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Zusammenfassung
Die plazentare Syndecan-1 Expression im 1. und frGhen 2. Trimenon:
Ein pradiktiver Faktor fur das kindliche Schwangerschaftsoutcome?
von
Anna Konietzny

Fragestellung: Diese experimentelle Studie ermdglichte die deskriptive Analyse der
plazentaren Syndecan-1 Expression sowie die weltweit erstmalige Untersuchung, ob durch
eine frihe Chorionzottenbiopsie und immunhistochemische Markierung des Syndecan-1 ein
Zusammenhang zwischen der Starke der Syndecan-1 Expression und muitterlicher Faktoren
hergestellt bzw. eine Aussage Uber den Schwangerschaftsverlauf und das kindliche Outcome
gemacht werden kann. Ziel der Studie war damit die Méglichkeit zur Etablierung eines neuen,
frGhen, pranataldiagnostischen Tests auszumachen und, als Schwerpunkt in dieser Studie,
das Risiko einer Frihgeburtlichkeit und Wachstumsretardierung friher erkennen zu kénnen.

Methode: 203 Chorionzottenbiopsien wurden im Studienzeitraum entnommen und durch
Maus-Anti-CD138 (MCA681) aus dem Klon B-B4 immunhistochemisch auf Syndecan-1
gefarbt. Die Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung (konventioneller Farbescore) durch
3 geblindete Beobachter wurden mit den Daten der Patientinnen und Kinder korreliert, die mit
Hilfe der PIA-Fetal Database erhoben wurden. Die statische Auswertung erfolgte durch das
Statistikprogramm SPSS mit einem Signifikanzniveau von a=<0.05.

Ergebnisse: Weltweit erstmalig konnten wir die Mikrovilli der Chorionzotten als Ort der
intensivsten Syndecanexpression identifizieren. DarUberhinaus wurde durch uns erstmalig
der signifikante Unterschied in der Syndecanintensitdt zwischen groflen und kleinen
Chorionzotten beschrieben (u.a. a=0.000), der die statistischen Ergebnisse massiv
beeinflusst und bislang von keinem anderen Autor vorgenommen wurde. Der
hochsignifikante Zusammenhang zwischen Nikotinabusus der Mutter und der
Syndecanexpression (a=0.003 und a=0.007) zeigte sich in unserer Studie weltweit erstmals.
Die hochinteressanten Korrelationen der verminderten Expression mit Frihgeburtlichkeit (u.a.
0=0.014) und dem kindlichem Ausgang, d.h. lebend geborene Kinder mit vermehrter
Expression (a=0.011, a=0.015, a=0.048), sowie einem normalen Karyotyp bei vermehrter
Syndecanexpression (a=0.024) konnten in der Literatur durch uns weltweit erstmalig als
signifikant aufgezeigt werden.

Schlussfolgerung: Unsere Ergebnisse machen deutlich und zeigen weltweit erstmalig, dass
die immunhistochemische Farbung von Chorionzotten auf Syndecan-1 als neuer
pranataldiagnostischer Test vielversprechend ist und neue Moglichkeiten hinsichtlich der sehr
frihen Erkennung von Frahgeburtlichkeit, auffélligem Karyotyp, kindlichem Ausgang und evtl.
fetaler Wachstumsretardierung bieten kann.

Tag der mundlichen Prifung: 18.03.2009
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1 Einleitung

1.1 Plazenta

1.1.1 Allgemeines und Historie
Die Plazenta Ubernimmt Iebenswichtige Aufgaben fur die Entwicklung des

ungeborenen Kindes. Sie erlaubt die
- Nahrstoffaufnahme, -weiterleitung und -verarbeitung
- Entgiftung durch Stoffwechselproduktentsorgung, sowie
- Steuerung der endokrinen Funktion von kindlichen Stoffwechselprozessen.
Die Uberragende Leistung der Plazenta besteht in Ausfliihrung dieser samtlichen
Funktionen ohne Vorangehen einer vorherigen Entwicklungsphase; sie muss parallel
funktionieren und ihr Wachstum regulieren.
Daruber hinaus stellt sich die Plazenta auch im wissenschaftlichen Interesse fir uns
besonders dar. Fur Studienzwecke bietet sich die menschliche Plazenta wie kein
zweites menschliches Organ an, was insbesondere in Zeiten ethischer Diskussionen
von grofRem Interesse ist:
- Die menschliche Plazenta stellt sich uns als gesundes Organ in nahezu
unbegrenztem Unfang zur Verfigung.
- Sie enthalt einen fast unerschopflichen Pool an menschlichem Genmaterial,
aber auch Proteine und Hormone.
- Es kommt zu keiner ethischen Infragestellung der Nutzung der Plazenta nach

der Austragung der Leibesfrucht, sei es durch Geburt oder Interruptio [69].

Wie benutzen den Begriff ,Plazenta“ heute ohne seine eindeutige sprachliche Herkunft
zu kennen. Man vermutet, dass Gabriele de Falloppio (1516-1559) den Begriff
Plazenta gepragt hat. Andere sind der Ansicht, dass ,Plazenta“, aus dem Lateinischen
Ubersetzt, soviel bedeutet wie ,flacher Kuchen® und Realdus Columbus habe dies
eingeflhrt. Vesalius (1514-1564) war einer der ersten Wissenschaftler, die mit
Interesse den Aufbau der Plazenta erforschten. Allerdings war sein Wissen Uber die
Plazenta noch sehr lickenhaft. Wilhelm Fabricius Hildanus (1560-1634) war es
moglich die Plazenta praziser zu beschreiben, wobei aber erst durch Nicolas Haboken
(1632-1678) Ansichten der Plazenta bekannt wurden, die auch heute noch Geltung
finden. Seine detaillierten Beschreibungen wurden von Rainier de Graaf durch

Informationen Uber den Mikrovilliaufbau und die Vaskularisation vervollstandigt. De
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Graaf ist heute allerdings eher durch den Graafschen Follikel bekannt, als durch seine
Plazentaforschung. Wenig beachtet und bekannt ist Karl Ernst von Baer. Er verdient
Aufmerksamkeit in Bezug auf die Erforschung der plazentaren Blutzirkulation.
Desweiteren missen in diesem Zusammenhang Joseph Hyrtl, Professor der Anatomie
aus Wien, ebenso wie Friedrich Schatz, Autor und Otto Grosser, Anatom, erwahnt
werden. Sie leisteten groRe Beitragte zum Verstandnis der Funktion und des Aufbaus
der Plazenta. Die grundlegenden Erkenntnisse auf dem Gebiet des Trophoblasten und
der embyonalen Entwicklung verdanken wir dem Team um Hertig und Rock. lhre
Forschungen gelten auch heute noch als Basis unseres Wissens auf diesen Gebieten
[11].

1.1.2 Plazentation - Trophoblasteninvasion
Die Plazentation wird am 12. Tag post conceptionem mit dem Verschluss des

Endometriums Uber der Blastozyste abgeschlossen. Der Trophoblast am
Implantationspol entwickelt sich zur spateren Plazenta, wahrend sich der Trophoblast
der zuletzt implantierten Abschnitte zum Chorion leave zuruckbildet. Zu Beginn ist der
Saum aus Trophoblastzellen rein synzytial, spater geht die Schicht des
Synzytiotrophoblasten zugrunde und der Zytotrophoblast kommt in Kontakt mit der
matterlichen Dezidua. Diese Zellen werden zum extravilldsen Trophoblasten, der im
ersten und zweiten Trimenon von den sogenannten Zellsdulen im Bereich der
Basalplatte, die Dezidua, sowie das innere Drittel des Myometriums invadiert
(interstitielle Invasion) [49]. Diese Zellen sezernieren die onkofetale Matrix, welche die
Plazenta in der Uteruswand verankert. Ab der 10. SSW findet man die
Trophoblastzellen auch in den Wanden der Spiralarterien (endovaskulare Invasion)
[18], deren muskulare Anteile der GefalRwand durch amorph-fibrinoides Gewebe
ersetzt werden, in dem sich die Trophoblastzellen befinden [77]. Man vermutet, dass
die invasiven Trophoblastzellen nicht proliferieren kénnen [18] und die zunehmende
Anzahl der Zellen durch kontinuierliche Invasion aus der Plazenta zustande kommt
[127]. Aufgabe des extravilldsen Trophoblasten ist die Umwandlung der uterinen
Spiralarterien zu Gefaflen mit hoher Kapazitat und geringem Widerstand, was sich in
einer Erhoéhung der end-diastolischen Blutflussgeschwindigkeit in der Doppler-
sonographie widerspiegelt [49] und dem Anspruch nach erhdéhtem plazentarem
Blutbedarf in der Plazenta stattgibt. Durch diesen Umbau werden die Spiralarterien der
Plazenta der mutterlichen Vasomotorenkontrolle entzogen [19] [18].

Nicht nur die Trophoblastzellen fliihren zu einer Vasodilatation der Spiralarterien. Teilt

man die Umwandlung der Spiralarterien in drei Phasen, so findet man in der ersten
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Phase, schon vor der endovaskulare Invasion durch den extravilldsen Trophoblasten,
eine Teildilatation der Spiralarterien, so dass vermutlich auch andere Faktoren [64], wie
NO an dem Umbau der Spiralarterien zu den utero-plazentaren Arterien beteiligt sind
[89]. In der zweiten Phase findet eine weitere Dilatation der Arterien statt. Der
Trophoblast hat zu diesem Zeitpunkt Kontakt zu der Arterie, hat sie aber noch nicht
invadiert. In der dritten Phase wird das Maximum an Dilatation, das 3 fache des
Ausgangszustandes, durch Invasion der Arterienwand erreicht.

Der extravillose Trophoblast invadiert nicht nur die Wand der Arterien, sondern auch
das Lumen des Gefales. Im ersten Trimenon wird das gesamte Lumen durch Plaques
aus Trophoblastzellen obliteriert, so dass der intervilldse Raum der Plazenta nicht von
maternalem Blut durchspilt werden kann. Lediglich das Plasma erreicht durch diesen
Filter den intervilldsen Raum und stellt die Ernahrung des Feten sicher. Ab der 10. bis
12. SSW beginnt die Auflésung dieser Plaques und der Weg fir das Blut wird
freigegeben. Bis zu diesem Zeitpunkt verlauft die embryonale Entwicklung also unter
hypoxischen Verhaltnissen, vermutlich, um die vulnerable Phase der Organsystem-
differenzierung vor freien Sauerstoffradikalen zu schitzen [64].

Die Sauerstoffkonzentration bestimmt aber nicht nur die korrekte Organdifferenzierung,
von ihr ist auch die vollstandige Vaskularisation der Plazentavilli abhangig. Zu Beginn
ist die Vaskularisierung vor allem durch Veradstelung der entstehenden Gefalle
charakterisiert, was zur Formung der unreifen Villi fuhrt [125] und unter dem Zeichen
der physiologisch hypoxischen Zustande steht [64]. Das chronische Hypoxie auch
spater zu verstarkter Vaskularisation und Verastelung von Kapillaren fuhrt, zeigte eine
Studie mit dem Guinea Schwein [125], sowie die Begutachtung humaner Plazenten bei
Anamie, nach Aufenthalt in groRer Hoéhe oder bei defekter Trophoblasteninvasion. In
der folgenden Phase des vermehrten Sauersoffangebotes [64] bis zum Ende des
zweiten Trimenons ist die Angiogense durch Verlangerung der bestehenden Gefalke
ohne weitere Aufzweigung gekennzeichnet. Dies fuhrt zur Entstehung der terminalen
Kapillaren. Im weiteren Verlauf des dritten Trimenons formen diese Kapillaren die
reifen und terminalen Villi, die fir den Gasaustausch und die Erndhrung des Feten
verantwortlich sind. Bei Geburt enthalten die Kapillaren ca. ein Viertel des gesamten
fetoplazentaren Blutvolumens, was sich letztendlich in einem erhéhten end-

diastolischen Blutfluss wiederspiegelt [125].
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1.1.3 Funktionelle Plazentastorungen

Praeklampsie

Das Ausmald und die Ausgewogenheit der oben genannten Trophoblasteninvasion ist
essentiell fur die fetale Entwicklung. Missverhaltnisse oder Unzulanglichkeiten der
Invasion kénnen Praeklampsie oder eine fetale Wachstumsretardierung zur Folge
haben [77]. Ein kausaler Zusammenhang zwischen der ungenugenden
Trophoblasteninvasion und Praeklampsie konnte zwar bislang noch nicht erbracht
werden, statisch zeigt sich diese Assoziation allerdings als hoch signifikant [100]. Den
direkten kausalen Zusammenhang aufzuzeigen, erweist sich derzeit als schwierig, da
es keine, mit konventionellen Methoden feststellbare, spezifische Veranderung an den
praeklamptischen Plazenten zu geben scheint. Infarkte, Abruptio placentae, Fibrose
der terminalen Villi, Proliferation des Zytotrophoblasten, Hypovaskularisation der Villi
[49], synzytiale Zellknoten und Endangiopathia obliterans [126] sind aber typisch.
Diese Pathologien sollen mit dem gestérten physiologischen Umbau der Spiralarterien
in Zusammenhang stehen, der sich durch fibrinoide Nekrosen und Atherosklerose in
den betroffenen Gefalien kenntlich macht [49] [100]. Die geforderte Dilatation der
mutterlichen Gefale kann durch die fehlende oder unvollstdndige Trophoblasten-
invasion nur unvollstandig vollzogen werde, was sich in pathologischen
dopplersonographischen Flussen wiederspiegelt. Hierbei soll vor allem die
endovaskulare Invasion des Trophoblasten gestort sein, wahrend die interstiltielle
Invasion von untergeordneter Rolle ist [76]. Der vaskuloendotheliale Wachstumsfaktor
VEGF-A und der plazentare Wachstumsfaktor PIGF werden von dem villdsen und dem
extravillésen Trophoblasten gebildet und sind entscheidend fir die Entwicklung des
plazentaren GefalRnetzes. In Plazenten von praeklamptischen Patientinnen findet man
diese Faktoren und den Rezeptor fur VEGF, den VFGFR-1 vermehrt. Im plazentaren
Bett hingegen ist VFGFR-1 reduziert und kénnte damit zum Teil die defekte plazentare
Vaskularisation bei Praeklampsie erklaren [24]. Inwieweit die plazentaren
Wachstumsfaktoren aber tatsachlich Einfluss auf die veranderte vaskulare Struktur der
Villi nehmen, ist heute noch nicht geklart [125]. Gesichert ist jedoch, dass die Struktur
der Villi auf zwei Arten geschadigt ist: Einerseits sieht man als Zeichen der Hypoxie
(durch die unzureichende Vasodilatation) eine Zottenfrihreifung mit maximal
vaskularisierten Terminalzotten. Anderseits kennzeichnen plumpe Kapillaren in
unverzweigten Terminlazotten eine Zottenretardierung, was sich durch negative und
fehlende Flisse in der Dopplersonographie der A. umbilicalis verdeutlicht [58]. Weitere

Ursachen der Praeklampsie scheinen sich in Veranderungen der Expression von Zell-
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Adhasionsmolekilen, Matrix Metalloproteinasen und ihren Antagonisten,
Wachstumsfaktoren und ihren Rezeptoren [77], sowie beim HLA-G und der
Sauerstoffkonzentration zu finden [76]. Desweiteren kommt vermutlich eine defekte
Interaktion zwischen miutterlichen Immunzellen der Dezidua, den Gefalwanden und
dem extravilldsen Trophoblasten in Betracht. Der invasive Trophoblast schutzt sich vor
dem mutterlichen Immunsystem durch Expression von MHC-I Varianten, v.a. HLA-G.
[45] und bei einigen Praeklampsiepraparaten wurde diese Expression erniedrigt
vorgefunden [28], wobei nicht geklart ist, ob dies durch eine verminderte
Trophoblastenanzahl oder durch eine verminderte Expression auf intakten
Trophoblasten zu erklaren ist.

In der Konsequenz, der noch nicht genau geklarten Ursachenkette, kommt es zur
unvollstandigen Erweiterung der Gefalie, welche eine Abfolge biochemischer Prozesse
einleitet: Aggregation von Thrombozyten und Fibrin, sowie vermehrte Freisetzung von
Sauerstoffradikalen. Dies verstarkt die, ohnehin durch die verminderte Vasodilatation
bestehende, plazentare Ischamie [100]. Durch Freisetzung von Stoffen aus den
ischamischen Trophoblastzellen kommt es reaktiv zur mautterlichen Praeklampsie-
symptomatik [19], bzw. durch die Hypoxie zur fetalen Wachstumsretardierung [76].

Der Schweregrad der Praeklampsie und damit die Prognose des Feten kdnnen derzeit
nur durch die dopplersonographische Untersuchung in engen Grenzen bestimmt
werden [100]. Keine der anderen oben genannten morphologischen Veranderungen

stellen ein adaquates Korrelat zum Schweregrad dar.

Fetale Wachstumsstérung

Der Prozess des fetalen Wachstums wird durch genetische Faktoren (z.B. Trisomie 13,
18, 21, Mikrodeletionen, etc.), Hormone und die uteroplazentare Ernahrung
determiniert. Unabhangig von der zugrunde liegenden Ursache wird die intrauterine
fetale Wachstumsstdrung als ein Prozess definiert bei dem aufgrund eines reduzierten
Nahrungsangebotes aus dem plazentaren Kreislauf zu wenig Gewebe eingelagert
werden konnte und das Geburtsgewicht unterhalb der zehnten Perzentile liegt [24].

Die Stérung im plazentaren Kreislauf wird, wie bei der Praeklampsie, auf einen
defekten Umbau der Spiralarterien zurtickgefihrt [99] [104]. Bei der intrauterinen
Wachstumsstérung wurden ganz ahnliche Veranderungen der Spiralarterien
festgestellt, wie bei den praeklamptischen Plazenten, einhergehend mit einer
abnormalen uterinen Dopplersonographie [49], wie fehlendem oder umgekehrtem end-
diastolischem Fluss in der Umbilikalarterie. Dies Kkorreliert mit einer geringen
Entwicklung der peripheren Villi, die zum Gasaustausch unabdingbar sind. Dieser

Umstand fuhrt zu einem erhdhten Risiko fir chronische fetale Hypoxie und Azidose
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[125]. Man konnte nachweisen, dass solche Patientinnen, bei denen sich eine
abnormale Doppler-Flussgeschwindigkeit nachweisen lasst, in eine Gruppe fallen, die
haufiger plazentar-vaskulare Komplikationen erleidet, als solche mit intrauteriner
Wachstumsverzdgerung ohne Auffalligkeiten in der Dopplersonographie [49]. In den
meisten Fallen der fetalen Wachstumsstérung sind aber weder ein fehlender noch ein
normaler Fluss eruierbar, sondern milde Abnormalitdten, wie geringe, aber positive
end-diastolische Flussgeschwindigkeiten. Wichtig zu beachten ist dabei, dass fehlende
oder umgekehrte enddiastolische Flussgeschwindigkeiten haufiger zu Frihgeburtlich-
keit fuhren als milde Abnormalitate (Median von 28 Wochen zu einem Median von 34
Wochen) [125] und mit einer héheren perinatalen Mortalitdt von 41% belastet sind
[103].

Man geht davon aus, dass bei den Schwangerschaften mit positiv enddiastolischen
Flussgeschwindigkeiten Kompensationsmechanismen greifen kdnnen, die bei
fehlenden oder umgekehrten Flissen nicht mehr zur Verfugung stehen. So kann man
als Zeichen der Hypoxie bei einigen Plazenten mit positiv end-diastolischen
Flussgeschwindigkeiten stark verastelte Kapillaren finden, die zumindest anteilig den
reduzierten Blutfluss kompensieren kénnen [125].

Neuere Studien zeigen aber, dass nicht einzig eine gestorte Trophoblasteninvasion mit
defektem GefaRumbau als Ursache der fetalen Wachstumsstérung angesehen werden
kann, sondern auch von einer Stérung im villdsen Transportsystem, aus der ein
reduziertes Nahrungsangebot resultiert, ursachlich in Betracht gezogen werden muss.
Es wurde gezeigt, dass das Aminosaurentransportersystem A, sowie ein Glukosetrans-
porter in ihrer Aktivitat eingeschrankt sein konnen. Die lonentransporter scheinen im
Rahmen der intrauterinen Wachstumsverzdgerung ebenfalls eine Rolle zu spielen. Die
Na'/K* ATPase ist in ihrer Aktivitdt und Expression erniedrigt, wahrend die Ca**
ATPase eine erhohte Aktivitat aufweildt. Die Expression plazentarer Wachstums-
faktoren wie VEGF-A und PIGF wurden auch im Rahmen der intrauterinen
Wachstumsstorung untersucht, mit dem Ergebnis einer erhdhten Expression dieser
Molekle.

Welche dieser Veranderungen als primar anzusehen und damit mit der Entwicklung
der Wachstumsstérung vergesellschaften sind und welche als sekundare Ereignisse

der einwirkenden Hypoxie zu betrachten sind, muss noch geklart werden [24].

Thrombosen
Allgemeine Risikofaktoren einer Venenthrombose sind das Alter, eine frihere
Thrombose, Immobilisation oder Operation, ebenso maligne Erkrankungen, orale

Kontrazeptiva, eine Schwangerschaft, etc. Allein durch eine Graviditat erhoht sich das
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Risiko eines thombembolischen Ereignisses um das ca. funf bis sechs fache in Bezug
zu nicht schwangeren Frauen [4]. Frauen Uber 30 Jahre, mit Adipositas, Multiparitat
oder einer Sectio-Entbindung haben, dabei eine nochmals erhéhte Wahrscheinlichkeit,
eine Thrombose zu erleiden. Hinzu kann eine positive Familienanamnese,
Antithrombinmangel, Mangel an Protein C und S oder das Antiphospholipidsyndrom
kommen, wodurch das Risiko weiter steigt [101]. Eine Kombination dieser
Risikofaktoren erhdht die Wahrscheinlichkeit zu verschiedenen Graden um ein
Vielfaches. Folgen einer Thrombose im uteroplazentaren Kreislauf kdnnen dramatische
Ausmalle annehmen und zu Aborten, intrauteriner Wachstumsverzégerung,
intrauterinem Fruchttod, vorzeitiger Plazentalésung oder Praeklampsie fihren [54]
[110].
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1.2 Diagnostische Moglichkeiten zur Pradiktion

Zwar sind die therapeutischen Maoglichkeiten zur Behandlung vieler intrauterin
auftretender Komplikationen, wie der fetalen Wachstumsretardierung und von einigen
Schwangerschaftsassoziierten miutterlichen Erkrankungen, wie der Praeklampsie,
gering, eine frihzeitige Erkennung der Erkrankungen aber winschenswert, um
Komplikationen und Risiken von Mutter und Kind vorhersehen, abwenden, bzw.
gegebenenfalls frihzeitig therapieren zu kénnen.

Zur frihzeitigen und verlasslichen Erkennung von Erkrankungen ist die Etablierung
eines standardisierten Screening-Verfahrens notwendig, das folgende Bedingungen
erflllen muss:

a) eine frihe Erkennung des Problems,

b) eine hohe Sensitivitat (Erkennung der Erkrankten),

c) eine hohe Spezifitat (niedrige Anzahl falsch als Kranke erkannte) und somit

d) einen hohen positiven Vorhersagewert.

Zu Beginn einer jeden Schwangerschaft sollte die ausfuhrliche Anamnese stehen, um
eventuelle Risikofaktoren wie Erstgebarende, Alter Uber 40 Jahre, familiare
Pradispositionen, Praeklampsie in  vorangegangenen Schwangerschaften,
Mehrlingsschwangerschaft, vorbestehende Hypertonie oder eine chronische
Nierenerkrankung, zu eruieren. Auch ein schwangerschaftsinduzierter Diabetes und
die diabetische Nephropathie mit arterieller Hypertonie sind Risikofaktoren fiir eine
komplizierte Schwangerschaft. Nach neueren Erkenntnissen flihren Protein-S-Mangel,
APC Resistenz, Antiphospholipid-Antikérper und Hypercysteinamie zu einer erhéhten
Praeklampsieinzidenz und sollten deshalb ebenfalls anamnestisch erhoben werden
[100].

1.2.1 Sonographie und biochemische Marker
Im Rahmen der pranatalen Diagnostik ist vor allem die Sonographie von

ausschlaggebender  Relevanz.  Routinemafig werden im Rahmen der
Vorsorgeuntersuchungen heute 3 sonographische Untersuchungen (um die 10., die
20., und die 30. SSW) des Feten vorgenommen, die, je nach Befund, zu
weitergehenden Untersuchungen (z.B. einer Nackentransparenzbestimmung oder
einer Chorionzottenbiopsie) fihren. Die Sonographie kann nicht nur Organanomalien
feststellen, und bei der Diagnostik der fetalen Wachstumsstérung behilflich sein,

sondern vor allem die Mdoglichkeit bieten, frihzeitig die Suche nach
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Chromosomenanomalien zu unterstitzen. Dabei spielt die Messung der fetalen
Nackentransparenz eine grofe Rolle, eine Methode, entwickelt von der Fetal Medicine
Foundation London [56]. Sie kann neben der Detektion von Chromosomenanomalien
auch Hinweise auf Herzfehler und andere strukturelle Anomalien geben [35] [115] [132]
und stellt damit ein nicht invasives Screeningverfahren fir viele kindliche Erkrankungen
dar. Die Messung der fetalen Nackentransparenz kann zu 76.8% die Kinder mit
Trisomie 21 identifizieren, kombiniert man diese Messung mit dem mitterlichen B-hCG
Wert aus dem Serum, so kann man den Vorhersagewert auf 87.0% erhdhen.
Comstock postuliert, dass bei einer Nackentransparenzdicke von >3.0mm ein
Abwarten der Serumparameter fast keinen Vorteil und bei einer Dicke von >4.0mm
keinen Vorteil mehr bietet und sofort eine Chorionzottenbiospie durchgefiihrt werden
kann, um die Diagnose einer Chromosomanomalie durch Chromosomenanalyse
vollstdndig abzusichern [30]. Sonographisch lasst sich aber auch durch die
Nasenbeinlange ein Hinweis auf Chromosomenstérungen finden [111]. Durch den
fehlenden Nachweis eines Nasenbeins |dsst sich die Trisomie 21-Wahrscheinlichkeit
mit 69% angeben. Nimmt man die indirekten sonographsichen Zeichen einer
Chromosomenabberration wie fetale Wachstumsstérung, Tachykardie, Exomphalozele
und eine singulare Nabelarterie hinzu, so kann die Diagnose einer Trisomie 21 mit
einer 90-97%igen Wahrscheinlichkeit gestellt werden [90] [26].

Auch biochemische Marker kdnnen Aufschluss geben Uber das Erkrankungsrisiko an
Trisomie 21, z.B. das miitterliche R-hCG-, a-Fetoprotein und das unkonjugiertes
Ostradiol [130] [116]. Die Bestimmung dieser drei Marker wird auch als Triple-Test
bezeichnet. [5]. Der humane plazentare Wachstumsfaktor [7] und erhdhte PAPP-A
Spiegel im miutterlichen Serum kénnen ebenfalls Hinweise auf fetale Anomalien sein
[117]. Die Kombination von Serummarkern, Sonographie und dem Alter der Mutter ist
heute das sicherste Verfahren zur frihen Erkennung einer Trisomie 21 mit einer
Identifizierungsrate von bis zu 91% [6].

Blutparamter spielen aber auch im Rahmen der Pradiktion anderer Erkrankungen eine
Rolle. Ein schon in der 10. — 14. SSW erhohtes Serum ActivinA findet man bei im
Verlauf der Schwangerschaft auftretender Praeklampsie oder schwangerschafts-
induzierter Hypertonie [93]. Die Messung eines erhohten plazentaren Wachstums-
faktors im Serum, zwischen der 11. - 14. vollendeten SSW [92], sowie die Bestimmung
von a-Fetoprotein, Inhibin A und unkonjugiertem Ostradio,l zusammen mit dem
mutterlichen Normalgewicht und dem Rauchverhalten, kann auf eine fetale
Wachstumsretardierung hindeuten [63]. Einen allgemeinen Hinweis auf das Auftreten
von Komplikationen wahrend der Schwangerschaft gibt die Bestimmung eines
erhdhten PAPP-A und R-hCG Spiegels im mdutterlichen Serum [94]. Neben der
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Bestimmung von Blutparametern hat man versucht, das C-reaktive Protein, den
Glukosespiegel und die Anzahl von Leukozyten aus der Amnionflissigkeit im Rahmen
einer Amniozentese in Beziehung zur Frihgeburtlichkeit zu setzten. Dabei fanden
Tarim et.al. heraus, dass ein niedriger Glukosespiegel im Zusammenhang mit einer
spateren Geburt vor der 37. SSW steht [123].

1.2.2 Dopplersonographie der A. umbilicalis
Viele Versuche zur Entwicklung und Etablierung eines Screening-Verfahrens fir die

Praeklampsie sind an nicht reproduzierbaren Ergebnissen, nicht genlgender
Signifikanz oder an der fehlenden Mdoglichkeit der Friherkennung der Erkrankung
gescheitert. Roll-over Tests mit Blutdruckmessung und Angiotensin-Il Bestimmungen,
Nachweise erhohter thrombozytarer AT-lI-Bindungstellen, sowie erhdhtes humanes
Choriongonadotropin im 2. Trimenon, verminderte Kallikreinexkretion oder verminderte
Kalziumausscheidung im Urin zeigten sich zwar teilweise als statistisch relevant, aber
zu keinem Zeitpunkt effektiv genug, um als Screeingmethode etabliert werden zu
kénnen. Den betroffenen Patientinnen kann derzeit nur durch die Dopplersonographie
als diagnostische MalRnahme und Screening-Methode geholfen werden. Eine
Veranderung in den dopplersonographischen messbaren Flussgeschwindigkeiten
muss aber nicht zwingend vorliegen, ein normaler Befund schlie3t eine Praeklampsie
nicht aus. Findet man Abnormalitaten, so sind diese meist in der utero-plazentaren
Strombahn zu finden und mit konsekutiver Hypoxie der fetalen Anteile der Plazenta
assoziiert. Charakteristikum hierfur ist die postsystolische Inzisur der Hullkurve der A.
uterina. Die Dopplersonographie der A. umbilicalis kann 50% der Frauen identifizieren,
die im weiteren Verlauf der Schwangerschaft eine Praeklampsie mit eventueller
Wachstumsretadierung des Feten entwickeln. Keine andere Methode weil3t einen

ebenso hohen Vorhersagewert auf [100].

1.2.3 Analyse fetaler Zellen
Eine noch nicht in der Praxis etablierte weitere Methode zur pranatalen Diagnostik

beinhaltet die Isolierung fetaler Zellen aus dem mdutterlichen Blut. Hierbei werden vor
allem die kindlichen Erythrozyten der PCA oder FISH-Technik zugeflhrt. Noch ergeben
sich aber durch die zu geringen Mengen an genetischen Material und der
Verunreinigung durch miutterliche Zellen Schwierigkeiten bei der Verwertbarkeit der
Ergebnisse. Die potentielle wenig invasive Maoglichkeit zum Zugang kindlichen

Materials ist aber viel versprechend [118] [81].
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1.2.4 Praimplantationsdiagnostik
Neben der pranatalen Diagnostik ermoglicht auch die Praimplantationsdiagnostik seit

ca. 15 Jahren [39] im Rahmen von in-vitro Fertilisationen eine Vorhersage Uber den
kindlichen Chromosomensatz und genetische Voraussetzungen des sich noch nicht im
mutterlichen Leib befindlichen Kindes. Dabei werden im 8 Zell-Stadium zwei Zellen
entnommen und z.B. der Fluoreszenz in situ Hybridisierung zugefihrt. Somit kénnen
schon vor dem Einsetzten des Embryos genetische Erkrankungen diagnostiziert und
das Geschlecht des Kindes bestimmt werden. Diese Methodik ist allerdings mit starken

ethischen Bedenken belastet [57] [124] und in Deutschland derzeit verboten.

Trotz der Fulle an pranataldiagnostischen Moglichkeiten ist eine zuverlassige
Vorhersage vieler Erkrankungen und Schwangerschaftskomplikationen, wie z.B. der
fetalen Wachstumsretardierung oder der Fruhgeburtlichkeit, immer noch nicht mdéglich.
Somit besteht auch nach Jahren der Forschung im Bereich der pranatalen Diagnostik

noch immer Bedarf nach neueren und besseren Methoden.

1.2.5 Chorionzottenbiopsie

Zeitlicher Verlauf

1968 wurde erstmals die Technik der Chorionzottenbiopsie (CVS) zur pranatalen
Diagnostik durch zytogenetische Testung von Hahnemann und Mohr vorgestellt [82].
Schnell war nicht mehr nur die zytogenetische Testung der Zellen mdglich, sondern es
bestand, durch die Gewinnung und Diagnostik von DNA aus den Chorionzotten, auch
die Moglichkeit, schon im ersten Trimenon monogenetische Erkrankungen
nachzuweisen. Dadurch gewann die CVS enorm an Popularitat, was sich in der Anzahl
der ausgefuhrten Chorionzottenbiopsien niederschlug. Als in den 90er Jahren von
einigen Autoren angenommen wurde, dass fetale Korperglieddefekte (siehe unten)
durch die Zottenbiopsie hervorgerufen wirden, verlor sie kurzzeitig an Bedeutung [21].
Nachfolgende Studien konnten aber keine Zusammenhange zwischen der CVS und
limb defects herstellen, wenn die Punktion nach der 9. SSW vollzogen wird (siehe
unten) [95] [33].

Heute koénnen immer mehr genetisch determinierte Krankheiten durch die CVS
frihzeitig und sicher diagnostiziert werden [84]. Voraussetzung fur eine erfolgreiche
Durchfuhrung ist die Kenntnis Uber alle diagnostizierbaren genetischen Erkrankungen

und die sich standig verbessernden Labormethoden [72].
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Da die Amniozentese nicht gleichwertige qualitative Ergebnisse erzielen kann, wenn
Testung durch DNA Gewinnung im Vordergrund steht [95], gilt die
Chorionzottenbiopsie heute weltweit als Methode der ersten Wahl zur
Chromosomenanalyse bei Chromosomenanomalien und anderen genetischen

Erkrankungen.

Indikationen

Eine CVS bieten sich immer dann an, wenn nach einer zytogenetischen- oder einer
molekulargenetischen Untersuchung des Feten oder nach einer Enzymdiagnostik
gefragt ist. Dies ist vor allem bei fortgeschrittenem Alter der Mutter oder
sonographischen Auffalligkeiten der Fall [112]. Aber auch bei Wunsch der Eltern, v.a.
bei positiver Familienanamnese und bei Unregelmafigkeiten der biochemischen
Marker im Blutbild der Mutter [95], z. B. Triple Test, kann die Indikation zur CVS
gestellt werden. Da die CVS aber eine invasive Diagnostik ndtig macht, ersetzt heute
z.B, das sonographisch durchfihrbare Nackentransparenz-Screening zunehmend die
invasiven Diagnostiken. Hierdurch reduziert sich, nach unseren Erfahrungen, die

Anzahl der Chorionzottenbiopsien zum Teil um bis zu 40%.

Chorionzottenbiopsie vs. Amniozentese

Pranatale Diagnostik ermoglicht z.B. eine optimale Planung einer eventuell post partum
notwendigen Intervention. Auch Uber eine schon intrauterin durchflihrbare Therapie
kann nachgedacht werden (z.B. Stammzelltransplantation), wenn der Karyotyp des
Kindes bekannt ist [112]. Durch die Chorionzottenbiopsie hat sich, im Gegensatz zur
Amniozentese, die Moglichkeit eréffnet, auch das erste Trimenon der Schwangerschaft
,der Medizin und Wissenschaft zuganglich zumachen, da sie schon ab der 11. SSW
verlasslich durchgefiihrt werden kann [73]. Die pranatale Diagnostik im ersten
Trimenon wird von den meisten Frauen gegenliber dem Screening im zweiten
Trimenon bevorzugt [115], denn sie kann Vorteile bieten, die vor allem fir Eltern aus
Risikogruppen interessant sind, da sich der emotionale Stress durch Warten auf das
zweite Trimenon reduziert, oder aber frihzeitige Schwangerschaftsabbriiche durch
negative Ergebnisse reduziert bzw. verhindert werden [16] [33]. Eine verlassliche
Amniozentese wird zwischen der 16. und 20. SSW [95], nach anderen Angaben
zwischen der 15. und 17. SSW durchgeflihrt [17]. Dies ist ein Zeitpunkt, zu dem die
Mutter schon Bewegungen ihres Kindes spurt und ein Abbruch der Schwangerschaft
emotional belastender ist [95]. Daruber hinaus sind die sozialen Konsequenzen, nach
Abbruch einer sichtbaren Schwangerschaft, nicht zu unterschatzen [17]. Die lange

Wartezeit [112] von ca. 1 bis 3 Wochen auf ein Ergebnis nach Amnionzentese, stellte
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bis vor einiger Zeit eine zusatzliche Belastung dar, wobei sich dieses Problem durch
die heute angewendete FISH und PCR-Diagnostik (innerhalb von 24-48h mdglich)
geldst zu haben scheint (Steinhard fir PCR) [96] und ein Ergebnis ahnlich zeitnah wie
nach einer CVS mitgeteilt werden. Die Zellen des Zytotrophoblasten, die durch die
CVS entnommen werden, kdnnen entweder direkt oder nach einer kurzen, 24 bis 48 h
dauernden Kultur (im Rahmen der FISH oder PCR), befundet werden. Nach
spatestens zwei Tagen kann somit material- und zeitsparend schon in frihen
Schwangerschaftswochen eine Diagnose gestellt werden [17] [95].

Die Chorionzottenbiospie ist allerdings kein Verfahren, das auf frihe
Schwangerschaftswochen beschrankt bleiben musste; auch bei Indikationsstellung im
2. oder 3. Trimenon einer Schwangerschaft kann auch auf die Chorionzottenbiospie
zurlckgegriffen werden. Dies zeigen die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen.
[59] [91].

Limb defects

Wie oben bereits erwahnt, kam es in den 90er Jahren zu einem Ruckgang der
Popularitdt der CVS, da kindliche Gliedmafiendefekte auf die Durchfihrung einer
Chorionzottenbiopsie zurtickgefiihrt wurden. Auch heute lassen sich teratogene Folgen
durch eine Chorionzottenbiopsie nicht ganzlich auszuschlielen, v.a. wenn sie vor der
10. SSW vollzogen wird. Stdérungen der GliedmafRenentwicklung sind in der Literatur
beschrieben. Fast alle Studien, die dieses Problem schildern, zeichnen sich aber durch
mangelhafte Erfahrung der Operateure, mangelnde technische Ausstattung,
Durchfihrung der Chorionzottenbiopsie noch vor der 9. SSW und kleine
Kollektivzahlen aus [73] [33]. Daher ist es eher wahrscheinlich, dass grof3e plazentare
Traumen durch GefaRverletzung zu Gewebshypoxie gefihrt und damit dem Embryo
geschadet haben [17] [137]. Embolisation durch Chorionzottenmaterial in der fetalen
Blutzirkulation kénnte ebenfalls der Grund fir die Stérung sein [73], sowie die Punktion
der Amnionhohle, welche aber durch gute sonographsiche Kontrolle vermieden werden
kann [87]. Andere Studien, mit groReren Kollektiven, haben keinen Zusammenhang
zwischen der fetalen GliedmaRenentwicklungsstérung und der Chorionzottenbiopsie
feststellen kénnen [73] [72]. Ebenso ergab die Analyse von 138.000 Fallen nach
Chorionzottenbiopsie durch die WHO keinen Zusammenhang zwischen der
Chorionzottenbiopsie und fetaler Malformation [17]. Heute wird die frihe
Chorionzottenbiopsie vor der 10. Woche als Risiko fir die Limb-defects angesehen, so
dass bei einer CVS nach der 11. SSW von keinem erhdhten Risiko fur fetale

KdpergleidmaRendefekte mehr auszugehen ist [73].
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Zeitpunkt der Durchfiihrung

Um der Gefahr der limb defects Rechnung zu tragen wird die Chorionzottenbiopsie
heute nach allgemeiner Lehrmeinung nach der 8. [72] bis 9. vollendeten
Schwangerschaftswoche p.c. durchgefuhrt, wenn die empfindlichste Phase der
GliedmaRenentwicklung abgeschlossen ist [95]. Darliberhinaus zeigen aber technische
Probleme der Materialaufbearbeitung der Methode zu sehr frihen Schwangerschafts-
zeitpunkten Grenzen auf, da die Plazenta vor der 9. Woche noch relativ wenig Material
bietet. Fur bestimmte Tests, v.a. DANN-Diagnostik wie z.B. fur die Diagnose der
Zystischen Fibrose, bendtigt man derzeit noch mindestens 20-40 mg plazentares
Gewebe [65], so dass die groRe Mehrheit der Chorionzottenbiopsien zwischen der 11.
und 12. SSW durchgeflhrt wird [95].

Risiken

Allgemein lasst sich aus der Literatur eruieren, dass Frihgeburten oder gar
Todgeburten bei Schwangerschaften nach CVS nicht haufiger als in der Kontrollgruppe
auftreten [95]. Das durchschnittliche Risiko liegt zwischen 2% bis 3% [72], wobei dies
je nach Erfahrung einer Klinik variiert [73].

Bevor die Chorionzottenbiopsie in der pranatalen Diagnostik etabliert wurde, war die
Amniozentese fir ca. zwei Jahrzehnte das bewahrte Verfahren, um Informationen tber
die genetischen Vorraussetzungen des Embryos zu erlangen. Da diese Methode
altbewahrt, gepruft und relativ leicht durchfihrbar ist [17], wird sie heute in Studien
herangezogen, um einen Vergleich zu neueren Methoden [95], wie der
Chorionzottenbiopsie, herzustellen. In der Literatur gilt allgemein, dass das Risiko bei
Amniozentese, tranzervikaler und transabdominaler Chorionzottenbiopsie in etwa
gleich hoch ist [95] [3], solange erfahrene Operateure die Zellgewinnung durchfiihren
[17]. Das Risiko der zu erwartenden Komplikationen ist bei der Chorionzottenbiopsie
allerdings etwas hoher einzustufen als bei der Amniozentese, nach den Angaben einer
europaischen Multizenterstudie um 4,4%, wobei die Erfahrung der an der Studie
teiinehmenden Operateure jedoch gering war. Das Risiko eines spontanen Abortes
liegt bei transzervikal durchgefuhrter Chorionzotenbiospie hdher als nach
transabdominaler CVS oder nach Amniozentese, deren Risiko von einigen Autoren als
gleich hoch bei 1% beziffert wird [95] [73] [2] Eine danische Studie fand bei
transabdominaler Chorionzottenbiospie sogar ein geringeres Risiko fir einen
spontanen Abort als nach Amniozentese [113].

Zusammenfassend gilt, dass die Chorionzottenbiopsie im ersten Trimenon ahnlich
risikoarm ist, wie die Amniozentese im zweiten Trimenon [72] und zu beachten bleibt,

dass einem angegebenen hdheren Eingriffsrisiko fir die Chorionzottenbiospie, auch
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das naturliche Abortrisiko enthalten ist, welches nach dem Eingriff nicht mehr
ursdchlich vom alleinigen Eingriffsrisiko zu trennen ist wund, je nach
Schwangerschaftsalter, zwischen 2 - 4% betragt, mit einem héheren Risiko in friheren
Schwangerschaftswochen. Trotzdem hat sie sich nach nunmehr Uber 10 jahriger
Erfahrung nicht im gleichen Ausmal} aullerhalb der Zentren etablieren kdnnen wie die
Amniozentese [78].

Um das geringe Risiko und den groRen Erfahrungsschatz der Amniozentese mit den
Vorteilen einer Chorionzottenbiopsie im ersten Trimenon zu vereinen, hat man
versucht, eine Amniozentese im ersten Trimenon zu etablieren. Eine Studie hat die
frithe Amniozentese mit der Chorionzottenbiopsie verglichen: Die Rate der
erfolgreichen Probengewinnung war in beiden Fallen gleich groR3, wobei die Rate der
erfolgreich daraufhin durchgefiuihrten Zellkulturen bei der frihen Amniozentese
signifikant  niedriger war. Die Rate des spontanen Abortes, und
Extremitatenfehlistellungen, wie KlumpfiulRle des Feten, waren nach friher
Amniozentese signifikant hdher [72]. Alle anderen untersuchten Endpunkte, wie
durchschnittliche Schwangerschaftsdauer oder Geburtsgewicht bei Entbindung,
ergaben  keine  signifikanten  Differenzen. Das erhdhte Risiko eines
Schwangerschaftsabbruchs nach friher Amniozentese (ca. 2 - 3%) kann letzendlich

nicht zu einer dauerhaften Etablierung dieses Verfahrens fiihren [17].

Reaktionen des Feten auf die Chorionzottenbiopsie

Verschiedene Autoren haben Untersuchungen zu fetalen Reaktionen nach einer CVS
publiziert. Die Hdmodynamik des Feten verandert sich, v.a. durch die sinkende oder
steigende Herzfrequenz [137]. Durch das plazentare Trauma kann es zum
Blutaustausch zwischen Mutter und Kind kommen, auch Hdmatome und Hamorrhagien
sind beobachtet worden, wobei ihr Ausmal abhangig ist von der Nadelgréf3e und der
Anzahl der enthommenen Biopsien. Da jedes Hamatom mit einem fetalen Blutverlust
einhergeht, der bei einem Blutvolumen von 2.7 — 4 ml in der 12. SSW, von enormer
Bedeutung sein kann, mussen Hamatome der Plazenta in jedem Fall vermieden
werden [95].

Die fetalen Bewegungen hingegen bleiben nach Boogert et al. von einer CVS

vollkommen unbeeinflusst [14].

Methodik
In der Literatur sind mehr als 10 verschiedene Techniken zur Gewinnung von

Chorionzotten beschrieben. Grundsatzlich sind dabei zwei Zugangswege zu
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unterscheiden: transzervikal und transabdominal [15]. Beide Methoden werden unter
sonographischer Kontrolle durchgefiihrt [95].

Die Entscheidung welche der beiden Techniken gewahlt wird, hangt von
verschiedenen Faktoren ab. In erster Linie entscheidet die Lokalisation der Plazenta.
Liegt die Plazenta tief und hinten, wahlt man die tranzervikale Methode, liegt sie
allerdings hoch und vorne, sollte die transabdominal Technik vorgezogen werden. Die
Position der Plazenta kann zu einem gewissen Grad auch durch die Blasenfillung
positiv beeinflusst werden. Desweiteren spielt der Winkel zwischen Zervix und Uterus
eine Rolle, da bei zu spitzem Winkel der transzervikal eingefiuihrte Katheter eventuell
nicht richtig mandvriert werden kann. Bei Erstgebarenden kann der Zervixkanal zu eng
fur eine Katheterpassage sein. Sind bei Zwillingsschwangerschaften die beiden
Plazenten klar voneinander abzugrenzen, ist eine Chorionzottenbiopsie grundsatzlich
durchfuhrbar. Ein kombinierter Eingriff kann dann nétig sein [15]. Stellen sich genitale
Warzen, eine Infektion mit genitalem Herpes simplex oder Gruppe B Streptokokken
dar, muss das Risiko der Keimverschleppung in den Uterus individuell geprift werden.
Grundsatzlich sei in diesen Fallen die Amniozentese oder die transabdominale
Chorionzottenbiopsie der transzervikalen Methode vorzuziehen. Sollte trotzdem die
transzerviakle CVS zum Einsatz kommen, wird zu einer Ampicillintherapie vor der
Biopsie geraten. Von vielen Frauen wird die transzervikale Methode aufgrund der

einfacheren Durchfihrbarkeit und des héheren Komforts bevorzugt [65].
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1.3 Syndecan-1

Syndecan ist ein Proteoglykan der Zelloberflache. Molekile der Zelloberflache sind
essentiell, um die Interaktion zwischen Zellen und der extrazellularen Matrix (EZM) zu
gewabhrleisten und sind dadurch fir ein geordnetes Zellverhalten unabkémmlich [107].
In der Fachliteratur haben sich verschiedene Autoren mit der Struktur, dem Aufbau und
der Funktion des Syndecanmolekils beschaftigt. Zusammenfassend gilt: Das
Syndecanmolekil besteht aus einer extrazellularen Domane, einer transmembrandsen
und einer zytoplasmatischen Domane. Uber die extrazellulare Domane werden
verschiedene Komponenten der EZM sowie Wachstumsfaktoren gebunden. Uber diese
Bindungen spielt Syndecan eine Rolle bei der Regulation mannigfaltiger Phdnomene
wie Zellkontakte, Erhalt der Morphologie und Stabilitdt von Zellverbanden,
Differenzierung, Proliferation, Migration, Regeneration und der embryonalen
Entwicklung [102] [31] [13] [105] [43] [46] [32] [67] [79] [106] [68] [8] [9].

Der genaue Ablauf der Regulationsmechanismen ist heute noch unbekannt.
Dariiberhinaus werden noch viele weitere Funktionen der Syndecanfamilie vermutet,

die aber noch nicht erforscht sind [42].

1.3.1 Syndecan-1 - ein Proteoglykan

Familie der Syndecane

Die Familie der Syndecane gehért zu den Proteoglykanen. Der Begriff Syndecan
stammt von dem griechischen Wort ,syndein® was soviel bedeutet wie
,zusammenbinden® [107]. Die Syndecane sind Zelloberflachenproteine [68] [9], die
durch Vesikelfusion mit der Membran ihre Position dort einnehmen und diese durch
Endozytose oder Abstoung in den perizelluldren Raum wieder verlieren. Syndecane
stehen als Oberflachenmolekile in engem Kontakt mit der EZM, einem unldslichen
Amalgam aus multiplen groRen multidoman Proteinen.

Bis heute sind vier verschiedene Syndecane in Saugetieren bekannt, die in der
Reihenfolge ihrer Entdeckung von eins bis vier nummeriert wurden. Grofe,
Glykosaminoglykanbindungsstellen und die Proteinsequenz indizieren eine enge
strukturelle Verwandtschaft zwischen Syndecan-1 und 3, sowie zwischen Syndecan 2
und 4 [13] [31].

Die vier Syndecane unterscheiden sich nicht nur durch ihr Auftreten in verschiedenen
Geweben, sondern auch durch den Aufbau ihrer extrazelluldren Doméane, wobei

Lange, GrofRe, Ladung und Glykosylierung variieren kénnen [107]. Ein molekularer
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Vergleich der vier Syndecane untereinander, aber auch Vergleiche von Syndecan-1
Molekilen von Mausen, Hamster, Ratten und Menschen zeigen, dass die
zytoplasmatischen und transmembranésen Domanen bis auf eine zentrale Region
innerhalb der Domanen hoch homolog sind. Dies weil3t darauf hin, dass diese fur die
Funktion der Syndecane unabkédmmlich sind [79]. Deutliche Unterschiede zeigen sich
beim Vergleich der extrazellularen Domanen [31]. Bis auf feine Sequenzen um die
Bindungsstellen der Glykosaminoglykane und eine Stelle, die vermutlich eine Protease
beinhaltet, sind die extrazelluldaren Domanen sehr different. Die extrazellularen
Domaénen von Sydecan 1 der Maus und des Menschen sind nur zu 70% identisch [79].
Diese Unterschiede sind flr die unterschiedlichen Funktionen der Syndecane
verantwortlich [107], wohingegen die homologen Anteile der extrazellularen Domanen

ebenfalls funktionell wichtig zu sein scheinen [13].

Syndecan 2 findet man Uberwiegend auf Fibroblasten und Hepatozyten. Syndecan 3 ist
das grofte der Syndecanmolekile und wird vor allem auf neuralen Zellen exprimiert,
weshalb man es auch N-Syndecan nennt. AulRerdem ist es im Muskelgewebe prasent.
Syndecan 4 ist das kleinste, aber am meisten verbreitete Syndecanmolekul. Es findet
sich auf Epithel, Endothel, Fibroblasten, Muskelzellen, neuralen Zellen und
Chondrozyten [31]. Das meist studierte und bekannteste Syndecan ist das Syndecan-1

[13]. Es wurde zuerst aus epithelialen Brustzellen der Maus isoliert [79].

Aufbau von Syndecan-1

Das Syndecan-1 Gen liegt auf dem humanen Chromosom 2p23 und ist 310 bzw. 311
Aminosauren lang mit einem Molekulargewicht von 32,868 D. Als Mitglied der
integralen Membranprteinen besteht es aus drei Domanen: [13] [31] [107] [79].

Die extrazelludre Domane, Ektodomane, enthalt Heparansulfat und Chondroitinsulfat
[102] [43] [32] [44], wodurch sich Syndecan als ein Hybrid-Proteoglykan klassifiziert
[106]. Die transmembranése Doméne ist 25 Aminos&uren lang [79] und lipophil. Uber
diese Domane kann sich das Protein in der Ebene der Membran bewegen. Die
zytoplasmatische Domane besteht aus 34 Aminosauren. Aufgrund ihrer evolutionaren
Stabilitat ist es vermutlich nicht falsch, sie in funktionelle Verbindung mit ebenfalls
evolutionar stabilen Komponenten, wie dem Zytosklett (z.B. Aktin) oder regulatorischen
Proteinen (z.B. Calmodulin) zu setzten [13] [79] [107].
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Heparansulfat / Chondroitinsulfat

Glykosaminoglykane bestehen aus repetitiven Dissachariden, welche zu unterschied-
lichen Graden sulfatiert sind [102]. Heparansulaft ist das Glykosaminoglykan mit der
grolten strukturellen Variabilitdt und ist seit 1971 als Zelloberflachenmolekiil bekannt.
Kraemer zeigte es damals auf mehreren kontaktierenden Zelltypen in Kultur.
Zusammen mit Heparin ist es eines der am meisten negativ geladenen Molekile, die
von Vertebraten gebildet werden kdnnen. Intrazellulares Heparansulfat wird in Vesikeln
gelagert, extrazellular findet man es in der Matrix und an Basalmembranen, an der
Zelloberflache wiederum ist es ein Bestandteil der integralen Membranproteine [13].
Die Heparansulfatkette bindet das Syndecan an seine Liganden. Die genaue Funktion
der Chondroitinsulfatkette ist bis heute noch nicht bekannt [31], man vermutet aber,

dass sie das Bindungsverhalten beeinflussen kénnte [43].

Glykosylierung

Syndecan-1 kommt in verschiedenen Geweben vor. Durch die postranskriptionale zell-
und gewebetypische Glykosylierung [31] [68] entstehen polymorphe Formen von
Syndecan-1, die sich in der Anzahl und der GréRe der Glykosaminoglykanketten, in der
Lokalisation auf der Zelloberflaiche und Unterschiede im Bindungsverhalten unter-
scheiden [106] [44]. Welcher Mechanismus fir die Regulation der Gréfke, Anzahl, und
Feinstruktur des bindenden Glykosaminoglykans verantwortlich ist, ist bis heute noch
unverstanden [13].

Finf verschiedene Stellen stehen zur Anheftung von Glykosaminoglykanen an den
Positionen 37, 45, 47, 206 und 216 der Proteinsequenz der extrazellularen Doméane
zur Verfugung [79]. In der Mehrzahl der Falle ist die extrazellulare Domane mit drei
distal gelegenen Heparansulfatketten und zwei proximal gelegenen Chondroitinsulfat-
ketten substituiert, wobei deren Kettenlangen variieren kénnen [31]. Heparansulfat und
Chondroitinsulfat binden kovalent [67] [43] [46] [106] Uber eine Xylo-Seite [107] an eine
Hydroxylgruppe eines Serin-Restes des Proteins. Die Bindungsstelle des
Glykosaminoglykans mag durch eine spezifische Zuckersequenz gekennzeichnet sein,
eine allgemein geltende Sequenz ist bis heute aber nicht gefunden. Alternativ kénnten

diese Bindungen auch ladungsabhangig sein [13] [102].
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1.3.2 Bindungsverhalten

Was bindet Syndecan

Syndecan bindet in seiner Position an der Zelloberflache Uber das Heparansulfat der
extrazellularen Domane [79] [102] an eine groRe Variation von Molekilen, v.a. solche
der EZM [13] [31] [107] [67] [68] [32].

Es fungiert dabei als Rezeptor sowohl fur I6sliche als auch fur nicht I6sliche Molekile
[8] [10]. Es bindet selektiv an fibrillares Kollagen Typ I, Il und V [79] [107] [31] [13]
[106] [105], an Thrombospondin [32] [79] [107] [31] [13] [105] [46], an die
heparinbindenden Domainen von Fibronektin [46] [43] [107] [106] [31], an Antithrombin
Il [68] [31], an Tenascin [8] [31] [13] [105] und an Wachstumsfaktoren [32] [10] [68]
[107] [13] [46], z.B. an den hepatocytic growth factor (HGF), den fibroblastic growth
factor (FGF-2) [107] [31] [8] sowie an den heparin-binding-growth factor [42] [9]. Zu
Proteinase-Inhibitoren [31] und Lipoprotein-Lipase kann ebenfalls eine Bindung
erfolgen [107]. Keine Bindung erfolgt zu Typ IV Kollagen, Vitronektin, oder Laminin.
[32] [106]

Wie bindet Syndecan

Es ist zu vermuten, dass die strukturelle Spezifitdt, das Ausmal} und die Positionen der
Sulfatierung, sowie die Epimerisation von glucurconic acid zu iduronic acid der
Heparansulfatkette keine Zufalle sind und spezifische Sequenzen der Heparansulfat-
kette die Liganden binden. Die Heparansulfatketten von Syndecan verschiedener
Zelllinien kdnnen Variabilitaten in ihren 6-O- Sulfatierungen zeigen, was z.B. zu einem
unterschiedlichen Bindungsverhalten zu Typ | Kollagen fuhrt [31].

Bis heute ist es nicht bekannt, ob auch bei den Liganden spezifische Proteinsequenzen
zur Bindung notwendig sind [107]. Die Bindungen scheinen in jedem Falle
ladungsabhangig zu sein, da die HOhe der Bindungsaffinitdt primar vom Grad der
Sulfatierung [102] und damit der hoch anionischen Sulfatgruppen [13], der Heparan-
sulfatkette, abhangt. Je hoher die Sulfatierung, desto besser wird z.B. Fibronektin
gebunden [102]. Neben der Sulfatierung spielen aber auch die Bindungssequenz und
die Morphologie der beteiligten Molekile eine Rolle bei der Bindungsfestigkeit. Die Art
der Bindung muss hier aber nicht zwingenderweise die Bindungsaffinitat reflektieren.
Unterschiede in der Sequenz oder Morphologie fihren z.B. bei der Bindung von
Antithrombin 1l oder Fibronektin zu keiner Anderung der Affinitat von ca. 1nM [13]. Des
Weiteren wird das Bindungsverhalten durch die GroRe des Glykosaminoglykans

und/oder durch die Anzahl der gebundenen Glykosaminoglykane am Syndecanmolekl



1 Einleitung 21

beeinflusst. Grof’e Glykosaminoglykane kénnen starker z.B. an Fibronektin binden.
Man vermutet, dass dieses eine Glykosaminoglykanmolekll multiple Interaktionen mit
vielleicht nur einem Liganden eingehen kann [102]. Ein Syndecanmolekul kann
mehrere Heparansulfatketten enthalten, wodurch die Madglichkeit besteht, dass ein
Syndecanmolekil gleichzeitig mehrere EZM-Komponenten binden kann. Diese
Bindungen scheinen ebenfalls von besonders hoher Affinitat zu sein [107].

Alle Bindungen des Heparansulfats zu seinen Liganden sind unabhangig von Calcium-
und Magnesium-lonen und alle Bindungen kénnen durch die Einwirkung von Trypsin

zerstort werden [13].

Syndecan als Co-Rezeptor

Syndecan fungiert als Co-Rezeptor fir den fibroblast growth factor [67]. FGF2 scheint
das Heparansulfat oder Heparin zu bendtigen, um die Mdglichkeit zu haben, an einen
Hoch-Affinitats-Rezeptor zu binden. Die Bindung von FGF2 an das Heparansulfat flhrt
somit zu einer Erhdhung der biologischen Aktivitdt des Wachstumsfaktors. Daruber
hinaus wurde aber auch auf dem Heparansulfat selbst eine Sequenz entdeckt, die eine
hohe Affinitat zu FGF2 aufweist. Bindet FGF2 an diese Sequenz und wird es daraufhin
internalisiert, so erreicht es aber ein anderes intrazellulares Kompartiment als nach
Prasentation an den FGF-Hoch-Affinitats-Rezeptor.

Heparansulfat konnte auch im Zusammenhang mit Viren als Co-Rezeptor fungieren.
Es ist allerdings nicht geklart ob beim viralen Eintritt in die Zelle noch ein weiterer
Rezeptor natig ist.

Der Einsatz von Heparansulfat als Co-Rezeptoren ermdglicht einer kleineren Anzahl
von Rezeptoren ein groReres Repertoire an Regulation, z.B. kann Heparansulfat durch
die Bindung seiner Liganden, deren Konzentration an einer Stelle erhdhen, sie vor
Abbau schitzen oder durch Konformationsanderung die biologische Aktivitat verandern
[31] [13].

Losung / Verhinderung der Bindungen von Syndecan

Die Zellen, die durch Syndecan-1 z. B. an die EZM gebunden sind, kénnen sich aus
dieser Verbindung l6sen, indem sie durch eine Protease-verdachtige Stelle an der
transmembrandsen Domane [13] die extrazellulare Domane abspalten und sich damit
von der EZM trennen [79] [46]. Dieser Mechanismus ist einzigartig [107], bisher nur
aus der Zellkultur bekannt [13] und geschieht v. a., wenn die Zellen ihre Morphologie
verandern [106]. Andererseits konnen lbsliche Proteoglykane, wie Syndecan-1,
Zellkontakt verhindern. Es ist z. B. moglich, die Bindungsstelle des Fibronektin am

Glykosaminoglykan eines anderen Proteoglykans zu besetzten oder aber die Bindung
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von Fibronektin an ein Integrin zu verhindern, indem es an der dortigen Bindungsstelle

ein sterisches Hindernis darstellt [102].

1.3.3 Expression

Orte der Expression

Syndecan-1 wird vor allem auf epithelialem Gewebe exprimiert, z. B. stratified
squamous Epithel [10]. Bei einfachem Epithel findet man Syndecan basolateral
lokalisiert, bei stratified squamous Epithel sind die Zellen ganz mit Syndecan umgeben.
Neurale Zellen, Leydig-Zellen, die B-Zellreihe [13] [107], Plasmazellen [8],
Keratinozyten [9], Gehirngewebe [79] sowie plazentare Zellen [68] exprimieren
Syndecan auf ihrer Zelloberflache. Keine Expression findet man auf mononuklearen

Zellen, Lymphozyten und endometrialen Stromazellen [9].

Suppression und Induktion der Expression

Die Expression von Syndecan-1 verandert sich, sobald ein Syndecan-1 exprimierendes
Gewebe nicht mehr stabil ist [10], z.B. wahrend der embryonalen Entwicklung oder
nach Verletzung. Die Regulationsmechanismen, welche die Syndecanexpression
steuern, sind aber noch nicht eindeutig geklart [31]. Bestimmte Bestandteile der EZM
kénnten die Expression von Synedcan foérdern. Interessanterweise besteht die EZM
heilender Wunden v.a. aus Komponenten, die von Syndecan-1 gebunden werden, wie
Fibronektin, Typ 5 Kollagen und Tenascin. Typ 4 Kollagen und Laminin kdnnen nicht
von Syndecan erkannt werden und befinden sich nicht in der EZM heilender Wunden
[44].

Auch fur das Wundflussigkeitspeptid PR-39 ist eine regulatorische Komponente fir die
Syndecan-1 Expression beschrieben worden [31]. Wachstumsfaktoren kdénnten
ebenfalls die vermehrte Expression von Syndecan férdern [44] oder zumindest einen
Anteil an der Regulation ihrer Expression haben. Dies gilt fur den TGFf und den FGF2.
Die meisten Anderungen der Syndecanexpression wahrend der embryonalen
Entwicklung sollen auf das Einwirken von Wachstumsfaktoren zurtickgehen.

Ein Experiment mit Epithelzellen der Brustdrise hat einen Zusammenhang zwischen
der Syndecanexpression und der Expression anderer Adhesionsmolekile der
Zelloberflache hergestellt. Suppression von Syndecan flhrt konsekutiv zu einer
Suppression der E-Cadherin Expression. Intergrine bleiben unverandert. Andere
Autoren sind der Meinung, dass auch 1 Integrin und das Zytosklett von einer

Syndecansuppression betroffen sind [13] [31]. Suppression der Syndecanexpression
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findet vermutlich auch bei Apoptosen statt, z.B. bei ruhenden Haarfollikeln. Kontakte
zur Matrix und zu anderen Zellen sowie die Einbindung von Wachstumsfaktoren

werden nicht mehr bendtigt und die Syndecanexpression nimmt ab [10].

1.3.4 Funktionen
Syndecan-1 werden mehrere grolRe Funktionsbereiche zugeordnet: Rezeptor fiir die

EZM, Bindung von Wachstumsfaktoren [9], Regulation der Zell-Zell- [44] und der Zell-
Matrix-Kontakte, Regulation von Migration und Proliferation [9], Differenzierung und
Morphologie [10] sowie Stabilisation im Zellverband [107]. Syndecane kdnnen auch

eine Rolle beim Eintritt viraler Bestandteile in Zellen spielen [31].

Zellkontakte

Syndecane scheinen eine Rolle bei Zellkontakten zu spielen [67] [44] [8] [9], da man
auf allen Zellen, die in einer Form Zellkontakte unterhalten, Syndecan-1 nachweisen
kann [107]. Gewebe, das morphologisch aktiv ist, zeigt regelmaRig eine fleckenférmige
Expression von Syndecan. Auch Schwan - Zellen mit Syndecanexpression platten sich
und bilden Bindel von Mikrofilamenten aus, die in einem Zellkontakt terminieren.
Syndecan und Bindel von Mikrofilamenten sind oft zusammen mit E-Cadherin und 31
Integrin an den Zellkontaktstellen lokalisiert. Es ware also mdglich, dass Syndecan-1
Teil eines groReren Komplexes ist, der die Zellkontakte aufrechterhalt, ohne dabei
selber zwingend an den den Zellkontakten beteiligt zu sein [13] [31]. Bei der
Untersuchung der Syndecanexpression in Haarfolikeln hat man festgestellt, dass die
Zellen, die der Basalmembran aufsitzen, zwar an den Kontakstellen zu anderen Zellen
positiv fir Syndecan sind, nicht aber an der Kontaktseite zur Basalmembran [10].
Sobald Zellen ihren Kontakt zu anderen Zellen verloren haben, verlieren sie auch ihr

Syndecan. Es wird erst bei Re-Kontakt erneut exprimiert [13].

Proliferation und Migration

Wird eine Verletzung der Epidermis hervorgerufen, so lasst sich einer erhdhte
Expression von Syndecan in den migrierenden und proliferierenden Zellen in oder
nahe der Wunde, im Vergleich zur Peripherie der Verletzung, finden. Man hat
festgestellt, dass es sich um ein Kontinuum handelt mit dem die Syndecanexpression
von der Peripherie zum Wundrand hin zunimmt. 24 Stunden nach Setzung der Wunde
ist die Syndecanexpression stark erhéht und noch bis 14 Tage nach der Verletzung ist
eine erhohte Expression in Bezug zum Ausgangswert nachweisbar. Die starkste

Expression findet nach 3 bis 5 Tagen statt, wenn die meisten Keratinozyten
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proliferieren und migrieren. Betrachtet man primar migrierende Zellen und primar
proliferiende Zellen getrennt, so stellt man fest, dass wandernde Zellen wesentlich
weniger Syndecan exprimieren als die proliferienden Zellen. Dies lasst darauf
schliel®en, dass Syndecan-1 bei der Zellproliferation, der morphologischen Differenzier-
ung und bei der Zellmigration eine Rolle spielt [32] [8, 9], wobei die Rolle bei der

Zellmigration von untergeordneter Prioritat zu sein scheint [44].

Differenzierung

Eine Studie von Bayer-Garner befasst sich mit der Syndecan Expression in
Haarfollikeln. Im Follikel des wachsenden Haares zeigt sich vermehrt Syndecan, im
Verlauf des Zyklus zum ruhenden Haar nimmt die Syndecanexpression jedoch ab. Es
wird vermutet, dass dies mit der Ausdifferenzierung der Keratinozyten
zusammenhangt, wobei die Menge an Syndecanmolekilen bis zum Zeitpunkt der
Ausdifferenzierung der Keratinozyten im Haarfollikel zunimmt. Die Grofle des
einzelnen Syndecanmolekills nimmt in diesem Verlauf aber ab. Dieses Phanomen
kann durch die verschiedenen Anspriche der Zellen an ihre Umgebung, wie
Zellkontakte, EZM und Wachstumsfaktoren im Prozess ihrer Differenzierung erklart
werden und zeigt sich auch bei der terminalen Differenzierung der Zellen des stratified
squmous epithelia und bei sich selbsterneuernden Epithelien, wie der Vagina [10].
Ebenso verlieren B-Zellen nach ihrer Ausreifung und Entlassung in die Zirkulation ihr
Syndecan-1. Sie exprimieren es erst wieder bei der Differenzierung zu Plasmazellen im
lymphoidalen Gewebe. Bernfield et al sind der Ansicht, dass terminale Differenzierung
sogar mit dem permanenten Verlust von Syndecan einhergeht [13].

Entartete Zellen verlieren oft ihr Syndecan. Sie kénnen dann zwar noch proliferieren,

sind aber nicht mehr in der Lage, einen differenzierten Phanotypen zu entwickeln [44].

Verlust von Syndecan und seine Folgen

Syndecan-1 hat wichtige Aufgaben im Erhalt der epithelialen Morphologie bestimmter
Gewebe. Unkontrollierter Verlust von Sydecan 1 kann daher zwar mit maligner
Entartung einhergehen, ist aber auf der anderen Seite physiologischerweise kontrolliert
zwingend erforderlich, um Differenzierung zu stoppen, Zellkontakte zu l6sen und
morphologische Zellveranderungen moglich zu machen, die durch
Milieuveranderungen erforderlich werden [13]. Betrachtet man normale, dass heil}t,
nicht entartete epitheliale Brustzellen ohne Syndecan, so kann man beobachten, wie
diese ihren epithelialen Phanotypen nicht beibehalten, sondern mesenchymale Form

und mesenchymales Verhalten annehmen [10].
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Durch unkontrollierten Verlust von Syndecan-1 kénnen sich Zellen ihrer Kontakte im
Zellverband entledigen und sind an keinen Differenzierungsplan gebunden, was in der
Ausbildung invasiver Neoplasien minden kann [44]. Wird von NMuMG Zellen von
Mausen Syndecan zu 55% entfernt, so wachsen diese Zellen als Inseln, haben die
Zellen nur noch 10% ihres Syndecans, so wachsen sie einzeln als fusiforme Zellen, die
sich teils Uberlappen, ohne ein morphologisch intaktes Gewebe zu bilden. Viele
maligne entartete Zellen, wie z. B. neoplastische Maus Epidermis oder maligne
entartete  humane Keratinozyten, zeigen eine supprimierte = Syndecan-1
Expressionsrate, wobei die Proliferationsfahigkeit bei gestorter Differenzierung erhalten
bleibt [13] [40] [105]. Dies zeigt, dass Erhaltung der Morphologie in epithelialen
Geweben, sowie Einschrankung von Neoplasieausbildung in den Funktionsbereich von

Syndecan fallen [44].

Stabilisation im Zellverband

Wenn die Ektodomane an der Zelloberflache einen Liganden gebunden hat, kann
intrazellular Gber die zytoplasmatische Doméane eine Verbindung zum Aktinzytosklett
aufgenommen werden [107] [106]. Im Sedimentationsassay kann isoliertes Syndecan
direkt und indirekt an F-Aktin binden [13]. AulRerdem ist es in der Lage, die
Organisation der Aktinfilamente zu férdern [102]. Syndecan stellt also eine Verbindung
der EZM zum Zytosklett her und epitheliale Zellschichten werden stabilisiert [106]. Die
Tatsache, dass ein Syndecanmolekul gleichzeitig mehrere Matrixkomponenten binden
kann, kdénnte zu der hohen Bindungsaffinitdt von Syndecan zu fibrillarem Kollagen
fuhren (3mal hoher als die der Integrine). Dadurch kommt es ebenfalls zu einer
Stabilisation der Zellverbindungen [107], wobei interessanterweise die extazellular
gebundenen Liganden nach Verknipfung der zytoplasmatischen Domane mit dem
Zytosklett resistent gegen nichtionische Detergenzien werden [31] und langer in ihrer

Bindung verleiben, was wiederum zu einer anhaltenden Stabilitat fihrt [13].

Embryonale Entwicklung

Tierstudien haben gezeigt, dass schon im Vierzellstadium Syndecan-1 gebildet wird
[13], wobei die Expression wahrend der embryonalen Entwicklung zeitlich und raumlich
variiert [67] [44]. Wenn sich das Epithelium zurickbildet und Raum macht fir
migrierende mesenchymale Zellen, ist eine abnehmende Expression zu beobachten,
wahrend bei der Formation der Organe, also wahrend der Proliferation und
Differenzierung der mesenchymalen Zellen, die Expression zunimmt [10] [107]. Sobald
die Differenzierung der mesenchymalen Zellen abgeschlossen ist, verliert sich das

Syndecan-1 wieder, so dass die Syndecanexpression mesenchymaler Zellen wahrend
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der embryonalen Entwicklung morphologischen und nicht histologischen Grenzen folgt
[105] [43].

Angiogenese

Im heilenden Wundgebiet wird eine Syndecanexpression auch in Kapillaren
beobachtet. Allerdings ist die Anfarbung der Kapillaren selektiv, einige sind angefarbt,
andere nicht [44].

Die vermehrte Syndecanexpression in Haarfollikeln des wachsenden Haares wird
teilweise auch darauf zurlickgefiihrt, dass die Follikel der wachsenden Haare besser
durchblutet sind und durch die Syndecan-positiven Kapillaren eine vermehrte

Syndecanexpression resultieren kann [10].

Plazenta

Die genaue Aufgabe des Syndecans in der Plazenta ist heute noch nicht bekannt [68].
Beschrieben wird eine fehlende Anfarbbarkeit auf Syndecan-1 von Zytotrophoblast und
Stroma durch Jokimaa, bei streng apikale Expression von Syndecan-1 im Bereich des
Synzyiotrophoblasten, die Crescimanno als inhomogen beschreibt. [32] Diese streng
apikale Lokalisation innerhalb einer Zelle ist bisher einzigartig. Aufgrund dieser
Lokalisation und der Fahigkeit, Antithrombin Ill binden zu kénnen, kdnnte Syndecan-1
eine Rolle bei der Antikoagulation im intervillésen Raum innehaben [67]. In einer Studie
von Jokimaa et al. hat man normal verlaufende Schwangerschaften (Kontrollgruppe)
mit solchen, verkompliziert durch Praeklampsie oder fetale Wachstumsverzdgerung,
verglichen. Bei den normalen Schwangerschaften gab es keinen Fall negativ fur
Syndecan oder mit nur sehr wenig Syndecan-1. In 14 von 30 Fallen mit Praeklampsie
war kein oder nur sehr wenig Syndecan nachweisbar. Keinen Unterschied gab es
allerdings zwischen den Praeklampsien mit und ohne Infarkt, womit Syndecan-1 wohl
keine restriktive antikoagulatorische Funktion in der Plazenta innehat. In den Fallen mit
kindlicher Wachstumsverzégerung gab es keine Unterschiede zum Normalverlauf,
genauso wenig fand man einen Unterschied beim Vergleich verschiedener
Schwangerschaftsalter.

Weitere Funktionen des Syndecan-1 innerhalb der Plazenta werden angenommen:
Uber die Interaktion mit dem basic fibrobastic growth factor (bFGF) kénnte Syndecan
eine Rolle bei der feto-maternalen Kommunikation spielen [68]. Fur diese Annahme
sprechen auch die sehr friihe embryonale Expression von Syndecan, sowie die apikale
Lokalisation des Syndecanmolekiils, zur Ausfiihrung von Rezeptoraktivitaten [67].
AuRerdem ist bekannt, dass Uber Syndecan-1 Lipoproteine internalisiert werden

kénnen und Syndecan somit an der fetalen Ernahrung beteiligt sein kénnte [68]. Da die
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Plazenta ein schnell wachsendes Organ darstellt, sind Wachstumsfaktoren und ihre
Rezeptoren flr ihre korrekte Entwicklung unabkémmlich, so dass man, z. B. durch
Bindung von Wachstumsfaktoren, wie FGF2, eine Rolle Syndecans beim Wachstum
der plazentaren Villi oder der Differenzierung des Trophoblasten ableiten kénnte [67]
[32].

Alle Funktionen des Syndecan hangen auch in der Plazenta von der Glykosylierung
des Syndecan-1 ab. Da sich die Glykosylierung des Syndecans in der Plazenta von der
in anderen Geweben unterscheidet, sollte dies auch hinsichtlich neuer oder anderer
Funktionen des Syndecans in der Plazenta bedacht werden. Western Blot Analysen
haben gezeigt, dass aulergewodhnlich wenig Isoformen in der Plazenta exprimiert

werden, was wiederum auf die ungewdhnliche Glykosylierung hindeutet [67, 68].
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1.4 Fragestellung

Da trotz der grolen Menge an diagnostischen Mdglichkeiten viele intrauterine
Vorgange mit kindlicher Beeinflussung und die Auswirkung mutterlicher Kofaktoren
unverstanden und somit kaum vorherzusehen sind, ist das Interesse an neuen
Methoden zur pranatalen Diagnostik noch immer groRR. Ziel dieser Arbeit ist es, zu
untersuchen, ob durch eine frihe Chorionzottenbiopsie und Markierung des
plazentaren  Syndecans durch eine immunhistochemische Farbung ein
Zusammenhang zu mutterlichen Faktoren hergestellt, bzw. eine Aussage uber den
Schwangerschaftsverlauf und das kindliche Outcome gemacht werden kann. Die
Etablierung eines neuen pranataldiagnostischen Tests ware damit moglich.
Besonderes Augenmerk soll in dieser Studie auf die erreichte Schwangerschaftsdauer,
die kindliche Percentile und den kindlichen Ausgang bzw. Karyotypen gelegt werden,
um somit eventuell durch eine friihe Chorionzottenbiopsie und immunhistochemische
Farbung das Risiko einer Fruhgeburtlichkeit, einer Wachstumsretardierung, bzw. eines
ungunstigen Ausgang der Schwangerschaft oder eines auffélligen Karyotypes
abschatzen zu konnen.

Des Weiteren sollen auch andere kindliche Erkrankungen und mitterliche (Risiko-)
Faktoren in Korrelation zur Starke der Syndecanexpression in der Plazenta gesetzt

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientinnenkollektiv

Das Kollektiv der Patientinnen, denen die Chorionzotten entnommen wurden, setzt sich
aus Frauen zusammen, die aufgrund genetischer Vorbelastung, auffalliger
sonographischer Befunde, wie einer erhdhten fetalen Nackentransparenz, hohem
matterlichen Alter oder dem eigenen Wunsch nach einer Biopsie und Abklarung des
Karyotypen ihres ungeborenen Kindes in die pranataldiagnostische Abteilung der
Universitatsklinik Minster kamen.

Im Studienzeitraum, vom 29.10.2001 bis zum 14.1.2004, wurden insgesamt 235
Chorionzottenbiopsien asserviert, von denen 203 zur Auswertung herangezogen
wurden. 26 Biopsien konnten aufgrund zu schlechter Farbung, mangels genitigend
Chorionmaterials oder wegen fehlender Daten udber die Mutter oder zum
Schwangerschaftsverlauf bzw. —outcome fir diese Studie nicht verwendet werden.

Die Patientinnen waren zum Zeitpunkt der Durchfihrung der CVS zwischen 19 und 43
Jahren alt. Die Mehrzahl der Chorionzottenbiopsien wurde zwischen der 10. und 14.
Schwangerschaftswoche durchgefihrt, in 15 Fallen aber auch zu einem spateren
Zeitpunkt (15. bis 36. SSW).

Im Rahmen dieser Studie wurde nur Uberschissiges Material verwendet, welches nach
der zytogenetischen oder molekularbiologischen Untersuchung nicht mehr bendtigt
wurde. Somit war kein weiterer invasiver Eingriff zum Erhalt des Chorionmaterials fur
diese Studie erforderlich, wodurch die Schwangerschaft nicht unnétig gefahrdet wurde,
der Patientin kein zusatzlicher Untersuchungsaufwand entstand und die Qualitat der

eigentlichen Untersuchung war zu keinem Zeitpunkt gefahrdet war.
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2.2 Daten zu Patientinnen und
Schwangerschaftsoutcome

Die relevanten Informationen uber die Schwangere wie Alter, Rauchverhalten,
Alkoholkonsum, Gréfie, Normalgewicht, BMI, Entbindungszeitpunkt, Zeitpunkt der CVS
und Uber das kindliche Outcome wie Geschlecht, Lange, Gewicht, Kopfumfang,
sonographisch Femurlange, Scheitel-SteiR-Lange, biparietaler Durchmesser, aber
auch die Nackentransparenz sowie Karyotyp und Ausgang der Schwangerschaft
wurden uber die PIA-Fetal Database, View Point (GE Medical Systems Company)
abgerufen und zu einer Datentabelle zusammengefasst.

Um vergleichbare Perzentilen der Kinder zu erhalten, errechneten wir, mit Hilfe des
Centile Calculator des Perinatal Institutes (UK), ein an das mutterliche Gewicht und an
das Schwangerschaftsalter am Entbindungstermin adaptiertes Geburtsgewicht. Fur die
Berechnung bezeichneten wir unser gesamtes Patientinnenkollektiv als europaisch flr
die ethnische Gruppe und als Erstgebarende in der Paritat (=0). Fur alle anderen
Eingaben nutzen wir die Daten, die wir aus der PIA-Fetal Database gewonnen hatten.
Der Centile Calculator bezieht sich als Referenzgruppe auf Daten von United Kingdom
(Notts) mit einer KollektivgroRe von 40.000.
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2.3 Materialgewinnung — Chorionzottenbiopsie

Nach Aufklarung der Patientin und sonographischer Untersuchung des Kindes,
einschlielllich Lokalisation der Plazenta, Bestimmung der Nackentransparenz und
Organscreening, wurde die Frage des Zugangsweges (transzervikal oder
transabdominal) geklart. Hierbei spielte neben Infekten der Vagina, v. a. die
Lokalisation der Plazenta die entscheidende Rolle.

Bei der transzervikalen Methode wurde in Steinschnittlage, nach sterilem Abdecken
der Patientin und Einkleidung des Operateurs mit sterilen Handschuhen, ein
Entenschnabelspekulum eingefihrt und die Portio dargestellt. Mit einem trockenen
Tupfer wurde der Zervixschleim entfernt und die Portio und das Scheidengewdlbe mit
Octenisept® von Schilke & Mayr GmbH lokal desinfiziert. Sich im hinteren
Scheidengewdlbe angesammeltes Antiseptikum wurde mit einem trockenen Tupfer
entfernt. Unter sonographischer Darstelllung des Zervixkanal durch eine zweite
Person, konnte der Operateur die Fuhrungsnadel aus dem Bard Angiomed
Chorionzotenentnahme-Set mit 24 cm nach Holzgreve in seiner Form dem Zervixkanal
anpassen und einfihren. Es erfolgte der Vorschub bis in das Chorion. Nach Versehen
des Endes der Punktionsnadel mit einer 20 ml Spritze wurde unter ruckartigen
Bewegungen und Sog an der Spritze zuriickgezogen. In der Spritze befanden sich 5 ml
RPMI-Lésung (1640 Medium ohne Glutamat) von der Firma Invitrogen. Klinikintern
wurde dem 1640 Medium Penecillin, Streptomycin und Amphotericin in einer
Dosierung von 10 000 U/ml (1%iges Antibiotikum, 5 ml auf 500 ml Medium), sowie
Heparin in einer Dosierung von 1 ml auf 500 ml Medium beigeflgt. Im Anschluss an die
Gewinnung des Materials wurde dieses lichtmikroskopisch auf das Vorhandensein
einer ausreichenden Menge an Chorionzotten tberprift. Der Zielwert war > 10 — 50 mg
Zotten. Wurde dieser Wert nicht erreicht erfolgte eine Re — Chorionzottenbiospie. Bis
zu maximal dreimal wurde die Prozedur durchgeflihrt, um eine ausreichende Menge zu
erhalten. Die reinen Zotten wurden in dem Medium von Dezidua, Schleim und unreinen
Zotten getrennt und zur Diagnostik verschickt. Das Uberschissige Material wurde im

Rahmen dieser Studie als Untersuchungsmaterial genutzt.

Bei der transabdominellen Chorionzottenbiopsie wurde die Patientin in Rickenlage
unterhalb der Scharmharrgrenze steril abgedeckt. Nach lokaler Anasthesie mit
Scandicain 1% wurde mit der Kombinationsnadel aus dem Transabdominellen-
Chorionzotten-Entnahme — Set ULTRA von SOMATEX® mit einer Ladnge von 220 mm

und einem Durchmesser von 1,3 x 150 mm, unter sonographischer Kontrolle, durch die
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Bauchdecke die Plazenta angestochen. An der in der Fuhrungsnadel liegenden
zweiten Nadel wurde ebenfalls eine 20 ml Spritze befestigt und im Weiteren wie bei der

transzervikalen Methode verfahren.
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2.4 Paraffineinbettung und Lagerung

Die Fixierung der Gewebeschnitte erfolgte verblindet, unabhangig von der Entnahme
durch ein Labor, welches nicht in die Behandlung der Patientin involviert war. Die
Proben wurden umgehend nach Gewinnung in eine Formalinlésung gegeben und darin
fur 24h fixiert. Nach Auswaschung mit Leitungswasser und jeweils 4 bis 5 stindiger
Lagerung in 50% und nachfolgend 70% EtOh, folgte fir jeweils 1h die Lagerung in 96%
und 100% EtOH. Danach wurde das Gewebe fir 4 Stunden in Methylbenzoart
Uberflhrt. Die Paraffinierung erfolgte durch Histowachs mit einem Schmelzpunkt
zwischen 56 und 58°C.

Die Fixierung des Materials fand unabhangig von Werk- oder Wochenendtagen immer
in gleichen =zeitlichen Abstdnden statt, so dass alle Praparate gleiche

Fixierungsbedingungen erfahren haben.
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2.5 Immunhistochemie

Die Syndecanexpression wurde durch die immunhistochemische Farbung mit dem
DAKO Envision Kit K 4004 deutlich gemacht. Dazu wurden die paraffineingebetteten
Schnitte durch eine absteigende Alkoholreihe (100%, 96%, 70% zu je 10 Minuten)
entparaffiniert und rehydriert. Zur Antigendemaskierung wurden die Praparate im
Citratpuffer = pH 6.0 25 min bei einer Temperatur von ca. 95°C im Steamer inkubiert
und in der Lésung flr ca. 45 bis 60 Minuten. auf Raumtemperatur abgekinhlt.
AnschlieRend folgte eine Waschung mit TBS (Tribuffersaline) und Tween fir jeweils 10
Minuten. Um die endogene Peroxidase zu blockieren, erfolgte die Inkubation mit 0.3%
Peroxidase fir 10 Minuten bei Raumtemperatur und es wurde ein weiteres Mal
gewaschen. Als Primarantikdrper haben wir Maus-Anti-CD138 (MCA681) aus dem
Klon B-B4 von SEROTEC genutzt. Der Antikérper erkennt Syndecan-1 [40]. Der
Kontakt zum Primarantikérper fand Uber Nacht im Kihlschrank statt. Um
Uberschissige Antikérper vom Praparat zu entfernen, wurde anschlieRend gewaschen.
Zur Verhinderung von unspezifischen Bindungen wurde der gebrauchsfertige
Peroxidase labelled Polymer HRP anti-Maus fur 30 Minuten auf die Schnitte gegeben
und nachfolgend ein weiteres Mal gewaschen. Fir die Immunreaktion benutzten wir
das Chromogen DAB aus dem DAKO Kit K 5001. Nach 10 minutiger Einwirkzeit von
AEC (3-Amino-9-ethylcarbozol) und dem Chromogen wurden die Schnitte mit aqua
destillata abgespilt und sehr kurz mit Hamatoxilin nach Meyer gegengeféarbt.
Anschlieend wurden die Praparate fir 10 Minuten unter flieRendem Wasser geblaut.
Vor Eindeckug der Schnitte mit DePex von Serva fuhrten wir zur Dehydrierung eine
aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, 100% EtOH) fir je 10 Minuten durch.

Die Kontrollen wurden ohne Hinzufuigen des Primarantikdrpers mit dem Antibody
Diluent S 2022 von Dako Cytomation durchgefinhrt.
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2.6 Mikroskopische Auswertung

Die lichtmikroskopische Auswertung der Praparate erfolgte durch das Leitz Labor
LUXS Mikroskop von Leica. Dazu wurden von jedem Gewebeschnitt mikroskopische
Bilder mit der Canon Power Shot A95 AIAF und dem Computerprogramm Canon
Utilities ZoomBrowser EX 4.6 Version 4.6.1.35 aufgenommen. Die Einstellungen des
Mikroskops, wie Blende, Kondensator und Belichtung, wurden zu Beginn der Studie
festgelegt. Ebenso wurde eine Standardeinstellung des Computerprogramms und
damit auch der Kamera bestimmt. Die Fotographien entstanden ohne Blitz, mit einer
Filmempfindlichkeit von 100, einer Belichtungskorrektur von +2/3 und einem 3fach
optischen Zoom. Das Mikroskop war vor jeder ersten Fotographie des Tages 30
Minuten in der Standardeinstellung in Betrieb, um fir jedes Bild gleiche
Belichtungsverhaltnisse zu garantieren, falls die Lichtquelle eine Aufwarmzeit
bendtigte.

Zu jedem Praparat wurden drei Bilder gemacht: Ein Ubersichtsbild mit dem 5er Objetiv
des Mikroskops und jeweils eine Aufnahme einer groRen und einer kleinen Zotte mit
der 25fachen VergroRerung. Die groflen Zotten wurden definiert als eine Zotte, grofier
als die Halfte des Bildausschnitts des Mikroskops, wahrend die kleinen Zotten gleich
grof® oder kleiner als ein Viertel des Bildausschnitts sein mussten. Dieses entspricht
einer GrofRe von maximal 104, 33 ym x 156, 51um der grolRen Zotten und einer Grofle
von maximal 104, 33 ym x 78, 28 um der kleinen Zotten. Standen verschiedene Zotten
in einem Praparat zur Auswahl, so wurde die rundeste Zotte mit der homogensten und
intensivsten Farbung ausgewahlt. Ebenso wurde bei den Ubersichtsbildern verfahren,
wo der Bildausschnitt mit der intensivsten Farbung fotografiert wurde.

In 36 Fallen konnten die Kriterien fur die grof’e Zotte nicht erflllt werden, so dass nur
ein Ubersichtsbild und eine kleine Zotte aufgenommen werden konnten. In einem Fall
existierte weder eine kriteriengerechte grofle noch eine kleine Zotte, so dass nur ein

Ubersichtsbild resultierte.
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2.7 Konventioneller Farbescore

Da die Auswertung der Bilder nicht computergestizt erfolgte, wurden drei geblindete
Personen mit der Bewertung der Bilder nach bestimmten Kriterien beauftragt, um eine
objektive Auswertung zu gewahrleisten. Die Bilder der kleinen und grof3en
Chorionzotten standen ohne Belichtungs- oder Farbkorrekturen entwickelt, zur
Auswertung zur Verfligung, wahrend die Ubersichtsbilder direkt am
Computerbildschirm bewertet wurden. Keiner der drei Personen war das Outcome der
Schwangerschaften bekannt, so dass eine Verblindung der Studie gegeben war. Die
Daten zu den Patientinnen und dem Outcome der Schwangerschaften wurden erst
nach der Bewertung der Gewebeschnitte mit den Daten eben dieser Auswertung
zusammengefuhrt.

Nach folgenden Kriterien wurden pro Bild Punkte verteilt: Die Ubersichtsbilder wurden
nach der Homogenitat und Intensitat der Farbung im Bereich der Mikrovilli bewertet.
Die Bilder der groRen und kleinen Zotten wurden ausgewertet nach der Homogenitat
und Intensitat der Farbung im Bereich der Mikrovilli, sowie der Intensitat der Farbung
im Bereich der einzelnen Kompartimente der Zotte, wie Synzytiotrophoblast,
Zytotrophoblast und Stroma. AuRerdem wurde die Dicke des angefarbten

Mikrovillisaumes unabhangig von seiner Farbung bewertet.

Bei der Bewertung der Homogenitét konnten Punkte von O bis 4 vergeben werden:
0 = gar keine Farbung

1=1-33% des Saumes ist angefarbt

2 =34 - 66% des Saumes ist angefarbt

3 =67 - 99% des Saumes ist angefarbt

4 = 100% des Saumes ist positiv fur Syndecan-1.

Bei den Ubersichtsbildern wurde diese Bewertung auf den gesamten Bildausschnitt

bezogen, d.h. z.B. 1 - 33% der Mikrovilli aller Zotten ist gefarbt fir Syndecan-1.

Die Intensitét der Farbung wurde durch Punkte von 0 bis 3 definiert.
0 = ungefarbt

1 = schwach gefarbt

2 = mittel stark gefarbt

3 = stark positiv fur Syndecan-1.
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Die Bewertung erfolgte durch den Vergleich aller Zotten untereinander.

Ebenfalls im Vergleich der Zotten wurde die Dicke des Mikrovillisaumes bestimmt:
0 = kein Saum angefabt

1
2

3 = dick angefarbter Saum.

schmaler Saum angefarbt

mittel-dick angefarbter Saum

Des Weiteren wurden die Differenzen dieser Auswertung von den grofden — der kleinen
Zotten zur Berechnung der Signifikanzen herangezogen. Ebenso wurden die Summen
gebildet. Dies erfolgte, um einen Gesamteindruck von der Farbung, unabhangig von
grofRer oder kleiner Zotte, zu erhalten.

Die Auswertung erfolgte durch die drei Personen unabhangig voneinander. Stimmten
alle Punktewerte Uberein oder stimmten zwei Personen im Punktewert Uberein und lag
der dritte Wert nur ein Punkt darunter oder dartuber, so wurden jeweils diese
Punktewerte Ubernommen. Fir alle anderen Konstellationen musste eine Einigung in
einem zweiten gemeinsamen Bewertungsdurchgang gefunden werden. Dies war aber
nur bei wenigen Praparaten der Fall, so dass man im Ganzen von eindeutig
zuschreibbaren Punktewerten ausgehen kann.

AnschlieBend wurden die Ergebnisse der Chorionzottenauswertung mit den Daten der

Patienten-Datenbank korreliert.
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2.8 Statistische Auswertung

Zur Berechnung der Mittelwerte und Signifikanzen sowie zur deskriptiven Statistik und
graphischen Darstellung wurde das Statistikprogramm SPSS (SPSS fir Windows,
Version 11.5.1, 2002, SPSS Inc., Chicago, USA) genutzt. Eine Normalverteilung der
Daten war in dem Patientenkollektiv nachweislich nicht gegeben, so dass die
Signifikanzen mit Hilfe des nichtparametrischen Wilcoxon-Test fur verbundene
Stichproben, dem nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Test fir unverbundene
Stichproben und dem Qui-Quadrat Test errechnet wurden. Der Qui-Quadrat Test galt
bei unseren Berechnungen als erster Hinweis und wurde im Falle eines relevanten
Signifikanzniveaus immer von einem Mann-Whitney-U Test begeleitet. Im Folgenden
finden sich deshalb immer die differenzierteren Angaben aus dem Mann-Whitney-U
Test. Es galt das Signifikanzniveau von a = <0.05.

Um einen Bias durch verstorbene Kinder oder durch abgebrochene
Schwangerschaften auszuschlielen, die aber eine normale Syndecanexpression
hatten aufweisen kdnnen, fihrten wir alle Berechnungen mit dem Gesamtkollektiv und
dem Kollektiv aus nur lebend geborenen Kindern durch. In einzelnen Fallen wurden

noch weitere Selektionen vorgenommen, die an zugehdriger Stelle vermerkt sind.
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3 Ergebnisse

3.1 Daten zum Patientinnenkollektiv

3.1.1 Alter, Gewicht, Gro3e, BMI
Die 203 Frauen unseren Kollektivs waren zum Zeitpunkt der Chorionzottenbiopsie

zwischen 19 und 43 Jahren alt mit einem Mittelwert von 34,61 Jahren
(Standardabweichung 4, 66). Das Normalgewicht der Frauen betrug zwischen 45 und
110 kg bei einer Grofle zwischen 150 und 181 cm, mit den Mittelwerten von 68,27 kg
und 168,42 cm (Standardabweichung 0,81 und 0,44). Daraus ergibt sich ein BMI
zwischen 17 und 38 mit dem Mittelwert 24,26 (Standardabweichung 0,27).
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Abbildung 1: Alter bei CVS
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3.1.2 Zeitpunkt der Chorionzottenbiopsie
In der Mehrzahl der Falle wurde die Biopsie zwischen der 10. und 14. SSW

entnommen. Der friheste Zeitpunkt in dieser Studie war die 10,14. SSW und der
spateste Zeitpunkt die 36,86. SSW. Im Mittel wurde die Biopsie in der 12,57 SSW

Woche vorgenommen. (Standardabweichung 1,53).
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Abbildung 2: Gestationsalter bei CVS

3.1.3 Nikotin, Alkohol

159 Frauen gaben an wahrend der Schwangerschaft nicht zu rauchen, 37 gaben
Nikotinabusus an und zu 7 Patientinnen fehlten dazu die Informationen. Alkoholabusus
wurde von 6 Frauen angegeben. 191 tranken wahrend der Schwangerschaft keinen

Alkohol und zu 6 Patientinnen gab es dazu keine Informationen.
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3.2 Daten zum Schwangerschaftsoutcome

3.2.1 Entbindungszeitpunkt, Ausgang, Karyotyp
Das erreichte Schwangerschaftsalter lag zwischen der 12. und der 44,43. SSW.

(Mittelwert 35,7. SSW, Standardabweichung 57,53) Von diesen insgesamt 203
Schwangerschaften wurden 162 (79,8 %) Kinder lebend geboren. Das erreichte
Schwangerschaftsalter bei den lebend geborenen Kindern lag zwischen der 24,3. SSW
und der 44,43. SSW, im Mittel bei der 39,1. SSW (Standardabweichung 16,055).
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Abbildung 3: Schwangerschaftsdauer

Zur Frihgeburtlichkeit mit Nichterreichen der 37. SSW p.m. kam es im Gesamtkollektiv
in 46 Fallen. Davon kamen 15 Kinder lebend zur Welt, 8 Kinder starben durch
intrauterinen Fruchttod und 2 durch Spontanabort/Todgeburt. Bei 21 Kindern flhrte ein

Abbruch zum vorzeitigen Ende der Schwangerschaft. 24 der 203 Kinder wurden im
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Bereich des worst pregnancy outcomes geboren (<25. SSW), nur ein Kind kam davon
lebend zur Welt. Ubertragen, dass heiRt > 42. SSW, wurden in diesem Kollektiv 5
Kinder, alle lebten. In 9 Fallen kam es zum intrauterinen Fruchttod, in 6 Fallen zum
Spontanabort oder zur Todgeburt und in 26 Fallen wurde ein Abbruch vorgenommen.
Per definitionem lag ein intrauteriner Fruchttod vor, wenn das Kind vor der 24. SSW
entbunden wurde Nach diesem Zeitpunkt kam es zum Spontanabort. Zum Ausgang

von 13 Schwangerschaften lagen keine Informationen vor.
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Abbildung 4: Ausgang aller Schwangerschaften
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182 Kinder wiesen einen normalen Karyotyp auf (davon einmal eine balancierte
Translokation 46XX, t(2p;7q)), 21 Kinder zeigten Auffalligkeiten bei der

Chromosomenanalyse.

Auffalliger Karyotyp Anzahl Schwangerschaftsausgang Anzahl
Trisomie 21 7 Abbruch 7
Trisomie 18 5 Abbruch 5
Trisomie 13 1 IUFT 1
Turner Syndrom 1 lebend 1
Markerchromosom 2 lebend 1
Abbruch 1
Mosaik 2 lebend 2
balanciert 2 lebend 2
fraglich 1 IUFT 1

Tabelle 1: Karyotyp und Schwangerschaftsausgang

6 Kinder mit auffalligen Karyotypen wurden lebend geboren. Die restlichen 156 lebend
geborenen Kinder hatten einen normalen Karyoytpen. 7 Kinder mit normalem
Karyotypen starben durch IUFT, 6 durch eine Totgeburt/Spontanabort, 12 durch
Abruptio und zu einem karyotypisch gesunden Kind gibt es keine Information. Jeweils
bei einem Kind wurde eine Omphalozele, ein Anhydamnion bzw. Oligohydramnion
festgestellt. Alle Kinder hatten einen normalen Karyotypen. Bei dem Kind mit der
Omphalozele wurde ein Abbruch vorgenommen, eine Todgeburt/Spontanabort
ereignete sich bei der Schwangerschaft mit dem Anhydramnion und zu einem

intrauterinen Fruchttod kam es bei dem Oligohydramnion.
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3.2.2 Customised centiles
Die vergleichbaren Perzentilen, an das mitterliche Gewicht und an das

Schwangerschaftsalter am Entbindungstermin adaptierte Geburtsgewichte, zeigen in
unserem Kollektiv keine Normalverteilung. Es gibt viele Kinder mit zu niedrigen und zu
hohen Perzentilen im Vergleich zur Normalverteilung in der Bevdlkerung. Im
Gegensatz dazu, zu wenige Kinder, die der Norm entsprechend, um die 30. bis 70.
Perzentile liegen. Unter der 10. angeglichenen Perzentile (Wachstumsretardierung)
lagen 27 Kinder von denen 17 lebend geboren wurden. 25 Kinder wurden mit einem
adaptierten Geburtsgewicht Uber der 90. Perzentile (Makrosomie) geboren. Alle Kinder

waren lebend.
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Abbildung 5: customised centiles
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3.2.3 Sonographische und postnatale Parameter,

Geschlecht

Sonographisch wurden die Femurldnge, die Scheitel-SteiR-Lange, der biparietale

Durchmesser sowie die Nackentransparenz gemessen:

n Minimum | Maximum Mittel | Standardab-
weichung

Femurldange in mm 165 3 46 8,96 6,793

selisisheiplie 179 34 92 56,82 11,861
Lange in mm
Biparietaler

Durchmesser in 186 12 109 22,28 10,91

mm
Nacker]transparenz 160 1 9 192 1303
in mm

Tabelle 2: sonographische Parameter

Von den 160 Kindern, bei denen eine Nackentransparenzbestimmung vorgenommen
wurde, waren 18 mit einer Lange von >3mm aufféllig. 8 von diesen Kindern hatten
tatséchlich einen auffalligen Karyotypen. Insgesamt zeigten 21 Kindern Auffalligkeiten

in der Chromosomenanalyse, so dass bei 13 Kindern trotz Chromosomenfehler keine

erhohte Nackentransparenz nachgewiesen werden konnte.

Nackentransparenz (mm)
Standardab-
Karyotyp | 1 2 3 |4]|5|6[7|8]|9]| fehlt gesamt Mittel weichung
normal |69 | 56 | 14 |4 |1]2]1 35 182 1,73 2,44
auffalllig | 5 6|1 1 8 21 3,99 0,97

Tabelle 3: Nackentransparenz und Karyotyp

Gewicht bestimmt (Angaben zu lebend geborene Kinder):

Als postnatale Parameter wurden die Lange des Kindes, der Kopfumfang und das

n Minimum | Maximum Mittel Standardabweichung
Lange in cm 94 42 68 51,69 3,179
APl 93 29 40 34,79 1,759
incm
Gewichting 158 1200 4610 3401,59 580,928

Tabelle 4: postnatal erhobene Parameter
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Geschlecht: Insgesamt wurden 100 Jungen und 103 Madchen geboren, bei 13 Kindern
gab es keine Angaben zum Geschlecht. Von den 162 lebend geborenen Kindern
kamen 83 Jungen und 79 Madchen zur Welt. Im Durchschnitt wogen die mannlichen

242,34 g mehr als die weiblichen Kinder.
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3.3 Daten zur immunhistochemischen Auswertung

In samtlichen Gewebsproben konnte per lichtmikroskopischer Betrachtung eine
Syndecan-1 Expression festgestellt werden. Einige Praparate waren weniger, andere
mehr angefarbt. Es fiel auf, dass die Syndecan-1 Expression nicht homogen, sondern
in einem inhomogenen Muster die Zotten umgibt. Strecken von starker Expression
werden abgel6st durch weniger intensive Expression oder durch fehlenden Nachweis
von Syndecan-1. Ebenso waren stark angefarbte Zotten neben Zotten zu finden, denen
eine Farbung fehlte. Somit waren nicht nur die Zotten in sich inhomogen angeféarbt,
sondern auch die verschiedenen Zotten innerhalb eines Praparates. Es gab keine

Gewebeprobe, in der alle Zotten homogen angefarbt waren.

Abbildung 6: Beispiel fiir Inhomogenitit im Ubersichtsbild

Die groRen und kleinen Zotten wurde anhand der Homogenitat der Syndecan-1
Expression, sowie anhand ihrer Intensitdt und durch die Dicke des angefarbten
Mikrovillisaumes charakterisiert. Die folgenden Bilder sollen beispielhaft jeweils eine

Zotte einer bestimmten Kategorie aufzeigen.



3 Ergebnisse 48

Die Homogenitét anhand grolder Zotten:

Abbildung 7: Homogenitét 1 (1-33% des Saumes sind angefarbt)

Abbildung 8: Homogenitit 2 (34-66% des Saumes sind angefarbt)
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Abbildung 9: Homogenitat 3 (67-99% des Saumes sind angefarbt)

Abbildung 10: Homogenitat 4 (100% des Saumes angefarbt)
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Die Intensitdten anhand kleiner Zotten:

Abbildung 11: Intensitét 1 (schwach gefarbt)

Abbildung 12: Intensitét 2 (mittelstark gefarbt)
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Abbildung 13: Intensitat 3 (stark gefarbt)

Die Dicke des Mikrovillisaumes anhand grof3er Zotten:

Abbildung 14: Mikrovillisaum 1 (schmal)



3 Ergebnisse 52

Abbildung 15: Mikrovillisaum 2 (mittel)

Abbildung 16: Mikrovillisaum 3 (dick)
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Des weiteren fiel auf, dass kleine Zotten eine signifikant starkere Syndecan Expression
aufweisen als die GroReren, was sich durch die Auswertung mit dem konventionellen

Farbescore bestatigen liel3.

Anfarbung der kleinen Zotte im Vergleich zur groen Zotte fiir
‘e sy s sy s Dicke des
Homogenitit Intensitat IntenS|ta_t im | Intensitit im Intensitit | angefirbten
der Mikrovilli | . 9€" Synzytio- | Zytotropho- | ;- gyroma | Mikrovilli-
Mikrovilli | trophoblasten blasten
saumes
Asympt.
Signifikanz 0,000 0,000 0,016 0,330 0,438 0,000
(2-tailed)

Tabelle 5: Signifikanzen kleine Zotten gegen groBe Zotten

Vor allem der Bereich der Mikrovilli zeigt sich als auflerordentlich interessant
hinsichtlich der Syndecan-1 typischen immunhistochemischen Farbung. Er scheint
nicht nur der Ort der haufigsten, sondern auch der Ort der intensivsten positiven
Reaktionen auf Syndecan-1 zu sein. Der Zytotrophoblast und der Synzytiotrophoblast
waren in stark reduziertem Ausmall angefarbt und das Stroma nur noch in seltenen

Ausnahmen.

Abbildung 17: kleine Zotte mit Mikrovilli- und Synzytiotrophoblast-Expression
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Die folgende Abbildung soll jeweils die Mittelwerte der einzelnen Kategorien fur groRRe
und kleine Zotten verdeutlichen und zeigt ebenfalls die hdhere Expression bei

kleineren Zotten sowie die abnehmende Expressionsrate von Mikrovilli Richtung

Stroma:
o 4
3 3,47
(7] —
@
2
£3
I 2,47 2,47 EHomogenitat Mikrovilli
? ] 208 [ ] Olntensitat Mikrovilli
o 5 | _ 1,96 M Intensitat Synzytiotrophoblast
5 (] | Ointensitét Zytotrophoblast
= 1,36 : Elintensitat Stroma
2 ;| | ElDicke Mikrovillisaum
£ 1 08
o
= o 0,44 o
Q 0,31 0,26 0,31 E
= 0,1 [:: -
= 0 Clemts . |_| :
grof3e Zotten kleine Zotten

Abbildung 18: Mittelwerte konventioneller Farbescore von groBen und kleinen Zotten
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3.4 Korrelation der immunhistochemischen
Auswertung zum Patientinnenkollektiv (miitterliche
Faktoren)

Zu Beginn der Korrelation von Ergebnissen der immunhistochemischen Farbung und
Daten von Mutter bzw. Kind musste eine Abhangigkeit der Farbeintensitdten vom
Gestationsalter bei der CVS ausgeschlossen werden, da nicht alle Chorionzotten-
biopsien zum gleichen Schwangerschaftszeitpunkt vorgenommen worden waren und
somit eine Vergleichbarkeit nicht mehr gegeben gewesen ware.

Weder bei den Ubersichtsbildern noch bei den kleinen oder den groRen Zotten konnte
in einer der Kategorien (Mikrovilli, Synzytiotrophoblast, Zytotrophoblast, Stroma, Dicke
des Mikrovillisaumes) durch den Mann-Whitney-U Test oder den Qui-Quadrat Test

eine Signifikanz festgestellt werden.

3.4.1 Nikotin
Bei der Berechnung der Abhangigkeit der Intensitat der Farbung des Zytotrophoblasten

einer grof3en Zotte vom Nikotinabusus der Mutter wahrend der Schwangerschaft durch
den Mann-Whitney-U Test ergaben sich zwei hohe Signifikanzniveaus. Kinder von
Raucherinnen zeigten mit einer Signifikanz von a=0.003 weniger Syndecan-Intensitat
im Bereich des Zytotrophoblasten als die von Nichtraucherinnen. (Zwischen gar nicht

und nur schwach angefarbtem Zytotrophoblast (Kategorie 0 und 1) der groRen Zotten.)

1,0
Q
o
N
S 08
o ,
(@)]
®»
o
S 06
c
o
°) a=0.003
I
& 0,4
:}'3‘
‘n
c
[0]
€ 02
9]
S

0,0 ‘ ‘

kein Nikotin Nikotin
Nikotin

Abbildung 19: Nikotin und Intensitat im Zytotrophoblasten
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Dies bestatigte sich mit einem Signifikanzniveau von a=0.007 und ebenfalls
erniedrigter Intensitat bei den Kindern der Raucherinnen im Zytotrophoblasten der

grofen Zotten zwischen schwach und mittel intensiv gefarbten Zytotrophoblast.

3.4.2 GroBe

Auch die Gréfle der Mutter korreliert nach unseren Berechnungen (Mann-Whitney-U
Test) mit der Syndecanexpression der Plazenta. Die Chorionzotten von Kindern
gréRerer Mutter scheinen demnach eine starke Expression aufzuweisen, als die von
kleinerer Mutter. Dies zeigte sich bei den Mikrovilli groRer Zotten zwischen den
Kategorien mittel und stark angefarbt (a=0.005), bei grofen Zotten (nur bei lebend
geborenen Kindern) zwischen gar nicht und schwach gefarbtem Zytotrophoblast
(a=0.021) und im Zytotrophoblast kleiner Zotten zwischen den Kategorien gar nicht und
mittel gefarbt (a=0.022) sowie den Kategorien schwach und mittel gefarbt (a= 0.014).

Eine Signifikanz deutete allerdings an, dass die Chorionzotten von Kindern groRerer
Mutter tendenziell weniger Farbeintensitat zeigen als Kinder kleinerer Mutter (in den

Kategorien mittel gegen stark gefarbte Mikrovilli der groflen Zotten).

3.4.3 Gewicht, BMI, Alter, Alkohol
Zu Gewicht, BMI, Alter und Alkohol konnten durch den Mann-Whitney-U Test und den

Qui-Quadrat Test keine Korrelationen zwischen der Syndecan-1 Expression und den

Daten der Patientinnen hergestellt werden.
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3.5 Korrelation der immunhistochemischen
Auswertung zum Schwangerschaftsoutcome
(kindliche Faktoren)

Zur Korrelation der immunhistochemischen Auswertung durch den konventionellen
Farbescore haben wir bei allen Berechnungen einmal mit dem Gesamtkollektiv der
Kinder unabhangig vom Ausgang gerechnet. Eine zweite Berechnung wurde mit einem
selektierten Kollektiv, der nur lebend geborenen Kinder, durchgeflhrt, um einen
eventuellen Bias durch abgebrochene Schwangerschaften bei gesunden Kindern mit
vermutlich normaler Syndecanexpression, bzw. durch intrauterin verstorbene Kinder

mit fraglich normaler Syndecanexpressionsrate auszuschlie3en.

3.5.1 Femurlange, SSL, biparietaler Durchmesser, Lange,
Kopfumfang
Unsere Auswertungen der pranatal sonographisch und der postnatal erhobenen

Parameter zeigen, dass in diesem Zusammenhang vor allem die Syndecanexpression
der kleinen Zotten von Interesse ist. Diese korreliert mit der Femurlange, der Scheitel-
Steill-Lange, der Lange des Kindes und dem Kopfumfang in der Form, dass je mehr

Sydecanexpression eruiert wurde, die angegeben Parameter in ihren MaRzahlen

steigen.
Mann-
kindlicher Faktor Ort der Expression Verglichene Kategorien Whitney-
U-Test
gar nicht und mittel intensiv 0.013
Femurlange Intensitat im Zytotrophoblast der kleinen Zotte
schwach und mittel intensiv 0.021
ol Qtailt . gar nicht und mittel intensiv 0.005
SChel.t.eI Steil} Intensitat im Zytotrophoblast der kleinen Zotte
Lange schwach und mittel intensiv 0.011
biparietaler Intensitat der Mikrovilli der klglnen Zotte schwach und mittel intensiv 0032
Durchmesser (alle und nur lebende Kinder)
Linge Intensitat im Zytotrophoblast der kleinen Zotte gar nicht und mittel intensiv 0.008
Intensitat im Zytotrophoblast der kleinen Zotte gar nicht und mittel intensiv 0.008
Intensitat im Zytotrophoblast der . L .
Kopfumfang Kleinen Zotte (nur lebende Kinder) gar nicht und mittel intensiv 0.006
Dicke des Mikrovillisaumes der grofRen Zotte gar kein und mittlerer Saum 0.041

Tabelle 6: Signifikanzen kindliche Faktoren
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Die folgende Abbildung zeigt bildlich die Korrelationen und die wichtigsten
Signifikanzen zwischen der Intensitat des Zytotrophoblasten der kleinen Zotten und der

Femurlange, der Scheitel-SteiR-Lange, der Lange des Kindes und des Kopfumfanges:

90
a=0.011

80 - 1

70 | a=0.008

60 -

50

40

Mittelwerte in mm

30 - | [N range

|:| Kopfumfang
D Lange

Scheitel-Stei-Lange

i |

0 1 2

Int. im Zytotrophoblasten der kleinen Zotten

Abbildung 20: Intensitat im Zytotrophoblast der kleinen Zotten und prénatal-
sonographische Parameter

Auch beim biparietalen Durchmesser lasst sich diese Tendenz erkennen, allerdings
ergaben sich bei dieser Berechnung durch den Mann-Whitney-U-Test auch zwei
Ergebnisse, die der umgekehrten Hypothese zusprechen wirden, dass heif’t, ihre
Aussage bestand darin, dass bei weniger Intensitat der Farbung im konventionellen
Farbescore, der biparietale Durchmesser groBer war. (Intensitdt der Mikrovilli der
kleinen Zotten zwischen den Kategorien gar nicht und schwach intensive Farbung bei
allen Kindern und bei den nur Lebenden, mit einer Signifikanz von jeweils a=0.29).

Dagegen stehen allerdings 10 Signifikanzen, die der Korrelation in erst genannter Form

entsprechen wirden (Tabelle 6).
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3.5.2 Nackentransparenz
Der ebenfalls pranatal-sonographisch erhobene Parameter der Nackentransparenz

wurde unter den oben genannten Vorraussetzung berechnet, aber zusatzlich dazu
noch gegen das Kollektiv nur lebend geborener und karyotypisch gesunder Kinder.
Somit sollte der Bias, der durch eine Chromosomenabberrationen mdglicherweise
entstehen koénnte, herausgenommen werden. Die Stdérungen, die auch auf
Proteinebene durch einen Chromosomenfehler hervorgerufen werden kénnen, waren
im Rahmen dieser Studie nicht absehbar, so dass eine einwandfreie Berechnung der
Nackentransparenz mit dem Gesamtkollektiv alleine, bzw. der nur lebend geborenen
Kinder nicht sinnvoll erschien.

Unter den verschiedenen Berechnungsbedingungen kamen jedoch nur gleiche
Ergebnisse zustande. In jeder Konstellation stellte sich die Korrelation zwischen der
Nackentransparenz und der Syndecan-1 Expression in der Weise dar, dass eine
héhere Intensitat, Homogenitat oder Mikrovillisaumdicke zu einer erhohten
Wahrscheinlichkeit einer verbreiterten Nackentransparenz flhrt. Der Mann-Whitney-U
Test zeigte im Gesamtkollektiv eine Signifikanz im Zytotrophoblasten der kleinen
Zotten. Bei den nur lebend geborenen Kindern zeigte sich die Korrelation in der
Homogenitat der Mikrovilli der groRen Zotten und im Kollektiv der karyotypisch
unauffalligen Kinder war dies in den Summen der Intensitat des Synzytiotrophoblasten
und Zytotrophoblasten sowie in der Summe der Dicke des Mikrovillisaumes zu finden,
d.h. die in der Summer mehr angefarbten Zotten korrelierten mit einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit flir eine verbreiterte Nackentransparenz. (Die Summen wurden
durch den Wert, z. B. der Intensitat im Bereich des Zytotrophoblasten der grofien Zotte

plus der kleinen Zotte errechnet, um der Gesamtintensitat Rechnung zu tragen.)

Mann-
kindlicher Faktor Ort der Expression Verglichene Kategorien | Whitney-U
Test
gar keine und 100% 0.032
Homogenitat der Mikrovilli der groRen Zotte Homogenitat )
66-99% und 100% 0.042
(nur lebende Kinder) Homogenitat )
Intensitat im Zytotr%;())?tc;blasten der kleinen gar nicht und mittel intensiv 0.032
Summe der Intensitat im Summe 1 und 3 0.034
Synzytiotrophoblasten
Nackentransparenz (groRe Zotte plus kleine Zotte) Summe 0 und 3 0.009
Summe 0 und 3 0.000
Summe der Intensitat im Zytotrophoblasten
(groRe Zotte plus kleine Zotte) Summe 1und 3 0.000
Summe 2 und 3 0.046
Summe der Mikrovillisaumdicken Summe 0 und 4 0.033
(groRe Zotte plus kleine Zotte) Summe 2 und 4 0.029

Tabelle 7: Signifikanzen Nackentransparenz
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Im Qui-Quadrat Test ergaben sich auch jeweils Signifikanzen fir die Intensitat im
Synzytiotrophoblasten sowie im Stroma der grofden Zotten und fir die Intensitat im
Zytotrophoblasten der kleinen Zotten. Diese lieRen sich aber im Mann-Whitney-U Test
nicht reproduzieren, so dass diese Ergebnisse in die Endbewertung fir die

Nackentransparenz nicht eingegangen sind.

3.5.3 Ausgang, Karyotyp

Bei der Auswertung der Ergebnisse des Qui-Quadrat und des Mann-Whitney-U Tests
fiel auf, dass, sowohl beim Ausgang als auch beim Karyotyp (mit den Kategorien
auffallig und unauffallig), nur kleine Zotten ausschlaggebend waren. Je hdher die
Intensitdt der immunhistochemischen  Farbung, desto gréRer war die
Wahrscheinlichkeit auf ein lebend geborenes Kind, bzw. ein Kind mit einem
unauffalligen Chromosomensatz. 4 Signifikanzen bestatigten die Hypothese, wobei

durch keinen Test eine widersprichliche Signifikanz gefunden werden konnte.

kindlicher Faktor Ort der Expression Verglichene Kategorien Wm:‘nnel;/-u
Test
gar nicht und mittel intensiv 0.048
lebende Kinder Intensitat der Mikrovilli der kleinen Zotte schwach und mittel intensiv 0.015
schwach und stark intensiv 0.011
normaler Karyotyp Intensitt im Zytot;g;t)tr;oblast der kleinen gar nicht und schwach 0.024

Tabelle 8: Signifikanzen Ausgang und Karyotyp

3.5.4 Customised centiles
Fir die Berechnung der angeglichenen Perzentilen haben wir, Gber die Berechnung mit

den fortlaufenden Perzentilenzahlen hinaus, zwei weitere Abstufungen gebildet, die

von klinischer Bedeutung sind.

1. cc3:
1 = alle Kinder < 3. Perzentile
2 = alle Kinder zwischen der 30. und 70. Perzentile
3 = alle Kinder > 97. Perzentile

0 = alle Kinder, die in keine dieser Kategorien passen
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2. cc10:
1 = alle Kinder < 10. Perzentile
2 = alle Kinder zwischen der 30. und 70. Perentile
3 = alle Kinder > 90. Perzentile

0 = alle Kinder, die in keine dieser Kategorien passen

Diese neuen Kategorien wiederum wurden in die Berechnung mit dem Gesamtkollektiv
und mit dem selektierten Kollektiv aus nur lebend geborenen Kindern miteinbezogen.
Die Syndecanexpression der groRen Zotten scheint tUber der Bedeutung der kleinen
Zotten zu liegen, wenn man die angeglichenen Perzentilen betrachtet. Nur die
Berechnung der Intensitaten und Homogenitaten der gro3en Zotten zeigten, neben den
Differenzen der Intensitaten (Wert der groRen Zotte minus Wert der kleinen Zotte), in
den Bereichen der Mikrovilli und des Synzytiotrophoblasten signifikante Ergebnisse bei
der Korrelation. Hoheren angeglichenen Perzentilen konnten, nach Betrachtung aller

Ergebnisse, niedrigere Intensitaten bzw. Homogenitaten zugeordnet werden.

kindlicher Mann-
Ort der Expression Verglichene Kategorien Whitney-U
Faktor
Test
Intensitat der Mikrovilli der gar nicht und mittel intensiv 0.023
groRen Zotte
>97. Perzentile und Kategorie 0 0.020
Homogenitat der Mikrovilli
der groRen Zotten
cc3 gar nicht und 100% homogen 0.038
Homogenitat der Mikrovilli >97. Perzentile und Kategorie 0 0.022
der groRen Zotten
(nur lebende Kinder) gar nicht und 100% homogen 0.047
Differenz der Intensitat im
Synzytiotrophoblasten mehr Intensitat bei <10. als bei 30.-70. Perzentile 0.019
(groRe-kleine Zotte)
cc10 Differenz der Intensitat im
Synzytiotrophoblasten mehr Intensitit bei <10. als bei 30.-70. Perzentile 0.011
(groRe-kleine Zotte)
(nur lebende Kinder)

Tabelle 9: Signifikanzen customised centiles
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Die folgenden Abbildungen machen einige der o. g. Korrelationen bildlich deutlich:
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Abbildung 21: Homogenitat der Mikrovilli und customised centiles
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Abbildung 22: Differenzen im Synzytiotrophoblasten und customised centiles
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Nur in einem Fall ergab sich fir die Intensitat des Synzytiotrophoblasten in der groen
Zotte (Betrachtung der nur lebend geborenen Kinder) eine Signifikanz im Mann-
Whitney-U Test von 0.039, die als Interpretation die Aussage zulieR, dass mehr

Intensitat zu hoheren Perzentilen fihrt.

3.5.5 Schwangerschaftsalter
Um das Risiko einer Fruhgeburtlichkeit in Bezug auf die Syndecan-1 Expression

besser abschatzen zu kénnen, haben wir auch flir das erreichte
Schwangerschaftsalter, neben den fortlaufenden Tagen und Wochen, Kategorien
gebildet, die frihgeborene Kinder, tbertragene Kinder und Kinder zusammenfasst, die
zum regelrechten Termin zur Welt kamen. Des Weiteren wurde eine Gruppe gebildet,
die alle Kinder beinhaltete, die im Zeitraum des worst pregnacy outcome geboren
wurden. Diese Gruppe wurde definiert als Schwangerschaftsdauer < 25.

Schwangerschaftswoche p.m.

1. SSDf:
1=25.-37. SSWp.m.
2=37.-39. SSWp.m.
3=39.-42. SSWp.m.
4 =>42. SSW p.m.

5 = worst pregnancy outcome <25.SSW p.m.

2. SSD2:
1=25.-37. SSWp.m.
2=37.-42. SSWp.m.
3 =>42. SSW p.m.

4 = worst pregnancy outcome <25. SSW p.m.

Unter Berucksichtigung aller Ergebnisse muss man zu dem Schluss kommen, dass
eine hohere Intensitdt oder Homogenitat der Syndecanexpression eine langere
Schwangerschaftsdauer erwarten lasst. Allerdings legen die Signifikanzen ebenfalls
nahe, dass eine hohe Intensitat auch in der Gruppe des worst pregnancy outcome

gehauft vorkommt.
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A Mann-
k':g:('f;‘rer Ort der Expression Verglichene Kategorien Whitney-U
Test
Schwanger Homogenitat der Mikrovilli der groRen Zotten | gar keine und 34-66% Homogenitat 0.018
schaftsdauer ita ikrovilli
Homogenltaznduerrlgllt:l;]o(;/élI;(ciir:a(;e%;oBen Zotten gar keine und 34-66% Homogenitat 0.007
ar nicht und mittel intensiv 0.027
SSD1 Intensitat im Synzytiotrophoblasten der g
kleinen Zotte
schwach und mittel intensiv 0.047
Dicke des %:J?Yggiiﬂ?%nzzr?mger Zotte gar kein und schmaler Saum 0.030
Intensitat der l\Ilglgreonv(;I(! &tier:d%rrc;ﬁen Zotte (nur gar nicht und stark intensiv 0.047
SSD2
schwach und stark intensiv 0.014
Intensitat der Mikrovilli der kleinen Zotte
25.-37.SSW mehr Intensitéat als 0.031
<25.8SW ’

Tabelle 10: Signifikanzen Schwangerschaftsdauer

Die folgende Abbildung macht deutlich, dass bei zunehmender Schwangerschafts-

dauer, die Intensitat bzw. die Dicke des Mikrovillisaumes stetig zunimmt, betrachtet

man die Kategorie SSD2. Die Angaben fur die groflen Zotten beziehen sich auf das

Kollektiv der nur lebend geborenen Kinder. Interessant ist die auch relativ hohe

Intensitat bzw. Mikrovillisaumdicke der Kinder, die im Zeitraum des worst pregnancy

outcome, d.h. <

25.SSW geboren wurden.
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Abbildung 23: zunehmende Intensititen bzw. Mikrovillisaumdicken bei steigender
Schwangerschaftsdauer

Die Intensitat im Synzytiotrophoblasten der kleinen Zotten zwischen den Kategorien
gar keine und schwache Intensitdt sagt mit einer Signifikanz von 0.035 im Mann-
Whitney-U Test aus, dass eine niedrigere Intensitat zu einer langeren
Schwangerschaftsdauer fuhrt (Berechnung mit selektiertem Kollektiv der nur lebend
geborenen Kinder). Dies findet sich auch bei der SSD1 Abstufung, bei der die Intensitat
im Synzytiotrophoblasten der kleinen Chorionzotten zwischen dem Schwangerschafts-
alter <25. SSW p.m. starker ist, als die in der 39.-42. SSW p.m. (ad=0.038), bzw. in der
37.-39. SSW (a=0.023).

3.5.6 Gewicht des Neugeborenen, Geschlecht
Der Mann-Whitney-U Test und der Qui-Quadrat Test zeigten keine Korrelation

zwischen der Syndecan-1 Expression und dem Gewicht des Neugeborenen bei Geburt

bzw. dem Geschlecht des Kindes.
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4 Diskussion

4.1 Kritische Betrachtung von Material und Methode

4.1.1 Patientinnenkollektiv und Datenerhebung
Das Kollektiv der Patientinnen, welches sich fir die Studie zusammensetzt, entstand

aus Frauen, die aufgrund von sonographischen Auffalligkeiten wahrend der
Schwangerschaft, fortgeschrittenen Alters, familidrer genetischer Belastung oder
Fehlbildungsangst, die pranataldiagnostische Abteilung der Universitatsfrauenklinik
aufsuchte und nach eingehender Beratung und Untersuchung eine Chorionzotten-
biopsie durchfiihren lieflen. Einerseits zwingt dies zu der Annahme, dass es sich bei
diesem Studienkollektiv um ein Risikokollektiv handelt, andererseits ergibt dies daraus
die ethische Verantwortlichkeit fur diese Studie. Zu Studienzwecken wurde somit nur
Material von Chorionzottenbiopsien verwendet, die auch medizinisch indiziert waren.
Keiner Mutter wurde das zusatzliche Risiko einer invasiven Diagnostik ohne Indikation
zugemutet und daruber hinaus wurde auch kein zuséatzliches Material wahrend der
Biopsien entnommen, wodurch sich das Abortrisiko eventuell erhoht hatte. Es wurden
ausschlief3lich solche Gewebeproben untersucht, die zur diagnostischen Untersuchung
als uberschissiges Material nicht bendtigt wurden. Dabei stellt sich allerdings das
Problem, dass einige Praparate nicht die gewlnschte Qualitat erreichten, wenn nur
Dezidua oder keine reprasentative Menge an Chorionzotten in den Gewebeschnitten
aufzufinden waren. Dieser Nachteil wurde im Rahmen dieser Studie zu Gunsten der
Patientinnen in Kauf genommen.

Das die Auswertung der Studienergebnisse auf der Grundlage eines Risikokollektiv
stattgefunden hat, liel® sich in unserem Falle nicht verhindern. Sicherlich ist in einem
Risikokollektiv ~ von mehr  Schwangerschaftskomplikationen und  kindlichen
Erkrankungen auszugehen. Die grundsatzliche Analyse der Kollektivdaten ergibt aber
Ergebnisse, die einer statistisch reprasentativen Gruppe entsprechen wirde.

Die Daten, die zur Auswertung herangezogen wurden, erhielten wir aus der PIA-Fetal
Database der Universitatsfrauenklinik Minster. Darin enthalten sind alle Angaben zur
Anamnese der Patientin sowie samtliche Ergebnisse der durchgefihrten
Untersuchungen. AulRerdem erhielten die Patientinnen einen Fragebogen, worin alle
weiteren Informationen zum Schwangerschaftsverlauf und zur Geburt, sowie zum
kindlichen Outcome festgehalten werden sollten, sofern die Patientin die

Schwangerschaftsbetreuung und Geburt nicht in  der Universitatsfrauenklinik
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durchfuhren lieR. Nachteilig zu diesem Verfahren ist, dass die Angaben in diesen
Fragebdgen eventuell lickenhaft waren, oder inkorrekt sein kénnten.

Bei einer Kollektivgrole von 203 ausgewerteten Gewebeschnitten ist es
unwahrscheinlich, dass keine der zugehdrigen Patientinnen an einer Praeklampsie
oder einem Gestationsdiabetes erkrankt ist. Im Durchschnitt erkranken 7% aller Frauen
wahrend einer Schwangerschaft an einem Gestationsdiabetes und 2 - 8% an einer
Praeklampsie [1] [41] [48] [109]. In einem Riskiokollektiv kdnnte man eher von noch
héheren Zahlen ausgegehen. Leider finden sich in unseren Daten keine Informationen
Uber das eventuelle Auftreten dieser Erkrankungen. Obwohl das Outcome der Kinder
in den meisten Fallen direkt Uber den Frauenfacharzt oder die Entbindungsklinik
gemeldet wurde, fehlen die Information Uber maternale Schwangerschafts-
komplikationen. Angaben dazu waren winschenswert gewesen, um die Aussagen, die
aus dieser Studie gezogen werden kénnen, auch hinsichtlich des Gestationsbiabetes
und der Praeklampsie zu komplettieren. Zukinftige, dhnliche Studiendesigns sollten
auf die Erhebung dieser Daten Wert legen, da es derzeit noch keinen zufrieden
stellenden Test zur Friherkennung dieser Erkrankungen gibt und schon vorherige
Studien einen Zusammenhang zwischen Praeklampsie und der Syndecan-1

Expression aufzeigen konnten [68] [67] (siehe Einleitung).

4.1.2 Probengewinnung
Die Chorionzotten wurden, nur nach medizinischer Indikation, durch einen erfahrenen

Operateur entnommen, so dass hier eine gute Entnahmetechnik und ein guter Erhalt
der Chorionzotten gewahrleistet waren. Bei jeder Entnahme wurde auf ein etabliertes
Verfahren zuriickgegriffen, entweder in transzerviakler oder transabdominaler Technik.
Somit konnte fir alle Zotten ein standardisiertes Entnahmeverfahren etabliert und
konstante Bedingungen geschaffen werden. Darlber hinaus konnte ein bis auf wenige
Stunden variierender Zeitplan eingehalten werden, der garantierte, dass alle
Gewebeproben annahrend gleiche Bedingungen bei den weiteren Verarbeitungen

erfuhren.

4.1.3 Immunhistochemische Farbung und Auswertung
Bei der Verarbeitung der Gewebeproben (Fixierung und immunhistochemische

Farbung) konnte ebenfalls ein bis auf wenige Stunden variierender Zeitplan
eingehalten werden, der fur alle Chorionzotten anndhrend identische Farbe-

bedingungen garantierte.
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Die verwandte Fixierung durch Formalin, aufsteigende Alkoholreihen und Einbettung in
Histowachs, sowie die immunhistochemische Farbung mit dem Maus-Anti-CD138
(MCA681) aus dem Klon B-B4 von SEROTEC sind in der gangigen Literatur als
standardisierte Verfahren anerkannt und reproduzierbar [67] [68].

In dieser Studie wurde angenommen, dass ein mikroskopischer Bildausschnitt
reprasentativ ist fur das gesamte Praparat. Die Meinungen dazu gehen in der Fachwelt
aber auseinander. Kaufmann et. al. gehen davon aus, dass die Plazenta funktionell
heterogen ist. wobei Zottenbdume mit Wachstumszonen parallel neben solchen mit
endokrin aktiven und auf transplazentaren Transport spezialisierten Bereichen
existieren. Somit wirde auch das Problem der gleichzeitigen Notwendigkeit des
Wachstums und Funktionsfahigkeit der Plazenta gel6st sein. Eine Homogenitat, welche
wir als gegeben voraussetzten, ware damit nicht existent [69].

Obwohl die immunhistochemische Farbung weltweit verbreitet und viel genutzt wird,
fehlt noch immer eine standardisierte Auswertung. Viele der unterschiedlichen
Ergebnisse in der Literatur beruhen auf Diskrepanzen in der Fixierung des Gewebes
und der Farbetechnik, vor allem aber darauf, dass keine einheitliche Methode zur
Auswertung der Farbung zur Verfiigung steht. Das Problem der Interpretation liegt im
Besonderen darin, dass schwer zu definieren ist, wodurch sich ein Ergebnis als positiv
qualifiziert. Es wird gefordert, die Auswertung sowohl auf mikroanatomische Strukturen
zu beziehen, als auch Intensitaten, Anteile an positiver Farbung und ,cutoff-levels® zu
bestimmen. Die visuelle Auswertung von immunhistochemischen Praparaten wird in
der Fachwelt oft beschrieben und ist als auswertende Methode anerkannt.
Unterschiedliche Beurteilungen durch unterschiedliche Beobachter kdnnen aber nie
ganz vermieden werden [108]. In unserer Studie war nur in wenigen Fallen keine
einheitliche Ubereinstimmung zwischen den 3 Beobachtern gegeben, so dass von
reproduzierbaren Ergebnissen ausgegangen werden kann. Zwar wird eine Definition
von positiven Anteilen innerhalb der Praparate und von Intensitaten gefordert,
nachteilig ist dennoch, dass keine fortlaufende Beurteilung der Praparate erfolgen
kann. Sie kdnnen lediglich in grobe Kategorien wie ,gar nicht®, ,mittel”, ,stark“ gefarbt
eingeteilt werden. Auf eine computergestitzte Analyse wurde in dieser Studie wegen
der Inhomogenitat der Farbeareale und damit verbundenen Schwierigkeiten in der
Auswertung von z.B. prozentualer Expression verzichtet. Arbeiten derselben
Arbeitsgruppe haben reproduzierbar gezeigt, dass die Ergebnisse beider
Auswertungsverfahren auf hochsignifikantem Niveau miteinander korrelieren. [119]
[120]

Die Auswertung der Studie war zu jedem Zeitpunkt geblindet, da weder bei der

Farbung der Praparate noch bei der Beurteilung derselben, den beteiligten Personen
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Angaben zu Patientin oder Schwangerschaft bekannt waren. Erst zur Korrelation der

Zottenanalyse mit den Patientinnendaten wurden die Daten zusammengefuhrt.
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4.2 plazentare Syndecan-1 Expression

Bei der lichtmikroskopischen Auswertung der immunhistochemischen Farbung fiel vor
allem die Inhomogenitat der Farbung innerhalb der Zotten, aber auch innerhalb eines
Praparates auf. Eine fehlerhafte Farbung konnte durch das Auftreten der
Inhomogenitat in allen Gewebeproben ausgeschlossen werden. In der internationalen
Literatur findet man lediglich drei Arbeiten, die die Syndecan-1 Expression in
Chorionzotten deskriptiv beschreiben. Jokimaa hat eine Inhomogenitat nicht
beschrieben. In den dortigen Untersuchungen kam es zu einer homogenen Anfarbung
[67] [68]. Crescimanno allerdings berichtet ebenfalls von einer inhomogenen Anfarbung
des Synzytiotrophoblasten, die bei Stérungen im Bereich des Trophoblasten wie einer
Molenschwangerschaft, starker ausgepragt ist, als bei einer normaler Plazenta [32].
Dieser Zusammenhang konnte aufgrund fehlender Molenschwangerschaften oder
Trophoblasterkrankungen in unserem Kollektiv im Rahmen dieser Studie nicht
untersucht werden, stellt aber einen interessanten Aspekt dar. Die restriktive
Anfarbung des apikalen Synzytiotrophoblasten, die in allen drei genannten Studien
beschrieben und den Transportaufgaben und der Rezeptoraktivitat des Trophoblasten
zugeordnet wird, kann in unserer Studie nicht bestatigt werden. Wir beobachteten vor
allem eine intensive Anfarbung der Mikrovilli der Chorionzotten mit absteigender
Farbungsintensitat Gber den Synzytiotrophoblasten, Zytotrophoblasten bis hin zum
Stroma. Eine Fehlinterpretation ist im Bereich der Mikrovilli ausgeschlossen, war die
Farbung dafir zu intensiv. Auch eine Fehlinterpretation der angefarbten
Zytotrophoblasten ist unwahrscheinlich, war das Kompartiment in der Uberwiegenden
Anzahl der Falle doch klar von den angrenzenden Synzytiotrophoblasten und dem
Stroma abzugrenzen und es zeigte sich eine klare positive immunhistochemische
Farbung. Ob tatsachlich eine Farbung im Bereich des Stromas vorgelegen hat oder
nicht, spielt im Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser Studie vorrangig nur eine
rein deskriptive Rolle, da sich durch die statistische Auswertung in diesem
Kompartiment keine Signifikanzen ergaben, so dass die Feststellung einer
Syndecanexpression im Bereich des Stromas hier nicht von vorrangiger Bedeutung ist.
Allerdings wurde auch schon in einer anderen Studie von einer fraglichen stromalen
Syndecan-Expression im Bereich der Haarfollikel berichtet. Diese wurde als Anfarbung
der Fibroblasten interpretiert, welche ebenfalls durch andere Autoren als Syndecan-1-
positiv beschrieben wurden [10].

Ob der Synzytiotrophoblasten nur streng apikal Syndecan-1 exprimiert, kann durch uns

nicht ausgesagt werden, da dieses morphologische Merkmal nicht in unserem
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Interesse lag und somit nicht untersucht wurde. Dass sich die Syndecan Expression
allerdings innerhalb der Zotte auf das Kompartiment des Synzytiotrophoblasten
beschranken soll, wie bisher in der internationalen Literatur beschrieben, kdnnen wir
nicht bestatigen. Eine Syndecan-1 Expression im Bereich der Mikrovilli erscheint uns
gerade im Hinblick auf Transportmechanismen und Rezeptoraktivitaten plausibel, ist
doch die Oberflaiche der Mikrovili um ein vielfaches groRer als die des
Synzytiotrophoblasten und ware damit die Arbeitskapazitdt enorm gesteigert. Die
Fallzahlen der aufgefiihrten Studien lagen zwischen 29 und 53 Plazenten, so dass wir
mit 203 untersuchten Gewebeschnitten zuverlassigere Ergebnisse erwarten durften.

Erstmals wurde im Rahmen unserer Studie eine Unterscheidung zwischen groRen und
kleinen Zotten durchgefiihrt. Eine solche Differenzierung wurde bislang in der gangigen
Literatur nicht vorgenommen. Die signifikant intensivere und homogenere Farbung der
kleineren Chorionzotten zeigt jedoch, dass eine differenzierte Betrachtung der kleinen
und groRen Zotten nicht nur interessant, sondern auch zwingend notwendig ist, will
man die Syndecanexpression in Zusammenhang zu anderen Faktoren setzten. Eine
Vereinheitlichung aller Zotten fuhrt nach unseren Ergebnissen in der statistischen
Auswertung zu inkorrekten Korrelationen, durch einen konstanten Bias. In
proliferierendem Zytotrophoblast ist Syndecan-1 von Jokimaa et al. zwar nicht
nachgewiesen worden, dafir aber in sich Differenzierendem [68]. Geht man von
groRem Differenzierungspotential in kleinen Zotten aus, genugt diese Aussage, um den
Sachverhalt zu erklaren. Auch in anagenen (wachsenden) Haarfollikeln ist Syndecan-1
gefunden worden. In ruhenden und sich zurtickbildenden Harrfollikeln verlor sich die
Syndecan-1 Expression immer mehr. Dieses Phanomen wird auf morphologische
Veranderungen und Zelldifferenzierung zurtickgefuhrt, indem Sydecan1 durch Bindung
von Wachstumsfaktoren Wachstum induzieren und unterstlitzen kann [10]. Dasselbe
Prinzip 1&sst sich auch auf unsere Beobachtung im Rahmen der kleinen Chorionzotten

Ubertragen.
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4.3 Syndecan-1 als pradiktiver Faktor fiir das
Schwangerschaftsoutcome

Da Syndecan-1 nicht abhangig vom Schwangerschaftsalter exprimiert wird, wie auch
schon Jokimaa et al. belegt, kdnnen die nicht alle zum gleichen Zeitpunkt
entnommenen Chorionzottenbiopsien mit den verschiedenen mudtterlichen und
kindlichen Faktoren in Beziehung gesetzt werden. Eine Vergleichbarkeit ware
ansonsten durch einen zu starken Bias in jeder Berechnung nicht mehr gegeben
gewesen. Bislang existieren in der Literatur nur wenig Aussagen Uber die plazentare
Syndecan-1 Expression und ihren Bezug zur Schwangerschaft. Es gibt wenige
Beschreibungen zu den moglichen, bislang aber im Detail ungeklarten, Funktionen des
Syndecan-1 in der Plazenta und in der Schwangerschaft (siehe Einleitung).
Zusammenhange der Syndecan-1 Expression in Korrelation zu schwangerschafts-
assoziierten Erkrankungen bzw. dem kindlichen Outcome wurden aber bisher nur von
Jokimaa et al. hergestellt [68] [67]. In der Studie von 2000 stand vor allem die
Praeklampsie im Mittelpunkt des Interesses. Daneben wurden Plazenten von
spontanen Aborten und wachstumsretardierten Kindern untersucht, wobei Plazenten
von praeklamptischen Patientinnen weniger Syndecan-1 aufwiesen. Die von
wachstumsretardierten Kindern zeigten allerdings keine Unterschiede zu Plazenten
normal groBer Kinder. Die Fallzahlen mit 29 und 30 untersuchten Gewebeproben
waren in beiden Studien ahnlich niedrig. Unsere Gesamtzahl von 203 Plazenten lasst
dabei verlasslichere Ergebnisse erwarten. Dariber hinaus wurde in keiner der
genannten Studien eine Unterscheidung zwischen grofRen und kleinen Zotten
vorgenommen. Unsere Studie legt aber nahe, dass eine solche Differenzierung

zwingend notwendig und von signifikanten Unterschieden begleitet ist.

4.3.1 Syndecan und mitterliche Faktoren

Nikotin

Der Rauch von Zigaretten enthalt neben Nikotin auch noch ca. 4000 andere potentiell
schadliche Substanzen, von denen vor allem das Carbomonoxid durch seine Hypoxie
férdernden Eigenschaften bekannt ist [34]. Da aber das Nikotin, als einer der
mutagenen und karzinogenen Hauptstoffe [75] des Zigarettenrauches in der Literatur
von vorrangigem Interesse ist, beschranken wir uns hier auf diese Substanz. Auch
wenn Nikotin allein nicht flr die von uns beschriebenen Veranderungen der Syndecan-

1 Expression verantwortlich sein muss, wird es doch einen Hauptanteil daran haben.
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Nikotin ist in lipidlésliches Molekil, das wie alle lipididslichen Stoffe, die
Plazentaschranke Uberwinden [66] [62] [34] und dadurch multiple, fiir eine regelrechte
fetale Entwicklung notwendige Funktionen, negativ beeinflussen kann. Die genauen
Mechanismen der nikotinassoziierten pranatalen Zell- und Gewebeschadigung sind
noch nicht im Speziellen bekannt. Dass Nikotin aber zur kindlichen Entwicklungs- [135]
und Wachstumsstérung [70] [121] [104] [23], zu einem erhdhten Risiko fir eine
Frahgeburt [29, 80], einem vorzeitigen Blasensprung, einer Plazenta praevia, einer
erhohten perinatalen Mortalitat, dem Sudden Infant Death Syndrom [104], sowie spater
zur Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD), geringerem 1Q und in der
Adoleszenz zur eigenen Abhangigkeitssymptomatik fiihren kann [27, 62, 75] ist
allgemein bekannt. Uber mdgliche plazentare morphologische Korrelate, die durch
Nikotinkonsum hervorgerufen werden, gibt es widersprichliche Aussagen [22].
Mochizuki et al. und Vogt Isaksen beschreiben die Plazenten rauchender Mutter als
leichter, mit atrophischen Zotten und einer reduzierten Vasuklarisierung [129] [85] [86].
Andere Autoren berichten Gber eine vergrofRerte Plazenta, ein vermindertes Volumen
der fetalen Kapillaren mit erhdhter kapillarer Fragilitat und reduzierter Lange, tber eine
verdickte trophoblastare Zottenmembran [22], sowie Uber die isolierte Zellvergréfierung
einiger Zelltypen [34], einschliel3lich der Trophoblasten [55]. Keine dieser Aussagen
wird in der Literatur jedoch von allen Autoren anerkannt. Wodurch diese
Veranderungen hervorgerufen werden ist unklar, eine moégliche Erklarung ist jedoch
eine Aktivierung der miutterlichen nikotinergen Acetylcholingrezeptoren (nAChR), was
in einer vermehrten Ausschittung von Katecholaminen resultiert und eine
Vasokonstriktion und damit einen reduzierten plazentaren Blutfluss hervorrufen kann,
was letzten Endes zu einer fetalen Hypoxie fiihrt. Durch die Méglichkeit der Penetration
der Plazentaschranke kann Nikotin aber auch die fetalen nAChR aktivieren und somit
direkt auf den Feten Einfluss nehmen [62]. Lips und Briiggmann beschrieben erstmals
das Vorhandensein von nAChR in der Plazenta selbst, unter anderem im Zyto- und
Synzytiotrophoblast. ACh Ubernimmt in der Plazenta multiple Funktionen wie z.B. die
Kontrolle des Aminosauretransportes zwischen Mutter und Kind [75], durch
Verminderung des Austausches [34]. Die morphologischen Veranderungen kdnnen
damit auf Kompensationsversuche der Plazenta oder auf Maldeformation des
Gewebes durch hypoxische oder malnutritive Schadigung zurtckgefuhrt werden.
Jauniaux und Gulbis flihren die erhoéhten Aktivitdten der Plasmaamylase und die
reduzierten fetalen Plasma-Aminosaure-Niveaus durch miutterlichen Nikotinkonsum als
mogliche Erklarung der irreversiblen Schadigung plazentarer Funktionen an [66].
Daruber hinaus gilt Nikotin als proangiogenetischer Faktor durch Stimulation

endothelialer Zellen. Eine strenge Regulation der Angiogenese ist aber fur die korrekte
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Entwicklung der Plazenta von mafigeblicher Bedeutung, so dass ein Storfaktor wie
Nikotin, zu einer insuffizienten Leistung der Plazenta fihren [75] und oben genannte
Vaskularisierungsstorungen mitverantworten kann.

Nicht nur die Plazenta zeigt strukturelle Veranderungen durch Nikotinabusus, auch bei
fetalen Lungen wurden Anderungen im Zellverband, Hyperplasien in den muskuldren
Membranen und vermehrte Apoptosen beschrieben [34]. Diese Aspekte, aber auch
die, von Fang et al. nachgewiesene abnehmende Zellproliferation, die Inhibierung der
Kollagensynthese (Ramp et. al) und die erhéhte Apoptoserate unter Nikotineinfluss [47]
[83] [98], sind vor allem im Zusammenhang mit den Funktionen des Syndecan-1 von
besonderem Interesse. Die Frage nach den nikotinassoziierter Proliferationsférderung
oder —hemmung wird in der Literatur mit unterschiedlichen Angaben beantwortet. Fang
et al. zeigten eine verminderte Proliferationsfahigkeit von Osteoblasten-ahnlichen
Zellen unter Nikotineinfluss, auch die Inhibierung der Proliferation und Differenzierung
von human umbilical vein endothelial cells, v.a. durch Induzierung von Apoptose,
wurde beschrieben [133]. Andere Autoren berichten Uber nikotininduzierte
Zellproliferation [36] und Uber eine Stérung der Balance zwischen Proliferation und
Differenzierung des Zytotrophoblasten. Unter Nikotinexposition exprimiert der
Zytotrophoblast z.B. vermehrt das von-Hippel-Lindau Tumor Suppressor Protein [52].
Lain et al. zeigten, dass Zelladhdsionsmolekile wie das Intracellular Adhesion
Molecule 1 (ICAM 1), das von Zytotrophoblasten und Synzytiotrophoblasten
exprimpiert wird, bei rauchenden Mittern erhodhte Blutspiegel aufweisen. ICAM 1
fordert die Adhasion von Monozyten, Lymphozyten und Neutrophilen an endotheliale
Zellen. E-selectin hingegen zeigte in dieser Studie verminderte Blutspiegel, wodurch
die Zellbindung von endothelialen Zellen an Thrombozyten und Leukozyten gehemmt
wird [74].

In der gangigen Literatur gibt es keine Angaben zu Nikotin im Zusammenhang mit
Syndecan-1. Unsere Studie legt erstmalig den Schluss nahe, dass Nikotin einen
negativen Einfluss auf die Syndecan-1 Expression im Bereich des Zytotrophoblasten
der groRen Zotten ausubt. Hohe Signifikanzniveaus von a=0.007 und a=0.003 im
Mann-Whitney-U Test belegen diese Aussage, bei durchaus verlasslichen
KollektivgréRen von 159 Nichtraucherrinnen und 37 Raucherinnen. Einen Bias lasst
sich bis auf die eventuell falschen Angaben zum Rauchverhalten durch die Patientin
weitgehend ausschlieRen.

Die Ursachen fir die verminderte Syndecan Expression bei rauchenden Muttern in den
Zytotrophoblasten kdonnen durch uns nicht sicher dargestellt werden. Ein vermehrtes
plazentares Shedding von Syndecan-1 kénnte in Frage kommen. Eine Blutanalyse auf

Syndecan-1 von rauchenden und nicht rauchenden Schwangeren kdénnte hier
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Aufschluss geben. Im Rahmen der Blutspiegelbestimmung auf ICAM 1 wurde, zum
Ausschluss eines plazentaren Sheddings, eine immunhistochemische Analyse der
Plazenten auf ICAM 1 vorgenommen. Dort zeigten sich gleiche Expressionsraten flr
ICAM 1, so dass dort ein unterschiedliches plazentares Shedding ausgeschlossen
werden konnte. Der genaue Ursachenmechanismus kann im Rahmen dieser Studie
nicht eruiert werden, die alleinige Beobachtung der verminderten Syndecan-1
Expression unter Nikotineinfluss ist aber &uflerst interessant, bedenkt man die
multiplen Uberschneidungen der Funktionen von Syndecan-1 und der Beeinflussung
von Nikotin, wie Proliferation, Zellverbande und Angiogenese. Auch die Beschreibung
von nAChR innerhalb der Plazenta, die einen direkten Einfluss von Nikotin auf den
Zytotrophoblasten ermdglicht, erscheint von grof’er Bedeutung. Folgende Studien
sollten Wert auf eine intensive Beobachtung des Zytotrophoblasten unter
Nikotineinfluss legen, auch um die noch immer ungeklarten Mechanismen der

nikotininduzierten Schwangerschaftskomplikationen ein Stlick weiter aufzuklaren.

GroRe

Ein Zusammenhang zwischen der menschlichen GréRe und einer Syndecan-1
Expression im humanen Gewebe ist bislang in der Literatur noch nicht beschrieben.
Nach unseren Berechnungen im Mann-Whitney-U Test Iasst sich die mutterliche Grofle
allerdings mit der Syndecan-1 Expression korrelieren. Die Mikrovilli der gro3en Zotte,
sowie der Zytotrophoblast der kleinen Zotten zeigen mehr Intensitat bei gréfleren
Mdttern. Legt man die Tatsache zugrunde, dass Kinder groRRerer Eltern ebenfalls ein
gréReres Wachstumspotential innehaben, als Kinder kleiner Eltern und bedenkt man
aullerdem, dass die GroRe des Kindes generell eher von der GroRe der Mutter
beeinflusst wird, als von der des Vaters [20], so kénnte die vermehrte Syndecanex-
pression in der Plazenta schon intrauterin die besseren Wachstumsbedingungen durch
Proliferationsfahigkeit und Bindung von Wachstumsfaktoren verdeutlichen [32] [13]
[107] [10]. Auch die vermutliche Aufgabe von Syndecan-1 bei der fetalen Erndhrung
durch Internalisierung von Lipoproteinen [68] passt in dieses Konzept. Stellt diese
Aussage zwar einen interessanten und bislang unbekannten Zusammenhang zwischen
der Syndecan-1 Expression in der Plazenta und der Grof3e der Mutter dar, so ist dieser
Sachverhalt doch eher von geringem klinischem Interesse und stellt somit keinen

zwingenden Bedarf zur weiteren Abklarung in spateren Studien dar.
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4.3.2 Syndecan und kindliche Faktoren

pranatal sonographisch und postnatal erhobene Parameter

Vor allem die kleinen Zotten zeigen in den Kompartimenten des Mikrovillisaumes und
des Zytotrophoblasten einen Zusammenhang zwischen héheren Malzahlen all dieser
Parameter und einer vermehrten Syndecanexpression. Eine langere Femurlange,
Scheitel-Steil-Lange, ein groRerer biparietaler Durchmesser, sowie Kopfumfang und
postnatale Lange des Kindes gehen mit einer vermehrten Syndecan-1 Intensitat
einher. Bei groRen Zotten zeigt sich dieser Zusammenhang durch einen dickeren
Mikrovillisaum bei langerer Femurlange etc. Hier kdnnte ebenfalls Syndecan-1 als
Proliferations- und Ernahrungsférderer eine Rolle spielen. Die Bindung von
Wachstumsfaktoren durch Syndecan-1 kann hier ebenso von Bedeutung sein [32] [13]
[107] [10]. Warum bei dieser Korrelation vor allem die kleinen Zotten ausschlaggebend
zu sein scheinen, ist derzeit unklar. Bislang gibt es keine weitere Studie, die in diesem
Zusammenhang eine Untersuchung beschreibt, so dass unsere Ergebnisse nicht
vergleichbar sind. Die vermehrte Syndecanexpression bei den pranatal sonographisch
erhobenen Parametern kénnte ein indirekter Hinweis auf die gute Versorgung des
Kindes mit Wachstumsfaktoren und Proliferationsreizen und somit ein Zeichen
fehlender fetaler Wachstumsstérung sein, was sich bei den customised centiles in
einer vermehrten Expression bei hdheren Perzentilen widerspiegeln sollte. Nach
unseren Berechnungen im Mann-Whitney-U Test sind die Perzentilen aber genau
umgekehrt mit der Syndecanexpression korreliert. Ein indirekter Hinweis auf eine
fehlende Wachstumsretardierung sind diese sonographischen Parameter somit ehern
nicht, Ausdruck einer guten Wachstumssituation kénnen sie aber dennoch sein, der
sich schliellich auch in den postnatalen Parametern, wie der Lange und dem

Kopfumfang, wieder findet.

Nackentransparenz

Je hoher die Syndecan-1 Expression im Bereich der Mikrovilli der groflen Zotten und
des Zytotrophoblasten der kleinen Zotten, sowie verschiedenen Summen von
Intensitaten und Mikrovillisaumdicken eruiert wurde, desto signifikant héher war die
sonographisch gemessene Nackentransparenz. Dabei wurden die signifikanten
Unterschiede zwischen den Kategorien der 100%igen Homogenitdt und keiner
eruierbaren Homogenitat, sowie einer 66 - 99%igen und einer 100%igen Homogenitat

der groRen Zotten, zwischen einer mittleren und einer fehlenden Intensitat der
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Zytotrophoblasten der kleinen Zotten und zwischen diversen Summen im Bereich von
Synzytio- und Zytotrophoblast sowie Mikrovillisaumdicken hergestellt.

Die Nackentransparenz wird sonographisch bestimmt und stellt das Korrelat zu einer
Flissigkeitsansammlung in der Nackenregion aller Feten dar. Bis zur 13. SSW nimmt
sie stetig zu und ist nach der 14. SSW mit bis zu 3 mm als normal zu betrachten [88].
Als Screeningmethode wird die Nackentransparenzmessung zwischen der 11. und 14.
SSW durchgefiihrt und soll Kinder mit einer vergroRerten Nackentransparenz
herausfiltern, die eine erhdhte Wahrscheinlichkeit auf eine chromosomale Aberration,
z.B. Trisomie 21, kongenitale Herzfehlern oder andere strukturelle Deformitaten haben.
Die ursachlichen Faktoren fir eine vergrofRerte Nackentransparenz sind nicht bekannt,
verschiedene Hypothesen stehen aber im Raum: Herzversagen, Malentwicklung des
lymphatischen Systems, veradnderte Gewebezusammensetzung im Bereich des
Nackens, vendse oder infektiose Ursachen [25]. Da eine vergroRerte
Nackentransparenz auch bei gesunden Kindern auftritt, sollte eine zweite Messung
nach der ersten auffalligen Screeninguntersuchung erfolgen. Bei dieser stellt man bei
gesunden Kindern in den meisten Fallen einen Rickgang der auffalligen
Nackentransparenz auf Normalwerte fest, wobei kranke Feten konstante oder
progrediente Werte zeigen [136].

Die durch uns festgestellt Korrelation der vergroRerter Nackentransparenz mit einer
vermehrten Syndecanexpression lasst sich nicht eindeutig einordnen, geht man doch
bei den meisten anderen von uns untersuchten Punkten, bei einer vermehrten
Sydecan-1 Expression von einer langeren Schwangerschaft, ,gestinderen“ und mehr
lebend geborenen Kindern aus. Die Ergebnisse der Nackentransparenz sind
dahingehend mit den anderen Ergebnisse unserer Studie unheinheitlich, da man bei
Schwangerschaften mit kindlichen chromosomalen oder strukturellen Anomalien eher
mit vermehrten Komplikationen, Frihgeburten, bzw. mit weniger lebend geborener
Kindern rechenen muss.

Unterstitzt wird dieses Ergebnis aber durch die ebenfalls negativ mit der
Syndecanexpression korrelierten angeglichenen Perzentilen, wenn man von
tendenziell eher wachstumsretardierten Kindern bei chromosomalen oder strukturellen
Anomalien ausgeht. Allerdings muss man im Rahmen unserer Studie beachten, dass
die Fallzahlen bezuglich einer auffalligen Nackentransparenz mit 18 Kindern (NT >
3mm) nicht allzu gro sind. Von diesen 18 Kindern hatten wiederum nur 8 Kinder einen
tatséchlich auffalligen Karyotypen, Informationen zu eventuell vorhandenen
strukturellen Anomalien liegen uns leider nicht vor. Diese niedrigen Fallzahlen missen
zu der Annahme flihren, dass die Ergebnisse nicht als zwingend verlasslich angesehen

werden kénnen, vor allem in Bezug zu der groflen Kontrollgruppe mit einer normalen
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Nackentransparenz von 142 Kindern. Fraglich erscheinen die Ergebnisse auch durch
die Tatsache, dass alle Berechnungen, ob mit einem selektierten oder mit dem
Gesamtkollektiv gerechnet, zu ahnlichen Signifikanzen kamen. Geht man in dem
Kollektiv der nur lebend geborenen und karyotypisch gesunden Kindern doch von
einem Kollektiv mit eher normalen Nackentransparenzen aus, als in den anderen
Kollektiven und wirde somit Unterschiede in den Berechnungen aufgrund der
Differenzen in den Kollektiven erwarten. Ungleiche KollektivgréRen oder allgemein zu
kleine Fallzahlen kénnten hier zu einem Bias gefuhrt haben. Die Aussagekraft, die aus
unseren Ergebnissen bezlglich der Nackentransparenzmessung gezogen werden
kann, reduziert sich dadurch enorm. Die Uberlappung dieses Ergebnisses mit dem der
angeglichenen Perzentilen wird, durch zum Teil ebenfalls kleine KollektivgroRen bei
deren Berechnung, in Frage gestellt, stellt aber einen interessanten und durchaus
plausiblen Aspekt dar.

Die dadurch aber entstehende Widerspruchlichkeit dieses Ergebnisses in Bezug zu
den Ubrigen positiv mit der Syndecanexpression korrelierenden Faktoren kann durch
die minimale Aussagekraft der Nackentransparenz in dieser Studie reduziert bis

vollstandig aufgeklart werden.

Ausgang, Karyotyp

Nur kleine Zotten sind bei der Betrachtung von kindlichem Ausgang und Karyotyp von
Bedeutung, wobei bei Betrachtung der lebend geborenen Kinder nur die Intensitat der
Mikrovilli interessant und in Bezug auf den Karyotypen die Intensitat des
Zytotrophoblasten ausschlaggebend war. Je hoéher die Intensitdt der Syndecanex-
pression ausgefallen ist, desto héher war die Wahrscheinlichkeit auf ein lebend
geborenes Kind und einen normalen Karyotyp. Diese Feststellung scheint von hohem
klinischem Interesse, gibt sie doch allgemein Auskunft Uber den positiven Verlauf der
Schwangerschaft und somit darauf Antwort, was fir die kindlichen Eltern von grofiter
Wichtigkeit ist. Die Signifikanzniveaus von a=0.048, 0.015 und 0.011 fur die erhdhte
Wahrscheinlichkeit auf ein lebend geborenes Kind bei mehr Syndecan-1 Intensitat und
von 0=0.024 fur eine erhohte Wahrscheinlichkeit auf einen normalen Karyotypen
deuten auf verlassliche Ergebnisse hin. Die Syndecanexpression kénnte in diesem Fall
in Kombination mit anderen pranataldiagnostischen Methoden, wie der fetale
Nackentransparenz oder biochemischen Untersuchungen, die Treffsicherheit der
getroffenen Aussagen auf ein gesundes Kind erhdhen. Die Syndecan-1 Expression
wurde in diesem Zusammenhang bislang noch von keinem anderen Autor untersucht,
Analysen einer anderen Arbeitsgruppe unseres Institutes gelang aber interessanter-

weise der Nachweis, dass der Wachstumsfaktor VEGF bei Kindern mit normalem
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Karyotyp signifikant mehr exprimiert wird, als bei solchen mit auffalligem
Chromosomensatz. Gegebenfalls lassen sich hier Zusammenhange erkennen, da auch
Syndecan-1 bei der Bindung von Wachstumsfaktoren innerhalb der Plazenta eine Rolle
inne zu haben scheint. Zukunftige Studien sollten Wert auf eine weitere, eventuell

detailliertere Beschreibung dieses Sachverhaltes legen.

Angeglichene Perzentilen

Ca. 10 % aller Kinder werden zu klein geboren, dass heif3t, mit einem Geburtsgewicht
unterhalb der 10. Perzentile. Man unterscheidet dabei eine symmetrische von einer
asymmetrischen Wachstumsretardierung. Die Symmetrische findet sich vor allem bei
Kindern, die schon frih intrauterin in ihrem Wachstum gehemmt werden, wobei die
Asymmetrische durch spate Wachstumsverzdgerung zustande kommt. Es gibt einige
Anhaltspunkte dazu, dass die asymmetrische Wachstumsretardierung, trotz des
spateren Beginns, ein schlechteres Outcome haben soll [20]. Die fetale
Wachstumsretardierung fihrt zu einer erhdhten fetalen Morbiditdt und Mortalitat,
pranatal durch ein erhdhtes Risiko einer Frihgeburt, aber auch postnatal durch ein
schlechtes neurologisches Outcome mit kognitiven Defiziten. Der Grofteil der
wachstumsretardierten Kinder gleicht sich durch schnelles postnatales Wachstum
innerhalb der ersten 2 Lebensjahre an die ,normalgroRen” Kinder an, es wurden aber
auch schlechte postnatale GrolRenzunahmen beschrieben [134]. Das schnelle
postnatale Wachstum flihrt nach De Blasio durch einen erhéhten Nahrungsbedarf zur
Ermdglichung des Wachstums zu einer vermehrten Adipositas im Sauglingsalter.
Persistiert die vermehrte Nahrungsaufnahme, kommt es zur metabolischen
Langzeitentgleisung mit Adipositas und kardiovaskularen Komplikationen [38], wie der
koronaren Herzkrankheit und Typ Il Diabetes Mellitus. Zurzeit gibt es, auler der
Sonographie, kaum Méglichkeiten eine Fetale Wachstumsstoérung, vor allen in low-risk
Gruppen, gut und verlasslich zu diagnostizieren bzw. vorherzusagen [20]. Ein
verlasslicher Test zur Pradiktion, eventuell sogar zum Schweregrad der zu
erwartenden Wachstumsstérung, koénnten vor dem Hintergrund der schweren
Komplikationen durch die Wachstumsretardierung, von groflem Interesse flr den
klinisch tatigen Gynakologen sein, der frihzeitig therapeutische MaRnahmen ergreifen
konnte. Zwar sind bislang noch keine durchgehend positiv zu bewertende
Therapiemdglichkeiten aufgedeckt worden [50], die eine bereits bestehende
Wachstumsretardierung positiv beeinflussen koénnte, ein verlasslicher Test zur
Bestimmung des Schweregrades kdnnte aber als Entscheidungshilfe zur Notwendig-
keit der Indikationsstellung zu invasiven MaRnahmen, wie der vorzeitigen Beendigung

der Schwangerschaft zugunsten des Kindes, dienen.
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Unsere Berechnungen ergeben, dass die customised centiles im Bereich der Mikrovilli
der grolRen Zotten und Uber die Differenzen (groRe-kleine Zotte) im Bereich des
Synzytiotrophoblsaten mit der Syndecan-1 Expression korrelieren. Eine vermehrte
Expression fuhrt dabei zu niedrigen customised centiles. Bislang gibt es nur eine
weitere Studie, die den Zusammenhang zwischen der plazentaren Syndecan-1
Expression und der fetalen Wachstumsretardierung beschreibt. Jokimaa kann darin
keinen signifikanten Unterschied aufzeigen [68]. Die Fallzahlen unserer Studie in
Bezug auf die cc3 Abstufung sind mit nur 8 lebend geborenen Kindern unterhalb der 3.
Perzentile in unserem Kollektiv sehr gering, wodurch sich hier die Aussagekraft
reduziert. Unterhalb der 10. Perzentile wurden 17 Kinder lebend geboren, die mit einer
Kontrollgruppe von 107 lebend geborenen Kindern zwischen der 10. und 90. Perzentile
verglichen wurden, wobei sich ein a=0.011 ergab. Die zweite errechnete Signifikanz
von a=0.019 ergab sich durch das unselektierte Kollektiv mit allen Kindern, also auch
denen, die aufgrund eines Abortes unterhalb der 10. Perzentile zur Welt kamen, so
dass hier ein Bias aufgrund von Pathologien, die zum Abort flihrten und auch die
Syndecanexpression hatten beeinflussen kdnnen, nicht ausgeschlossen werden kann.
Die KollektivgroRen lassen somit nicht zwingend verlassliche Ergebnisse erwarten.
Warum sich in der Berechnung der customised centiles auch eine negative Korrelation
zur Syndecanexpression zeigt, kann durch uns derzeit nicht geklart werden.

Bei der kritischen Beurteilung dieses Zusammenhanges muss auch die durch Jokimaa
nicht erhebbare Korrelation zwischen der Syndecanexpression und der fetalen
Wachstumsretardierung bedacht werden. Unsere Kollektivgrolen sind zwar
entsprechend gréRer, aber relativ inhomogen, so dass auch das Ergebnis unserer
Studie mit Einschrankungen betrachtet werden muss. Geht man von einer korrekten
Korrelation aus, so kdnnte die immunhistochemische Farbung der Chorionzotten auf
Syndecan-1 in Kombination mit der Sonographie Hinweise auf eine Wachstums-
retardierung geben. Ein Zusammenhang zwischen der plazentaren VEGF-Expression
und der fetalen Hyper- bzw. Hypotrophie konnte auch durch eine andere Arbeitsgruppe
unseres Institutes nachgewiesen werden. Dort zeigte sich eine vermehrte Expression
von VEGF bei hypertrophen Kindern in Bezug zu der weniger intensiven Expression
bei hypotroph geborenen Kindern. Ahnlich zur oben genannten Karyotypisierung und
der Syndecan-1 bzw. VEGF- Expression koénnten sich auch hier, z.B. durch
Betrachtung beider Expressionsmerkmale, gegebenenfalls Auskiinfte Uber eine fetale
Wachstumsretardierung machen lassen. Ob allerdings der Schweregrad der
Wachstumsstoérung durch Syndecan-1 widergespiegelt werden kann, konnte durch
unsere Studie nicht gezeigt werden, so dass zuklnftige Studien primar Wert legen

sollten auf die eindeutige Klarung eines Zusammenhanges zwischen Syndecan-1 und
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der fetalen Wachstumsstérung und zweitens, falls eine solche Assoziation hergestellt
werden kann, einen Zusammenhang zum Schweregrad prufen sollten. Dartuber hinaus
sollte das Studiendesign die Moglichkeit zur Erhebung des mdtterlichen Blutdruckes
erlauben, der gerade im Zusammenhang mit der Praeklampsie und damit der fetalen

Wachstumsretardierung eine Rolle spielt und weiteren Aufschluss geben kdnnte.

Frihgeburtlichkeit

Frihgeburtlichkeit wird definiert als eine Geburt vor der vollendeten 37. SSW [51] und
geschieht in 7-11% aller Schwangerschaften. Zu einer Geburt vor der 34 SSW kommt
es in 3-7% [60] [61]. Histopathologisch zeigt sich oft eine akute Inflammation der freien
Membranen der Fruchtblase, der Chorionplatte und der Nabelschnur sowie eine
Thrombose der Chorionplatte [53]. Die ursachlichen Faktoren fiir das Auftreten einer
Frihgeburt kénnen in ca. 50% der Falle nicht eruiert werden [37], was als spontane
Frihgeburt bezeichnet wird. Frihzeitig geplatzte Fruchtblasen sind in 30%
verantwortlich fur eine Frihgeburt und weitere 20% sind auf eine frihzeitige
Beendigung der Schwangerschaft, aufgrund muitterlicher oder kindlicher Indikationen,
zurlckzufuhren [71]. Mutterliche Risikofaktoren scheinen neben der Erstschwanger-
schaft [114] und dem kurzen Cervixhals [12] auch Uber- und Untergewicht [60], Alter
>35 Jahre, Grofle <156cm, Anamie, sowie ein Harnwegsinfekt zu sein. Als plazentare
und kindliche Risikofaktoren kommen Abruptio plancentae, Polyhydramnion,
intrauterine Wachstumsretardierung und fetaler Stress hinzu [122]. Frihgeburtlichkeit
ist die fihrende Ursache neonataler Morbiditdt und Mortalitat [37] und ist in 75% bis
80% verantwortlich fur neonatales Versterben und in 50% fur neurologische
Langzeitbehinderungen. Noch nicht reife Kinder zeichnen sich postnatal durch
gehauftes Auftreten von respiratorischen Insuffizienzen, Unfahigkeit der regelrechten
Temperaturregulation, Hypoglykdmien, Apnoen, Krampfanfalle, intrakranielle Blut-
ungen, nekrotisierende Enterokolitis, Futterstorungen und Rehospitalisierung aus [97]
[131]. Somit besteht nicht zur ein klinisches, sondern in Bezug auf die verursachten
Kosten, auch ein wirtschaftliches Interesse in der Vorhersage der Frihgeburtswahr-
scheinlichkeit und damit der eventuellen frihzeitigen Mdéglichkeit der therapeutischen
Intervention mit Verlangerung der Schwangerschaft [61]. Eine Mdglichkeit um diese
hohen Raten an schlechten kindlichen Outcome nach einer Frihgeburt zu reduzieren,
ware die Etablierung eines Tests zur frihzeitigen Erkennung einer drohenden
Frahgeburt, bzw. die Festlegung von verlasslichen Pradiktoren. Therapeutisch kann
man zwar bislang nur in geringem MaRe auf eine Frihgeburt Einfluss nehmen,
verschiedene Therapieoptionen stehen aber zur Verfigung. Der frihzeitige Beginn mit

einer Kortikosteroidtherapie hat gezeigt, die Prognose des Feten zu verbessern [71].
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Ein verkurzter Cervixhals kann z.B. durch eine Cerclage stabilisiert werden, auch erste
Versuche mit Indomethacin scheinen bei einem kurzen Cervixhals erfolgreich bei der
Pravention von Frihgeburten <24. SSW zu sein [12]. Vor allem aber postnatal ist eine
rechtzeitig greifende, umfassende intensivmedizinische Betreuung in einem
Perinatalzentrum von signifikanter Bedeutung [128] und eine frihzeitige Vorbereitung
auf die moglicherweise zu frih eintretende Geburt damit winschenswert. Die
sonographische Messung eines verkurzten Zervix gilt in der Literatur als anerkannte
Methode zur friihen Detektion eines Risikofaktors flr eine Frihgeburt. Neuere
Ansatzen zeigen, dass erhohte Spiegel an fetalem Fribronektin im vaginalen Sekret
zwischen der 21. und 37 SSW. bei Frauen mit Anzeichen fur frihzeitige Wehentatigkeit
eine Frahgeburt innerhalb der nachsten 7-10 Tage wahrscheinlich macht. Damit waren
nicht nur Angaben zu einem erhdhten Risiko, sondern auch zum mdoglichen Zeitpunkt
der Fruhgeburt gegeben [71].

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass die Syndecanexpression in der 10. bis 14. SSW
im Zusammenhang mit einer spateren Fruhgeburtlichkeit stehen konnte. Eine niedrige
Syndecanexpression bzw. eine verminderte Homogenitdt oder Dicke des
Mikrovillisaumes fuhren signifikant haufiger zu einem friheren Ende der
Schwangerschaft, als hohe Intensitdten bzw. Homogenitaten und Mikrovillisaumdicken.
Die Signifikanzen waren im Bereich der Mikrovilli und des Synzytiotrophoblasten
feststellbar. In wie fern dieser Zusammenhang den genauen Zeitpunkt der zu
erwartenden Geburt angeben kann, kann durch uns nicht beantwortet werden.
Interessanterweise zeigten auch die Chorionzotten von Schwangerschaften, die vor
der 25. SSW beendet wurden, eine vermehrte Intensitdt im Bereich des Synzytio-
trophoblasten. Die Syndecanexpression scheint demnach in frihen Schwangerschafts-
wochen nicht nur eine lange Schwangerschaftsdauer zu implizieren, sondern, im
Gegensatz dazu, auch ein Zeichen fur eine extrem kurze Schwangerschaft zu sein. Die
Fallzahlen fur den ,worst pregnancy outcome® waren in unserem Fall aber gering. 24
Kinder, von denen nur eines lebend zur Welt kam, fielen in diese Kategorie. Das
Ergebnis bezuglich der <25. SSW sollte demnach in Studien mit gréReren Fallzahlen
Uberprift werden. Die Kategorie mit der gréf3ten Fallzahl von 136 war in unserer Studie
die, die alle Kinder beinhaltete, welche zwischen der 37. und 42. SSW geboren
wurden. Diese Kategorie wurde im Rahmen der Abstufung von klinischen relevanten
Schwangerschaftsaltern gebildet (SSD2). Sie wurde in Zusammenhang zur 25. - 37.
SSW, > 42. SSW und dem ,worst pregnancy outcome® gestellt. Diese Kategorien
wiederum beinhalteten 22, 5 und 24 Kinder von denen 14, 5 und eines lebend geboren
wurden. Eine eindeutige Vergleichbarkeit zwischen diesen relativ inhomogenen und

kleinen Fallzahlen ist statistisch nicht zwingend gegeben. Die Fallzahlen der zweiten
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klinisch relevanten Abstufung im Rahmen der SSD1 Bildung sind homogen und vor
allem grofier, so dass sie verlassliche Ergebnisse erwarten lassen. Darin wurden 22
Kinder zwischen der 25. - 37. SSW, 43 Kinder zwischen der 37. und 39. SSW und 93
Kinder zwischen der 39. und 42. SSW geboren. Die meisten Kinder kamen also zum
naturlichen Termin zur Welt, was die Representabilitdt unseres Kollektivs unterstreicht.
Uber der 42. SSW wurden nur 5 Kinder geboren. Das ,worst pregnancy outcome®
entspricht den Fallzahlen der SSD2 Abstufung. Lebend kamen 14, 43, 93 und 5 Kinder
zur Welt. Diese Gruppen sind relativ homogen und damit vergleichbar. Die Ergebnisse
dieser Studie legen einen Zusammenhang zwischen der Syndecanexpression und der
Dauer einer Schwangerschaft nahe. Bislang gibt es in der Literatur keine Studie, die
diesen Zusammenhang untersucht hatte, so dass eine Vergleichbarkeit dieser Stelle
fehlt. Aufgrund der inhomogen Gruppenzahlen in der SSD2 Abstufung kénnen diese
Ergebnisse keinen zwingenden Zusammenhang aufzeigen, sie stellen jedoch
Signifikanzen in der gleichen Weise, wie die SSD1 Abstufung, dar, deren Zahlen grof3
genug und vergleich sind. Somit kénnte auch die SSD2 Abstufung zumindest die
Tendenz belegen. Die alleinige immunhistochemische Farbung auf Syndecan-1 kann
zurzeit noch kein verlasslicher pranataldiagnostischer Test zur Friherkennung einer
Friahgeburt sein. Ein Zusammenhang konnte aber durch uns gezeigt werden, so dass
nach weiteren Studien, die diesen Zusammenhang untersuchen, die immunhisto-
chemische Farbung auf Syndecan-1, mit der Feststellung einer reduzierten Expression,
im Zusammenspiel mit anderen Risikofaktoren einen besseren Eindruck Uber die
Wahrscheinlichkeit einer Fruhgeburt vermitteln konnte. Gegebenfalls ware auch ein
maternaler Serumtest auf Syndecan-1 denkbar, der, im Gegensatz zur aufwendigen
immunhistochemischen Farbung, einfach durchzufihren wéare. Dieser Ansatz wird

derzeit noch von uns geprdft.
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4.4 Beurteilung dieser Studie

Unsere Studie ermdglichte erstmals die Beurteilung der Syndecan-1 Expression im
Rahmen einer grol3 angelegten Studie. Die Zahl von 203 untersuchten Plazenten
Ubertrifft bei Weitem die Zahlen vorheriger Studien, wodurch die Ergebnisse unserer
Studie als verlasslicher zu beurteilen sind. Aufgrund unseres Eindrucks bei der ersten
mikroskopischen Begutachtung der Chorionzotten nach der immunhistochemischen
Farbung, dass ein Unterschied zwischen groRen und kleinen Chorionzotten bezlglich
der Farbeintensitat besteht, flhrten wir eine grundsatzliche Unterscheidung zwischen
groBen und kleinen Zotten ein. Die Ergebnisse zeigten signifikante Unterschiede
hinsichtlich einer starkeren Syndecan-1 Expression in kleineren Chorionzotten. Eine
solche Differenzierung wurde bislang von keinem Autor zuvor vorgenommen. Unsere
Zahlen ergeben aber, dass eine solche Unterscheidung eine zwingende Notwendigkeit
darstellt, will man die Chorionzotten in Korrelation zu anderen schwangerschafts-
assoziierten Faktoren setzten. Eine Verallgemeinerung aller Zotten wurde zu falschen
Ergebnissen durch einen konstanten Bias fuhren und sollte von allen zukunftigen
Studie vermieden werden.

Daruber hinaus konnten wir erstmalig die Mikrovilli als Ort der intensivsten Syndecan-1
Farbung identifizieren. Vorangegangene Studien beschrieben den Synzytiotropho-
blasten als alleinigen Ort einer Syndecan-1 Expression. Dies scheint aufgrund unserer
Beobachtungen als unwahrscheinlich, war die Farbung im Bereich der Mikrovilli far
eine Fehlinterpretation zu intensiv und erscheint eine Syndecanexpression im Bereich
der oberflachenstarken Mikrovilli aufgrund der Rezeptorfunktionen Syndecans sinnvoll.
Die Korrelation der Syndecanexpression mit mdutterlichen und kindlichen Faktoren
ergab in der Literatur weltweit ganzlich neue Aspekte. Es konnte erstmals ein
hochsignifikanter Zusammenhang zwischen Syndecan und einem miutterlichen
Nikotinkonsum hergestellt werden. AuRerdem ergaben sich weitere hochinteressante,
in der Literatur bislang unbekannte, signifikante Korrelationen: Der kindliche Karyotyp
zeigt sich assoziiert mit der Syndecan-1 Expression, ebenso wie der kindliche
Ausgang, die jeweils mit einer hdheren Expression bei normalem Chromosomensatz
bzw. lebend geborenen Kind einhergehen.

Die Ergebnisse dieser Studie legen ebenfalls erstmalig nahe, dass Syndecan-1 auch
im Rahmen der Pradiktion zur Fruhgeburtlichkeit eingesetzt werden konnte, da sich
auch in diesem Zusammenhang signifikante Korrelationen durch uns aufzeigen lieRen.
Um die Ergebnisse dieser Studie zu komplettieren, ware die Untersuchung eines

moglichen Zusammenhangs zwischen der Praeklampsie und Syndecan-1
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wunschenswert gewesen. Die Erhebung der dazu notwendigen Daten war leider im
Rahmen des Studiendesigns nicht mdglich.

Diese Studie ermdglicht weltweit erstmalig neue Einblicke in die Natur der plazentaren
Syndecan-1 Expression und in ihren pradiktiven Aussagewert im Zusammenhang mit
matterlichen und kindlichen Faktoren, die bislang in der Literatur derart noch nicht
beschrieben sind. Die immunhistochemische Farbung von Chorionzotten auf
Syndecan-1 zeigt sich somit als viel versprechende Mdglichkeit zur Etablierung eines
neuen pranataldiagnostischen Tests.
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