schwierig,
so kann hier nur histologisch der Nachweis von Allantoisgefal3auslaufern in der
Chorionplatte Ruckschlisse auf die primare Ausbildung eines Embryos geben (Vogel,
2004, 1996; Emmrich, 1990).
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Histologische Kriterien einer Embryonalmole:

- hypoplastische zartwandige Allantoisgefal3e in der Chorionplatte,

- abortive Ausbildung von Stammzotten,

- ungleich groR3e Zottendurchmesser,

- ein- und zweischichtiges Trophoblastepithel unterschiedlicher Breite,

- unregelmallig gebuchtete Zottenoberflache,

- buntes Zottenstromabild (embryonal, hydropisch-molig, retikular, fibros)
- mangelnde GefalRausstattung der peripheren Zotten

(Vogel, 2004)

Pathogenese und Atiologie der Embryonalmole:

Es handelt sich bei der Embryonalmole um eine Entwicklungsstérung mit erhaltener
Embryonalanlage, deren terminationskritische Phase gegen Ende der 3. bis Anfang der
4. Entwicklungswoche und spater angenommen wird.

Nicht selten liegt dieser Form der Plazentabildungsstérung eine chromosomale
Aberration zugrunde. Vogel konnte in seinen Untersuchungen zeigen, dass vier Finftel
der untersuchten Embryonalmolen mit Karyotypisieung Chromosomenaberrationen
aufwiesen, meist in Form einer Trisomie (10,13-15,16,18, 21 und 22), des weiteren

auch Monosomie X und Strukturaberrationen (Vogel, 1996).

1.3.3 Partialmolen

Es handelt sich bei den Partialmolen um eine Form der Plazentabildungsstérung, die
aufgrund der Trophoblastzellhyperplasie auch zu den tumorahnlichen Lasionen
gerechnet wird, ahnlich den Blasenmolen.

Makroskopisch aufféllig ist eine Gbergro3e Plazenta, deren Gewebe herdférmig von
zahlreichen wechselnd grof3en Zottenblasen durchsetzt ist. Ein Embryo bzw. Fetus ist
angelegt, aber wachstumsretardiert und weist in unterschiedlich starkem Male innere

und/ oder aul3ere Fehlbildungen auf (Vogel, 2004).
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Histologische Kriterien einer Partialmole:

- AllantoisgefalRaste in Chorionplatte und Stammzotten (Hinweis flr embryo-
bzw. fetoplazentaren Kreislauf)

- sehr ungleich grol3e Zottendurchmesser (Nebeneinander sehr grol3kalibriger
und schmaler Zottendurchmesser)

- fokale Trophoblasthyperplasie, vor allem des Synzytiotrophoblasten mit
Ausbildung von Epithelzungen und- girlanden

- stark gezahnelte Zottenoberflache

- fokale Ausbildung von Zottenblasen wechselnder Grol3e

- restliches Zottenstroma teils zellreich, fibrosiert und/ oder hydropisch
degeneriert

- Hypovaskularitat peripherer Zotten

(Vogel, 2004, Horn, 2003; Emmrich, 1990)

Pathogenese und Atiologie der Partialmole:

Die Ausbildung von Partialmolen ist hauptsachlich durch chromosomale Aberration
bedingt, die zu einer Fehldifferenzierung des Trophoblasten bzw. Entgleisung des
Trophoblastenwachstums fuhren. Es handelt sich hierbei am haufigsten um die
Triploidie, die als chromosomale Stérung der Partialmole zugrunde liegt, nachgewiesen
durch zytogenetische Untersuchungen in bis zu neun Zehntel der Félle. In absteigender
Haufigkeit treten folgende Karyotypen auf: 69, XXX; 69, XXY; und selten 69, XYY. 69,
YYY ist nicht entwicklungsfahig (Vogel, 1993; Szulmann, 1981; Vassilakos, 1977). Die
Triploidie, die fur das morphologische Vollbild der Partialmole verantwortlich ist, grindet
sich auf dem udberzahligen Chromosomensatz véterlicher Herkunft, bei der die
Befruchtung des Eis entweder durch ein diploides Spermium (Diandrie) oder durch
disperme Befruchtung der haploiden Oocyte erfolgt (Vogel, 2004; Horn, 2003;
Rockelein, 1989). Infolgedessen stammen zwei Drittel des Genoms vom Vater und nur
ein Drittel von der Mutter. Man nimmt an, dass dies zu einer Abschwachung bzw.

Unterdrickung der mutterlichen Geninformation fuhrt. Des Weiteren sollen vaterliche
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Chromosomen Gene tragen, die im aktiven Zustand fur die Hyperproliferation des
Trophoblastepithels verantwortlich sind (Horn, 1996). Die Therapie der Wahl ist die
vollstdndige Kirettage des Uterus unter sonographischer Kontrolle. Im Gegensatz zur
Blasenmole ist das Risiko fur die Entwicklung einer persistierenden und invasiven Mole
bzw. malignen Entartung zu einem Chorioncarcinom bei der Partialmole geringer
einzustufen. In der Literatur werden prozentuale Angaben von 0,5-2% ausgewiesen
(Horn, 2003). Trotzdem erscheint es sinnvoll, auch diesen Patienten eine engmaschige
Kontrolle (z. B. Bestimmung des Serum-beta-HCG-Wertes) zu empfehlen, wie solchen
mit Blasenmolen, da bei plateauartigen oder ansteigenden HCG-Werten weitere
Malinahmen indiziert waren (Horn, 2003; Bilek, 1994).

1.3.4 Blasenmolen (Synonym: komplette Mole)

Die Blasenmole wird zu den tumordhnlichen Lasionen gestationsbedingter
Trophoblasterkrankungen gezahlt, aufgrund ihrer Synzytio- und Zytotrophoblastzell-
hyperplasie sowie- anaplasie (Vogel, 2004).

Sie zeigen ein charakteristisches soziogeographisches Verteilungsmuster mit weitaus
haufigerem Auftreten in Ostasien als in Europa (Herbst, 1999).

Makroskopisch imponiert eine Ubergro3e Plazenta, die nicht dem Tragezeitalter
entspricht und diffus von wenigen bis mehreren Millimetern grof3en Zottenblasen
durchsetzt ist. Die Schnittflache dieser hydropisch geschwollenen Zotten weist eine
~Apfelsinen- Fruchtfleisch® ahnliche Textur auf. Ein Embryo bzw. Fetus fehlt stets
(Vogel, 2004; Horn, 2003; Herbst, 1999; Vogel, 1996; Emmrich, 1990).

Histologische Kriterien einer Blasenmole:

- Fehlen von Allantoisgefal3en in der Chorionplatte

- Fehlen von Stammzotten

- ein Uberwiegend groRRkalibriger Zottendurchmesser

- die gesamte Zirkumferrenz der Zotten erfassende Synzytio- und
Zytotrophoblasthyperplasie mit Zell- und Kernatypien

- hydropische vergroRRerte, blasig aufgetriebene Chorionzotten mit teilweise

erhaltener schmaler Bindegewebssaum unterhalb des Chorionepithels
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- gelegentlich einzelne Kapillaren im subepithelial erhaltenen schmalen
Bindegewebssaum
( Vogel, 2004; Horn, 2003; Herbst, 1999; Emmrich; 1990)

Pathogenese und Atiologie der kompletten Blasenmole:

Es handelt sich bei der kompletten Blasenmole um die Folge einer Befruchtungsstorung
mit diploidem Chromosomensatz (Vogel, 2004).

Das Genom der kompletten Blasenmole, meist 46 XX, ist dabei rein véaterlichen
(androgenetischen) Ursprungs, infolge der Befruchtung einer Oozyte, deren Kern
entweder durch einen Fehler in der zweiten Reifeteilung als diploides Polkdrperchen
ausgestoRen wurde, oder aus unbekannter Ursache inaktiviert wurde. Die Befruchtung
der leeren (kernlosen) Oozyte durch ein haploides Spermium, mit nachfolgender
Duplikation des Spermiengenoms steht dabei im Vordergrund. Es entsteht hierbei ein
diploider Chromosomensatz (46, XX), dessen Genom homozygot und ausschlief3lich
vaterlichen Ursprungs ist. Da fast ausschlielich 46, XX in kompletten
Blasenmolengewebe aufgefunden wurde, ist anzunehmen, dass 46, YY nicht
entwicklungsfahig ist. In seltenen Fallen findet sich ein 46, XY-Karyotyp. Dieser ist
entweder die Folge einer Befruchtung durch zwei haploide Spermien (X und Y),
genannt Dispermie oder durch ein diploides Spermium (Diandrie) infolge des Ausfalls
der ersten Reifeteilung (Vogel, 2004; Horn, 2003; Herbst, 1999; Vogel; Kircheisen,
1991).

In etwa 15% der Blasenmolen findet sich ein Ubergang in eine invasive Mole, in etwa
2,5% folgt ein Chorionkarzinom nach. Es besteht vermutlich ein 10-fach erhéhtes
Wiederholungsrisiko in den folgenden Schwangerschaften (Vogel, 2004). Die
Komplikation einer invasiven Mole fallt klinisch meist durch Blutungen primar oder
mehrere Wochen nach Absaugung bzw. Kirettage einer Molenschwangerschaft auf
und es zeigen sich persistierende und/oder ansteigende R-HCG- Werte im 24h-Urin
oder Serum der Patientin. Makroskopisch findet man einen hamorrhagischen Knoten
am Ort der Implantationsstelle oder gar einen von Blutkoageln ausgeflllten
Gewebsdefekt im Myometrium. Mikroskopisch wird die invasive Mole charakterisiert

durch hydropische Zotten innerhalb des Myometriums, innerhalb dort befindlicher
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GefalRe oder, nach Transport mit dem Blutstrom, in entfernten Lokalisationen, z.B.
Vagina oder die Lunge (Vogel, 2004; Herbst, 1999). Die Therapie der Wahl ist die sono-
graphisch kontrollierte Kirettage mit vollstandiger Ausraumung des Cavum uteri. Eine
prophylaktische Chemotherapie von Patientinnen, die nach Molenausrdaumung
abfallende bzw. negative R-HCG-Werte aufweisen, ist nicht indiziert. Bei
persistierenden bzw. ansteigenden R-HCG-Werten, ist in rund 10 % der Falle eine
Chemotherapie indiziert (Horn, 2003).

1.3.5 Windmolen

Die Windmole ist die zweithdufigste Auspragungsform einer Plazentabildungsstorung
(in 28% d. F.) nach der Embryonalmole. Im Gegensatz zu dieser Molenform fehlt eine
Embryonalanlage. Dabei sind zwei Unterformen zu unterscheiden. Bei der ersten Form
fehlt nicht nur die Embryonalanlage, sondern auch das embryonale Hullengewebe.
Entsprechend ist nur eine meist sehr dinne und unregelmallig mit Zotten besetzte
Chorionhaut ausgebildet. Im Inneren des Fruchtsacks befindet sich eine unterschiedlich
dichte gallertige Masse. Bei der zweiten Form ist zusatzlich ein Amnion und/oder

Dottersack unterschiedlich gut ausgebildet (Vogel, 1996).

Histologische Kriterien einer Windmole:

- Fehlen von Allantoisgefaf3en in der Chorionplatte

- keine Ausbildung von Stammzotten

- Uberwiegend plumpe Zottendurchmesser

- hypoplastisches, Uberwiegend ein-,teils zweischichtiges Zottenepithel

- wenige Kernknospen an der Zottenoberflache und Zellinseln im
Zwischenzottenraum

- meist hydropisch oder mukoid degeneriertes Zottenstroma, seltener auch fibros

- selten Endothelschlauche oder Kapillaren in den Stromamaschen, in den
gefallhaltigen Zotten gelegentlich auch Hofbauer-Zellen

(Vogel, 2004)
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Pathogenese und Atiologie der Windmole:

Die Windmole stellt eine Entwicklungsstérung der Frucht dar mit Untergang der
Embryonalanlage noch vor Etablierung eines embryoplazentaren Gefal3systems. Die
terminationskritische Phase kann etwa Mitte bis Ende der dritten Entwicklungswoche
angenommen werden (am Ende des Sekundarzotten- bzw. zu Beginn des
Tertidrzottenstadiums).

Bei etwa 60% der Windmolen mit Karyotypisierung wurde eine Chromosomen-
aberration gefunden. Es handelt sich um autosomale Trisomien oder Tetraploidien ohne
diploides Mosaik. Die autosomalen Trisomieformen betrafen Uberwiegend die
Chromosomen 6 bis 12 und 13 bis 16 sowie das Chromosom 20 (Vogel, 1996).
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2 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Entwicklung des vaskularen Systems in der fetomaternalen Einheit sowie dessen
uneingeschrankte Funktion hinsichtlich des Gas- und Nahrstofftransportes ist fur die
normale embryonale Entwicklung von entscheidender Bedeutung. Die Entwicklung der
Vaskulatur umfasst zwei wichtige Prozesse, die Vaskulogenese und die Angiogenese.
Erste Zelldifferenzierungen im Hinblick auf die Ausbildung einer Vaskulatur sind auf den
21. Tag post partum zu datieren (Zygmunt, 2001). Ab diesem Zeitpunkt bilden die
Vorlauferzellen der Endothelialzellen das primare GefaRsystem im Embryo und der
Plazenta aus (Vaskulogenese). Die Bildung des restlichen GefalRbaumes erfolgt durch
Aussprossung neuer Kapillaren aus bereits praexistierenden Gefal3en (Angiogenese).
Der Prozess kann physiologisch geregelt oder UberschieRend ablaufen (Schmidt, 2007;
Demir, 2007; Zygmunt, 2001; Kaufmann, 2000; Ahmed, 1997; Risau ,1997).

Auch die Angiogenese der Plazenta ist abhangig von Wachstumsfaktoren, sowie den
entsprechenden Rezeptorstellen innerhalb des Gewebes (Demir, 2007). Es konnten
zahlreiche Wachstumsfaktoren (u.a. VEGF, PIGF, Angiopoietin, bFGF) in den letzten
Jahren in der Plazenta (in Endothelzellen, glatten Muskelzellen der plazentaren Gefale,
Langerhanszellen und Trophoblastzellen) nachgewiesen werden (Schmidt, 2007;
Demir, 2007; Schneider, 2006; Kaufmann, 2000; Geva, 2000; Heits, 1998; Shore, 1997,
Shiraishi,1996; Burton, 1996). Dabei handelte es sich jedoch um normale und
ausgereifte Plazenten. Des Weiteren konnte in zahlreichen Geweben und Tumoren eine
verstarkte Angiogenese im Rahmen einer vermehrten Expression von Wachstums-
faktoren aufgezeigt werden (Folkmann, 2006; Guschmann, 2002; Paradis, 2000;
Neufeld, 1999; Heits, 1998; Hatva, 1996).

Im Gegensatz dazu gibt es kaum Untersuchungen zur Expression der bekanntesten
angiogenen Wachstumsfaktoren und deren Einfluss auf die GefaRentwicklung in
Plazentabildungsstorungen.

Die Plazentabildungsstorungen werden der Gruppe der gestationsbedingten
Trophoblasterkrankungen zugeordnet, denen eine priméare Entwicklungsstérung des
villdsen Trophoblasten mit einer mangelhaften GefaRausbildung zugrunde liegt (Vogel,
2004). Es konnte gezeigt werden, dass bei einer hohergradigen Stérung die
Fruchtanlage nicht entwicklungsfahig ist, ein Embryo in diesen Féllen fehlt oder eine
globale Entwicklungsstérung aufweist (Vogel, 2004; Vogel, 1996; Gocke, 1985) mit

einer hohen Rate an Spontanaborten.
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Man weil3, dass in 50-60% der Falle chromosomale Aberrationen den Spontanaborten
zugrunde liegen, die nicht nur zu Verdnderungen an Embryo/Feten fuhren, sondern
auch Strukturstérungen an den Chorionzotten, die Gefal3entwicklung einschlie3end,
hervorrufen, die das Bild der Plazentabildungsstorungen pragen (Vogel, 2004; Herbst,
1999; Vogel, 1996; Horn, 1996; Rockelein, 1989; Gocke, 1985).

Inwieweit die angiogenen Wachstumsfaktoren VEGF, bFGF und Angiopoietin-1 als
Regulationsfaktoren einen Einfluss auf die gestorte GefaRentwicklung der friihen
Fetalperiode in Plazentabildungsstérungen austben, soll die vorliegende Arbeit zu

neuen Erkenntnissen beitragen.

Es wurden hierzu Plazenten der 7.-16. Gestationswoche bei einer nachgewiesenen
Plazentabildungsstorung untersucht. Die Untersuchungen bezogen sich hierbei auf

Embryonalmolen, Partialmolen, Blasenmolen und Windmolen.

Hypothese in Bezug auf die Expression von Wachstumsfaktoren in Plazenta-

bildungsstérungen:

1. Es wird sich die Expression der Wachstumsfaktoren VEGF, bFGF und Angiopoietin-
1 nur unwesentlich zwischen den einzelnen Formen der Plazentabildungsstérungen
unterscheiden.

2. Es werden sich signifikante Differenzen der Expression von Wachstumsfaktoren im
Vergleich zu Plazenten mit einer regelhaften Gefal3entwicklung der frihen Fetal-
periode zeigen. Die Plazenten mit einer Molenbildung werden die Wachstums-

faktoren in einem geringeren Mal3e exprimieren.

Hieraus ergaben sich folgende Fragen fiur die vorliegende Arbeit:

I. Welchen Einfluss haben die Wachstumsfaktoren VEGF, bFGF und Angiopoietin-1 auf
die GefalRentwicklung von Plazentabildungsstorungen?

[I. Werden in den betrachteten Gestationswochen alle untersuchten Wachstumsfaktoren
in morphologisch gleicher Starke und in den gleichen Zellen (Chorionepithel,
Hofbauerzellen, Fibroblasten, Endothelzellen) innerhalb der Plazentabildungsstérungen

exprimiert?
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lll. Bestehen zwischen den einzelnen Formen der Plazentabildungsstérungen
Differenzen in der Expression einzelner oder aller Wachstumsfaktoren?

IV. Gibt es hinsichtlich des Gestationsalters Unterschiede in der Expression der
einzelnen Wachstumsfaktoren?, d. h. werden einzelne oder alle angiogenen Wachs-
tumsaktoren erst ab einer bestimmten Gestationswoche in bestimmter Quantitat
exprimiert?

V. Wenn Differenzen nachweisbar sind, betreffen diese alle exprimierenden Zellen?

VI. Lassen sich Unterschiede in der Expression der Wachstumsfaktoren zwischen
regelhaftem Plazentagewebe der frihen Fetalperiode und Plazentabildungsstérungen

aufzeigen?
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3 Material und Methoden

3.1 Das Untersuchungskollektiv

Bei dem fir die Studie herangezogenen Plazentagewebe handelt es sich um
Abortmaterial von Frauen, die sich im Zeitraum von 1996 bis 2000 in der Klinik fur
Frauenheilkunde und Geburtshilfe des Universitatsklinikums Charité, Standort Virchow-
Klinikum aufhielten.

Das Plazentagewebe wurde im Rahmen eines therapeutischen Eingriffs mittels

Klrettage gewonnen:

Teils induzierter Abort bei sonographisch nachgewiesener Molenschwangerschaft

Nachkurettage bei Spontanabort

Kirettage aus medizinischer oder sozialer Indikation

3.1.1 Einschlusskriterien

Plazentagewebe der friihen Fetalperiode (ca. 7.-16. SSW)

Vorliegen einer Plazentabildungsstérung vom Typ:
- Embryonalmole
- Partialmole
- Blasenmole

- Windmole

3.1.2 Ausschlusskriterien

e bekannte Medikamenteneinnahmen mit Einfluss auf die BlutgefaRbildung

¢ Nachweis von Entziindungszeichen im plazentaren Gewebe

e Dbekannte lokale oder systemische Infektionen der Schwangeren

Durch den zusatzlichen Ausschluss von Entziindungszeichen im plazentaren Gewebe
mit vorliegender Plazentabildungsstérung sowie lokalen oder systemischen Infektionen
der Schwangeren sollte sichergestellt werden, dass diese nicht die mégliche oder sogar
alleinige Ursache fur den Abort darstellt, sondern die mit hoher Wahrscheinlichkeit

vorliegende chromosomale Aberration bei Plazentabildungsstérungen.
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Im Hinblick auf die unter 3.1.1 und 3.1.2 aufgefiihrten Ein- und Ausschlusskriterien
wurden 43 Plazenten fur die vorliegende Studie ausgewahlt, die die einzelnen

Molentypen repréasentierten:

12 Embryonalmolen

12 Partialmolen

- 9 Blasenmolen
10 Windmolen

Aus diesem Gewebe wurde dann in den folgenden Arbeitsschritten die entsprechenden

Gewebeschnitte zur Untersuchung der angiogenen Wachstumsfaktoren angefertigt.

3.2 Materialien

3.2.1 Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden zur Vorbereitung und Anfarbung der Gewebeschnitte
bendtigt:

« Ethanol 50 Vol.-%, 70 Vol.-%, 96 Vol.-%, 100 Vol.-% (Herbeta Arzneimittel)

e Xylol (Baker)

« Citronensaure-Monohydrat (Merck)

e Natriumhydroxid (Merck)

e Aqua dest.

e Vitro-Clud (Langenbrinck)

e Tris-Base (Sigma)

e Tris-HCL (Sigma)

e Natriumchlorid (Merck)

e Primarantikérper Ang-1/4 (C-19):s¢-9360 (Santa Cruz Biotechnology)

e Primarantikérper bFGF (Ab-3), (Calbiochem Cat# GF 22)

e Primarantikérper VEGF (Ab-3), (Calbiochem Cat# GF 25)

o Antikérperverdiinnungsmedium (DAKO, Code No. S2022)

e Biotinyliertes Kaninchen Anti-Mausimmunglobulin, ,Brickenantikdrper® (DAKO
K5005)

o Streptavidin-Enzym-Konjugat, ,APAAP-Immunkomplex” (DAKO K5005)

o Naphtolphosphat, ,, Chromogen-Substrat* (DAKO K5005)
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e AP-Substratpuffer (DAKO K5005)

o Hamatoxylin (DAKO Code No. S2020)

e Endothelzellmarker CD 31 (DAKO Code No. M0823)
o Proliferationsmarker MiB-1 (DAKO Code No. M7240)

3.2.2 Gerate und sonstige Materialien
Die nachfolgend aufgefuhrten Geréte und Materialien wurden fir die Herstellung der
Gewebeschnitte sowie fur die Durchfiuhrung und Auswertung der Versuchsreihe

bendtigt.

In Paraffin eingebettetes Plazentagewebe

e Immunologische Objekttrager (DAKO)

« Wasserbad

o Warmeschrank (Heraeus)

o Objekttragerhalter

o Mikrowelle (Bosch)

o DAKO-Pen (DAKO Code No. S2002)

e Feuchte Kammer (quartett GmbH)

e Acryl-und Aluminiumtrays (quartett GmbH)

e Schlittenmikrotom (Leica SM2000R)

e Lichtmikroskop (Leica DMRB) mit aufsitzender Fotoeinrichtung und ange-
schlossenem Photoautomat(Leica Wild MPS 28)

o Glaskuvetten

3.3 Methoden

3.3.1 Die Herstellung und Vorbehandlung der Paraffinschnitte

Von dem zuvor in Formalin fixierten und spater in Paraffin eingebetteten Plazenta-
gewebe wurden mit dem Schlittenmikrotom 4 um dicke Gewebeschnitte angefertigt.

Im Anschluss erfolgte das Aufziehen des jeweiligen Paraffinschnittes auf einen
immunologischen Objekttrdger aus einem vorgeheizten, mit Aqua dest. gefilltem
Wasserbad.
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Fur die weitere Verwendung der hergestellten Gewebeschnitte im immunhisto-

chemischen Féarbeprozess schloss sich eine Vorbehandlung aus:

1. Trocknung
2. Entparaffinierung

3. und Demaskierung an.

Die einzelnen Arbeitsschritte dienten dem Ziel einer besseren Haftung der
Gewebeschnitte auf den Objekttragern (Trocknungsvorgang), einer Reduzierung der
unspezifischen Hintergrundfarbung (Entparaffinierung) sowie einer ver-besserten
Anfarbung der jeweils gesuchten Antigene durch deren Freilegung (Demaskierung).
Zu 1.) Hierzu wurden die Gewebeschnitte Uber Nacht in einem

Warmeschrank bei 56,0°C aufbewahrt.
Zu 2.) Zur Entparaffinierung hat man die Gewebeschnitte im Anschluss flr

dreimal zehn Minuten in ein Xylolbad gestellt.

Daraufhin erfolgte eine Behandlung in der absteigenden

Alkoholreihe. Die Schnitte wurden fur jeweils zweimal fiUnf Minuten

in 100% Ethanol, im Weiteren fur zweimal finf Minuten in 50%

Ethanol gelagert und anschlieRend zweimal zwei Minuten in Aqua

dest. hydratisiert.
Zu 3.) Die Gewebeschnitte wurden in einer mit Citratpuffer gefullten

Kunststoffkuvette fir zweimal finf Minuten einer

Mikrowellenbehandlung bei 600°C unterzogen.
Nach einem flinfzehnminutigem Abkuhlvorgang wurden die Schnitte jeweils dreimal fur

1-2 Minuten mit Aqua dest., dann in TBS (Tris buffered saline) gespilt und zur weiteren

Behandlung in TBS aufbewabhrt.
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3.3.2 Immunhistochemische Farbung — , APAAP-Methode*

3.3.2.1 Theoretische Abhandlung

Immunhistochemische Verfahren werden zum Nachweis und zur Lokalisation von
Antigenen in dem jeweils betrachteten Gewebe eingesetzt. In unserer Versuchsreihe
bedienten wir uns der APAAP-Methode (Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische
Phosphatase-Methode).

Das Verfahren bedient sich loslicher Enzym-anti-Enzym-Immunkomplexe zur
Signalverstarkung und Sichtbarmachung der Primarantikérperbindung an das jeweilig
gesuchte Antigen im Gewebe. Dies wird vor allem durch die hohe Anzahl von
Enzymmolekllen erreicht, die pro Gewebeantigen zur Verfugung stehen. Sowohl der
Priméarantikorper als auch der Antikdrper des Enzym-Immunkomplexes stammen dabei
von derselben Spezies ab, so dass der Sekundarantikérper (auch Brickenantikdrper
genannt), diese miteinander verbinden kann.

Zwei Anforderungen muss dieser Bruckenantikorper erfillen:

Zum einen muss er gegen die Immunglobuline der Spezies gerichtet sein, aus der
sowohl der Primarantikorper, als auch die im Enzym-Komplex gebundenen Antikdrper
stammen.

Zum anderen muss dieser Briickenantikérper im Uberschuss vorliegen, so dass einer
der beiden Fab-Arme des Briuckenantikbrper an den Primarantikorper binden kann, der
andere Fab-Arm des Briickenantikorper hingegen zur Anlagerung des Antikérpers aus
dem Enzym-Komplex verfugbar ist.

Diese Enzym-Anti-Enzymkomplex-Techniken werden nach dem verwendeten Enzym-
Immunkomplex benannt, in unserem Fall bei der APAAP-Methode bestehend aus zwei
Molektlen alkalischer Phosphatase und einem dagegen gerichteten Antikdrper (Naish,
1989).

Reihenfolge der Arbeitsschritte:
Auftragen des jeweiligen Primarantikérper auf die Gewebeschnitte
Hinzufligen des biotinylierten Briickenantikrper

Zugabe des Enzym-anti-Enzymkomplexes

A LW D RE

Auftragen der Substratlésung
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In unserer Versuchsreihe diente als Chromogen-Substrat modifiziertes
Neufuchsin/Naphtolphosphat. Die alkalische Phosphatase spaltet dieses Substrat in
seine Phenol-und Phosphatkomponenten und ermdéglicht es so den Chromo-genen
(unlésliche Diazoniumsalze) mit den Phenolen zu unl6slichen Azofarbstoffen zu
reagieren. Um das Ausmald einer unspezifischen Anfarbung beurteilen zu kdnnen,
wurde bei jeder Farbeserie ein Gewebeschnitt als Negativkontrolle mitgefthrt. Hierzu
wurde anstatt des jeweiligen Primarantikbrpers ein negatives Kontrollreagenz

aufgetragen, in unserem Fall handelte es sich um das Antikdrperverdiinnungsmedium.

3.3.2.2 Protokoll der immunhistochemischen Farbung mit VEGF (Ab-3)

Zum Nachweis der Expression des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors im
Plazentagewebe (mit Schwerpunkt auf Hofbauer-Zellen, Chorionepithel, Endothelzellen
sowie Fibroblasten) wurde die VEGF (Ab-3)-Immunfarbung eingesetzt.

Der monoklonale Primarantikbrper gehort der Klasse 1gG1 an und wurde durch die
Immunisierung von Mausen gewonnen.

Verwendete Lésungen:

Citratpuffer (ph = 6,0) 5,0 |, bestehend aus:

Citronensaure-Monohydrat: 10,5 g in 4500 ml Aqua dest., mit NaOH 2N (2mol/l): 62 mi

TBS (Tris buffered saline, pH = 7,4-7,6), bestehend aus:
Tris-Base: 4,5 g, Tris-HCL: 34,85 g, NaCl: 43,8 g in 5,0 | Aqua dest.

e Ansatz fur Primarantikbrper VEGF (Ab-3), 12 Schnitte a 300 pl:
Verdinnung (1:10)

Primarantikérper: 360 pl

Antikérperverdiinnungsmedium: 3240 pl

Negativkontrolle:

Antikorperverdiinnungsmedium

Detektionskit DAKO 5005 bestehend aus:
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e Biotinvylierter Briickenantikdrper (120 ml gebrauchsfertiq)

Es handelt sich um Kaninchen Anti-Maus-Immunglobulin in Pufferlésung, die

hintergrundreduzierende Komponenten und Natriumazid enthalt.

e APAAP-Immunkomplex (120 ml gebrauchsfertiq)

Die loslichen Immunkomplexe bestehen aus intestinaler alkalischer Phosphatase
(vom Kalb) und monoklonalen Maus-Antikdrpern gegen alkalische Phosphatase
(vom Kalb) in einer Pufferlésung, die hintergrundreduzierende Komponenten,

Stabilisatoren und Natriumazid enthélt.

e Chromogen-Substrat-Ansatz (13 Schnitte a 300 pl)
Chromogen Red 1: 156 pl
Chromogen Red 2: 156 ul
Chromogen Red 3: 156 ul

e AP-Substratpuffer (13 Schnitte a 300 pl) = 3900 pl

Durchfiihrung:

Im Anschluss an die in Kapitel 3.3.1 erlauterte Herstellung und Vorbehandlung der
Paraffinschnitte, fanden alle nun folgenden Inkubationsschritte im Rahmen der
immunhistochemischen Farbung, zur Vorbeugung einer Austrocknung der Gewebe-
schnitte, in einer feuchten Kammer und bei Raumtemperatur statt.

Nach Abtropfen der Objekttrdger aus der TBS-Losung und Markierung der Gewebe-
schnittrander (Verhinderung einer Antikdrperabschwemmung), erfolgte das Auftragen
des Primarantikdrper VEGF (Ab-3).

Jeweils ein Schnitt in jeder Farbeserie, der als Negativkontrolle fungierte, wurde parallel
anstatt des Primarantikbrpers mit dem negativen Kontrollreagenz (Antikorper-
verdinnungsmedium) behandelt.

Alle Schnitte wurden nun fur die Zeit von dreil3ig Minuten inkubiert.

Nach dem jetzigen und den folgenden Inkubationsschritten wurden die Préparate fur ein

bis zwei Minuten jeweils mit Leitungswasser und anschlieend mit TBS gespdilt.
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Bei den folgenden Schritten konnte die Negativkontrolle analog zu den anderen
Gewebeschnitten behandelt werden.

Es erfolgte nun das Auftragen des biotinylierten Briickenantikdrpers mit einer weiteren
Inkubationszeit von dreil3ig Minuten.

Im Anschluss, nach Abspulen der Praparate, wurden diese mit dem APAAP-
Immunkomplex bedeckt, fir dreil3ig Minuten inkubiert und daraufhin abgespuilt.

Mit der mindestens zwanzig Minuten vor Behandlung angesetzten Féarbelésung aus
Chromogen-Substrat und AP-Substratpuffer wurden die Gewebeschnitte abschlieRend
bedeckt, fur finfzehn Minuten inkubiert und dann abgespilt.

Diese immunhistochemische Farbeserie (mit VEGF (Ab-3)) wurde sowohl bei den
Embryonalmolen als auch bei den Partialmolen, Blasenmolen und Windmolen
durchgefuhrt.

Die Gegenfarbung der Schnitte erfolgte direkt im Anschluss (siehe Kapitel 3.3.2.5).

3.3.2.3 Protokoll der immunhistochemischen Farbung mit bFGF (Ab-3)

Fur den Nachweis des primaren Fibroblasten Wachstumsfaktors im Plazentagewebe
der zu untersuchenden Molenformen, wurde die bFGF (Ab-3)-Immunfarbung
eingesetzt.

Bei diesem monoklonalen Primarantikdrper handelt es sich um einen IgG1-Antikérper,

gewonnen durch die Immunisierung von Mausen.

Verwendete Lésungen:

e Ansatz fur Primarantikdrper bFGF (Ab-3), 12 Schnitte a 300 pl:
Verdinnung (1:5)
Priméarantikorper: 720 pl

Antikérperverdiinnungsmedium: 2880 pl

e Die noch verbleibenden Lésungen sind identisch mit den in Kapitel 3.3.2.2 Protokoll
der immunhistochemischen Féarbung mit VEGF (Ab-3).
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Durchfuhrung:

Die Reihenfolge der einzelnen Inkubationsschritte, bis auf den jeweiligen
Primarantikorper, folgte dem in Kapitel 3.3.2.2 (unter Durchfiihrung) dargelegten
Schema.

Alle Inkubationsschritte wurden in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur
ausgefuhrt.

Die Immunfarbung mit bFGF (Ab-3) fand in Folge bei Embryonalmolen, Partialmolen,
Blasenmolen und Windmolen statt.

Anschlief3end folgte die Gegenfarbung der Gewebeschnitte (siehe Kapitel 3.3.2.5).

3.3.2.4 Protokoll der immunhistochemischen Farbung mit Ang-1/4(C-19): sc-
9360

Als Nachweis fur den angiogenen Wachstumsfaktor Angiopoietin-1 wurde die Ang-1/4

(C-19)-Immunfarbung durchgefiihrt. Es handelt sich hierbei um einen polyklonalen

Antikorper.

Verwendete Lésungen:

e Ansatz fur Primarantikbrper Ang-1/4 (C-19), 12 Schnitte a 300 pl:
Verdinnung (1:100)
Primarantikorper: 36 pl

Antikérperverdiinnungsmedium: 3564 pl

e Die zuzlglich zum Primérantikorper benétigten Losungen und Ansatze sind im
Kapitel 3.3.2.2 aufgefihrt.

Durchfiihrung:

Die Reihenfolge der einzelnen Arbeitsschritte, bis auf die Verwendung des jeweiligen
Primarantikorper (in diesem Fall Ang-1/4 (C-19)), folgten dem im Kapitel 3.3.2.2 (unter
Durchfiuhrung) dargelegten Schema. Alle Inkubationsschritte wurden bei

Raumtemperatur in einer feuchten Kammer durchgefihrt.
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Die Immunfarbung mit Ang-1/4 (C-19) fand in Folge bei Embryonalmolen, Partialmolen,
Blasenmolen und Windmolen statt.

Im Anschluss erfolgte die sofortige Gegenfarbung der Gewebeschnitte (Kapitel 3.3.2.5).

3.3.2.5 Die Gegenfarbung der Gewebeschnitte

Nach Abschluss der immunhistochemischen Farbung mit VEGF (Ab-3), bFGF (Ab-3)
und Ang-1/4 (C-19) wurden die Gewebeschnitte jeweils einer Gegenfarbung mit
Hamatoxylin unterzogen. Diese Kernfarbung dient der Sichtbarmachung der Antigen-

negativen Zellkerne.

Verwendete Lésungen:

e Hamatoxylin (gebrauchsfertig)
e Ethanol 70%, 96%, 100%

e Xylol

Durchfuhrung:

Die Gewebeschnitte wurden jeweils mit 300 pul Hamatoxylin bedeckt, fir eine Minute
inkubiert und anschlieRend mit Leitungswasser ein bis zwei Minuten gespuilt.

Zur Blauung der Praparate erfolgte eine zehnminitige Lagerung der Schnitte in einem
Wasserbad.

Im Anschluss wurden die Schnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe dehydratisiert.
Hierbei wurden sie jeweils 20x in 70%, 96% und 100% Ethanol geschwenkt.
Abschlie3end erfolgte eine Behandlung mit Xylol und die Eindeckung der Praparate mit
Vitro-Clud.

3.3.3 Auswertung mit Hilfe des Lichtmikroskops
Die Auswertung der Praparate erfolgte im Hinblick auf die Expression der
Wachstumsfaktoren semiquantitativ, unter Verwendung eines Lichtmikroskops der

Firma Leica.
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Das Okular besal? die Starke 10 und die einzelnen Objektive, die verwendet wurden,
hatten die Vergrol3erung 1:2,5 bis 1:40.

Jeder Schnitt in dieser Versuchsreihe wurde nach der gleichen Vorgehensweise
mikroskopisch beurteilt. In den kleinen VergroRerungen von 1:2,5 — 1:10 erfolgte die
Begutachtung der Schnitte auf Materialmenge, Farbequalitat und Kriterien der einzelnen
Plazentabildungsstorungen, um eventuelle Abweichungen und daraus resultierende
systematische Fehler in der Auswertung der Ergebnisse zu vermeiden. Hierzu wurden
die Praparate, wie auch in den folgenden Schritten, unter dem Mikroskop von links nach
rechts meanderférmig inspiziert. In den starkeren Vergrof3erungen erfolgte die genaue
Begutachtung und Beurteilung der Zottenanschnitte im Hinblick auf die Expression der
jeweiligen Wachstumsfaktoren. Um eine reprasentative Aussage Uber den jeweils
betrachteten Gewebeschnitt treffen zu kdnnen, wurden je nach der Gréf3e des Schnittes
20 — 30 Gesichtsfelder eingestellt.

Die Auswertung der Zottenanschnitte legte ihren Schwerpunkt auf vier der dort
vorhandenen Zelltypen. Zuerst erfolgte die Betrachtung des Chorionepithels, das zu
diesem Zeitpunkt (frihe Plazentaperiode) noch grol3tenteils zweireihig vorliegt, mit
Untergliederung in eine auRere Synzytiotrophoblastschicht und eine innere
Zytotrophoblastenreihe. Es wurde darauf geachtet, ob ein Unterschied in der Anfarbung
und damit abweichendes Expressionsverhalten in Bezug auf die untersuchten
angiogenen Wachstumsfaktoren in den beiden Zellreihen auftrat.

In einem weiteren Schritt erfolgte die Begutachtung der Hofbauer-Zellen, befindlich im
embryonalen Stroma. Es handelt sich bei diesen Zellen um eine Makrophagen-
subpopulation, nachgewiesen Uber die Expression identischer Oberflachenantigene
(Vogel; 1996).

Neben dem Chorionepithel und den Hofbauerzellen wurden ebenfalls Fibroblasten und
Endothelzellen hinsichtlich der Expression angiogener Wachstumsfaktoren untersucht.
Um die Vaskularisation der Zotten besser quantifizieren zu kénnen, wurden die

Gefallanschnitte pro Zotte festgehalten.

Graduierung:
Zur Beurteilung (Objektivierung) des immunhistochemischen Farbeverhaltens der
betrachteten Zelltypen in den Plazentabildungsstérungen wurde eine Graduierung der

Farbereaktion vorgenommen.
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e Grad | (keine Expression): Die jeweils betrachteten Zellgruppen des
Praparates zeigten keine Reaktion nach
Anfarbung durch den vorliegenden angiogenen
Faktor (,negativ*)
e Grad Il (leichte Expression): Eine mafige Rotfarbung in den zu
beurteilenden Zellen konnte
nachgewiesen werden (,leicht positiv*)
e Grad Il (kraftige Expression): Bei Vorliegen einer starken Expression des
jeweils untersuchten Wachstumsfaktor, konnte
eine kraftige Rotfarbung in der betrachteten

Zellen nachgewiesen werden (,kraftig positiv®)

Bekanntermal3en bildet sich im Rahmen der Gefalentwicklung einer regelhaften
Plazenta von Beginn der 6. Schwangerschaftswoche an eine kapillare Basalmembran
aus (Schneider, 2006; Kohen, 2000; Demir, 1989). Man kann vereinzelt Kapillaren
regellos verteilt im peripheren Zottenstroma nachweisen, die zu diesem Zeitpunkt noch
kernhaltige embryonale Blutkérperchen enthalten. Die Zahl der Blutgefal3e nimmt mit
weiterem Verlauf der Schwangerschaft stetig zu, man findet sie zunehmend
subepithelial, in ihren Lichtungen Uberwiegend kernfreie Erythrozyten (Vogel, 2004;
Vogel, 1996; Zygmunt, 2001).

Im Gegensatz hierzu weisen Plazentabildungsstérungen nachweislich Stérungen in der
GefalRentwicklung auf, die durch eine starke Rarifizierung bzw. Fehlen von Gefal3en im
Zottenwerk imponieren (Vogel, 2004; Herbst, 1999).

Im Hinblick darauf erschien es sinnvoll nicht nur das Fehlen oder Vorhandensein
angeschnittener GefalRe festzuhalten, sondern eine zusatzliche Differenzierung
zwischen lumenbildend und alleinigem Nachweis von Endothelknospen vorzunehmen.
Hierdurch ergab sich die Mdglichkeit eines Vergleiches einer eventuellen Veranderung
der GefalRentwicklung der betrachteten Plazentabildungsstérungen untereinander und

zu regelhaft entwickelten Plazenten in Abhangigkeit vom Gestationsalter.
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3.4 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte computergestitzt mit Hilfe des SPSS-Programmes
(Statistical Package for the Social Sciences), Version 11 auf einem Pentium-PC
(Windows 98).

Die Erhebung der Diagnose ,Plazentabildungsstérung“ erfolgte im Vorfeld durch
Mitarbeiter der Abteilung fir Paidopathologie und Placentologie des Institutes
Pathologie der Charité.

Die Daten zum Expressionsverhalten der angiogenen Wachstumsfaktoren VEGF,
bFGF und Angiopoietin-1 wurden aus der immunhistochemischen Farbung (mit Hilfe
der APAAP-Methode) gewonnen.
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4 Ergebnisse

Die im Rahmen der Studie erfassten Daten uber die Patientinnen sowie deren
untersuchtes plazentares Gewebe wurden aus Grinden des Datenschutzes in einem
Protokoll verschlisselt aufgelistet unter Beriicksichtigung der unter 3.1.1 und 3.1.2

aufgefiihrten Ein-und Ausschlusskriterien.

4.1 Klinische Befunde und deskriptive Statistik

Das Untersuchungskollektiv umfasste 43 Frauen (43 Plazenten). Die Einteilung in
einzelne Gruppen erfolgte nach der Art der vorliegenden Plazentabildungsstorung
(Embryonalmole, Partialmole, Blasenmole und Windmole).

Alter der Patientinnen: (Tab. 1)

e Embryonalmolen: Das Alter der Frauen lag im Mittel bei 31 Jahren und
umfasste eine Spanne von 18 bis 39 Jahren.

e Partialmolen: Das Alter der Frauen lag im Mittel bei 30 Jahren und umfasste
eine Spanne von 21 bis 43 Jahren.

e Blasenmolen: Das Alter der Frauen lag im Mittel bei 29 Jahren und umfasste
eine Spanne von 21 bis 38 Jahren.

e Windmolen: Das Alter der Frauen lag im Mittel bei 30 Jahren und umfasste eine

Spanne von 20 bis 37 Jahren

Gestationsalter: (Tab. 1)

e Embryonalmolen: Das Gestationsalter lag im Mittel bei 10 Wochen und variierte
insgesamt zwischen der 8. und 12. Schwangerschaftswoche.

e Partialmolen: Das Gestationsalter lag im Mittel bei 11 Wochen und variierte
insgesamt zwischen der 8. und 16. Schwangerschaftswoche.

e Blasenmolen: Das Gestationsalter lag im Mittel bei 9 Wochen und variierte
insgesamt zwischen der 8. und 10. Schwangerschaftswoche.

e Windmolen: Das Gestationsalter lag im Mittel bei 10 Wochen und variierte

insgesamt zwischen der 7. und 11. Schwangerschaftswoche.
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Plazentabildungsstérung Statistik
Alter der
Patientin/Gestationsalter Embryonalmole N 12 12
Mittelwert 31 10
Minimum 18 8
Maximum 39 12
Partialmole N 12 12
Mittelwert 30 11
Minimum 21 8
Maximum 43 16
Blasenmole N 9 9
Mittelwert 29 9
Minimum 21 8
Maximum 38 10
Windmole N 10 10
Mittelwert 30 10
Minimum 20 7
Maximum 37 11

Tab. 1: Explorative Datenanalyse zum Alter der Frauen und Gestationsalter im Untersuchungskollektiv

4.2 Auswertung der immunhistochemischen Farbung

Im Rahmen der Auswertung wurden 43 Plazenten begutachtet, von denen jeweils drei
Stufenschnitte aus unterschiedlichen Abschnitten der Plazenta vorlagen, analog zu den
drei zu bestimmenden angiogenen Wachstumsfaktoren (VEGF, bFGF, Angiopoietin-1).
Die Beurteilung der einzelnen Zelltypen (Hofbauerzelle, Chorionepithel, Endothelzelle
und Fibroblast) hinsichtlich der Expression der angiogenen Wachstumsfaktoren, richtete
sich nach dem Farbeverhalten. Die Intensitat der Farbereaktion wurde graduiert nach
.negativ’, Jleicht* und ,kréaftig positiv* festgehalten (siehe Kapitel 3.3.3.).

Ebenso wurde der Stand der GefaRentwicklung in den Gruppen der Plazentabildungs-
storungen erfasst und graduiert nach ,keine* GefalRe, nur ,Endothelzellknospen® oder
.vereinzelte GefalRlumina“ vorhanden, wiedergegeben.

Hinsichtlich der Beurteilung von Unterschieden bei der Expression der angiogenen
Wachstumsfaktoren beziiglich des Gestationsalters, wurden die einzelnen Gruppen der
Plazentabildungsstérungen in zwei Untergruppen aufgeschlisselt, um eine bessere
Aussage treffen zu konnen. Es wurden jeweils die Plazenten der 7.-9. SSW als Gruppe
1 betrachtet und die Plazenten mit einem Gestationsalter Gber 9. SSW als Gruppe 2

gegenubergestellt.

45



Kritisch bleibt anzumerken, dass von den insgesamt 129 angefertigten Plazenta-
schnitten nur 120 (ca. 93%) hinsichtlich der oben aufgefuhrten Kriterien ausgewertet
werden konnten. Die restlichen Plazentaschnitte (n=9, ca. 7%) lie3en aufgrund einer zu
geringen Materialmenge keine objektive Bewertung zu.

Die ausgewerteten 120 Plazentaschnitte gliederten sich wie folgt auf (Tab. 2):

Anzahl
d.
Schnitte
Molenformen VEGF bFGF  Angiopoietin-1

Embryonalmolen

Partialmolen

Blasenmolen

Windmolen

Gesamt

Tab. 2: Untersuchungskollektiv
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4.2.1 Ergebnisse der immunhistochemischen Anfarbung mit VEGF

4.2.1.1 Embryonalmolen (n=12)

Die Expression des vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) erfolgte
vornehmlich durch das Chorionepithel und die Hofbauerzellen im Zottenstroma (vergl.
Tab. 3 und 4). Hierbei wies das Chorionepithel in 58,3% und die Hofbauerzellen in
83,3% der Falle eine kraftige Expression aus (Abb. 1). Die ubrigen Falle zeigten eine
leichte Expression von VEGF. Ein morphologisch nachweisbarer Unterschied
hinsichtlich der Expression von VEGF in den zwei Zellschichten des Chorionepithels
(Zyto- und Synzytiotrophoblast) konnte nicht festgehalten werden. Sowohl in
Endothelzellen als auch in Fibroblasten wurde keine Expression von VEGF
nachgewiesen.

In 16,7% der Falle konnten Gefal3lumina mikroskopisch nachgewiesen werden, in
66,7% der Falle zeigten sich nur vereinzelt Endothelzellknospen und in weiteren 16,7%
fanden sich weder Endothelzellknospen noch Gefal3lumina. Bei unsicheren Fallen mit
nicht eindeutiger Beurteilbarkeit der Endothelzellen, erfolgte eine zusatzliche Anfarbung
mit CD-31. Es handelt sich bei CD-31 um einen spezifischen Endothelzellmarker, der in
unklaren Fallen Aufschluss Uber das Vorhandensein von Endothelzellen erméglicht.
Bezuglich des Gestationsalters konnten keine Unterschiede hinsichtlich des
Expressionsverhaltens von VEGF bei den betrachteten Zelltypen zwischen Gruppe 1
(7.-9. SSW) und Gruppe 2 (>9. SSW) aufgezeigt werden.

Abb. 1: Darstellung einer kraftigen Expression von VEGF im Chorionepithel und
Hofbauerzellen einer Embryonalmole der 12. SSW, 200x Vergr. (K 3495)
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4.2.1.2 Partialmolen (n=10)

Die immunhistochemischen Untersuchungen wiesen eine vornehmliche Expression von
VEGF durch Chorionepithel und Hofbauerzellen auf. Das Chorionepithel zeigte in
80,0% eine leichte und in 20,0% der Félle eine kraftige Expression von VEGF, ohne
dass eine bevorzugte Expression in einer der beiden Zellschichten des Chorionepithels
(Zyto-und Synzytiotrophoblast) festgehalten werden konnte. Die Hofbauerzellen lieRen
in 10,0% eine leichte und in 90,0% der Falle eine kraftige Expression von VEGF
erkennen (vergl. Tab. 3 und 4). Sowohl im Endothel als auch bei den Fibroblasten
konnte keine Reaktion im Sinne einer Expression von VEGF nachgewiesen werden.

In 40% der Falle konnten mikroskopisch GefaRRlumina identifiziert werden, in 10%
Endothelzellknospen und in weiteren 50% zeigten sich weder Gefal3lumina noch
Endothelzellknospen.

Bezluglich des Gestationsalters konnten keine Unterschiede hinsichtlich des
Expressionsverhaltens von VEGF bei den betrachteten Zelltypen zwischen Gruppe 1
(7.-9. SSW) und Gruppe 2 (>9. SSW) aufgezeigt werden.

4.2.1.3 Blasenmolen (n=7)

Hinsichtlich der Expression von VEGF wiesen Chorionepithel und Hofbauerzellen ein
einheitliches Ergebnis auf. Bei 42,9% der Falle lie3en sich sowohl im Chorionepithel als
auch in den Hofbauerzellen eine leichte und in mehr als der Halfte der Falle (57,1%)
eine kraftige Expression von VEGF nachweisen (vergl. Tab. 3 und 4). Ein
morphologisch fassbarer Unterschied beziglich des Expressionsverhaltens innerhalb
der beiden Zellschichten des Chorionepithels (Zyto- und Synzytiotrophoblast) konnte
nicht festgehalten werden. Sowohl im Endothel als auch bei den Fibroblasten konnte
keine Reaktion im Sinne einer Expression von VEGF nachgewiesen werden. In 57,1%
der Félle zeigten sich mikroskopisch Endothelzellknospen, in 42,9% keine Gefal3lumina
oder Endothelzellknospen. Im Hinblick auf das Gestationsalter konnten fur die
exprimierenden Zelltypen (Chorionepithel und Hofbauerzellen) Unterschiede bei der
Expression von VEGF zwischen der Gruppe 1 (7.-9. SSW) und Gruppe 2 (>9.SSW)
festgehalten werden. Die Gruppe 1 wies in 75,0 % der Falle eine leichte und in nur
25,0% eine kraftige Expression aus, hingegen konnte in der Gruppe 2 in 100,0% der
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Féalle eine kraftige Expression nachgewiesen werden (Abb. 2 a und 2 b).

Plazentabildungsstérung=Blasenmole

Anzahl

4
3
9 W 7-9 SSW
B> 9 SSW
1
0 T

leicht

kraftig
Chorionepithel Expression

Abb. 2 a: Darstellung der Expression von VEGF im Chorionepithel in Abhéngigkeit vom
Gestationsalter (gssw).

Plazentabildungsstéorung=Blasenmole

4

Anzahl

3
5 W 7-9 SSW
B> 9 SSW
1
0 T

leicht kraftig

Hofbauerzelle Expression

Abb. 2 b: Darstellung der Expression von VEGF in den Hofbauerzellen in Abh&ngigkeit vom
Gestationsalter.
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4.2.1.4 Windmolen (n=9)

Die immunhistochemischen Untersuchungen wiesen bei 77,8% der Windmolen eine
leichte und in 22,2% der Falle eine kraftige Expression von VEGF im Chorionepithel aus
(Tab. 3). Ein morphologischer Unterschied hinsichtlich des Expressionsverhaltens in
den beiden Zellschichten des Chorionepithels (Zyto- und Synzytiotrophoblast) konnte
nicht aufgezeigt werden. Die Hofbauerzellen der Windmolen zeigten insgesamt ein im
geringeren Malie ausgepragtes Expressionsverhalten von VEGF. In 33,3% der Falle
konnte keine Reaktion im Sinne einer Expression von VEGF nachgewiesen werden,
44,4% zeigten eine leichte und 22,2% der Félle eine kraftige Expression von VEGF in
den Hofbauerzellen (Tab. 4 und Abb. 3). Sowohl das Endothel als auch die Fibroblasten
der Windmolen wiesen keine Expression von VEGF aus. In 77,8% der Falle konnten
mikroskopisch Endothelzellknospen nachgewiesen werden, in 22,2% der Félle weder
Endothelzellknospen oder Gefal3lumina.

Bezlglich des Gestationsalters konnten keine Unterschiede hinsichtlich des

Expressionsverhaltens von VEGF bei den betrachteten Zelltypen zwischen Gruppe 1
(7.-9. SSW) und Gruppe 2 (>9. SSW) aufgezeigt werden.

Abb. 3: Darstellung einer kraftigen Expression von VEGF im Chorionepithel einer Windmole der 10.SSW,
400x Vergr. (K 9603)
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Zusammenfassend kann fur die Expression von VEGF bei Gegeniberstellung der
Plazentabildungsstorungen folgendes festgehalten werden:

Eine Expression von VEGF konnte in allen Formen der Plazentabildungsstdérungen
aufgezeigt werden, sowohl Embryonal- und Partialmolen als auch Blasen- und
Windmolen wiesen eine positive Reaktion bei der immunhistochemischen Farbung mit
VEGF-Antikorper auf.

Die Expression von VEGF innerhalb der jeweiligen Form von Plazentabildungsstorung
erfolgte durch denselben Zelltyp, das Chorionepithel und die Hofbauerzellen, aber nicht
durch Endothelzellen oder Fibroblasten. Bei Gegenuberstellung der verschiedenen
Formen von Plazentabildungsstbrungen zeigten sich Unterschiede in Bezug auf die
Expression von VEGF durch die exprimierenden Zelltypen.

Das Chorionepithel der Embryonal- und Blasenmolen zeigte in mehr als der Halfte der
Falle (58,3%; 57,1%) eine kraftige Expression von VEGF, das Epithel der Partial- und
Windmolen hingegen nur in 20,0%- 22,2% der Félle (Tab. 3, Abb. 4).

Die Hofbauerzellen der Embryonal-, Partial- und Blasenmolen wiesen in 57,1%- 90,0%
eine kraftige Expression von VEGF auf, davon abweichend die Windmolen in 22,2%
(Tab. 4, Abb. 5).

Eine Gefal3entwicklung mit der Ausbildung von GefaRRlumina konnte nur fir
Embryonalmolen und einige Partialmolen festgehalten werden.

Bezlglich des Gestationsalters konnten Unterschiede hinsichtlich des Expressions-
verhaltens von VEGF bei den Blasenmolen im Vergleich zu den restlichen Molen
aufgezeigt werden.

Sowohl fur das Chorionepithel wie auch fur die Hofbauerzellen zeigte sich eine starkere
Expression von VEGF in Gruppe 2 (> 9.SSW) als in Gruppe 1 (7.-9 SSW.).
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Balkendiagramm-Plazentabildungsstérungen
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0 -
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Chorionepithel Expression

Abb. 4: Darstellung der Expression von VEGF im Chorionepithel d. Plazentabildungsstérungen
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Balkendiagramm-Plazentabildungstestérungen
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Hofbauerzelle Expression

Abb. 5: Darstellung der Expression von VEGF in Hofbauerzellen d. Plazentabildungsstérungen

Chorionepithel Expression
leichte kraftige

Bildungsstérung Embryonalmole  Anzahl 5 7
% von

Bildungsstérung 41,7 58,3

Partialmole Anzahl 8 2
% von

Bildungsstérung 80 20

Blasenmole Anzahl 3 4
% von

Bildungsstérung 42,9 57,1

Windmole Anzahl 7 2
% von

Bildungsstérung 77,8 22,2

Gesamt Anzahl 23 15
% von

Bildungsstérung 60,5 39,5

Tab. 3: Expression von VEGF im Chorionepithel der Plazentabildungsstérungen
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Hofbauerzelle
Expression
keine leichte kraftige

Bildungsstérung Embryonalmole Anzahl 0 2 10
% von

Bildungsstdrung 0 16,7 83,3

Partialmole Anzahl 0 1 9
% von

Bildungsstérung 0 10 90

Blasenmole Anzahl 0 3 4
% von

Bildungsstdrung 0 42,9 57,1

Windmole Anzahl 3 4 2
% von

Bildungsstérung 33,3 44,4 22,2

Gesamt Anzahl 3 10 25
% von

Bildungsstérung 7,9 26,3 65,8

Tab. 4: Expression von VEGF in Hofbauerzellen der Plazentabildungsstérungen

4.2.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Anfarbung mit bFGF

4.2.2.1 Embryonalmolen (n=12)

Die immunhistochemischen Untersuchungen bezlglich der Expression des primaren
Fibroblasten Wachstumsfaktor (bFGF) im Chorionepithel wiesen eine einheitliche
Reaktion (100,0%) in Form einer leichten Expression aus (Tab. 5). Ein morphologischer
Unterschied zwischen den beiden Zellschichten des Epithels (Zyto-und Synzytiotropho-
blastschicht) konnte nicht aufgezeigt werden. In etwa der Halfte der Falle (58,3%)
konnte bei den Hofbauerzellen im Stroma und in 25,0% der Falle bei Endothelzellen
eine leichte Expression von bFGF nachgewiesen werden (Tab. 6 u. 7). Es fand keine
Expression von bFGF durch Fibroblasten statt.

In 33,3% der Falle konnten mikroskopisch Gefal3lumina nachgewiesen werden, in
66,7% der Falle zeigten sich Endothelzellknospen in den Schnittpraparaten. Bei
unsicheren Fallen mit nicht eindeutiger Beurteilbarkeit der Endothelzellen erfolgte eine

zusatzliche Anfarbung mit CD-31. Es handelt sich bei CD-31 um einen spezifischen
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Endothelzellmarker, der in unklaren Fallen Aufschluss Uber das Vorhandensein von
Endothelzellen ermdglicht. Bezuglich des Expressionsverhaltens in Abhangigkeit vom
Gestationsalters konnten keine Unterschiede bei den betrachteten Zelltypen zwischen
Gruppe 1 (7.-9.SSW) und der Gruppe 2 (>9. SSW) aufgezeigt werden.

4.2.2.2 Partialmolen (n=11)

Das Chorionepithel der Partialmolen wies in 90,9%, das der Hofbauerzellen in 63,6%
der Falle eine leichte Expression von bFGF auf (vergl. Tab. 5 und 6). Es zeigte sich
keine bevorzugte Expression von bFGF durch eine der beiden Zellschichten des
Chorionepithels. Ebenfalls konnte in den Partialmolen eine leichte Expression (45,5%)
durch das Endothel nachgewiesen werden (Tab. 7 und Abb. 6). Eine Expression von
bFGF durch Fibroblasten fand nicht statt. In 72,7% der Falle konnten mikroskopisch
einzelne Gefalllumina nachgewiesen werden, in 27,3% hingegen keine. Hinsichtlich des

Expressionsverhaltens bezogen auf das Gestationsalter, konnte bei den Partialmolen
keine Unterschiede zwischen der Gruppe 1 (7.-9. SSW) und Gruppe 2 (>9. SSW)

festgehalten werden.

re v

Abb. 6: Darstellung der leichten Expression von bFGF in Endothelzellen einer Partialmole der
der 11.SSW,400x Vergr. (K7887)
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4.2.2.3 Blasenmolen (n=8)

In 62,5% zeigte das Chorionepithel in Blasenmolen eine leichte, in 12,5% der Falle eine
kraftige Expression von bFGF. Ein morphologischer Unterschied hinsichtlich des
Expressionsverhaltens innerhalb der zwei Zellschichten des Chorionepithels konnte
nicht festgehalten werden. Die Hofbauerzellen zeigten nur in 37,5% eine leichte
Expression von bFGF, die Ubrigen Falle wiesen keine Expression von bFGF aus (Tab. 5
und 6). Eine Expression von bFGF durch Endothelzellen und Fibroblasten konnte in den
Blasenmolen nicht nachgewiesen werden. In 62,5% der Falle konnten mikroskopisch
lediglich  Endothelzellknospen nachgewiesen werden, 37,5% wiesen weder
Gefalllumina noch Endothelzellknospen auf.

Hinsichtlich des Gestationsalters konnten keine Unterschiede im Expressionsverhalten
der Zelltypen zwischen Gruppe 1 (7.-9. SSW) und Gruppe 2 (>9. SSW) aufgezeigt

werden.

4.2.2.4 Windmolen (n=10)

Die immunhistochemischen Untersuchungen wiesen in 80,0% beim Chorionepithel und
in 40,0% der Falle bei Hofbauer-und Endothelzellen eine leichte Expression von bFGF
aus (vergl. Tab. 5, 6 und 7). Eine bevorzugte Expression von bFGF durch eine der
beiden Zellschichten des Chorionepithels konnte nicht aufgezeigt werden. Die
Fibroblasten wiesen wiederum keine Expression von bFGF auf. In 50% der Falle
zeigten sich mikroskopisch lediglich Endothelzellknospen, in weiteren 50% weder
Endothelzellknospen, noch Gefal3lumina.

Beziglich des Gestationsalters konnten keine Unterschiede im Expressionsverhalten
der betrachteten Zelltypen zwischen Gruppe 1(7.-9. SSW) und Gruppe 2 (>9. SSW)

nachgewiesen werden.

Zusammenfassend kann fir die Expression von bFGF bei Gegenuberstellung der
Plazentabildungsstérungen folgendes festgehalten werden:

Eine Expression von bFGF konnte in allen Formen der Plazentabildungsstdérungen
aufgezeigt werden, sowohl Embryonal- und Partialmolen als auch Blasen- und

Windmolen wiesen positive Reaktionen bei der Inkubation mit bFGF auf.
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Die Expression von bFGF innerhalb der jeweiligen Plazentabildungsstérung erfolgte
vergleichbar bevorzugt durch denselben Zelltyp, das Chorionepithel und die Hofbauer-
zellen (Tab. 5 und 6). Unterschiede zwischen den verschiedenen Formen der Plazenta-
bildungsstérungen ergaben sich bei der mikroskopischen Auswertung der
Endothelzellen. Im Gegensatz zu den Embryonal-, Partial- und Windmolen, die in
25,0%- 45,5% der Falle eine leichte Expression von bFGF in Endothelzellen auswiesen,
konnte in den Blasenmolen keine Expression festgehalten werden (Tab. 7). Eine
wiederum einheitliche Reaktion zwischen den verschiedenen Formen der Plazenta-
bildungsstdrungen zeigte sich bei der Auswertung neben Chorionepithel und Hofbauer-
zellen auch bei den Fibroblasten, die in 100,0% der Falle keine Expression von bFGF
aufwiesen. Eine GefaRentwicklung mit der Ausbildung von Gefal3lumina konnte nur fir
Embryonalmolen und einige Partialmolen festgehalten werden. Bezlglich des
Gestationsalters konnten keine Unterschiede hinsichtlich des Expressions-verhaltens
von bFGF bei den betrachteten Zelltypen zwischen Gruppe 1 (7.-9. SSW) und Gruppe 2
(>9. SSW) aufgezeigt werden.

Chorionepithel
Expression
keine leichte kraftige

Bildungsstérung Embryonalmole Anzahl 0 12 0
% von

Bildungsstoérung 0 100 0

Partialmole Anzahl 1 10 0
% von

Bildungsstérung 9,1 90,9 0

Blasenmole Anzahl 2 5 1
% von

Bildungsstdrung 25 62,5 12,5

Windmole Anzahl 2 8 0
% von

Bildungsstérung 20 80 0

Gesamt Anzahl 5 35 1
% von

Bildungsstdrung 12,2 85,4 2,4

Tab. 5: Expression von bFGF im Chorionepithel der Plazentabildungsstorungen
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Hofbauerzelle

Expression
keine leichte
Bildungsstérung Embryonalmole Anzahl 5 7
% von
Bildungsstoérung 41,7 58,3
Partialmole Anzahl 4 7
% von
Bildungsstérung 36,4 63,6
Blasenmole Anzahl 5 3
% von
Bildungsstdrung 62,5 37,5
Anzahl 6 4
% von
Bildungsstérung 60 40
Gesamt Anzahl 20 21
% von
Bildungsstérung 48,8 51,2

Tab. 6: Expression von bFGF in Hofbauerzellen der Plazentabildungsstérungen

Endothel Expression

keine leichte

Bildungsstérung Embryonalmole Anzahl 9 3
% von

Bildungsstérung 75 25

Partialmole Anzahl 6 5
% von

Bildungsstdrung 54,5 455

Blasenmole Anzahl 8 0
% von

Bildungsstoérung 100 0

Anzahl 6 4
% von

Bildungsstérung 60 40

Gesamt Anzahl 29 12
% von

Bildungsstérung 70,7 29,3

Tab. 7: Expression von bFGF in Endothelzellen der Plazentabildungsstérungen
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4.2.3 Ergebnisse der immunhistochemischen Anfarbung mit

Angiopoietin-1 (Ang1l)
4.2.3.1 Embryonalmolen (n=10)
Die immunhistochemischen Untersuchungen wiesen eine vornehmliche Expression des
angiogenen Wachstumsfaktors (Angl) in Chorionepithel und Hofbauerzellen nach
(vergl. Tab.8 und 9). Diesbezuglich zeigte das Chorionepithel in 80% der Falle und die
Hofbauerzellen in 70% der Falle eine leichte Expression. Bei den betrachteten
Embryonalmolen konnten keine Unterschiede in der Expression von Angl innerhalb der
zwei Zellschichten des Chorionepithels (Zytotrophoblast, Synzytiotrophoblast)
nachgewiesen werden. Sowohl Endothelzellen als auch Fibroblasten lieBen keine
Expression des angiogenen Wachstumsfaktors erkennen. Die Auswertung des
Endothels erwies sich hierbei als schwierig, da nur in zwei von zehn Fallen eindeutig
mikroskopisch beurteilbare Gefal3anschnitte im Sinne eines lumenbildenden Gefal3es
mit Endothelauskleidung nachweisbar waren. Hier konnte aufgrund der eindeutigen
Lokalisation und Negativitat der Zellen eine Expression von Angl ausgeschlossen
werden. In den Ubrigen Fallen, in denen mikroskopisch keine Gefal3lumina und damit
keine eindeutige Lokalisation und Beurteilbarkeit von Endothelzellen mdglich war,
wurde zur Absicherung eine CD-31 Farbung durchgefuhrt. So konnten in drei der
verbliebenen acht Falle Endothelzellproliferationen im Zottenstroma nachgewiesen
werden (Abb. 7). Nach Lokalisation dieser einzelnen Endothelzellproliferate durch CD-
31 wurde in Parallelschnitten die Anfarbung der Endothelzellen mit Angl durchgefihrt,
deren Auswertung keine Expression von Angl durch Endothelzellen ergab (Abb. 8).
In Bezug auf das Gestationsalter konnten keine Unterschiede hinsichtlich der
Expression von Angiopoietin-1 zwischen Gruppe 1 (7.-9.SSW) und Gruppe 2 (>9.SSW)

festgehalten werden.
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Abb. 7: Darstellung von Endothelzellen mit Hilfe des Endothelzellmarkers CD 31 in einer Embryonalmole
der 12.SSW, 200x Vergr. (K 3495)

Abb. 8: Expression des Wachstumsfaktors Angl in einer Embryonalmole. Keine Anfarbung von Endothel
in der Embryonalmole der 12.SSW, 400x Vergr. (K3495)
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4.2.3.2 Partialmolen (n=12)

Die immunhistochemischen Untersuchungen wiesen im Chorionepithel in tber der
Halfte der Falle (66,7%) eine leichte Expression von Angl auf, im geringeren Mal3e
(25%) auch in Hofbauerzellen (vergl. Tab. 8 und 9). Eine bevorzugte Expression von
Angl in einer der beiden Zellschichten des Chorionepithels konnte nicht aufgezeigt
werden. Ahnlich den Embryonalmolen, wiesen Endothel und Fibroblasten in den
Partialmolen keine Expression von Angl auf. Hinsichtlich der Beurteilung der
GefalRanschnitte konnten in 58,3% der Falle GefalZlumina mikroskopisch nachgewiesen
werden (Abb. 9), die wiederum in ihrer Anzahl und Auspragung zwischen den einzelnen
Zottenanschnitten stark schwankten. In den verbliebenen 41,7% konnten weder
Gefal3lumina noch Endothelzellknospen nachgewiesen werden.

In Hinblick auf das Gestationsalter wiesen die Partialmolen keine Unterschiede
bezuglich der Expression von Angl zwischen Gruppe 1 (7.-9.SSW) und Gruppe 2
(>9.SSW) aus.

Abb. 9: leichte Expression von Angl durch Chorionepithel und Hofbauerzellen, Darstellung eines
GefalRlumens mit fehlender Expression von Angiopoeitin-1 durch Endothelzellen in einer
Partialmole,11.SSW, 400xVergr.(K-7887)
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4.2.3.3 Blasenmolen (n=9)

In den Blasenmolen fand eine uberwiegend leichte Expression von Angl im
Chorionepithel (66,7%) und den Hofbauerzellen (77,8%) statt (vergl. Tab. 8 und 9). Nur
in einem Dirittel der Félle wies das Chorionepithel eine kréaftigere Expression auf, ohne
einen morphologisch nachweislichen Unterschied zwischen Zyto-und Synzytio-
trophoblast. Es fand keine Expression von Angl in Endothel und Fibroblasten statt.

In den Plazentaschnitten der Blasenmolen konnten keine Gefafl3lumina mikroskopisch
nachgewiesen werden, in zwei von neun Fallen (22,9%) lieRen sich Endothelzell-
knospen durch CD-31 Farbung gesichert, darstellen (Abb. 11). Bei der Beurteilung des
Expressionsverhaltens bezlglich des Gestationsalters, zeigten sich Unterschiede beim
Chorionepithel. Die Gruppe 1 (7.-9. SSW) wies eine einheitlich leichte Expression von
Angl aus, demgegeniber die Gruppe 2 (>9. SSW) in 75,0% der Falle eine kraftige
Expression (Abb. 10). Ein solches Expressionsverhalten konnte bei den Hofbauerzellen

nicht nachgewiesen werden.

Plazentabildungsstérung=Blasenmole

W 7-9 SSW
@>9 SSW

Anzahl

leicht kraftig

Chorionepithel Expression

Abb. 10: Darstellung der Expression von Angl1 im Chorionepithel in Abh&ngigkeit vom Gestationsalter
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Abb. 11: Nachweis von Endothelzellknospen durch CD-31 v. a. subepithelial in einer Blasenmole der
10.SSW, 40x Vergr. (K-5579)

4.2.3.4 Windmolen (n=10)

Die immunhistochemischen Untersuchungen wiesen eine alleinige Expression von
Angl durch das Chorionepithel auf (Tab. 8 und Abb. 12). In der Mehrzahl der Falle
(70%) zeigte sich eine leichte und in einem geringeren Anteil (30%) eine kréaftige
Expression von Angl im Chorionepithel. Ein morphologisch nachweisbarer Unterschied
hinsichtlich der Expression in den zwei Zellschichten des Epithels (Zyto- und
Synzytiotrophoblastschicht) konnte nicht festgehalten werden.

Im Gegensatz dazu wiesen weder die Hofbauerzellen, noch das Endothel und die
Fibroblasten eine Expression von Angl auf (vergl. Tab. 9 und Abb. 12).

Innerhalb des Zottenstromas konnten keine Gefal3lumina nachgewiesen werden, in
40% der Féalle zeigten sich lediglich Endothelzellknospen.

In Hinblick auf das Gestationsalter wiesen die Windmolen keine Unterschiede
hinsichtlich der Expression von Angl zwischen Gruppe 1 (7.-9. SSW) und Gruppe 2
(>9. SSW) aus.
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Abb. 12: Expression von Angl im Chorionepithel einer Windmole der 10.SSW, keine Expression in
Hofbauer-und Endothelzellen. 200x Vergr.(K-9603)

Zusammenfassend kann fur die Expression von Angl bei Gegenuberstellung der
Plazentabildungsstorungen folgendes festgehalten werden:

Es konnte eine Expression von Angl in allen Formen der Plazentabildungsstérungen
nachgewiesen werden, sowohl Embryonal- und Partialmolen als auch Blasen- und
Windmolen wiesen positive Reaktionen bei der Inkubation mit Angl auf. Die Expression
von Angl innerhalb der jeweiligen Plazentabildungsstérung erfolgte vergleichbar
bevorzugt durch denselben Zelltyp, das Chorionepithel (Tab. 8). Abweichende
Tendenzen hinsichtlich des Expressionsverhaltens zeigten die verschiedenen Formen
der Plazentabildungsstérung bei Expression von Angl durch die Hofbauerzellen im
Zottenstroma. Im Gegensatz zu den Embryonal- und Blasenmolen, die in 70% und
77,8% der Falle eine leichte Expression von Angl auswiesen, zeigten die Partialmolen
in 25% eine leichte Expression und die Windmolen keine Expression (Tab. 9 u. Abb.
13). Ein einheitliches Verhalten, im Sinne einer negativen Reaktion, zeigten die
verschiedenen Formen der Plazentabildungsstorungen bei der Expression von Angl
durch Endothel und Fibroblasten. Eine Gefalentwicklung mit der Ausbildung von
Gefalllumen konnte nur fur Partialmolen und einige Embryonalmolen festgehalten
werden (Abb. 14). Hinsichtlich des Gestationsalters zeigten sich Unterschiede beim

Chorionepithel der Blasenmolen im Vergleich zu den restlichen Molen. Es konnte hier
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eine deutlich starkere Expression von Angiopoietin-1 in Gruppe 2 (> 9.SSW) als in

Gruppe 1 (7.-9. SSW) nachgewiesen werden.

Chorionepithel
Expression
keine leichte kraftige
Bildungsstérung Embryonalmole Anzahl 1 8 1
% von
Bildungsstérung 10 80 10
Partialmole Anzahl 4 8 0
% von
Bildungsstdrung 33,3 66,7 0
Blasenmole Anzahl 0 6 3
% von
Bildungsstérung 0 66,7 33,3
Anzahl 0 7 3
% von
Bildungsstérung 0 70 30
Gesamt Anzahl 5 29 7
% von
Bildungsstérung 12,2 70,7 17,1

Tab. 8: Expression von Angl im Chorionepithel der Plazentabildungsstérungen
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Hofbauerzelle

Expression
keine leichte

Bildungsstérung Embryonalmole Anzahl 3 7
% von

Bildungsstérung 30 70

Partialmole Anzahl 9 3
% von

Bildungsstérung 75 25

Blasenmole Anzahl 2 7
% von

Bildungsstoérung 22,2 77,8

Windmole Anzahl 10 0
% von

Bildungsstérung 100 0

Gesamt Anzahl 24 17
% von

Bildungsstdrung 58,5 41,5

Tab. 9: Expression von Angl in Hofbauerzellen der Plazentabildungsstérungen

12

Anzahl

leichte

Balkendiagramm-Plazentabildungsstérungen

B Embryonalmole
@ Partialmole
OBlasenmole

B Windmole

kraftige

Hofbauerzelle Expression

Abb. 13: Darstellung der Expression von Ang1l in den Hofbauerzellen der Plazentabildungsstérungen
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GefaRdarstellung

51 M ] Okeine
4 4 — OEndothelzellknospen
3 - B GefaBlumina

Absolute Werte

O L) L) L)
Embyonalmole Partialmole Blasenmole Windmole

Bildungstdrung

Abb. 14: Darstellung der GefaRanschnitte innerhalb der Plazentabildungsstérungen
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5 Diskussion

Das BlutgefaRsystem ist das erste Organ, welches im Rahmen der Embryonal-
entwicklung entsteht. Die Herausbildung der Vaskulatur sowie deren Intaktheit in
Hinblick auf Gas-und N&hrstofftransport zwischen Mutter und Fetus sind wichtige
Voraussetzungen fir eine normale embryonale Entwicklung und spateres fetales
Wachstum. Stérungen in diesem Entwicklungsprozess erhdohen das Risiko fur Frih-
aborte, Restriktion des fetalen Wachstums, sowie die Rate eines intrauterinen
Fruchttods (Wulff, 2004; Zygmunt, 2001; Kroll, 2000).

Das Ziel dieser Arbeit ist die Beurteilung der GefaRentwicklung innerhalb der
Plazentabildungsstorungen unter dem Gesichtspunkt der Expression angiogener
Wachstumsfaktoren wie VEGF, bFGF und Angiopoietin-1 in der frihen Fetalperiode (7.-
16. SSW). Wie in Kapitel 2 bereits erlautert, wurden aus diesem Ziel heraus
Fragestellungen formuliert.

Werden die angiogenen Wachstumsfaktoren in gleicher Starke und den gleichen Zellen
der Plazentabildungsstorungen exprimiert oder bestehen Differenzen zwischen den
einzelnen Formen der Plazentabildungsstérungen und deren exprimierenden Zellen
sowie den betrachteten Gestationswochen? Lassen sich Unterschiede in der
Expression der angiogenen Wachstumsfaktoren im Vergleich zu regelhaftem
Plazentagewebe der friihen Fetalperiode aufzeigen? Kann man Ruickschlisse aus den
Ergebnissen dieser Arbeit ziehen, welchen Einfluss die angiogenen Wachstumsfaktoren
VEGF, bFGF und Angiopoietin-1 auf die Gefallentwicklung von Plazentabildungs-
stérungen haben?

Hierzu wurden die Ergebnisse dieser Arbeit mit den bisherigen Veroéffentlichungen
verglichen. Es muss angemerkt werden, dass nur wenige Vertffentlichungen zur
Gefal3entwicklung in Plazentabildungsstorungen im Hinblick auf die jeweiligen

Wachstumsfaktoren existieren.
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5.1 Diskussion des Expressionsverhaltens von VEGF, bFGF und

Angiopoietin-1 innerhalb der Plazentabildungsstérungen
Die immunhistochemische Untersuchung der Plazentabildungsstérungen und die
Auswertung der Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Expression von VEGF,
bFGF und Angiopoietin-1 in allen Formen der Plazentabildungsstorung erfolgte.
Vergleichbar waren auch die Ergebnisse fir den exprimierenden Zelltyp bei den
verschiedenen Plazentabildungsstorungen. Alle drei Wachstumsfaktoren wurden
vornehmlich durch das Chorionepithel (Zyto-und Synzytiotrophoblast) und die Hofbauer-
zellen exprimiert. Es konnten hier keine Unterschiede bezilglich des Expressions-
verhaltens zwischen Zyto- und Synzytiotrophoblast festgehalten werden. Keine
Expression erfolgte einheitlich in Fibroblasten.
Lediglich die Endothelzellen wiesen Unterschiede im Hinblick auf die Expression
bestimmter Wachstumsfaktoren auf zwischen den einzelnen Formen der Plazenta-
bildungsstérung. Es zeigte sich eine leichte Expression von bFGF, keine hingegen fur
VEGF und Angl. Die Expression erfolgte nur in den Embryonal-, Partial- und
Windmolen, nicht aber in den Blasenmolen.
Im Hinblick auf die Expressionsstarke konnten geringfligige Unterschiede innerhalb der
Plazentabildungsstorungen fur VEGF (Chorionepithel und Hofbauerzellen) und Angl
(Hofbauerzellen), jedoch nicht fur bFGF nachgewiesen werden. Das Chorionepithel
wies fur VEGF in den Embryonal- und Blasenmolen eine quantitativ starkere Expression
auf als in den Partial-und Windmolen. Die Hofbauerzellen zeigten fir VEGF in
Embryonal-, Partial- und Blasenmolen eine quantitativ starkere Expression als in den
Windmolen, fir Angl eine quantitativ starkere Expression in Embryonal-und Blasen-
molen, eine nur leichte Expression in Partial-und keine Expression in den Windmolen.
Bei der Auswertung des Gestationsalters zeigten sich keine Unterschiede innerhalb der
Plazentabildungsstdérungen und deren exprimierende Zelltypen bis auf die Blasenmolen.
Hier konnte fur den Wachstumsfaktor VEGF sowohl im Chorionepithel als auch den
Hofbauerzellen eine quantitativ starkere Expression in Gruppe 2 (>9. SSW) als in
Gruppe 1 (7.-9. SSW) nachgewiesen werden. Ahnliche Ergebnisse finden wir bei der
Expression von Angl durch das Chorionepithel in den Blasenmolen. Auch nur hier weist
Gruppe 2 im Vergleich zu den anderen Plazentabildungsstdrungen eine quantitativ
starkere Expression auf als in Gruppe 1. Ein Vergleich der hier dargelegten Ergebnisse

mit &hnlichen Untersuchungen zum Expressionsverhalten dieser Wachstumsfaktoren
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bei Plazentabildungsstérungen gestaltete sich schwierig, da diesbeziglich die
Datenlage der zur Verfigung stehenden Literatur kaum Aufschluss gibt.

5.2 Diskussion des Expressionsverhaltens von VEGF, bFGF und

Angiopoietin-1 im Vergleich zu regelhaften Plazenten
Im Vergleich zu Plazentabildungsstorungen gibt es zahlreiche Untersuchungen zur
Expression angiogener Wachstumsfaktoren in normal entwickelten Plazenten.
Das Spektrum der nachgewiesenen Wachstumsfaktoren in der normalen Plazenta
umfasst u.a. PIGF, bFGF, Angiopoietine, VEGF und deren entsprechende Rezeptoren
(Seval, 2008; Schmidt, 2007; Schneider, 2006; Demir, 2004; Wulff, 2003; Dunk, 2000;
Graham, 1992; Cattini, 1991).
Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen erkennen, dass im Vergleich zu normalen
Plazenten, die von uns untersuchten Wachstumsfaktoren im Zeitraum der 7.-16.SSW
zunéchst ebenfalls nachweisbar waren.
Insbesondere sind in der Literatur Untersuchungen zu VEGF und Angiopoietin im
Hinblick auf die plazentare GefaRentwicklung ausgewiesen (Seval, 2008; Babischkin,
2007; Demir, 2004; Geva, 2002; Dunk, 2000; Clark, 1998).
Seval et al. sowie Demir et al. untersuchten die Expression von VEGF und Angiopoietin
im ersten Trimenon der plazentaren GefaRentwicklung, Babischkin et al. flhrte
zusatzliche Untersuchungen im zweiten und dritten Trimenon der Plazentaentwicklung
durch (Seval, 2008; Babischkin, 2007; Demir, 2004).
Demir et al. untersuchten gezielt die Lokalisation und Expression von VEGF und seinen
Rezeptoren in der frihen Phase der Gefal3entwicklung normaler Plazenten.
Die Untersuchungsergebnisse zeigten initial die Expression durch das Chorionepithel,
insbesondere durch die Zytotrophoblasten, &hnliche Ergebnisse werden von Gordon et
al. beschrieben (Demir, 2004; Gordon, 1995). Im Weiteren exprimierten Hofbauerzellen
sowie Endothelzellen und Fibroblasten (Schmidt, 2007; Schneider, 2006; Demir, 2004;
Clark, 1998).
In der vorliegenden Arbeit konnten keine Unterschiede im Expressionsverhalten
innerhalb des Chorionepithels festgehalten werden, &hnlich wie in normalen Plazenten,
erfolgte eine einheitliche Expression von VEGF in den Hofbauerzellen aller Formen der

Plazentabildungsstoérungen.

70



Im Vergleich zu den Untersuchungsergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigen sich
hinsichtlich des Expressionsverhaltens von Endothelzellen und Fibroblasten zu
normalen Plazenten Unterschiede auf.

In allen Formen der Plazentabildungsstérungen konnte keine Expression von VEGF in
Endothelzellen oder Fibroblasten nachgewiesen werden.

Eine Expression von VEGF konnte in diesen Zellen von normalen Plazenten bereits in
der frihen plazentaren Gefalientwicklung aufgezeigt werden (Babischkin, 2007; Demir,
2004).

Seval et al. untersuchten gezielt die Lokalisation und Expression von Angiopoietin-1
und -2 sowie deren Rezeptoren wahrend der frihen Phase der Vaskulo-und
Angiogenese in normalen Plazenten. Die Ergebnisse zeigten eine vornehmliche
Expression durch Chorionepithel, Endothel-und Hofbauerzellen, wobei eine Immun-
reaktivitat fir Angl nur in den Synzytiotrophoblasten des Chorionepithels nachgewiesen
wurde (Seval, 2008). Vergleichbare Ergebnisse zu Untersuchungen im 1. Trimenon
fanden sich bei Geva et al (Geva, 2002).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen eine Expression von Angl im
Chorionepithel sowohl fur Zytotrophoblasten als auch Synzytiotrophoblasten aus. Diese
Ergebnisse sind vergleichbar mit Arbeiten an normalen plazentaren Gewebe (1. sowie
2. und 3. Trimenon) durch Dunk et al. sowie Babischkin et al. (Babischkin, 2007; Dunk,
2000). Das unterschiedliche Expressionsverhalten von Angiopoietin im Chorionepithel
in den einzelnen Arbeiten wird am ehesten auf das nicht exakt Ubereinstimmende
Gestationsalter der untersuchten Plazenten zurickgefuhrt (Seval, 2008).

Generelle Unterschiede im Expressionsverhalten von Angl zeigten sich bei
Plazentabildungsstérungen im Vergleich zu Untersuchungen von normalen Plazenten
ebenfalls fir die Endothelzellen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen vergleichbar wie bei VEGF keine
Expression von Angl in Endothelzellen der einzelnen Formen der Plazentabildungs-
storungen aus.

Hingegen zeigen Arbeiten an normalen Plazenten, dass bereits in der friihen
plazentaren Gefal3entwicklung eine Expression von Angiopoietin in den Endothelzellen
erfolgt (Seval, 2008; Babischkin, 2007).

VEGF und Angiopoietin wird eine Schlusselrolle wahrend der Entwicklung des

vaskularen Systems in der Embryonalentwicklung im Hinblick auf die Endothelzell-

71



proliferation und -migration sowie Gefal3reifung zugeschrieben. Durch die Expression
von VEGF u. a. durch Endothelzellen dient er als Signalmolekul wahrend der Vaskulo-
und Angiogenese. Er fordert die Proliferation und Migration der Endothelzellen sowie
die Formierung eines primitiven GefalRnetzes (Babischkin, 2007; Breier, 2006; Kroll,
2000). Durch die Expression von Angl u.a. durch die Endothelzellen entfaltet der
Wachstumsfaktor seine stabilisierende Wirkung auf die neu gebildeten Blutgefalie
(Seval, 2008; Babischkin, 2007; Breier, 2006; Kroll, 2000). Eine ausbleibende
Expression der beiden Wachstumsfaktoren durch die Endothelzellen kdénnte u.a. ein
Hinweis far die gestorte GefalRentwicklung in den untersuchten
Plazentabildungsstorungen sein.

In der Literatur findet man nicht exakt Ubereinstimmende Daten zum Expressions-
verhalten der Wachstumsfaktoren in normalen Plazenten im Bezug auf das
Gestationsalter.

Babischkin et al. fihrte Untersuchungen zur Regulation der Expression von VEGF,
Angl und-2 in der normalen Plazenta wahrend der friilhen (Tag 60), der mittleren (Tag
100) und der spaten (Tag 170) Schwangerschaft durch. Er konnte Abweichungen des
Expressionsverhaltens im Sinne der Expressionsstarke der einzelnen Wachstums-
faktoren (VEGF, Ang-1 und-2) in Abhangigkeit vom Gestationsalter aufzeigen. Dies
betraf aber nur das Chorionepithel, wahrend alle anderen Zelltypen eine gleichmaliige
Expression unabhangig vom Gestationsalter aufwiesen (Babischkin, 2007). VEGF
wurde von Zytotrophoblasten in steigender Konzentration mit zunehmendem
Schwangerschaftsverlauf exprimiert.

Demgegeniber existieren Arbeiten von Demir et al. und Seval et al., welche zuné&chst
hohe Konzentrationen von VEGF in Zytotrophoblasten der frihen plazentaren
GefalRentwicklung nachweisen, aber im Verlauf abfallende, mit sekundéarem Anstieg von
VEGEF in stromalen Zellen wie Hofbauerzellen und Fibroblasten (Seval, 2008; Demir,
2004). Auf Grund des sich andernden Expressionsverhaltens von VEGF in Starke und
Zelltyp wahrend zunehmender Gestationsdauer wird vermutet, dass die plazentare
Vaskulogenese initial durch Zytotrophoblasten, im weiteren die Angiogenese durch Hof-
bauerzellen in Kombination mit Trophoblastzellen kontrolliert und reguliert wird (Seval,
2008; Demir, 2004).

Angl zeigte in Zyto-und Synzytiotrophoblasten die hochste Konzentration um den Tag

60, um dann im weiteren Verlauf kontinuierlich abzufallen (Babischkin, 2007). Ahnliche
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Ergebnisse erbrachten Untersuchungen von Seval et al. zur Expression von Angl in der
frihen plazentaren GefalR3entwicklung. Ang2 wurde unverandert in der frihen, mittleren
wie spaten Schwangerschaft durch Zyto-und Synzytiotrophoblasten exprimiert. Eine
unveranderte Expression erfolgte in den Hofbauerzellen und Endothelzellen. (Seval,
2008).

Das unterschiedliche Expressionsverhalten des plazentaren Trophoblasten fir die
Wachstumsfaktoren VEGF, Angl und-2 in der frihen plazentaren Gefafl3entwicklung
scheint wichtig zu sein fur einen kontrollierten und regulierten Ablauf der Vaskulo-und
Angiogenese in der Plazenta.

Die Untersuchung und Auswertung der Ergebnisse dieser Arbeit lassen bis auf die
Blasenmolen keine Unterschiede des Expressionsverhaltens der Wachstumsfaktoren in
Plazentabildungsstorungen in Bezug auf das Gestationsalter erkennen. Nur in den
Blasenmolen konnte fir das Chorionepithel eine quantitativ starkere Expression von
VEGF und Angl fir Gruppe 2 (>9. SSW) im Vergleich zu Gruppe 1 (7.-9. SSW)
registriert werden. Die Ergebnisse fur VEGF scheinen daher vergleichbar mit den
Untersuchungsergebnissen von Babischkin et al. an normalen Plazenten. Hingegen
zeigen die Ergebnisse von Angl in Blasenmolen einen spateren Expressionspeak als in
der Literatur von normalen Plazenten beschrieben. Da bei den anderen Formen der
Plazentabildungsstérungen keine Verénderungen der Expressionsstarke der Wachs-
tumsfaktoren im Hinblick auf das Gestationsalter im Chorionepithel vorliegt, wie in
normalen Plazenten vorbeschrieben, bei Blasenmolen nur mit zeitlicher Verzégerung fur
Angl, konnte dies ein Hinweis fir das gestorte Funktionsverhalten des villésen
Trophoblasten im Hinblick auf die plazentare Gefal3entwicklung darstellen.

Weniger umfassende Literatur existiert zu bFGF und seinen Einfluss auf die plazentare
GefalRentwicklung in der normalen Plazenta. In experimentellen Untersuchungen von
Hamai et al. konnte der Einfluss von bFGF auf die Angiogenese in normalen Plazenten
nachgewiesen werden mit vornehmlicher Expression von bFGF durch Trophoblast-
zellen, Endothelzellen und Hofbauerzellen. Er férdert die Proliferation von Endothel-
zellen und induziert in den Endothelzellen vor allem die Produktion von Proteasen, u.a.
dem Plasminogen- Aktivator und Kollagenase, welche die Penetration neuer Gefalde in
die extrazellulare Matrix ermoglicht (Folkmann, 2006; Hamai, 1998; Gordon, 1995;
Mustonen, 1995). Gezielte Untersuchungen zum Expressionsverhalten im

Chorionepithel oder Expressionsveranderungen im Hinblick auf das Gestationsalter
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konnte zu bFGF wahrend der normalen plazentaren GefalRentwicklung in der Literatur
nicht gefunden werden, so dass ein Vergleich diesbeztiglich schwierig erscheint.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen erkennen, dass die Expression von
bFGF ahnlich wie in normalen Plazenten durch das Chorionepithel, die Hofbauerzellen
und Endothelzellen erfolgte. Es lies sich kein Unterschied des Expressionsverhaltens
innerhalb des Chorionepithels erkennen.

Im Vergleich zu den anderen untersuchten Wachstumsfaktoren ist bFGF der einzige
Faktor, der durch die Endothelzellen einzelner Formen der Plazentabildungsstérungen
(Embryonal-, Partial-und Windmole) exprimiert wurde. Aus der relativ uneinge-
schrankten Expression von bFGF bei trotzdem vorliegender Gefalentwicklungsstérung
in den Plazentabildungsstérungen kénnte man schlussfolgern, dass VEGF und
Angiopoietin-1 einen wesentlich starkeren Einfluss auf die GefalRentwicklung austben,
bFGF eher eine untergeordnete Rolle zukommt. Des Weiteren das ungestorte
Zusammenspiel der Faktoren sowie weiterer hier nicht untersuchter Cofaktoren wichtig
sind fur den kontrollierten Ablauf der plazentaren GefaRentwicklung.

5.3 Diskussion des Einflusses von VEGF, bFGF und Angiopoietin-1 auf

die GefalRentwicklung von Plazentabildungsstdérungen
VEGF und seine Rezeptoren spielen unter physiologischen wie auch einer Vielzahl von
pathologischen Zustanden eine entscheidende Schlisselrolle in der Formierung und
Instandhaltung neu gebildeter Gefal3e. Seine Wirkung entfaltet er hauptsachlich tber
die bekannten Tyrosin-Kinase-Rezeptoren Flt1 (VEGFR1) und FIk1/KDR (VEGFR2). Er
ist beteiligt an der embryonalen GefalRentwicklung, aber auch an einer Reihe von
pathologischen Prozessen, wie Tumorwachstum, Erblindung des Auges (z.B.
diabetische Retinopathie oder altersabhéngige Makuladegeneration) und Praeklampsie
(Shibuya, 2008; Schmidt, 2007; Yao, 2005).
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen erkennen, dass die Expression von
VEGEF in den Plazentabildungsstérungen von der in normalen Plazenten abweicht.
Es wurde zwar VEGF exprimiert, aber nicht durch alle von uns untersuchten Zellen, wie
in der Literatur bei normaler plazentarer Gefal3entwicklung ausgewiesen (z.B.
Endothel). Des Weiteren konnte innerhalb der Plazentabildungsstérungen bis auf die

Blasenmolen, keine vom Gestationsalter abhangige Anderung des Expressionsverhal-
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tens registriert werden, welche der Literatur nach Einfluss auf den Entwick-
lungsprozess der plazentaren Vaskulatur nimmt. Dies konnten bereits zwel
Anhaltspunkte fir die Einflussnahme von VEGF auf die gestorte Gefal3entwicklung in
den Plazentabildungsstérungen darstellen, bei denen neben einer priméren
Entwicklungsstorung des Trophoblasten, eine verminderte Vaskularisation der Plazenta
vorliegt.

In diesem Zusammenhang wére es interessant zu wissen, wie es sich mit dem
Expressionsverhalten der VEGF-Rezeptoren (FIt-1/VEGFR1; FIk-1/VEGFR2) in den
Plazentabildungsstorungen verhalt, welche im Rahmen dieser Arbeit nicht
Untersuchungsbestandteil waren.

In der Literatur werden Studien mit Flt-1 und Flk-1 knock-out Mausen beschrieben, die
je nachdem welcher Rezeptor betroffen ist, in unterschiedlich starkem Ausmal}
Stérungen der GefalRentwicklung aufweisen. Bei FIt-1/VEGFR1 knock-out Mausen
zeigte sich eine fehlende Tubulusausbildung bei noch erhaltener Endothelzell-
ausbildung, aber mit deutlicher Fehlorganisation. Hingegen bei Flk-1/VEGFR2 knock-
out Mausen konnten weder Blutinseln noch Endothelzellen im Dottersack ausgebildet
werden (Wulff, 2004; Kroll, 2000).

Da bei allen Formen der Plazentabildungsstérungen vereinzelt Endothelzellknospen,
aber nur in Embryonal-und Partialmolen wenige Gefaf3lumina nachgewiesen wurden,
sind Untersuchungen hinsichtlich des Expressionsverhaltens von Flt-1/VEGFR1 im
Gestationsverlauf eventuell bedeutsam. Insbesondere wére hier die l6sliche Form des
VEGFR1-Rezeptor (sFlt-1) interessant, dem anti-angiogenetische Eigenschaften
zugesprochen werden. Die Bindung von VEGF erfolgt hier Uber eine extrazellulare
Ligandenbindungsdomane, dadurch wird die Menge an freien und damit biologisch
aktivem VEGF reduziert (Schmidt, 2007). Sein nicht unerheblicher Einfluss als
endogener Antagonist von VEGF konnte in mehreren Studien belegt werden, wo
Anderungen des Expressionsverhaltens zu einer Veranderung der plazentaren
Vaskularisation und Trophoblastinvasion geftihrt haben (z.B. Praeklampsie).

Die Praeklampsie wird zu den hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen gezahlt,
die bei 5-10% der Schwangerschaften am Ende des zweiten Trimenon auftreten. Als
pathogenetisches Grundprinzip gilt die inadaquate Umwandlung der myometranen
Segmente der Spiralarterien in uteroplazentaren Arterien durch eine unzureichende

endovaskulare Invasion des Trophoblasten (Schmidt, 2007). Die Untersuchungsergeb-
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nisse bei praeklamptischen Schwangeren zeigten eine deutlich Abnahme von VEGF
und zusatzlich seiner biologischen Wirksamkeit durch eine gleichzeitig erhéhte
Expression von sFlt-1 (Shibuya, 2008; Schmidt, 2007; Wulff, 2003; Maynard, 2003).
Unter physiologischen Bedingungen finden wir eine Erhéhung von sFltl in der Cornea
des Auges, um eine Vaskularisierung dieser durch Antagonisierung von VEGF zu
unterbinden (Sela, 2008).

In einer weiteren aktuelleren Studie von Sela et al. wurde eine neue Splicing-Variante
des VEGF-Rezeptor Flt1l entdeckt, bei der es sich auch um eine |6sliche Form handelt
(sFlt1-14), die sich aber qualitativ von sFItl unterscheidet. Es handelt sich hier ebenfalls
um einen potenten humanen VEGF-Inhibitor, der nicht wie sFltl in Endothelzellen,
sondern vorzugsweise in nichtendothelialen Zellen, wie glatten Muskelzellen und
Synzytiotrophoblasten exprimiert wird. Die Expression steigt wahrend der normalen
Schwangerschaft im zweiten und dritten Trimenon an, zeigt aber u.a. deutlich erhdhte
Konzentrationen in synzytialen Knoten wiederum bei Patientinnen mit Praeklampsie
(Sela, 2008).

Eine Untersuchung von sFlt1-14 in Plazentabildungsstérungen koénnte ebenfalls zu

neuen Erkenntnissen der gestérten GefalRentwicklung beitragen.

Den Angiopoietinen (Angl und Ang2) wird neben VEGF eine wichtige Schlisselrolle
wahrend der Entwicklung des vaskularen Systems in der Embryonalentwicklung im
Hinblick auf die Gefalreifung (Ausdifferenzierung, Stabilisierung und Integritat der
Gefal3e) zugeschrieben (Seval, 2008; Babischkin, 2007; Wulff, 2004).

Ihre Wirkung entfalten Sie im Wesentlichen Uber den Tyrosin-Kinase-Rezeptor Tie2.
Studien belegen, das Embryonen mit Defekten im Angiopoietin- System eine fehlerhafte
Ausbildung des Kapillarnetzes im Gewebe aufweisen (Breier, 2006; Wulff, 2004; Geva,
2000; Maisonpierre, 1997; Suri, 1996; Davis, 1996). Dies zeigt, dass ohne das
Angiopoietin-System kein komplexes Gefalinetzwerk ausgebildet werden kann und er
neben VEGF einer der entscheidenden Faktoren der Angiogenese ist (Juhasz-Boss,
2006).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen erkennen, dass die Expression von
Angl in den Plazentabildungsstdrungen von der in normalen Plazenten abweicht. Es
wurde zwar Angl exprimiert, aber nicht durch alle von uns untersuchten Zellen, wie in

der Literatur bei normaler plazentarer GefalRentwicklung ausgewiesen. Des Weiteren
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konnte innerhalb der Plazentabildungsstorungen bis auf die Blasenmolen, keine vom
Gestationsalter abhangige Anderung des Expressionsverhaltens registriert werden,
welche der Literatur nach Einfluss auf den Entwicklungsprozess der plazentaren
Vaskulatur nimmt. Die nur in den Blasenmolen registrierte Anderung des Expressions-
verhaltens zeigte aufl’erdem einen spateren Expressionspeak von Angl, als in
Untersuchungen von normalen Plazenten durch Babischkin et al (2007).

Die hier erhobenen Ergebnisse lassen daher neben VEGF ebenfalls eine
Einflussnahme von Angl auf die gestorte Gefal3entwicklung in Plazentabildungs-
stérungen vermuten.

In diesem Zusammenhang wéren auch Untersuchungen zum Expressionsverhalten von
Ang2 in Plazentabildungsstorungen interessant, welcher als endogener Antagonist von
Angl am Tie2-Rezeptor gilt. Er fuhrt zur Verdrangung von Angl am Tie2-Rezeptor und
induziert damit eine GefalRdestabilisierung, so dass Endothelzellen bei Anwesenheit
von VEGF in der Lage sind, auf den angiogenen VEGF-Stimulus hin auszusprossen.

In der Literatur gibt es Untersuchungen uber das Expressionsverhalten von Ang2, die
nachweisen, dass bei Fehlen oder geringen Konzentrationen von VEGF und der im
Vergleich zur Angl Uberproportionalen Expression von Ang2 eine Gefaliregression die
Folge ist (Babischkin, 2007; Wulff, 2004).

In den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnten bei Embryonal-und Partialmolen
vereinzelte GefalRlumina und Endothelzellknospen nachgewiesen so dass maglicher-
weise erhohte Expressionsspiegel von Ang2 im Vergleich zu Angl eine Rolle spielen,
die im Verlauf zu einer Gefal3regression fuhren.

In der Literatur sind Untersuchungen zu Tie2-knock-out-Mausen ausgewiesen, die
belegen, dass diese Mauseembryonen nicht in der Lage waren ein verzweigtes
Gefal3netzwerk auszubilden und keine Differenzierung in Arterien, Arteriolen und Venen
stattfand, obwohl Endothelzellen vorhanden und einige Tubuli ausgebildet waren (Wulff,
2004). Da die angiogenetische Wirkung von Angl und Ang2 hauptsachlich tber den
Tie2-Rezeptor zu erfolgen scheint, ist in diesem Zusammenhang auch das
Expressionsverhalten von Tie2 in Plazentabildungsstérungen bedeutsam und kann
eventuell weitere Aufschliisse Uber die gestorte GefaRentwicklung bringen.

Generell muss beriicksichtigt werden, dass beide Wachstumsfaktoren (VEGF und
Angiopoietin-1) den regulierenden Einflissen durch Hormone (z.B. Ostrogen) und

Hypoxie unterliegen. Mehrere Studien belegen hier einen regulierenden Einfluss auf
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das Expressionsverhalten in der frihen Phase der plazentaren GefalRentwicklung. Es
konnte hier gezeigt werden, dass mit steigenden Ostrogenwerten wahrend der
Schwangerschaft die VEGF-Expression im Trophoblasten stimuliert wird, hingegen die
Expression von Angl abfallt. Durch eine zusatzlich bestehende Hypoxie wird die
Expression von Ang2 und VEGF gefordert (Shibuya, 2008; Babischkin, 2007; Albrecht,
2004; Robb, 2004; Ye, 2002; Zhang, 2001).

BFGF wird ebenfalls zum breiten Spektrum der angiogenetischen Faktoren gezahlt, die
in der Plazenta identifiziert wurden. Seine Expression erfolgt vornehmlich durch
Trophoblastzellen, Endothelzellen und Hofbauerzellen. BFGF fordert wahrend der
Gefal3entwicklung die Proliferation von Endothelzellen und induziert hier die Produktion
von Proteasen (z.B. Plasminogen-Aktivator, Kollagenasen), welche die Penetration
neuer Gefalie in die extrazellulare Matrix ermdglichen (Seval, 2008; Folkmann, 2006;
Stegmann, 2000; Hamai, 1998; Gordon, 1995).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen erkennen, dass die Expression von
bFGF in den Plazentabildungsstérungen ahnlich wie in normalen Plazenten durch die in
der Literatur ausgewiesenen Zelltypen erfolgte. Im Vergleich zu den anderen
untersuchten Wachstumsfaktoren, VEGF und Angl, ist bFGF der einzige Faktor, der
auch durch die Endothelzellen einzelner Formen der Plazentabildungsstorungen
(Embryonal-, Partial-und Windmole) exprimiert wurde. Vergleiche zum Expressions-
verhalten von bFGF in normalen Plazenten beziglich der Gestationsdauer waren
aufgrund der eingeschréankten Datenlage bei der zur Verfugung stehenden Literatur
nicht moglich gewesen.

Hingegen gibt es mehrere Studien, die sich mit dem Expressionsverhalten von bFGF in
Tumoren, tumorartigen Lasionen und proliferativen Netzhauterkrankungen befasst
haben. Guschmann konnte am Beispiel des Chorangioms zeigen, dass neben einer
deutlich verstarkten Expression von VEGF in Plazenta und Tumor, hingegen die Zahl
der bFGF-exprimierenden Zellen im Tumor deutlich héher waren als im Vergleich zur
tumorfreien Plazenta. Bei Chorangiomen handelt es sich um tumorartige Lasionen im
Sinne eines Hamartoms. Diese kapillarreichen Lasionen werden meist ab dem zweiten
Schwangerschaftsdrittel beobachtet (Guschmann, 2002).

Untersuchungen zu proliferativen Netzhauterkrankungen mit Ausbildung von Neo-

vaskularisationen (diabetische Retinopathie, altersbedingte Makuladegeneration)
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zeigten ebenfalls neben VEGF eine deutlich erhohte Expression von bFGF (Amann,
2000).

Aus der relativ uneingeschrankten Expression von bFGF bei trotzdem vorliegender
GefalRentwicklungsstérung in den Plazentabildungsstérungen, scheint bFGF hier in
diesem Fall im Vergleich zu den beiden anderen Wachstumsfaktoren eine eher
untergeordnete Rolle zu spielen.

Neben den in dieser Arbeit untersuchten Wachstumsfaktoren (VEGF, Angiopoietin-1
und bFGF) werden noch weitere Cofaktoren in der Literatur ausgewiesen, die einen
regulierenden Einfluss auf die GefalRentwicklung innerhalb der Plazenta nehmen. Zu
dieser Gruppe zahlen u.a. die so genannten CCN-Proteine (CYR61-,Cystein-rich 61°,
CTGF-,Conective tissue growth factor®, NOV-,Nephroblastoma overexpressed®).

Es handelt sich um Wachstums-und Angiogenesefaktoren, die einen regulierenden
Einfluss auf zellulare Prozesse wie Adhasion, Migration, Proliferation, Differenzierung,
Wundheilung sowie Angiogenese nehmen und neben der Plazenta u.a. in Niere,
Nervensystem, Lunge, Herz, Leber, Endothel und Muskel exprimiert werden (Perbal,
2004).

Die Expression in der Plazenta erfolgt in den Endothelzellen der Gefal3e sowie villdsen
Stromazellen, fir NOV vorzugsweise im ersten Trimenon, fur CYR61 aber erst ab dem
2. Trimenon. Auf Grund des unterschiedlichen Expressionsverhaltens im Hinblick auf
die Gestationsalter, scheint NOV eher einen regulierenden Einfluss auf die
Vaskulogenese und CYR61 auf die ,branching angiogenesis* zu haben (Schmidt,
2007). In der Literatur sind Studien zu CYR61 und NOV ausgewiesen, die eine hohe
Expression in Gefalen wahrend der Embryogenese festgestellt haben.

In Untersuchungen mit CYR61-defizienten Mausen kam es zu einem intrauterinen
embryonalen Absterben aufgrund ausbleibender Gefal3verzweigung und damit
nachfolgender unzureichender Vaskularisation der Plazenta (Schmidt, 2007).

Schmidt et al. fuhrte zusatzliche Untersuchungen bei praeklamptischen Schwangeren
durch. Es zeigten sich hier deutlich erniedrigte Expressionslevel von CYR61 und NOV
in den Plazenten (Schmidt, 2007). Auf Grund des nachgewiesenen nicht unerheblichen
Einflusses dieser proangiogenetischen Faktoren wahrend der Embryogenese, waren
Untersuchungen zum Expressionsverhalten in Plazentabildungsstorungen ein weiterer
maoglicher Ansatzpunkt, um neue Erkenntnisse zur Gefallentwicklungsstérung zu

erhalten.
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6 Zusammenfassung

Einleitung

Die Plazenta ist ein Stoffwechselorgan, das einer stadndig zunehmenden
Funktionsanforderung unterworfen ist, um dem immer steigenden Nahrstoffbedarf des
Kindes gerecht zu werden. Um diese Aufgabe erfillen zu kbnnen, macht die Plazenta
eine Reihe von Wachstums-und Differenzierungsprozessen durch. Hierfur essentiell ist
die Herausbildung einer intakten Vaskulatur im Rahmen der Vaskulo-und Angiogenese
innerhalb der Plazenta, die den Gas-und Nahrstofftransport zwischen Mutter und Fetus
garantieren soll, um eine normale embryonale Entwicklung und spateres fetales
Wachstum zu ermdglichen. Die Regulation der Vaskulo-und Angiogenese innerhalb der
Plazenta unterliegt einer Reihe von angiogenetisch wirksamen Faktoren wie VEGF,
bFGF, Angiopoietin und den zugehdrigen Rezeptoren. Stérungen in diesem Entwick-
lungsprozess erhéhen das Risiko fur Frihaborte, Restriktion des fetalen Wachstums,
sowie die Rate eines intrauterinen Fruchttods. Die Plazentabildungsstérungen werden
zu den gestationsbedingten Trophoblasterkrankungen gezéhlt. Ihnen liegt eine priméare
Entwicklungsstérung des villdosen Trophoblasten und des extraembryonalen
Mesenchyms zugrunde, sowie eine mangelhafte GefaRausbildung. Bei einer diffusen
Ausbildung dieser Entwicklungsstorung ist die davon betroffene Fruchtanlage nicht
entwicklungsféahig. Entweder fehlt in diesen Fallen der Embryo oder es liegt eine globale

Entwicklungsstérung vor.

Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, inwieweit angiogene Wachstums-
faktoren wie VEGF, bFGF und Angiopoietin-1 Einfluss auf die gestorte GefaR-
entwicklung der friihen Fetalperiode der Plazentabildungsstérungen ausiben, da es
hierzu so gut wie keine Untersuchungen im Vergleich zu normalen Plazenten gibt. Es
sollte eine Beurteilung der Expression von VEGF, bFGF und Angiopoitin-1 hinsichtlich
der exprimierenden Zelltypen, der Expressionsstarke und Abhangigkeit vom Gestations-
alter innerhalb der Plazentabildungsstérungen sowie im Vergleich zu normalen

Plazenten erfolgen.
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Material und Methode

In einer retrospektiven Studie wurde Plazentagewebe der friihen Fetalperiode (ca. 7.-
16. SSW) von 43 Frauen, die sich im Zeitraum von 1996-2000 in der Klinik fur
Frauenheilkunde und Geburtshilfe des Universitatsklinikums Charité aufhielten,
untersucht. Die Erhebung der Diagnose Plazentabildungsstérung erfolgte im Vorfeld
durch Mitarbeiter der Abteilung fir Paidopathologie und Placentologie des Institutes
Pathologie der Charité. Die Anfertigung der Plazentaschnitte sowie deren semi-
quantitative Auswertung mittels Lichtmikroskop hinsichtlich der Expression von VEGF,
bFGF und Angiopoietin-1, erfolgte nach immunhistochemischer Anfarbung mit Hilfe der
~APAAP-Methode” in der gleichen Abteilung.

Ergebnisse

Die immunhistochemische Untersuchung der Plazentabildungsstorungen und die
semiquantitative Auswertung der Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Expression
von VEGF, bFGF und Angiopoietin-1 in allen Formen der Plazentabildungsstorung
erfolgte, aber nicht in allen zu untersuchenden Zelltypen. Alle drei Wachstumsfaktoren
wurden vornehmlich durch das Chorionepithel (Zyto-und Synzytiotrophoblast) und die
Hofbauerzellen exprimiert, ohne morphologisch fassbaren Unterschied innerhalb des
Chorionepithels (Zytotrophoblast <-> Synzytiotrophoblast). Keine Expression erfolgte
einheitlich durch die Fibroblasten. Bei den Endothelzellen zeigten sich Unterschiede
hinsichtlich der Expression der Wachstumsfaktoren innerhalb der Plazentabildungs-
storungen. BFGF war der einzige Faktor der durch die Endothelzellen exprimiert wurde,
aber nur in Embryonal-, Partial-und Windmolen, nicht in den Blasenmolen. Bei der
Auswertung des Gestationsalters im Hinblick auf das Expressionsverhalten der
Wachstumsfaktoren, zeigten sich nur Unterschiede bei den Blasenmolen fir VEGF und
Angl. VEGF wies im Chorionepithel sowie Hofbauerzellen eine quantitativ starkere
Expression in Gruppe 2 als in Gruppe 1 auf, dhnliche Ergebnisse zeigten sich fur Angl

im Chorionepithel.

Diskussion
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen erkennen, dass keine regelhafte
Expression von VEGF und Angl in den Plazentabildungsstorungen erfolgte, bFGF

jedoch vergleichbare Ergebnisse zu normalen Plazenten aufwies. Es zeigten sich nur
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geringfugige Unterschiede zwischen den einzelnen Plazentabildungsstérungen. Daraus
konnte man schlussfolgern, dass VEGF und Angl einen Einfluss auf die gestorte
GefalRentwicklung in Plazentabildungsstérungen ausiben.

Diese Arbeit stellt nur einen Anfang dar, Erkenntnisse Uber die Ursache der
mangelhaften GefaRausbildung in Plazentabildungsstorungen zu erhalten und konnte
als Grundlage flur weitere Untersuchungen dienen, da die GefaRentwicklung von einer
Vielzahl verschiedener Proteine reguliert wird. Hierbei kdnnten Untersuchungen zum
Expressionsverhalten der Rezeptoren der oben aufgefihrten Wachstumsfaktoren,
insbesondere sFItl und sFlt1-14, hormonelle Einflisse (z.B. Ostrogen) und die groRe

Gruppe der CCN-Proteine (z.B. CYR61 und NOV) interessante Ergebnisse liefern.
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8 Abkulrzungsverzeichnis

Angl Angiopoietin-1

Ang2 Angiopoietin-2

APAAP Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase bFGF
basic fibroblastic growth factor

CYR61 Cystein-rich 61

CTGF Conective tissue growth factor

Fab-Arm antigenbindendes Fragment

FGFR Rezeptor fur den Fibroblastenwachstumsfaktor

HCG human chorionic gonadotropine

HIF-1 hypoxieinduzierbarer Transkriptionsfaktor

NOV Nephroblastoma overexpressed

PIGF Placental growth factor, plazentarer Wachstumsfaktor

sFIt I6sliche Form der fms-like receptor tyrosine kinase

SPSS Statistical Package for the Social Sciences

SSW Schwangerschaftswoche

SVVEGF snake venom-derived

TBS Tris buffered saline

TGF-i3 transforming growth factor

Tie-2 Tunica internal endothelial cell kinase

TNF-alpha Tumor-Nekrose-Faktor-alpha

VEGF Vascular endothelial growth factor

VEGFR-1/Flt-1 fms-like receptor tyrosine kinase

VEGFR-2/KDR/FIk-1 kinase-insert domain containing receptor oder fetal liver

kinase-1
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