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Zusammenfassung

Das Verstehen des Zusammenwirkens Mutter — Plazenta und ungeborenes Kind
stellt fir die Grundlagenforschung eine grofl’e Herausforderung dar. Vor allem die
Interaktionen, Transport- und Austauschvorgange zwischen mutterlicher und
fetaler Seite Uber die Plazentaschranke sind fur Mediziner, Forscher, aber auch flr
die Pharmakologen auf molekularer Ebene von groRem Interesse. Die duale ,ex
vivo“ Methode der Plazentaperfusion ist hierbei die beste ethisch vertretbare
Labormethode, um diese Vorgange maglichst lebensnah und aussagekraftig zu
untersuchen. Dabei wird sowohl die mutterliche, als auch die fetale Seite des
Plazentakreislaufes mit einem Nahrmedium perfundiert und eine zu
untersuchende Substanz bekannter Konzentration hinzugefiigt und anschlie3end
ihre Verteilung in beiden Kompartimenten gemessen. In dieser Studie, in der nur
die fetale Zirkulation der Plazenta perfundiert wurde, wurde das fetale HDL (high-
density-lipoprotein), das bei gewissen Krankheiten der Schwangerschaft, wie zum
Beispiel Praeklampsie, HELLP-Syndrom (hypertensive Stérung mit Hamolyse,
erhdhten Leberenzymen und niedriger Thrombozytenzahl) oder Diabetes, wichtige
antioxidative und antiinflammatorische Funktionen im fetalen Stoffwechsel
Ubernimmt, naher untersucht. Ausgeldst durch oxidativen Stress kann das fetale
HDL durch das Enzym Myeloperoxidase, welches im Blut bei inflammatorischen
Prozessen erhoht nachweisbar ist, oxidiert werden, wodurch es dysfunktional auf
das fetale Gefallsystem wirkt.

Die Hypothese, die aufgestellt und bearbeitet wurde, war, dass das fetale oxidierte
HDL veranderte Eigenschaften in Bezug auf den fetalen Stoffwechsel aufweist.
Die wesentliche Frage war, ob das oxidierte, d.h. pathophysiologische HDL aus
der fetalen Zirkulation schneller aus der Plazenta entfernt werden kann
(=Clearance), als im Vergleich zum physiologisch vorkommenden HDL. Diese
Hypothese wurde verifiziert, nachdem fur das oxidierte HDL eine deutlich raschere
Clearance nachgewiesen werden konnte. Diese rasche Abnahme an
pathophysiologischen HDL in der fetalen Zirkulation kann als
,~Schutzmechanismus® des Foten interpretiert werden und ist durch eine hdhere
Ligandenaffinitat des oxidierten HDL an den Rezeptoren des plazento-fetalen

Endothels erklarbar.




Abstract

To understand the cooperating mechanisms between the mother, placenta and the
unborn child is a major challenge for basic medical research. Especially
interactions, transport- and exchange-procedures between fetal and maternal side
over the placental barrier is of great interest for physicians, researchers and on a
molecular level even for pharmacists. The dual “ex vivo”™ method of placental
perfusion is the most ethically justifiable lab-method, that provides the best chance
of a lifelike and reproductive result. This model includes the perfusion of the fetal
and maternal circulation with a nutrient solution and a substance of interest of
known concentration. The distribution of this substance is then measured in both
compartments. In this perfusion-study, where just the fetal circulation of the
placenta was being perfused, HDL (high-density-lipoprotein), having important
antioxidative and anti-inflammatory functions in some pregnancy-related diseases
like diabetes, pre-eclampsia or HELLP-Syndrome (= abbreviation for Hemolysis,
Elevated Liver-enzymes, Low Platelet Count), was subjected to a closer
examination. Oxidative stress, caused by the enzyme myeloperoxidase,
detectable in increased concentrations during inflammatory processes, can oxidize
HDL, which has a dysfunctional effect on the fetal vascular system.

The prepared hypothesis was that fetal oxidized HDL would show different
characteristics regarding the fetal metabolism. The main question was whether
oxidized HDL would experience a faster removal from the fetal circulation by the
placenta (= clearance) than the physiologically occurring HDL. That hypothesis
was verified after a quicker clearance for oxidized HDL could be proved. That can
be interpreted as a mechanism of protection of the fetus, which was explained by
a higher ligand-affinity of the oxidized HDL to the receptors of the placental-fetal

endothelium.
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Abkurzungen

A./Aa = Arteria/Arteriae

a.u. = apparatory units

ABCA = ATP-binding cassette transporter
ApoA/E = Apolipoprotein A/E

Clearance = Entfernen von Substanzen aus einem Kreislauf
g*cm™ = Gramm pro Kubikzentimeter

d.h. = das heil3t

ApH = pH-Wert-Anderung

HDL = High Density Lipoprotein

| = Liter

kDa = Kilodalton

LDL = Low Density Lipoprotein

M = Molar [mol/l]

mg = Milligramm

ml = Milliliter

mmol/l = Millimol pro Liter

MPO = Myeloperoxidase

MW = Molecular weight = Molekulargewicht

nm = Nanometer

PBS = Phosphat Buffered Saline = Phosphat-Puffer in Kochsalzlsung

pCO, = Kohlenstoffdioxidpartialdruck
pO, = Sauerstoffpartialdruck

rom = Rounds per Minute

SSW = Schwangerschaftswoche

t = Zeitpunkt

Mg = Mikrogramm

pl = Mikroliter

V./Vv = Venal/Venae

VLDL = Very Low Density Lipoprotein
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1 Einleitung

Die Plazenta (auch Mutterkuchen) hat zahlreiche Aufgaben, die die Entwicklung
und das Uberleben des menschlichen Kindes garantieren. Zu diesem Zweck
ubernimmt sie fur das sich im Uterus entwickelnde Kind Uber eine bestimmte Zeit
die Funktion von Lungen, Nieren, Darm, Leber und Haut. Insbesondere der
Austausch von Substanzen und Gasen zwischen Mutter und dem Ungeborenen

zahlt zu den Hauptaufgaben des Organs Plazenta[1].

1.1 Fragestellung

Die Austauschvorgange zwischen Mutter und Ungeborenem in der
Schwangerschaft sind Bereiche der Medizin, die bislang wenig erschlossen und
erforscht sind. Dabei ist es gerade in der Schwangerschaft fir den behandelnden
Mediziner von Interesse zu wissen, welche Arzneimittel bzw. auch korpereigenen
Substanzen, sowohl physiologischen als auch pathologischen Ursprungs, in der
Lage sind die Mutterkind-Barriere, d.h. die Plazentaschranke zu Uberwinden. Um
dies quantitativ zu erfassen, gibt es verschiedene Moglichkeiten, die allerdings
oftmals eine nur beschrankte Aussagekraft besitzen, oder andererseits ethisch
nicht vertretbar sind.

So ist es zum Beispiel nicht mdglich die tatsachliche Verteilung einer
Testsubstanz, nach Applikation in den mutterlichen Blutstrom, im fetalen Kreislauf
zu messen, da dies, um an Proben zu gelangen, invasiv geschehen musste, was
sowohl Kind, als auch Mutter schaden konnte. Dies ware zwar die genaueste
Testvariante, um die Kinetik eines Medikaments - bezogen auf die
Plazentagangigkeit - zu bestimmen, jedoch ist sie aufgrund der Gefahrdung von
Mutter und Kind ethisch untragbar. Eine andere naheliegende Moglichkeit ist die
Erforschung an Tieren, durch die man Rickschllsse auf die menschliche Plazenta
ziehen kann. Auch hier findet sich aber ein uniberwindbares Problem, denn die
Plazenta ist das ,Spezies-spezifischste Organ der Saugetiere® [2], und
Plazentastudien an Tieren daher kaum auf den Mensch Ubertragbar.

In Vitro-Studien, wie beispielsweise an Zellkulturen von Plazentagewebe und
-gefallen, kdnnen nur Aussagen uber den kleinen untersuchten Bereich selbst

treffen (spezifische Transfermechanismen, aktiver Transport von Substanzen
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etc.). Aufgrund des Fehlens von Blutfluss und anatomischer Integritat [2] ist die
Aussagekraft jedoch sehr limitiert.

Schlussendlich gibt es noch die duale Perfusion der Plazenta aul3erhalb des
Korpers (,ex vivo®) nach Geburtsende. Ethisch ist dies unbedenklich, da die
Plazenta nach der Geburt, als medizinisches Abfallprodukt gilt und in der Regel
verworfen wird. Dieser Methode wird die grofdte Vorhersagbarkeit fur den
plazentaren Transfer von Substanzen und die damit maoglicherweise
zusammenhangende fetale Belastung zugesprochen.

Nicht nur exogen der Mutter zugefuhrte Substanzen konnen einen schadigenden
Einfluss auf das Ungeborene haben. So entstehen bei vielen Krankheiten wahrend
der Schwangerschaft, wie z.B. Diabetes oder Praeklampsie inflammatorische
Prozesse und damit verbunden potentiell schadliche Substanzen, wie zum
Beispiel die Myeloperoxidase (MPO), die - unter anderem - eine Oxidierung von
Lipoproteinen (LDL, HDL) verursacht [26]. Hierbei kann die Schadigung fur den
Fetus auch darin liegen, dass die so modifizierten Stoffe in ihrer Funktion
beeintrachtig werden.

Die oxidierte Form des HDL steht dabei in dieser Diplomarbeit im Fokus. So ist es
interessant zu wissen, wie sich diese Form, verglichen mit dem physiologischen,
nativen HDL, im fetalen Kreislauf verhalt, bzw. ob es Unterschiede in der
Wiederaufnahme durch die Plazenta (=Clearance) Uber die Dauer eines

Plazentaperfusionsversuchs in der fetalen Seite gibt.

1.2 Hypothese

Die zu Grunde liegende Annahme dieser Arbeit ist, dass das fetale oxidierte HDL,
in der Plazentaperfusion eingesetzt, veranderte Eigenschaften bei der Interaktion
mit dem feto-plazentaren Endothel aufweist, als im Vergleich natives (=Kontrolle)
HDL. Weiterhin wird angenommen, dass durch die HDL-Modifikation und die damit
einhergehende Veranderung der Bindungsfunktionalitat am Endothel, die
Konzentration in der fetalen Zirkulation im Vergleich zum nativen HDL sich

verandert.
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1.3 Die Plazenta
1.3.1 Aufbau der menschlichen Plazenta

1.3.1.1 Allgemeiner Aufbau

Die Plazenta ist ein auf Zeit angelegtes, scheibenférmiges Ernahrungsorgan, das
kontinuierlich wachst und sich differenziert, sodass in jedem Entwicklungsstadium
die aktuellen Ernahrungsbedurfnisse des humanen Keimlings befriedigt werden
[3]. Weiterhin wird im Waldeyer flr die nachgeburtliche (38-40 Wochen alte)
Plazenta der Durchmesser mit 17-20 cm angegeben, die Dicke mit ca. 2,5 cm
(spontan entblutet) und das Gewicht mit ca. 500 g [4].

Aufgrund der baumartigen Verzweigungen des Trophoblastengewebes der
Plazenta wird diese auch als Zottenplazenta bezeichnet. Dabei werden die fetalen
Gefallschlingen multivillés, also in unterschiedlichen Winkeln von mdutterlichem
Blutstrom gekreuzt. Die Grenzflache zwischen mutterlichem und fetalem Kreislauf
ist dabei etwa bis zum 4. Monat hamo-dichorial (2 Schichten) und besteht zum
einen aus dem Synzytiotrophoblasten und zum anderen aus dem
Zytotrophoblasten, der jedoch ab dem 4. Monat abgebaut wird, woraufhin nur
noch eine Synzytiotrophoblastschicht zwischen fetalem Endothel und mutterlichem

villosem Raum liegt

Stratim sponglosun w .
Grenzschicht | Flaceniaseptum (hamOChonal).
Mitterliche Gefiifie

Man kann die Plazenta in drei
Gewebsschichten unterteilen.
Von fetaler nach mudtterlicher
Seite geordnet waren das das
Chorion- und Zottengewebe

sowie die Basalplatte. Die

Amnion Nabelvene . Chorionplatte des
Siruus marginalis abeiss r( f Choriongewebes besteht aus
Abbildung 1 - Morphologischer Aufbau der der Zytotrophoblastschicht (bis

humanen Plazenta mit Verteilung der Gefalle 4. Monat  noch  zusatzlich

Synzytiotrophoblastschicht) und
dem Chorionmesoderm, dem sich das Amnion anlagert. Auch die fetalen Gefalke
fihren durch dieses Gewebe und teilen sich anschlieRend in den Zottenbdume

auf. Diese Zottenstrukturen sind Bestandteil der Zottenschicht, indem sich alle
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Plazentazotten mit den fetalen und mdutterlichen Gefallen im intervilldsen Raum
zum maternal-fetalen Substanzaustausch vereinen. Auf der mutterlicher Seite
befindet sich die Basalplatte (= Dezidualplatte) die der fetalen Chorionplatte
spiegelbildlich gegentberliegt. In der dem Myometrium anhaftenden Decidua
basalis liegen die mutterlichen Arterien (Spiralarterien), die den intervilldsen Raum
mit Blut versorgen, sowie die mutterlichen Venen, die fur den Blutrickfluss sorgen.
Der Decidua angelagert ist wieder eine Schicht aus Synzytiotrophoblasten und
Zytotrophoblasten, die die Basalplatte von der Zottenschicht trennt (Abbildung 1).
AuBerdem gehen von der Basalplatte Septen aus, die in die Zottenschicht
hineinragen und die Plazenta so auf mutterlicher Seite in 10-38 Lappchen (=
Kotyledonen) teilen. Diese Kotyledonen beinhalten zwei oder mehr Zottenbaume.
Die Septen reichen jedoch nicht bis zur Chorionplatte, sodass die Kotyledonen

untereinander in Verbindung stehen [4,5].

1.3.1.2 Plazentaschranke

Als Plazentaschranke (auch Plazentabarriere) bezeichnet man die Schichten, die
eine Substanz oder ein Gas uberwinden muss, um zwischen dem Blut der Mutter
im intervilldsen Raum und dem Blut des Kindes im fetalen Kapillarnetz der
Zottenoberflache zu wechseln. Zum Zeitpunkt der Geburt liegen die fetalen
GefalRe nahe am Synzytium. Damit wird eine sehr kurze maternal-fetale
Transferstrecke fur den Austausch gewahrleistet. Modchte ein Stoff die
Plazentaschranke vom Fetus zur Mutter Uberwinden, muss es folgende
unterschiedliche Gewebe/Zellstrukturen durchqueren: die fetale Endothelwand,
sowie deren Basallamina, das faserarme Bindegewebe der Zotten, die
Basallamina der Trophoblasten und zudem das dunne Synzytium. Diese
hamochoriale Konfiguration der menschlichen Plazenta erleichtert den Stoff- und
Gasaustausch erheblich.
Uber folgende Substanzen/Partikel ist bekannt, dass sie in der Lage sind, die
Plazentaschranke zu Uberqueren:
- Die Atemgase O,, CO; und das Atemgift CO, das bei unvollstandiger
Verbrennung entsteht (durch einfache Diffusion)
- Miutterliche Immunglobuline der Klasse IgG (durch rezeptorvermittelte
Endozytose)

- Mutterliche Antikorper gegen das Rhesus-D-Antigen
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- Glukose: Der (insulinabhangige) Glukosetransporter GLUT-1 sorgt fur
eine erleichterte Diffusion der Glukose und gewahrt so eine standige
Glukoseaufnahme in die Plazentazellen. Der fetale Glukosespiegel
korreliert dadurch mit dem mutterlichen.

- Alkohol (mittels Diffusion)

- Infektionserreger (wie z.B. ROotelnviren, Zytomegalieviren, Herpes-
simplex-Viren, Humane-Immundefizienz-Viren, Treponema pallidum-

>Syphilis, Toxoplasmen) [6]
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1.3.2 Aufgaben und Funktionen der Plazenta

Funktion Ersetztes Organ Die Plazenta erfullt viele Aufgaben

Resorptionsorgan Darm und hat speziell die Funktion, die

Ausscheidungsorgan _ Niere kindlichen, noch unreifen Organe zu

ersetzen und deren Aufgabe
Gasaustauschorgan Lunge

vorubergehend zu Ubernehmen. In
Stoffwechselorgan Leber
Tabelle 1 wird dies nach Waldeyer

Blutbildungsorgan Knochenmark
[7] zusammengefasst.

H bild
ormonblidungsorgan Durch den Transfer von

Transportfunktion

Nahrstoffen, wie z.B. Glukose,

Tabelle 1 — Plazenta als Multiorgansystem . . L. .
Vitamine und Lipide, ersetzt die

Plazenta die Funktion des Darms, der die Aufgabe hat, aus der Nahrung die
bendtigten Substanzen herauszufiltern. Da im Stoffwechsel des Fetus gewisse
Stoffwechselabbauprodukte entstehen (z.B. Harnsaure, Stickstoffverbindungen),
werden diese zum Teil Uber die fetalen Nieren in die Amnionhdhle als Urin
ausgeschieden, aber andererseits auch Uber die Plazenta in den mdutterlichen
Kreislauf transportiert. Diese Funktion und die Regulierung des Saure-Base-
Haushalts durch die Plazenta (Protonen-, Bicarbonat-, CO»-Transport) werden
nach der Geburt von den Nieren Ubernommen. Ein weiteres
Stoffwechselabbauprodukt, das Atemgas Kohlenstoffdioxid, wird ebenfalls Uber
die Plazenta aus dem fetalen Kreislauf entfernt, welche dadurch — ebenso wie die
fetale Versorgung mit Sauerstoff — die spezifischen Organfunktionen der Lunge
ubernimmt. Eine weitere wichtige Organersatzfunktion ist die Blutbildung durch die
Plazenta. Da der Fetus nicht von matterlichen Erythrozyten durchflossen wird, ist
er auf die Bildung von eigenen Blutzellen angewiesen, die den Sauerstoff der
mutterlichen Erythrozyten aufnehmen kénnen. Dies Gbernimmt zumindest bis zum

3. Embryonalmonat die Plazenta [8].
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Austauschfunktion der Plazenta

Neben dem Gasaustausch hat die Plazenta noch weitere Austauschfunktionen,

die in der Tabelle aus der dualen Reihe von Stauber und Weyerstahl [9]

beschrieben und unter

zusammengefasst werden:

Berucksichtigung

des Austauschmechanismus

Vorgang Substanz

aktive Austauschmechanismen

Aktiver, energieverbrauchender

Transport (z.T. enzymatisch)

Anorganische lonen, Fettsauren,

Aminosauren, Vitamine, Hormone

Pinozytose

(Aufnahme hochmolekularer
Substanzen uber eine Einstilpung
der Trophoblastmembran, Transport
durch das Zytoplasma, Abgabe in
das fetale Blut)

Proteine, Lipide, Immunglobuline (IgG)

passive Austauschmechanismen

einfache Diffusion

(entlang eines
Konzentrationsgefalles, d.h. vom Ort
der hoheren Konzentration eines
Stoffes zum Ort niedriger

Konzentration)

O,, CO,, Kreatinin, Harnstoff, Bilirubin,
Wasser, Medikamente, Alkohol, CO

erleichterte Diffusion
(nach Bindung an

Tragermolekiile/Carrier)

Glukose, Laktat

Diapedese
(Durchtritt uber Liicken in der

GefaBwand, z.T. nach Mikrotrauma)

Erythrozyten, Leukozyten,
Medikamente mit Molekulargewicht
uber 600 (auch Viren, Bakterien,

Protozoen)

Tabelle 2 — Unterschiedliche Austauschfunktionen der humanen Plazenta
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1.3.2.1 Anatomie und Physiologie des pranatalen Kreislaufes

Der pranatale Kreislauf, bzw. der fetale Kreislauf Uber die Plazenta, sorgt dafur,
dass sauerstoffreiches Blut aus dem mutterlichen Kreislauf dem fetalen Kreislauf
zugefuhrt wird. Die Plazenta erhalt Uber die paarige A. umbilicalis, welche aus
Asten der fetalen Aa. iliacae internae hervorgeht, das sauerstoffarme Blut des
Fetus. Im intervillésen Raum der Plazenta (Abbildung 1) findet die Oxygenierung
statt und das nun sauerstoffreiche Blut wird Uber die unpaarige V. umbilicalis zum
Fetus zurlickgeleitet. Diese mindet Uber den Ductus venosus in die fetale V. cava
inferior und umgeht somit den Leberkreislauf, der einen recht hohen
Strémungswiderstand besitzt. Uber eine Anastomose zur V. portae hepatis aus
der V. umbilicalis wird stattdessen die Sauerstoffversorgung der Leber gesichert
[10,11].

Von mutterlicher Seite erreicht das sauerstoffreiche Blut Uber die Spiralarterien,
die die Dezidualplatte durchdringen, den intervilldsen Raum der Plazenta. Durch
den hohen Druck in den Spiralarterien stromt das Blut bis zur Chorionplatte und
flieRt dann entlang der Zottenoberflache (10-15m?), die das fetale Kapillarnetz
beinhalten, zurlick zu den ebenfalls in der Dezidualplatte befindlichen mutterlichen
Venen. Die mutterliche Plazentadurchblutung betragt etwa 1 mil/min pro 1 g
Plazentagewebe, d.h. bei der Geburt ungefahr 500 ml/min. Allerdings haben die
matterlichen Gefalle keine Fahigkeit zur Autoregulation, sodass die Durchblutung
allein vom Blutdruck der Schwangeren abhangt [12].

Das fetale Kapillarnetz geht aus den Nabelschnurgefalden (Aa. umbilicales) hervor
und wird vom Blutstrom des intervilldsen Raumes umspult und so an den
Grenzflachen (= Plazentaschranke) mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt. So
findet etwa 3-4mal pro Minute ein kompletter Gasaustausch statt [13]. Dabei
haben die Nabelschnurgefale einen mittleren Blutdruck von 50-60 mmHg arteriell

und etwa 10-20 mmHg venos.

1.4 Lipoproteine in der Schwangerschaft

1.4.1 Funktionen der Lipoproteine in der Schwangerschaft

Das sich uber die Schwangerschaft entwickelnde Kind bendtigt fur das Zell- bzw.
Gewebewachstum und fiir die Steroidbiosynthese (z.B. Ostrogene, Progesteron)

zunehmende Mengen an Cholesterin. Dieses Cholesterin kann einerseits direkt
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vom Fetus endogen und andererseits exogen, also von der Mutter, bzw. von der
Plazenta synthetisiert werden, um nachfolgend in die fetale Zirkulation
transportiert zu werden [14]. Fur den Transport dieser lipophilen Substanzen
werden Proteine bendtigt, die einerseits Lipide aufnehmen kdénnen und
andererseits selbst eine Hydrophilie besitzen. Diese Aufgabe, Lipide im wassrigen
Milieu zu transportieren, Ubernehmen die Lipoproteine, wie Very-Low-Density-
Lipoprotein (VLDL), Low-Density-Lipoprotein (LDL) und High-Density-Lipoprotein
(HDL) [15], die vor allem nach ihrer Dichte und GréfRRe eingeteilt werden. Tabelle 3

zeigt die Unterschiede auf [16].

Klasse Chylomikronen VLDL LDL HDL

Dichte [g*cm™] <0,95 0,95 - 1,019-1,063 1,063 — 1,210
1,006

Durchmesser 75-1200 30 -80 18 - 25 5-12

[nm]

Masse [kDa] ca. 400.000 10.000 — ca. 2300 175 - 360
80.000

Apolipoproteine Al,ll; B48; CI-lll; B100; CI-lll; B100 ALIlL; CI-llI; D;

E E E
Tabelle 3 - Einteilung der Lipoproteine nach Dichte, Durchmesser, Masse und

Apolipoproteinen

Die Aufgabe der Plazenta hierbei ist, vor allem das LDL — neben anderen
Lipoproteinen, und damit das darin enthaltene Cholesterin, von der mutterlichen
auf die fetale Seite zu transportieren. LDL-Rezeptoren, exprimiert an den apikalen
Synzytiotrophoblasten, die das LDL endozytotisch in die Zellen aufnehmen und
das Cholesterin entweder intrazellular speichern oder in Richtung des fetalen
Endothels weiter transportieren (Retroendozytose: in der Plazenta noch nicht
nachweisbar), unterstitzen diese Lipidaufnahme. Die ebenfalls fir die
Energiebedurfnisse des Kindes wichtigen mutterlichen Triglyceride (TG) nehmen
hierbei einen etwas anderen Weg. Die TG-reichen Lipoproteine werden durch
Enzyme, den sogenannten Lipoproteinlipasen, am Synzytium hydrolisiert und
anschlie®end Uber die Plazenta mithilfe von Fettsdure bindenden Proteinen weiter

aufgenommen. Bei gesunden Schwangerschaften lasst sich sogar eine Korrelation
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zwischen Plazentagewicht und fetalem TG- und Totalcholesterin (TC)-Gehalt,

gemessen im Nabelschnurblut postpartal, feststellen (Abbildung 2(A)) [17].
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(A) Placental weight (g} (B)

Maternal chelesterol (mmolfL)
Abbildung 2 — (A): Korrelation von Plazentagewicht (Placental weight) und logarithmischer
Triglyceridkonzentration (Fetal log TG); (B): Korrelation von miitterlichem Cholesterin

(Maternal cholesterol) und fetalem HDL

1.4.2 Veranderungen des Lipoproteinhaushalts in der

Schwangerschaft

Die in Abbildung 2 gezeigte Korrelation der TG mit dem Wachstum des Feten
bedingt auch eine Veranderung der einzelnen Lipoproteinfraktionen wahrend der
Schwangerschaft. Eine direkte kontinuierliche Messung des Lipidprofils im
Blutplasma ist nur bei der Mutter moglich, da es beim Fetus wahrend der
Schwangerschaft eine grofle Gefahr darstellen wirde und ethisch nicht vertretbar
ware. Die einzige Mdglichkeit das kindliche Blut zu untersuchen ist nach der
Schwangerschaft durch Blutentnahme aus der Nabelschnur.

Bei unkomplizierten Schwangerschaften zeigen Studien einen linear verlaufenden
Anstieg der TG (+300%), ebenso des TC (+25-50%), sowie Anstiege aller
Lipoproteinklassen: VLDL, LDL und HDL[17]. Dem charakteristischen bis zur
Entbindung linearen quantitativen Anstieg der TG und des TC folgt ein
postpartales Absinken der mutterlichen Lipidkonzentrationen, die sich dann nach
ca. 6 Wochen auf die Konzentrationen vor der Schwangerschaft einpendein.
Neben quantitativen deuten auch qualitative Veranderungen in der
Zusammensetzung der Lipoproteine auf funktionelle Unterschiede hin. So erhoht
sich im Verlauf der Schwangerschaft der Anteil des TG und des

Cholesteringehalts in den Lipoproteinen im Vergleich zu vor der Schwangerschaft.
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Das TC steigt dabei direkt proportional zum Cholesteringehalt in den LDL-
Partikeln an, wobei hier nach der Geburt noch fur weitere 8 Wochen diese
quantitativen Unterschiede in der Zusammensetzung der Lipoproteine beobachtet

wurden [18].

1.5 High-Density-Lipoprotein (HDL)

Das HDL ist anfangs discoidal und besteht hauptsachlich aus dem Apolipoprotein
A-l, Cholesterin und Phospholipiden. Durch Austausch mit VLDL und
Chylomikronen nimmt HDL weitere Apolipoproteine Typ C und E, sowie
Cholesterinester und weitere Phospholipide auf, wodurch das HDL eine kugelige
Form erhalt. Je nach proportionaler Verteilung der Lipide und Apolipoproteine wird
das HDL noch in weitere Klassen nach Dichte unterteilt (HDL,, HDL3) [19].

Das HDL-Cholesterin selbst wird allgemein auch als ,gutes“ Cholesterin
bezeichnet. Dies liegt in seiner Funktion und Struktur begriindet, die sich von
anderen Lipoproteine bedeutend unterscheiden. Charakteristisch ist der relativ
hohe Proteinanteil des HDL’s von fast 50%. LDL hat mit ca. 23% einen
vergleichsweise niedrigen Proteinanteil [20]. Die Rolle des HDL's liegt im
Rucktransport des Uberschiissigen Cholesterins aus peripheren Gewebezellen
(z.B. Adipocyten) zur Leber [21].

1.5.1 Funktionen des fetalen HDL

Nach den bis heute vorliegenden Studien konnte ein direkter Transport von
mutterlichem Cholesterin Uber die Plazenta noch nicht nachgewiesen werden. Das
fetale HDL dient in erster Linie flr die Bereitstellung von Cholesterin im
Stoffwechsel des heranwachsenden Kindes. Neben dem endogenen Cholesterin,
wird vermutet, dass Uber das HDL und Uber exogen bereitgestelltes Cholesterin
der Fetus zusatzlich versorgt werden kann. Cholesterin ist im Fetus weiters
wichtig, um die Steroidhormone zu synthetisieren, andererseits wird es fur den
Bau der Phospholipidmembranen bendtigt, wo sie vor allem eine Stutzfunktion der
sonst recht flexiblen Biomembranen erflllen. Um Cholesterin aufzunehmen, und
mit Zellen funktionell zu interagieren, besteht das fetale HDL in seiner Hulle vor
allem aus dem Apolipoprotein | (ApoA-I) und Apolipoprotein E (ApoE) [22].
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1.5.2 Unterschiede zwischen fetalem und adultem HDL

Die Lipidkonzentration im fetalen Plasma ist signifikant geringer als im adulten
Plasma. Im Gegensatz dazu tragt das fetale HDL ca. 40-50% des
Gesamtcholesterins und ist daher durch einen relativ hdheren Cholesteringehalt,
verglichen mit adultem HDL, charakterisiert. Aulerdem enthalt das fetale HDL bis
zu 33% mehr des wichtigen funktionellen Proteins ApoE [17].

Das maternale HDL-C steigt anders als andere Lipoproteine wahrend der
Schwangerschaft nicht kontinuierlich an, sondern erreicht die hochste
Konzentration im 2. Trimenon der Schwangerschaft. Vor allem ein Subfragment,
das HDL,, steigt hierbei bis zur Schwangerschaftshalfte bis auf den 2-fachen
Ausgangswert an und fallt danach wieder bis zur Geburt ab, bleibt aber um etwa
15% erhoht [18].

1.5.3 Oxidiertes HDL

Oxidiertes HDL entsteht haufig durch enzymatische Reaktionen — aktiviert durch
Entziindungsprozesse — am nativen HDL. Das Enzym Myeloperoxidase (MPO),
ein Plasmamarker der bei inflammatorischen Prozessen in hohen Konzentrationen
nachweisbar ist, modifiziert prioritar und zunachst den Proteinanteil am HDL [23].
In der Schwangerschaft gibt es verschiedene typische Erkrankungen, welche mit
Entziindungsvorgangen, bzw. mit GefalRendothelverletzungen assoziiert sind, wie
z.B. Diabetes mellitus (Entzindung der kleinen Gefal’e), HELLP-Syndrom und
Praeklampsie (Hochdruck der plazentaren Gefale).

Durch das Enzym MPO entsteht aus Wasserstoffperoxid und Chlorid-lonen
Hypochlorid (HOCL), welches oxidierenden Einfluss auf Biomolektle, wie HDL,
LDL etc. ausubt. Den groRten Einfluss auf die Funktionalitat des fetalen HDL hat
die Oxidierung des Apolipoprotein-l. Das oxidierte HDL ist dadurch, verglichen
zum nativen, ein schwacherer Cholesterinakzeptor und kann so dem Fetus nicht in
gleichem Ausmal} Cholesterin liefern, welches dieser fiur den Stoffwechsel und die
Bildung von Phospholipidmembranen bendtigt. Durch die Veranderung des
Proteinanteils am HDL ist auch eine eingeschrankte Interaktion mit
Lipoproteinrezeptoren an verschiedenen Zellen untersucht worden. Die MPO-
vermittelte Oxidation modifiziert neben den Apolipoproteinen auch das Cholesterin
und insbesondere die ungesattigten Fettsauren der Lipoproteine, sowie die
Membranlipide [24].
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Perfusionsmedium

Das Perfusionsmedium (Tabelle 5) besteht aus Earl’'s Puffer, dessen
Zusammensetzung in Tabelle 4 aufgelistet ist, aus dem Zellzuchtmedium
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 40 g/l Bovinalbumin, 1,33 g/l D-
Glukose, 250 mg/l Amoxicillin, 500 pg/l Heparin und 10 g/l Dextran. Bei
Raumtemperatur wird die Perfusionslésung mit NaOH (1molar) auf pH 7,4

eingestellt und anschlieRend bis zur Verwendung im Perfusionsversuch gekuhlt

gelagert.
- NaCL 689
KClI 0449
NaH;PO4 0,14 g
CaCl; 02g
MgSO, 0,2g
NaHCO; 189

Tabelle 4 - Zusammensetzung des Earl's Puffer

Komponenten fiir 1,5 | Perfusionslosung

DMEM (ohne Phenolrot) 11
Earl’s Puffer 0,51
Albumin 60 g
D-Glukose 29
Amoxicillin 375 mg
Heparin 750 ug
Dextran 15¢

Tabelle 5 — Zusammensetzung der Perfusionslosung
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2.1.2 Alexa Fluor® 568 bzw. 488 Protein Markierung

Um die dem Plazentakreislauf in unserem Versuch zugesetzten HDL-Molekule
qualitativ und quantitativ nachzuweisen, wurden die HDL-Proteine mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert. Zu diesem Zweck wurde der Markierungskit der
Firma Molecular Probes® (Eugene, Oregon, USA) verwendet, mit dem die
entsprechenden Proteine Uber eine Kopplungsreaktion der primaren Aminen mit
den Succinimidyl-Estern des Alexa Fluor 568, sowie des 488-Farbstoffs einen
Komplex bildeten. Dieser fluoreszierende Farbstoff hatte seine Absorptions- bzw.
Emissionsmaxima bei 568/488 nm. Bei pH 4-7 waren die Farbstoffe pH-
unempfindlich.

Um das fetale native und das oxidierte HDL nach der Perfusion unterscheiden und
messen zu kénnen wurden zwei unterschiedliche Farbstoffe mit verschiedenen
Absorptionsmaxima eingesetzt. Das oxidierte HDL wurde mit Alexa 568, das
native mit Alexa 488 markiert. Das in unseren Versuchen verwendete — fetale —
HDL wurde aus Plasma von Nabelschnurblut isoliert, und ein Teil, fur die
Versuchsreihe mit oxidiertem HDL, mit MPO behandelt.

Das nach

1. Alexa Fluor® 488

1 23 4567 8 2. Alexa Fluor® 514 H H H H

ANV AN A o o Zentrifugation isolierte
[\ B A [ | 4. Alexa Fluor® 555

5. Alexa Fluor® 546 . .
6. Alexa Fluor® 568 HDL wurde in eine

7. Alexa Fluor® 594

8. Alexa Fluor® 610 Phosphat-gepufferter

Absorption

Kochsalzlésung (PBS)

gebracht, und auf eine

400 4%}0 SCIJO 5;30 GCIJO ﬁl50 700 PrOteInkonzentratlon

Wavelength (nm) von 2mg/mi

Abbildung 3 — Alexa Absorptionsmaxima eingestellt.

50 pyL der 1 M Natrium-Bicarbonat Losung wurden mit 0,5 mL der Proteinlésung
vermischt, um den pH (7,5 und 8,5) anzuheben; diese Reaktionslosung wurde
unter Raumtemperatur 1h gerthrt. Um den restlichen freien Farbstoff vom Alexa-
HDL zu trennen, wurde das Reaktionsgemisch mittels einer
Grolenausschlufsaule (Reinigungsharz: Bio-Rad BioGel P-30) gereinigt. Diese
Saule trennt freie, ungebundene Farbstoffe von Proteinen, die ein
Molekulargewicht Uber 40,000 MW hatten. Aufgrund des hoéheren MW des
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markierten HDL’s eluierte das Protein vor dem freien Farbstoff und konnte

dadurch vom Rest getrennt werden.

2.1.3 Isolierung und Messung von fetalem HDL

Im ersten Schritt wurde kurz nach der Geburt das Nabelschnurplasma von den
Blutbestandteilen durch Zentrifugation getrennt. AnschlieBend folgte die
sequentielle Ultrazentrifugation, welche die verschiedenen Lipoproteinfraktionen
aufgrund ihrer Dichte trennte Um die HDL-Fraktion zu erhalten wurde mit einer
konzentrierten Kaliumbromidlésung die entsprechende Dichte (fur HDL: 1,21g/ml)
des Serums eingestellt. Nach Dichteeinstellung und darauffolgender Verteilung
des Lipoproteinzentrifugats auf mehrere Rohrchen wurde in eines davon ein
Farbstoff zur Markierung von LDL- und HDL-Molekilen hinzugegeben. Nach
Zentrifugation bei 15°C und 100.000 rpm fir 30 Minuten erkannte man in dem
Farbstoffrohrchen, welches als Vorlage diente, 2 gefarbte Banden, die obere
enthielt nicht bendtigte Lipoproteine bzw. Lipoproteinfragmente, die untere das
gewulnschte HDL. Oberhalb Hohe der HDL-Bande wurde dann aus den anderen
Roéhrchen der dartber befindliche Inhalt mit einer Spritze entfernt und verworfen.
Die HDL-Fraktion konnte nun ebenfalls mit einer frischen Spritze abgehoben und
mittels Kit der Cholesterin- und Proteingehalt bestimmt werden. AnschlielRend
erfolgte das Entsalzen von HDL, wofur ein Sephadexsaulchen PD 10 verwendet
wurde, welches bereits mit PBS gefullt war. Nach Durchlauf und Spuilen mit PBS
enthielt man zuerst das Protein, in dem Fall das entsalzte HDL, und anschlief3end

die Salze.

2.2 Préparation der Plazenta und Versuchsaufbau

Fur die Versuche wurden sowohl Plazenten aus Kaiserschnitt-Entbindungen, als
auch aus vaginalem Geburten verwendet (s.a. 2.2.1). Nach Abklemmen und
Durchtrennen der NabelschnurgefalRe durch den betreuenden Arzt, sorgte eine
vor Ort befindliche Study-Nurse fur den zlgigen Transport ins Perfusionslabor, wo
die Plazenta innerhalb von ca. 15min nach Entbindung entgegengenommen
wurde.

Zunachst erfolgte die Begutachtung sowohl der mutterlichen (Abbildung 4) als
auch der fetalen Seite der Plazenta auf Intaktheit der Kotyledone. Hinweise auf

Beschadigung waren Einrisse, blutige Flachen, die jedoch von Thromben durch
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zartes Abtupfen zu unterscheiden waren, sowie andere Lasionen, die sich mit
freiem Auge erkennen lielen. Weiterhin wurden intakte Kotyledone aufgesucht,
die fir einen Perfusionsversuch geeignet waren, um dann im Anschluss auf fetaler
Seite die GefalRkonfiguration zu prifen. Als GefalRe kamen dabei moglichst
parallel angeordnete Arterien/Venen-Paare in Frage, die gemeinsam ein einziges
Kotyledon versorgten und keine Aufzweigungen zu anderen Kotyledonen
besalden.

Waren dennoch winzige Gefallabgange vorhanden, wurden diese per Naht ligiert.
Hatte man ein passendes Gefaldpaar samt intaktem Kotyledon gefunden, wurden

' diese proximal der Stelle,
an der der Einschnitt far
die Kandullierung gesetzt
werden sollte, ligiert. Das
Ziel war, dass keine
Verbindung mehr zu den
Gefalasten der
Nabelschnur bestanden,

und man so das zu

perfundierende Kotyledon

W jsolierte. Als  nachster
Abbildung 4 — Maternale Seite der oberflachlich intakten

Plazenta mit Thrombenauflagerungen

Schritt folgte jeweils die
Untertunnellung der
beiden Gefalke mit einer Naht. Diese wurden so nah wie moglich am Gefal durch
die Adventitia gelegt, um damit spater die Kanule dicht zu fixieren. Dann wurde
zuerst die Arterie quer eingeschnitten und mit einer Gefalpinzette fixiert, um die
arterielle Kanule, an die eine 20 ml Spritze mit Perfusionsmedium angeschlossen
war, einzufuhren. Nachdem man dann die Fixationsnaht fest zugeknupft hatte,
spulte man probeweise unter leichtem Druck an, um zu sehen ob zum einen das
Gefald intakt, und zum anderen die Kandlllierung dicht ligiert war. Anschliel3end
wurde der gleiche Vorgang am vendsen Gefal® durchgefuhrt, und auch dieses
kurz angespult.

Dadurch wurden der vendse und der arterielle Anschluss fur den
Perfusionskreislauf hergestellt, und es konnte mit der manuellen Injektion des

Perfusionsmediums aus der an der arteriellen Seite angeschlossenen Spritze
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begonnen werden. Aus der vendsen Seite, an der ein Schlauch zu einem
Auffanggefaly fuhrte, begann es daraufhin zu tropfen. Zuerst blutig, durch das
noch in den GefaRlumina befindliche Blut, mit zunehmender Dauer immer heller
werdend, da das Blut durch das Perfusionsmedium ausgewaschen wurde. Die
Tropfen und der Auswascheffekt waren zudem Indikatoren fur ein intaktes und
korrekt perfundiertes Kotyledon. Nach Spulung mit etwa 20 ml Perfusionsmedium
wurde die Plazenta zum Einspannen in die aus Plexiglas® bestehende
Perfusionskammer vorbereitet und zurechtgeschnitten. Dazu wurde sie im
Perfusionsring fixiert. Dieser besald metallene Schrauben, welche die Plazenta im
Bereich der nicht perfundierten Gewebe perforierte, und einen zweiten obenauf
liegenden Ring, der mithilfe der zugehdérigen Schraubenmuttern fixiert wurde.
Dabei war darauf zu achten, dass das perfundierte Kotyledon selbst nicht
durchbohrt, oder durch einen zu eng anliegendem Ring gequetscht wurde. Ein
~Spacer’, der sich zwischen den beiden Ringen befand und zwei parallele Kanale
zur Fixierung der Silikonschlauche besaly, wurde zwischen den Ringen befestigt.
Dies garantierte einen Schutz vor dem Verrutschen der Schlauche und schutzte
sie zudem vor dem Abknicken. Im Anschluss wurde der Ring, indem die Plazenta
fixiert war, gedreht und auf die Perfusionskammer mit dem Warmereservat und
dem Auffangbecken geschraubt. Durch diese Konstellation lag die mutterliche
Seite nun oben, sodass diese zum einen beobachtet werden konnte, vor allem
hinsichtlich einer moglichen Flussigkeitsspiegelbildung, und zum anderen
ermoglichte es eine Perfusion der maternalen Seite, die in dem hier
beschriebenen Versuchsaufbau allerdings nicht durchgeflhrt wurde. Weiterhin
wurden die Silikonschlauche, welche mit der arteriellen und vendsen Kanule der
fetalen Seite verbunden waren, an den Perfusionskreislauf angeschlossen.
Angetrieben  wurde dieser von einer Schlauchpumpe mit einer
Flussgeschwindigkeit von 6ml/min. Zusatzlich zum Perfusionsmedium wurde eine
Begasungsmembran in den Kreislauf eingebaut, Uber die kontinuierlich reiner
Stickstoff stromte. Zeitgleich mit Starten der Schlauchpumpe wurde eine Software
gestartet, die die Perfusionsdaten aufzeichnete. Die Perfusionskammer besal}
oben ein Fenster Uber das man das perfundierte Kotyledon begutachten konnte.
Bedingt durch die Perfusion mit dem Perfusionsmedium war im Normalfall eine
Aufhellung des Kotyledons zu beobachten, ohne dass sich dabei ein

Flussigkeitsspiegel bildete. War dies der Fall, sprach das fur eine Leckage, was
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dokumentiert und gemessen wurde. Unterhalb des eingespannten Kotyledons
befand sich ein Auffangbecken, das sich bei einer Leckage ebenfalls langsam zu
fullen begann. Durch einen zentralen mittigen Abfluss wurde die abtropfende
Flissigkeit aufgefangen und  quantitativ  erfasst. Die  ringférmigen
Perfusionskammern selbst, in deren Mitte die Plazenta eingespannt war, wurde
mit 37°C warmen Wasser durchspult, welches aus beheizten Wasserbadern Uber
Schlauchverbindungen in die Kammern floss, ohne jedoch direkt mit der Plazenta
oder dem Perfusionsmedium in Kontakt zu kommen. Dadurch sollte um die

Plazenta herum eine moglichst physiologische Temperatur geschaffen werden.

37° Wasserbad

- —}

1\

\,,..-———-.._\ Rollenpumpe
\..___:::::
o fetale (E J
Arterie
fetale [',I
Vene Rh
4 esun, i
5% CO»
Perusionskammer {} Mo

mit Plazenta

== = 3Wege-Ventil zur
Probenentahme

> = Flussrichtung

Behalter mit
Perfusionsmedium

Abbildung 5 — Schematische Darstellung der Plazentaperfusion (geschlossener Kreislauf)

Der zur arteriellen Kanule fiUhrende Schlauch war mit dem Vorratsbehalter fir das
Medium verbunden, wobei die an diesem Schlauch befindliche Pumpe fur den
plazentawarts gerichteten Fluss des Perfusionsmediums sorgte. Die Begasung
fand ebenfalls auf arterieller Seite statt. Der vendse Schenkel des
Perfusionskreislaufs flhrte die aus der Plazenta kommende Flussigkeit zurlick
zum Behalter mit dem Perfusionsmedium, wo sie sich mit dem dortigen Inhalt
durchmischte und den Kreislauf abschloss. Ein im Behalter befindlicher

magnetischer Kreisel sorgte flr eine kontinuierliche Durchmischung. Weiterhin

27



wurde das Ausgangsvolumen des Perfusionsmediums notiert und in der Folge
regelmaldig anhand einer auf dem Behalter befindlichen Meliskala kontrolliert und
ebenso notiert, um eventuelle Flissigkeitsverluste zu quantifizieren.

Dieser Kreislauf wurde fur 45 Minuten, nach Start des geschlossenen Kreislaufs,
mit dem Perfusionsmedium fortgesetzt. Dabei fanden kontinuierlich
Probenentnahmen sowohl auf arterieller, als auch auf vendser Seite statt. Nach
dieser Zeit erfolgte ein Austausch der Perfusionsfliissigkeit, wobei der Kreislauf
moglichst nicht unterbrochen werden sollte. Das so nun angeschlossene Medium
beinhaltete neben dem Perfusionsmedium Alexa-markierte HDL-Molekule: das
fetale native HDL (Alexa-488-markiert) und das oxidierte HDL (Alexa-568-
markiert) jeweils in aquimolarem Stoffmengenverhaltnis. Hierbei war es jedoch
wichtig, den Raum zu verdunkeln, da der Fluoreszenzfarbstoff des Alexa-
Gemischs sehr lichtempfindlich war. Dieser Versuchsaufbau lief anschlief®end flr
weitere funf Stunden, wobei weiter regelmallige Proben genommen, sowie
Volumensverluste dokumentiert wurden. Danach wurde die
Aufzeichnungssoftware gestoppt, die Perfusion lief allerdings noch 5 Minuten mit
0,9% NaCl-Lésung weiter, und anschlieBend noch weitere 20 Minuten mit
Formaldehyd, um das perfundierte Kotyledon zu konservieren. War dies
geschehen wurde die Perfusion beendet und das perfundierte Kotyledon, welches
durch die Formaldehydbehandlung hart geworden sein sollte, entlang der beiden
kanullierten Gefalle zurechtgeschnitten, um sie molekularpathologisch auswerten

zU lassen.

2.2.1 Ein-/Ausschlusskriterien der Plazenten

Nicht alle Plazenten konnten fur die Versuche verwendet werden. Die
Einschlusskriterien waren:

- Plazenten reifgeborener Kinder (von vollendeter 37. bis 41. SSW)

- Geburtsmodus vaginal und operativ (Sectio caesarea)

- Lebendgeburten

- Fehlende Pathologien

- Morphologisch unzerstorte Plazenta mit abgeklemmter Nabelschnur

(GefaRlumen bleibt gefullt)
- Intakte Oberflache
- Regelrechte Grofle (Kind und Plazenta)
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Definierte Ausschlusskriterien waren:

- Pathologische Schwangerschaften/Plazenten: HELLP-Syndrom
(Hamolyse, erhdhte Leberwerte, Lipoproteinurie, Thrombozytopenie),
Diabetes mellitus der Mutter, Eklampsie etc.

- Frahgeburtliche Schwangerschaft, Totgeburten, pathologische
Plazentagrol3e

- Zerstorte oder geteilte Plazenta, groflachiger Gewebeschaden, vdllig
kollabierte Gefalke

2.3 Probenauswertung

Um Rdickschlisse auf die Plazentafunktion und —tatigkeit, sowie spater die
Verwertung des markierten HDL ziehen zu kénnen, wurden regelmafig geringe
Volumina des Perfusats entnommen. Dazu wurden in den Versuchsaufbau auf
vendser und auf arterieller Seite, nach Begasung, 3-Wege-Hahne eingebaut,
durch die man geringe Mengen — pro Probe etwa 1mL — entnehmen konnte. Diese
wurden dann direkt (Radiometer ABL800Basic, Willich, Deutschland) analysiert.
Infrage kamen daflir pCO,, pO., Lactat und der pH-Wert — im Zusammenhang mit
den Werten des Infusionsdrucks — nachdem diese Aufschluss Uber die
Stoffwechselaktivitat der Plazenta geben. Bereits vor Beginn des Versuchs wurde
eine Probe des Perfusionsmediums genommen und dann kurz nach Kandullierung
der Plazenta und der ersten Injektion (ca. 20 ml) des Perfusionsmediums durch
die Handspritze eine weitere aus der vendsen Kanule. Nachdem diese Probe
entnommen wurde, wird die Plazenta wie vorher beschrieben in die
Perfusionskammer eingespannt, und dann alle 15 min sowohl eine arterielle, als
auch eine venose Probe genommen. Nach Anschluss des HDL-
Perfusionsmediums wurde nach einer halben Stunde wieder arteriell/vends eine
Probe enthommen, sowie nach einer weiteren halben Stunde und im Anschluss
stundlich bis der Versuch beendet war. Die Proben aus der HDL-Perfusionsphase
wurden mit Alufolie verpackt, um sie vor Licht zu schutzen und danach sofort bei
ca. 4°C gelagert. Diese Proben wurden nach dem Versuch maoglichst direkt an das

molekularbiologische Labor zwecks Auswertung und Messung weitergereicht.
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3 Ergebnisse

3.1 Versuchsauswahl

Die in dieser Diplomarbeit vorgestellten Versuche hatten gewisse
Voraussetzungen erfillt, um einbezogen werden zu kénnen. Die Auswahlkriterien
fur die Plazenta sind unter 2.2.1 beschrieben.

Eine Voraussetzung fur den Versuch war, dass der einzelne Versuch Uber die
volle Dauer von funf Stunden in Alexa-HDL-Perfusion lief. Dies erflllten 6
Versuche, jedoch war bei einem Versuch die No-Gasflasche defekt, sodass dieser
Versuch aufgrund der fehlenden Begasung nicht berlcksichtigt wurde. Weiterhin
war es wichtigp, dass wahrend des Perfusionsexperiments keine
Flussigkeitsverluste Uber 4ml pro Stunde zu messen waren, was auf eine
Beschadigung des Kotyledons hinweist und damit als Ausschlusskriterium gilt. Vor
Einbringen des kanlllierten Kotyledons in den maschinellen Perfusionskreislauf
wurde per manueller Perfusion in den arteriellen Schenkel bereits gepruft, ob
einerseits aus dem vendsen Schenkel - in etwa der infundierten Menge
entsprechende - Flussigkeitsmengen heraustropften, und ob sich andererseits
unterhalb des Kotyledons auf miutterlicher Seite eine unerwinschte

Flussigkeitsansammlung bildete.

3.2 Auswertung

Alle Messwerte der gesammelten Proben wurden in Excel-Tabellen gesammelt
und zusammengefasst. Gegliedert wurden sie nach den zu untersuchenden
Parametern (CO,, O, Lactat, pH, Alexa-HDL-Fluoreszenz) und dazu diskriminiert
nach arterieller und vendser Probe. Zusatzlich wurden noch die
Standardabweichungen und die Mittelwerte errechnet. Nach Umrechnungen auf
vergleichbare literaturbekannte Einheiten (z.B. mbar - mmHg), wurden die
folgenden Graphen erstellt.

Die unterschiedlichen Messwerte der Proben wurden im Verlauf Uber die
Perfusionszeit und den Perfusionsdruck in Zusammenhang gestellt, um Aussagen
uber den Einfluss der Substanzen auf die Perfusionsparameter treffen zu kénnen.
Speziell der Vergleich von oxidiertem und nativem HDL war flr diese Arbeit von
Interesse. Daher wurde aus den Fluoreszenzwerten der Proben fir das oxidierte

und native HDL die Konzentration zu den Probenzeitpunkten errechnet und dann
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eine relative Clearance (= Aufnahme der Lipoproteine in die Plazenta) der beiden
HDL-Formen zueinander Uber die Zeit grafisch dargestellt. Das native HDL galt

dabei, entsprechend der Hypothese, als Bezugspunkt.

3.2.1 Perfusionsdruck — Uberblick

In allen Versuchen (Grafik 1-5) war der Perfusionsdruck zu Beginn der
Konditionierungsphase am hochsten und fiel dann kontinuierlich Uber die
Perfusionszeit ab. In Versuch 5 startete der Druck sogar bei ca. 150 mbar, in
Versuch 4 bei 130 mbar. In Versuch 1 war der Startdruck 70mbar, in Versuch 2
90mbar und in Versuch 3 80 mbar. Vor allem wahrend der Konditionierungsphase
in den ersten 45-50 Minuten war ein linearer Abfall (bei Versuchen 1 und 2) zu
beobachten. In Versuch 1 konnte ein Druckabfall um fast 40 mbar (70 - 30 mbar),
in Versuch 2 um 50 mbar (90 - 40 mbar) gemessen werden. Versuch 5 hielt fur
etwa die ersten 20 Minuten den Druck von 150 mbar, fiel danach jedoch ebenfalls
bis zum Ende der Konditionierungsphase linear auf 120 mbar ab. Die
Probenentnahmen in der Konditionierungsphase fuhrten in allen Versuchen zu
einem kurzzeitigen Druckabfall (durch Offnen des Drei-Wege-Ventils fiir wenige
Sekunden), ohne aber erkennbaren Einfluss auf die Druckverlaufskurve zu haben.
Bedingt durch die Versuchskonfiguration fiuhrten der Wechsel des
Perfusionsmediums mit Alexa-HDL-Zusatz zum Abfallen des Druckes in allen funf
Versuchen, denn der Kreislauf wurde dadurch unterbrochen, bis der Behalter
gewechselt und die Schlauche neu angeschlossen wurden.

In der Alexa-HDL-Perfusionsphase blieb Versuch 1 (Grafik 1) in den ersten 2
Stunden auf einem sehr niedrigen Druckniveau unter 5 mbar. Erst nach Entnahme
der 2-Stunden-Probe kam es in Versuch 1 zum Druckanstieg. Direkt nach
Probenentnahme erreichte der Perfusionsdruck bis zu 20 mbar und blieb bis zur 3-
Stunden-Probe relativ konstant bei 20 mbar (+/- 3 mbar). Nach der dritten Stunde
HDL-Perfusion fiel hier der Druck innerhalb einer halben Stunde wieder auf Werte
unter 5 mbar, nach kurzem Offnen des Kreislaufs (wegen Bildung einer Luftblase)
stieg der Druck wieder auf etwa 15 mbar an. Nach der 4-Stunden-Probe blieb der
Druck bis zum Ende der funfstiindigen Alexa-Perfusionsphase zwischen 10 und
15 mbar.

Bei Versuch 2 (Grafik 2) konnte keine dauerhafte Druckabsenkung beobachtet

werden; wahrend der Perfusionszeit wurde ein Druck zwischen 20-50 mbar
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gemessen. Nach Beginn der Alexa-HDL-Perfusion stieg der Druck von 0 mbar bis
zur 30. Minute auf 50 mbar an und fiel danach wieder etwas ab, sodass er nach
einer Stunde etwa 35 mbar erreichte. Am Ende der zweiten Stunde waren noch 20
mbar, kurz nach der 3-Stunden-Probe 30 mbar zu messen. Nach 4 Stunden fiel
der Druck linear bis auf 8 mbar ab und stieg nach der Probenentnahme, ahnlich
der 3-Stunden-Probenentnahme auf 30 mbar an. Nach 5 Stunden HDL-Perfusion
hatte der Perfusionsdruck noch Werte um die 15 mbar.

Beim dritten Versuch (Grafik 3) war der Perfusionsdruck wahrend der Perfusion
mit Alexa-HDL niedrig und blieb stetig unter 5 mbar. Lediglich nach den
Probenentnahmen stieg der Druck an (auf 20 mbar +/- 2 mbar) und fiel dann,
unterschiedlich schnell, wieder linear ab. Nach der 30-Minuten-Probe war der
grolite Druckabfall zu verzeichnen (nach bereits 10 Minuten <5 mbar). Die
Zeitspanne vom Beginn des Druckanstiegs bis zum Wiederreichen des niedrigen
Drucks von <5 mbar wurde bis zur 4-Stunden-Probe (ca. 50 Minuten) zunehmend
langer. Nach 5 Stunden Perfusion lag der Perfusionsdruck weiterhin bei <5 mbar,
was darauf hinweist, dass das Gefaldsystem keinen Druck gegen die Pumpe
aufbaute und daher von einem undichten System oder einer totalen
Gefalrelaxation ausgegangen werden kann.

Auch bei den Versuchen 4 und 5 (Grafik 4, 5) konnte ein ahnlicher pulsierender
Druckverlauf — mit einem Druckanstieg nach dem Zeitpunkt einer
Probenentnahme — Uber die Perfusionszeit beobachtet und gemessen werden
was die Erklarung stutzt, dass das Gefalisystem total relaxiert und sich damit im
Gefallsystem kein Gegendruck aufbauen kann. Der auch noch zu beobachtende
Druckaufbau nach ca. 4h Perfusion, also langer Zeit, bei Versuch 5 (von 20 bis

ca. 40 mbar) ist mit diesen Daten nicht erklarbar.
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3.2.2 Verlauf des Sauerstoffpartialdrucks wahrend der Perfusion

Der geloste Blutsauerstoff (pO;), zusammen mit den pCO,; Werten im Blutstrom
(Perfusionsmedium), dienen als wichtige Messgrof3en, um Uber die Vitalitat, also
den Energieumsatz eines Gewebes, Auskunft zu erhalten. Sauerstoff ist zu einem
geringen Teil auch im Blutserum bzw. im Perfusionsmedium gelost. Dieser geloste
Sauerstoff Ubt einen gewissen Druck aus, der messbar ist. Die ermittelte GroRRe
nennt man Blutsauerstoffwert. Der Blutsauerstoffwert stellt somit neben dem
Hamoglobin und dessen Sauerstoffsattigung einen weiteren wichtigen Parameter
zur Beurteilung des Sauerstoffgehalts im Blut dar. In diesem Versuchsaufbau,
nachdem nur die fetale Seite perfundiert und mit N, begast und damit die
matterliche Seite nicht eingebunden wurde, die als O,-Quelle dient, sind Aussagen
Uber die Aktivitat des perfundierten Plazentagewebes nur bedingt mdglich.

Dies wird auch einer der Griunde gewesen sein, weshalb sich in allen Versuchen
(Grafik 6-10) die arteriellen und vendsen pO2-Werte nach einer Weile angeglichen
hatten (0 — <10 mmHg pO,-Differenz: Versuche 1, 2, 4 nach ca. 30 Minuten HDL-
Perfusion; Versuch 3 bereits 15 Minuten nach Beginn des Versuchs; Versuch 5
nach 45 Minuten der Konditionierungsphase), was demnach als Zeichen des
geringen Sauerstoffumsatzes im fetalen Gewebe gewertet werden konnte. Die
Angleichung der arteriovendsen Partialdricke blieb bis zum Ende des jeweiligen
Versuchs bestehen.

Zuvor konnte jedoch in allen Versuchen zu Beginn der Konditionierungsphase ein
recht deutlicher Unterschied zwischen arteriellem und venésem pO, gemessen
werden (zwischen maximal 140 mmHg arterio-vendse pO,-Differenz in Versuch 1
und mindestens 30 mmHg in Versuch 5).

Eine weitere Gemeinsamkeit war ein hoher Sauerstoffpartialdruck in der ersten
Probe (t=0) nach Umstieg auf die HDL-Perfusion, lediglich in Versuch 3 war —
auch kein kurzzeitiger — messbarer Einfluss durch den Wechsel des Mediums zu
erkennen. Eine Erklarung fir die hohen Werte zu diesem Zeitpunkt kdnnte der
hohere Gehalt an physikalisch geléstem Sauerstoff im frischen HDL-
Perfusionsmedium gewesen sein, verglichen zum Konditionierungsmedium,

dessen Sauerstoff schon zum Teil durch die Plazenta verstoffwechselt wurde.
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In den Versuchen 1, 2, 4 und 5 korrelierte der Verlauf des Perfusionsdruckes mit
dem allgemeinen Druckniveau der arteriovendsen Sauerstoffmittelwerte.

Besonders deutlich war dies in den Versuchen 1 und 5 zu erkennen (Grafik 6, 10).

Versuch 1: Verlauf der fetalen pO,-Werte im Vergleich zum
Perfusionsdruck
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Grafik 6 — Versuch 1: pO,-Verlauf in HDL-Abhdngigkeit und im Vergleich zum
Perfusionsdruck; -55 — 0 min: Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-
Perfusionsphase
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Versuch 2: Verlauf der fetalen pO,-Werte im Vergleich zum
Perfusionsdruck
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Grafik 7 — Versuch 2: pO,-Verlauf in HDL-Abhdngigkeit und im Vergleich zum
Perfusionsdruck; -55 — 0 min: Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-

Perfusionsphase

Versuch 3: Verlauf der fetalen pO,-Werte im Vergleich zum
Perfusionsdruck
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Grafik 8 — Versuch 3: pO,-Verlauf in HDL-Abhidngigkeit und im Vergleich zum
Perfusionsdruck; -45 — 0 min: Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-
Perfusionsphase
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Versuch 4: Verlauf der fetalen pO,-Werte im Vergleich zum
Perfusionsdruck
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Grafik 9 - Versuch 4: pO,-Verlauf in HDL-Abhdngigkeit und im Vergleich zum
Perfusionsdruck; -55 — 0 min: Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-

Perfusionsphase

Versuch 5: Verlauf der fetalen pO,-Werte im Vergleich zum
Perfusionsdruck
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Grafik 10 — Versuch 5: pO,-Verlauf in HDL-Abhdngigkeit und im Vergleich zum
Perfusionsdruck; -55 — 0 min: Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-
Perfusionsphase

41



3.2.3 Verlauf des Kohlendioxidpartialdruckes wahrend der

Perfusion

CO,, als Marker fur den Verbrauch von O, im Gewebe, diente als weiterer
Vitalitdtsparameter flr die Plazenta. In den Versuchen (Grafik 11-15) war meist
der venose Wert fur pCO, hdher als der arterielle, was auf eine kontinuierliche
Synthese in der Zelle (Zellatmung: Glukose + Sauerstoff > Wasser +
Kohlenstoffdioxid) und anschlieRender Diffusion ins fetale Gefalinetz hinweist.

In den CO,-Partialdruckkurven zeigte sich in allen Versuchen eine &ahnliche
Verlaufskurve. Versuch 5 ausgenommen (gleicher pCO, arteriell/vends), lag zu
Beginn eine relativ grole Differenz zwischen arteriellem und venosem CO»-
Partialdruck vor. Diese Partialdruckdifferenz war maximal zwischen 35 mmHg
(vends 110 mmHg / arteriell 75 mmHg) in Versuch 4 und mindestens 20 mmHg
(ven. 55 mmHg / art. 35 mmHg) in Versuch 2.

In den ersten 3 Versuchen (Grafik 11-13) glichen sich die arteriovendsen pCO,-
Werte dann allerdings bis spatestens nach einer halben Stunde, noch in der
Konditionierungsphase, beinahe an. Der vendse Wert lag dann bis zum Ende des
kompletten Perfusionsversuches lediglich zwischen 1 und 3 mmHg hdéher als der
arterielle.

Die Versuche 4 und 5 (Grafik 14-15) zeigten Uber den gesamten Verlauf
kontinuierlich hdhere pO»-Druckdifferenzen. Im 4. Versuch lag zwischen dem
héheren vendsen und dem arteriellem pCO, durchgehend eine Druckdifferenz von
ca. 4-6 mmHg vor. Bis auf die erste Probe und die letzten beiden Proben nach 4
und 5 Stunden (annahernd gleicher pCO,) fand sich im 5. Versuch zwischen 3-4
mmHg hdhere Werte flir den venésen CO,-Partialdruck.

Was alle Versuche gemeinsam hatten, war die Konstanz im pCO,-Druckniveau
uber den jeweiligen kompletten Versuch. Werder der Perfusionsdruck, noch der
Wechsel des Perfusionsmediums zum HDL-Medium, schien einen Einfluss auf die
CO,-Partialdruckwerte zu haben. Der mittlere Partialdruck (aus arteriellem und
vendésem pCO,) blieb fur jeden Versuch, den Versuchsstart ausgenommen, auf
fast dem gleichen Druckniveau. Versuch 1 lag bei 25-30 mmHg, Versuch 2 bei 22-
23 mmHg, Versuch 3 zwischen 20-28 mmHg, Versuch 4 bei 22-24 mmHg und
letztlich Versuch 5 zwischen 30 und 40 mmHg.

Der Grund fir den anfangs hohen CO,-Wert lag darin begriindet, dass noch viel

Blut aus der fetalen Zirkulation zum Zeitpunkt der Geburt in den Gefalden stand,
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welches viel Zeit hatte sich mit dem CO, aus dem anaerob gewordenen
Plazentagewebe (Ischamie der nicht mehr perfundierten Plazenta) anzufullen. Der
Anaerobe Zustand der Plazenta zeigte sich auch im anfanglich erhéhten Lactat-

und sauren pH-Wert.

Versuch 1: Verlauf der fetalen pCO,-Werte im Vergleich zum
Perfusionsdruck
90
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Grafik 11 - Versuch 1: pCO,-Verlauf in HDL-Abhédngigkeit und im Vergleich zum
Perfusionsdruck; -55 — 0 min: Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-

Perfusionsphase
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Versuch 2: Verlauf der fetalen pCO,-Werte im Vergleich zum
Perfusionsdruck
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Grafik 12 — Versuch 2: pCO,-Verlauf in HDL-Abhédngigkeit und im Vergleich zum
Perfusionsdruck; -55 — 0 min: Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-

Perfusionsphase

Versuch 3: Verlauf der fetalen pCO,-Werte im Vergleich zum
Perfusionsdruck
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Grafik 13 - Versuch 3: pCO,-Verlauf in HDL-Abhédngigkeit und im Vergleich zum
Perfusionsdruck; -45 — 0 min: Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-
Perfusionsphase
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Versuch 4: Verlauf der fetalen pCO,-Werte im Vergleich zum
Perfusionsdruck
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Grafik 14 - Versuch 4: pCO,-Verlauf in HDL-Abhédngigkeit und im Vergleich zum
Perfusionsdruck; -55 — 0 min: Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-

Perfusionsphase

Versuch 5: Verlauf der fetalen pCO,-Werte im Vergleich zum
Perfusionsdruck
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Grafik 15 — Versuch 5: pCO,-Verlauf in HDL-Abhdngigkeit und im Vergleich zum
Perfusionsdruck; -55 — 0 min: Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-
Perfusionsphase
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3.2.4 Verlauf des pH-Werts wahrend der Perfusion

Aufgrund des beschriebenen anaeroben Zustands der Plazenta zu
Versuchsbeginn, war der vendse pH-Wert in allen Versuchen (Grafik 16-20) zu
Beginn im sauren Bereich (zwischen pH 7 in Versuch 4 und 7,25 in Versuch 2).
Der erste Wert fur den arteriellen pH gab die Wasserstoffionenaktivitat des
Perfusionsmediums vor Versuchsstart wieder. Dieser wies, trotz voriger pH-
Eichung des Mediums (auf dem Blut-Saure-Base-Haushalt entsprechende pH
7,4), sehr schwankende Werte auf, lediglich im dritten Versuch lag der pH-Wert
bei 7,4. Im ersten Versuch lag der pH des Perfusionsmediums sogar bei
basischen 7,6, im zweiten bei 7,5. Versuch 4 (pH 7,2) und 5 (pH 7,2) lagen unter
dem erwunschten pH-Wert von 7,4. Da generell der pH-Wert auch vom CO»-, wie
auch vom Lactat-Gehalt des Blutes abhangt, war der vendse pH-Wert
erwartungsgemal niedriger als der arterielle.

Lediglich Versuch 2 (Grafik 17) zeigte abwechselnd hohere Werte fur den vendsen
und arteriellen pH, wobei hier lediglich pH-Unterschiede von unter 0,04 vorlagen.
Dabei blieb der mittlere pH-Wert bis zum Perfusionsende bei Werten um 7,6 (+/-
0,05).

Im ersten Versuch (Grafik 16) blieb der mittlere pH-Wert durchgehend bei um die
7,5, wobei der vendse meist um ApH 0,02 — 0,03 niedriger war als der arterielle.
Auch im dritten Versuch (Grafik 18) war uber die Dauer der Perfusion keine allzu
grolRe Anderung des pH-Werts zu beobachten. Er pendelte sich in der
Konditionierungsphase bei pH 7,55 ein. Nach einer Stunde HDL-Perfusion war ein
Anstieg auf einen mittleren Wert von 7,61 zu erkennen, der bis zum Rest der
Perfusion konstant blieb. In dieser Phase blieb auch der Abstand zwischen dem
niedrigeren vendsen und arteriellen pH Wert mit 0,08 stabil.

Versuch 4 (Grafik 19) war der einzige Versuch bei dem ein absteigendes pH-Profil
sichtbar wurde. Vendser und arterieller pH behalten dabei ihren Abstand
zueinander bei (in der Konditionierungsphase etwa ApH 0,1; in der HDL-Phase
etwa ApH 0,05). Der mittlere pH aus arteriellem und venésem pH-Wert sinkt von
anfangs 7,5 auf 7,23 zum Ende des Versuchs ab.

Im Gegensatz dazu zeigt Versuch 5 (Grafik 20) eine ansteigende pH-Wert-Kurve.
Auch hier liegt der vendse pH durchgehend niedriger als arteriell (um ApH 0,02 bis
maximal 0,09). Nach 15 min Konditionierungsphase war der mittlere pH noch bei
7,35, stieg dann aber bis zum Ende der HDL-Phase auf pH7,47 an.
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Versuch 1: Verlauf der fetalen pH-Werte
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Grafik 16 — Versuch 1: pH-Verlauf iliber die Zeit und in HDL-Abhangigkeit; -55 — 0 min:
Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-Perfusionsphase

Versuch 2: Verlauf der fetalen pH-Werte
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Grafik 17 — Versuch 2: pH-Verlauf lber die Zeit und in HDL-Abhéngigkeit; -55 — 0 min:
Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-Perfusionsphase
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Versuch 3: Verlauf der fetalen pH-Werte
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Grafik 18 — Versuch 3: pH-Verlauf iiber die Zeit und in HDL-Abhangigkeit; -55 — 0 min:

Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-Perfusionsphase

Versuch 4: Verlauf der fetalen pH-Werte
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Grafik 19 — Versuch 4: pH-Verlauf lber die Zeit und in HDL-Abhéngigkeit; -55 — 0 min:

Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-Perfusionsphase
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Versuch §: Verlauf der fetalen pH-Werte
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Grafik 20 — Versuch 5: pH-Verlauf iiber die Zeit und in HDL-Abhangigkeit; -55 — 0 min:
Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-Perfusionsphase

3.2.5 Verlauf des Lactat-Wertes wahrend der Perfusion

Das Lactat ist ebenfalls ein Marker fiur die Vitalitat eines Gewebes. Entsteht eine
Ischamie, bzw. eine anaerobe Situation in der Plazenta fallt vermehrt Lactat an. In
den Versuchen wurde die mautterliche Seite nicht perfundiert, wodurch der
Sauerstoff flr einen aeroben Stoffwechsel in den Plazentazellen fehlte. Dadurch
war zu erwarten, dass der Lactat-Wert Uber die Dauer der Perfusion ansteigen
wurde. Dies traf auch tatsachlich ein. Bis auf Versuch 3 stieg in allen Versuchen
(Grafik 21-25) — etwa ab dem Zeitpunkt des Beginns der HDL-Perfusion — der
Lactat Wert linear an. Dabei lag der vendse Wert immer leicht Uber dem
arteriellen, was ebenfalls zu erwarten war.

Vor diesem Anstieg, also in der Konditionierungsphase, blieb das Lactat auf recht
stabilem Niveau, nachdem es sich von der anfanglichen ischamischen Phase
erholt hatte (erkennbar an den absinkenden Werten des vendsen Lactat, nach
Start des Versuchs).

Es stellte sich nun die Frage ob der Anstieg des Lactats durch die Anderung des
mit dem nativen und oxidierten HDL beladenen Perfusionsmediums bedingt war,
oder ob einfach genau zu dieser Zeit die anaerobe Schwelle, aufgrund der
fehlenden mutterlichen Sauerstoffversorgung, erreicht war.

Zu Versuch 3 (Grafik 23): Die Lactat-Werte dieses Versuches fielen vollig aus der

Reihe, was durch einen Fehler im Messgerat bedingt war und nicht mehr
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rechtzeitig behoben werden konnte. Daher wurden sie auch nicht in der
Interpretation und Auswertung berucksichtigt.

Versuch 1: Verlauf der fetalen Lactat-Werte
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Grafik 21 — Versuch 1: Lactat-Verlauf liber die Zeit und in HDL-Abhéangigkeit; -55 — 0 min:
Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-Perfusionsphase

Versuch 2: Verlauf der fetalen Lactat-Werte
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Grafik 22 — Versuch 2: Lactat-Verlauf liber die Zeit und in HDL-Abhédngigkeit; -55 — 0 min:
Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-Perfusionsphase
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Versuch 3: Verlauf der fetalen Lactat-Werte
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Grafik 23 — Versuch 3: Lactat-Verlauf liber die Zeit und in HDL-Abhéangigkeit; -55 — 0 min:
Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-Perfusionsphase

Versuch 4: Verlauf der fetalen Lactat-Werte
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Grafik 24 — Versuch 4: Lactat-Verlauf liber die Zeit und in HDL-Abhédngigkeit; -55 — 0 min:
Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-Perfusionsphase
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Versuch 5: Verlauf der fetalen Lactat-Werte

5 f

4 .
-\ )/ == Lactat arteriell

3 \ /l/

2

\-ﬂ_./.\././ i lactatvenos

1 /‘v

O _

-55 40 -25 -10 0 30 60 1200 180 240 300

Lactat-Konzentration [mmol/l]

Perfusionszeit [Minuten]

Grafik 25 — Versuch 5: Lactat-Verlauf liber die Zeit und in HDL-Abhédngigkeit; -55 — 0 min:
Konditionierungsphase ohne HDL; 0 — 300 min: HDL-Perfusionsphase

3.2.6 Vergleich der Clearance des arteriellen und vendsen
oxidierten HDL

In den ersten beiden Versuchen wurde nur mit oxidiertem HDL perfundiert. Daher
wurde der Verlauf der Clearance arteriell und vends getrennt dargestellt. Die
Konzentration (bzw. die Fluoreszenz-Intensitat) des HDL vor Beginn der Perfusion
wird zum Zeitpunkt t=0 angezeigt.
Leider fehlten in Versuch 1 (Grafik 26) die arteriellen Werte der Proben nach 30
Minuten, einer und zwei Stunden. Trotzdem liel3 sich erkennen, dass das oxidierte
HDL bis zur ersten vendsen Probe nach 30 Minuten zu fast 10 % (von 100% auf
unter 91%) von der Plazenta aufgenommen wurde. Im weiteren Verlauf stieg das
oxidierte HDL im fetalen Kreislauf leicht wieder an, nach 5 Stunden Perfusion
wurden 95% der ox-HDL-Ausgangskonzentration in der fetalen Zirkulation
gemessen. Die gemessenen ox-HDL Konzentrationen in der Arterie waren zu
jedem Zeitpunkt niedriger als in der Vene (89% vs. 93% nach 3 Stunden, 89% vs.
92% nach 4 Stunden).
Versuch 2 (Grafik 27) fiel deutlich aus der Reihe, was vor allem daran lag, dass
arterielle und vendse Werte nach Ende der Perfusion héher waren, als zu Beginn.
Da dies unmdglich ist und die Messungen dartber hinaus grof3e Streuungen
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aufweisen, lag am ehesten ein Messfehler vor, der eine Auswertung nicht moglich

machte.
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Grafik 26 — Versuch 1: Vergleich der arteriellen und vendsen Clearance des oxidierten HDL
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Grafik 27 — Versuch 2: Vergleich der arteriellen und venésen Clearance des oxidierten HDL

3.2.7 Vergleich der Clearance von nativem und oxidiertem HDL

In dieser Auswertungsreihe wurde verglichen wie sich die Konzentration (das heif3t

die Fluoreszenzintensitaten) des oxidierten und des nativen HDL ausgehend vom

Anfangswert Uber die Zeit verandert. Da nur in den Versuchen 3-5 mit fetalem und
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oxidiertem HDL (aquimolare Mengen) perfundiert wurde, konnten auch nur diese
drei Versuche (Grafik 28-33) dargestellt werden.

Der erste Wert in den Versuchen war die Fluoreszenz-Intensitat des HDL vor
Perfusionsbeginn. Da dies der Bezugspunkt fir die anderen Messungen der
Clearance war, lag er bei 100%. Erwartungsgemal zeigten die Kurven fur die
arterielle und vendse Auswertung der Clearance fast gleiche Verlaufe.
Ausnahmen waren jedoch vorhanden, meist aber nur innerhalb einer einzelnen
Probe. So lag in Versuch 3 bei der 60-Minuten-Probe der ventdse Wert des nativen
HDL, anders als in der arteriellen Probe, unter dem Wert fur das oxidierte HDL.
Hier lag am wahrscheinlichsten eine Messungenauigkeit vor, denn bereits in der
nachsten Probe nach 2 Stunden, sowie in der Probe zuvor, entsprach die vendse
Kurve wieder der arteriellen, mit ca. 4-5% hoherer Clearance flr das oxidierte
HDL.

In Versuch 5 erkannte man auch eine einzelne Diskrepanz zwischen venodser und
arterieller Clearance-Kurve. Diese lag beim nativen HDL-Wert fir 240 Minuten,
denn der arterielle Wert war um etwa 8% hdher als der vendse. Da hier aber fur
beide Werte eine recht hohe Standardabweichung (7%) vorlag, war ebenso eine
Messungenauigkeit die wahrscheinlichste Ursache.

Was in allen Versuchen auffiel, war der deutlich zu erkennende Abfall der
Fluoreszenz-Intensitat des HDL innerhalb der ersten 30 Minuten. Das heil3t der
grofdte Anteil der Clearance, ob oxidiert oder nativ, fand zwischen dem Beginn der
HDL-Perfusion und der Probe nach 30 Minuten statt, indem das oxidierte und
native HDL von der Plazenta aufgenommen wurde. Ebenfalls fand direkt danach
bis zur 1-Stunden-Probe wieder ein Anstieg der Konzentration statt.

In Versuch 3 (Grafik 28-29) sank das arterielle native HDL in den ersten 30
Minuten um 8% (92%), das arterielle oxidierte um 11% (89%). Anschlief3end fand
keine so starke Abnahme mehr statt, jedoch war ein weiterer leichter Abwartstrend
der Werte zu erkennen. SchlieRBlich waren zum Schluss noch 89% der
Anfangsintensitat des nativen HDL vorhanden, also nur 3% weniger als nach 30
Minuten HDL-Perfusion. Vom oxidierten HDL wurden nach den 5 Stunden noch
85% der Intensitat vor Perfusionsbeginn gemessen, 4% weniger als nach 30
Minuten. Vends sahen die Werte, die Probe nach 60 Minuten ausgenommen,
ahnlich aus. Sie lagen lediglich ein wenig unter den arteriellen Werten. Am
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Schluss waren so fur das native HDL noch 86%, fur das oxidierte 83% messbar,
jeweils 2% weniger als das arterielle Pendant.

Versuch 4 (Grafik 30-31) zeigte zu Beginn einen noch starkeren Abfall flr beide
HDL-Varianten (nach 30 Minuten arteriell: natives HDL 70%, oxidiertes 82%;
venos: natives HDL 76%, oxidiertes 83%), gefolgt von einem leichten Anstieg
nach weiteren 30 Minuten (arteriell: natives HDL 75%, oxidiertes 83%; venos:
natives HDL 81%, oxidiertes 85%). Anders als im dritten Versuch war hier also der
native HDL-Anteil vom Ausgangswert wahrend der ersten zwei Stunden unter dem
oxidierten. Auch der weitere Verlauf der Clearancekurve unterschied sich vom
dritten Versuch. Denn das oxidierte und das native HDL nahmen hier einen
unterschiedlichen Verlauf. Wahrend das oxidierte HDL im Verlauf bis zum Ende
der Perfusion eine Abnahme erfuhr (auf 79% der Ausgangsintensitat arteriell und
venos), wurde das native HDL offenbar aus dem Plazentagewebe wieder in den
fetalen Kreislauf zuricktransportiert, denn es stieg arteriell wieder um 13% bis auf
83% an (vends: von 76% auf 80%).

Versuch 5 (Grafik 32-33) zeigte ebenfalls einen recht steilen Abfall der HDL-Werte
im fetalen Kreislauf innerhalb der ersten 30 Minuten (arteriell: natives HDL 81%,
oxidiertes 77%; vends: natives HDL 85%, oxidiertes 83%). Direkt danach folgte bis
zur 2-Stunden-Probe ein Anstieg (arteriell: natives HDL 95%, oxidiertes 88%;
venos: natives HDL 95%, oxidiertes 86%) In diesem Versuch waren jedoch wieder
die Abstande der Clearance-Werte zwischen nativem und oxidiertem HDL recht
stabil (zwischen 3-8%), wobei der Anteil des nativen HDL vom Ausgangswert
héher blieb als der des oxidierten HDL. Leider war in Versuch 5 die Streuung der
Fluoreszenz-Messwerte recht hoch, sodass sich eine recht grolke
Standardabweichung um die Mittelwerte ergab. Diese Messungenauigkeiten
erklarten auch den recht ungleichmaRigen Verlauf des Graphen mit mehreren An-
und Abstiegen der Clearance. Zum Ende der Perfusion sind noch 91% der nativen
HDL-Anfangskonzentration (arteriell und vends) im fetalen Kreislauf zu finden und

84% der oxidierten (arteriell und vends).
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Grafik 28 — Versuch 3: Arterielle Clearance des nativen und oxidierten

HDL.
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Grafik 29 — Versuch 3: Venose Clearance des nativen und oxidierten HDL.
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Versuch 4: arterielle Clearance des nat./ox. HDL
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Grafik 30 — Versuch 4: Arterielle Clearance des nativen und oxidierten HDL.
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Grafik 31 — Versuch 4: Venose Clearance des nativen und oxidierten HDL.
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Versuch 5: arterielle Clearance des nat./ox. HDL
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Grafik 32 — Versuch 5: Arterielle Clearance des nativen und oxidierten HDL.

Versuch 5; vendsee Clearance des nat./ox. HDL
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Grafik 33 — Versuch 5: Venoses Clearance des nativen und oxidierten HDL.
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3.2.8 Vergleich der absoluten Fluoreszenzkonzentrationen von

nativem und oxidiertem HDL

Die Interpretation der Grafik 34 war im Zusammenhang mit dem relativen
Verhaltnis der beiden HDL-Formen zueinander in 3.2.7 zu interpretieren. Sie
lieferte jedoch einen Uberblick (iber die absoluten Konzentrationsveranderungen
wahrend der Perfusionszeit. Gemessen wurde zu diesem Zweck die Intensitat des
an das HDL gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes, welcher damit ein indirektes
Maf fur die HDL-Konzentration darstellte.

Die ven6sen HDL-Messungen zum Zeitpunkt O wurden nicht bertcksichtigt, da wie
bereits weiter oben beschrieben, die Perfusionszeit mit dem HDL-Medium zu
diesem Zeitpunkt zu kurz fur eine aussagekraftige Interpretation war.

Aus den arteriellen Messungen direkt nach Zugabe des HDL's (t=0) ist ein
sichtbares Absinken der Fluoreszenzintensitat innerhalb von 30 Minuten
erkennbar. Danach fielen die nat./ox.-HDL-Konzentrationsanderungen wesentlich
geringer aus. Die Messungen nach 30 Minuten ergaben im Verlauf einen Anstieg
des nat.-HDL in der fetalen Zirkulation, wahrend das oxidierte HDL absteigende
Messwerte (in Versuch 4 und 5 mit zwischenzeitlich kurzem Anstieg nach den
ersten 30 Minuten) aufweisen konnte. Daher kann von einer erhdhten Aufnahme

des ox.-HDL uber die Plazenta ausgegangen werden.
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4 Diskussion

Die Annahme, dass es eine veranderte Interaktion am feto-plazentaren Endothel
durch das modifizierte oxidierte HDL — verglichen zu nativem HDL — gibt, hat sich
nach der Auswertung der Versuchsergebnisse bestatigt. Weiterhin wurde
angenommen, dass eine veranderte Bindung des oxidierten HDL am fetalen-
plazentaren Endothel zu einem Konzentrationsabfall in der fetalen Zirkulation
(erhohte Clearance) fuhren konnte. Auch diese Hypothese lieR sich durch die
vorliegenden Daten bestatigen.

Die Gemeinsamkeiten, die alle HDL-Versuche — auch die ohne Perfusion nativen
HDL's (Versuche 1 und 2) - vereinten, waren die grolien
Konzentrationsveranderungen in der fetalen Zirkulation innerhalb der ersten 30
Minuten. Der Grofteil der oxidierten oder nativen HDL-Aufnahme, was einer
Clearance Uber das feto-plazentare Endothel entspricht, konnte in der ersten
halben Stunde gemessen werden. Danach kam es zwar durchaus noch zu
Veranderungen der HDL-Konzentration, jedoch nicht mehr in solchem Ausmal.
Worlber sich — aufgrund der groRen Zeitabstadnde zwischen den Proben — leider
keine Aussage treffen lie, war, in welcher Zeit genau das meiste HDL
aufgenommen wurde. Mdglicherweise gab die Plazenta bereits zum Zeitpunkt der
30-Minuten-Probe wieder mehr HDL an den fetalen Kreislauf ab, als sie aufnahm.
Es war generell zu beobachten, dass nach einer Stunde das HDL in der
Zirkulation vorlaufig wieder anstieg, zum Teil sogar bis zu 2 Stunden nach
Perfusionsbeginn, ohne aber den Ausgangswert der HDL-Konzentration zu
erreichen. Vermutlich fand durch den anfanglich massiven HDL-Fluss ins Gewebe
eine Ubersattigung statt, die dann durch eine Wiederabgabe des HDL's in den
Kreislauf kompensiert wurde. Diese ersten ein bis zwei Stunden kdnnten in
weiteren Versuchen naher untersucht werden, um die in dieser Zeit starksten
HDL-Fluktuationen genauer zu betrachten. Kleinere Zeitabstande zwischen den
einzelnen Proben, waren hier noétig, wobei durch die Probenentnahme, aufgrund
des Versuchsaufbaus, der Kreislauf gedffnet werden muss, was zu einem
temporaren Druckabfall flhrt, der moglicherweise der Vitalitdt der Plazenta
schadet. Daher sollte ein sinnvolles Zeitintervall gewahlt werden.
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Die Veranderungen des HDL nach den ersten 30-60 Minuten waren dann in den
einzelnen Versuchen recht unterschiedlich und kein deutliches gemeinsames
Muster zu erkennen. Es fiel auch auf, dass doch ein gewisser Unterschied
zwischen den beiden perfundierten HDL Formen bestand. Das oxidierte HDL
schien dabei verstarkt von der Plazenta aufgenommen worden zu sein. Zwar war
dies im vierten Versuch anfangs umgekehrt, jedoch fand dafir in diesem Versuch
im weiteren Verlauf eine Angleichung der Clearance statt, bis am Schluss des
Versuchs die prozentuale Konzentration des oxidierten HDL in der Zirkulation
wieder unter der des nativen HDL lag.

Das native HDL blieb nach den Schwankungen der ersten 60 Minuten dann recht
stabil, schien also von der Plazenta nicht verstarkt aufgenommen, oder wieder
abgegeben worden zu sein. Eventuell hielten sich die Aufnahme des nativen HDL
und die Sekretion in die fetale Zirkulation die Waage. Da die Plazenta ja auch die
Aufgabe hat, fur eine exogene Cholesterin- — und damit verbunden — HDL-Quelle
zu sorgen, ware dies durchaus denkbar und eine konstante Regulierung des
normal funktionierenden, nativen HDL sinnvoll. Die verstarkte Clearance des
oxidierten HDL, die sich in den Versuchen darstellte, war moglicherweise auf die
Funktionseinschrankung durch die oxidative Modifizierung zurickzufuhren. Da
oxidiertes HDL weniger in der Lage ist, die ABCA1-vermittelte
Cholesterinaufnahme zu triggern [25,26], war eventuell auch die Lebensdauer des
verwendeten oxidierten HDL verkurzt. Dies wiarde fur den sich entwickelnden
Fetus von Muttern mit Erkrankungen, die eine oxidative Veranderung des HDL
bedingen (Diabetes, HELLP-Syndrom, Praeklampsie, etc.) eine mdgliche
Unterversorgung mit exogenem Cholesterin bedeuten. Dieses fehlt dann zum
Wachstum und ist eventuell eine Ursache flir Wachstumsstérungen des Feten.
Was bei diesen Versuchen generell in Frage gestellt werden musste, war wie vital
die Plazenta letztlich gewesen ist, beziehungsweise wie lange sie lebendig blieb.
Zwar wurden durchgehend Proben zur Beurteilung der Vitalitat entnommen (pO»,
CO,, pH, Lactat), jedoch musste auch bericksichtigt werden, dass der hier
verwendete Versuchsaufbau an und fir sich keine Vitalitat garantiert. Die alleinige
Perfusion der fetalen Seite (mit 100% N;) bedeutete, dass der fur die biologischen
Energieprozesse nétige Sauerstoff, den normalerweise die maternale Seite der
fetalen zuflhrt, nicht in der bendtigten Menge zur Verfigung steht. Die nur

geringen Mengen physikalisch geldsten Sauerstoffs im Perfusionsmedium waren
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recht schnell, spatestens bis zum Ende der Konditionierungsphase verbraucht.
Denn dies war auch etwa der Zeitpunkt, ab dem das bis dahin auf stabilem Niveau
bleibende Lactat begann linear anzusteigen. Ab hier war vermutlich die anaerobe
Schwelle erreicht, an dem auch die Lebensfahigkeit der Plazenta absank. Der
CO,-Wert, und damit verbunden der pH-Wert, blieben stabil, auch wenn denkbar
ware, dass bei einem Vitalitatsverlust und einem anaeroben Stoffwechselstatus
diese Werte eher ansteigen. Jedoch besitzt CO, bekanntermal3en eine sehr hohe
Diffusionskapazitat (bis 10x hoher als fur O;), sodass das anfallende CO, Uber die
Plazentaschranke die Zirkulation schnell wieder verlassen konnte und ein Anstieg
so ausblieb.

Inwieweit die Vitalitat der Plazentazellen auf die hier beschriebenen ex vivo
Langzeitversuche Einfluss hatte, liel3 sich nicht abschlieend klaren. Zwar fanden
die gréRten HDL-Anderungen in den ersten ein bis zwei Stunden der HDL-
Perfusionsphase statt, jedoch waren auch danach noch messbare
Konzentrationsveranderungen in wesentlich geringerem Ausmal} (Anstieg des nat.
HDL/Abfall des ox. HDL in der fetalen Zirkulation) zu registrieren. Ob die nur noch
relativ geringen HDL-Konzentrationsveranderungen in der fetalen Zirkulation aber
aufgrund einer verminderten Vitalitdt des Gewebes, einem Gleichgewichtszustand
Liganden — Rezeptoren oder einer veranderten Rezeptorexpression am
Plazentaendothel, erklarbar ist, konnte durch diese Studie nicht geklart werden.
Interessant ware hier ein sich anschlielender Versuchsaufbau mit der ,dualen®
Plazentaperfusion. Dies bedeutet zusatzlich eine sauerstoffreiche Perfusion der
maternalen Seite der Plazenta und dadurch lebensnahere Bedingungen, deren

Auswertung noch mehr Interpretationsmaoglichkeiten bieten konnte.
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