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1. Zusammenfassung

Ubergewicht bzw. Adipositas gelten heutzutage als Volkskrankheiten. Rund ein Drittel der
Frauen im gebarfahigen Alter sind aktuell Gbergewichtig (BMI zwischen 25 und 30 kg/m?) oder
adip6s (BMI Uber 30kg/m?). Dies stellt wéhrend einer Schwangerschaft einen erheblichen
gesundheitlichen Risikofaktor fir die Mutter und das ungeborene Kind dar.
Ubergewichtsassoziierte Erkrankungen aufseiten der Mutter sind beispielsweise
Gestationsdiabetes oder Préaeklampsie sowie auf fetaler Seite eine intrauterine
Wachstumsretardierung (IUGR), aber auch Makrosomie bis hin zu einer gesteigerten
Frihgeburtlichkeitsrate und vermehrten Aborten.

Eine Schlisselrolle wahrend der gesamten Schwangerschaft und nach aktuellem
Wissensstand auch in Zusammenhang mit den genannten Komplikationen spielt die Plazenta.
Als Organ, welches fur den Stoffaustausch zwischen Mutter und Kind verantwortlich ist,
besteht sie aus maternalen und fetalen Anteilen. Dabei bildet die Zone des plazentaren
Labyrinths bei der Maus die wichtige fetomaternale Transferzone, welche in diesem Projekt
genauer untersucht wurde.

Als mogliche Erklarungsansatze fiir den Zusammenhang zwischen miitterlichem Ubergewicht
und den oben genannten Schwangerschaftskomplikationen werden aktuell komplexe
Zusammenhdnge  diskutiert. Ursachlich  scheint  ein Ubergewichtsassoziierter
Inflammationsprozess zu sein, mit daraus resultierenden morphologischen Veranderungen
der Plazenta, der unter anderem eine gestorte Integritat der Adherens Junctions (AJ) zugrunde
liegt. Zudem werden vaskularen Veranderungen der Plazenta angefiihrt, mit dem Nachweis
einer gestoérten plazentaren Endothelzellhoméostase. Schliellich fihren diese Pathologien zu
einer Beeintrachtigung der fetalen Versorgung.

Es gilt also, die zugrundeliegenden Pathomechanismen auf plazentarer Ebene genauer zu
verstehen und optimalerweise den beschriebenen Komplikationen gezielt entgegenzuwirken,
um das maternale und fetale Outcome positiv zu beeinflussen. Als eine risikoarme Lifestyle-
Intervention bei maternalem Ubergewicht sowohl fir die Mutter als auch das ungeborene Kind
gilt eine Umstellung auf eine gesunde Ernahrung. Innerhalb dieser Promotionsarbeit wurde
daher am Mausmodell der Einfluss einer Nahrungsintervention (NI) ab dem Zeitpunkt der
Schwangerschaft auf eine mégliche Reduktion der plazentaren Dysfunktion, sowie auf das
maternale und fetale Outcome hin untersucht. Daflir wurden drei Versuchsgruppen generiert:
Die normal gewichtige Kontrollgruppe erhielt wahrend der gesamten Versuchsreihe eine
Standard-Diat (SD). Parallel wurde eine Hoch-Fett-Diat (HFD)-Gruppe mit einer
hochkalorischen Diéat erndhrt, um Ubergewichtige Muttertiere zu generieren. Die NI-Gruppe
bestand aus weiblichen HFD-Tieren, welche ab dem Zeitpunkt der Verpaarung anstelle der

HFD die SD erhielten. Eine Umstellung auf die SD simulierte somit die gesunde Erndhrung ab
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dem Zeitpunkt der Schwangerschaft. Die Sectio caesarea mit der Asservierung der Feten und
Organe erfolgte an G 15.5.

In dieser Arbeit waren die Feten der Ubergewichtigen Muttertiere (HFD-Gruppe) signifikant am
leichtesten und wiesen somit den beschriebenen IUGR-Phanotyp auf. Dabei konnte die NI
diese Gewichtsentwicklung der Nachkommen positiv beeinflussen, indem sie dem fetalen
IUGR-Phéanotyp entgegenwirkte. Die Muttertiere zeigten unter der NI eine Reduktion der
Gewichtszunahme Uber den Zeitraum der Schwangerschaft, bei zeitgleicher Minimierung des
maternalen epigonadalen weil3en Fettgewebes.

Zur Beurteilung der Plazentamorphologie wurde das gesamte Organ mithilfe der Methode der
Stereologie betrachtet. Dabei zeigte sich eine Erhéhung des Plazentavolumens sowohl durch
die HFD als auch durch die NI. Dieses erhdhte Volumen spiegelte sich bei Betrachtung der
absoluten Volumenwerte der Plazentazonen, bestehend aus Labyrinth, Junktionalzone und
Dezidua, wider. Im relativen Vergleich hingegen, bei denen die einzelnen Zonen ins Verhaltnis
zu dem Volumen der gesamten Plazenta gesetzt wurden, zeigten sich im Gruppenvergleich
keine signifikanten Unterschiede. Widersprichliche Ergebnisse ergaben sich au3erdem bei
der Bestimmung des Labyrinthvolumens. Um den moglichen Einfluss der NI auf die
fetomaternale Transferzone besser zu verstehen, wurde die Zellhomdostase in der Zone des
Labyrinths mittels immunhistochemischer Farbungen bezogen auf die Seneszenz-, Apoptose-
und Proliferations-Rate genauer untersucht. Dabei zeigte sich in der Gruppe der
Ubergewichtigen Muttertiere eine gesteigerte Seneszenz-Rate im Vergleich zu der
Kontrollgruppe, welche durch die NI, vor allem in der Zellpopulation der Trophoblasten,
signifikant reduziert wurde. Die Apoptoserate war in der HFD-Gruppe gesteigert, allerdings
konnte die NI darauf keinen positiven Einfluss nhehmen. Bezliglich der Proliferations-Rate
zeigten sich keine Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen. Zum weiteren
Verstandnis mdglicher zugrundeliegender Pathologien der Plazentaintegritat wurde die
Expression plazentarer AJ-Marker auf Gen- und Proteinebene mittels molekularbiologischer
Analysen geschlechtsspezifisch untersucht. Dabei ergaben sich in den Genexpressionen
keine relevanten Differenzen unter den Versuchsgruppen. Die quantifizierten Proteinmengen
erbrachten jedoch einige geschlechtsspezifische Unterschiede, jeweils bezogen auf die
Kontrollgruppe. Beispielsweise war das E-Cadherin, ein Transmembranprotein der AJ,
welches sich in der plazentaren Labyrinthzone befindet, sowohl in der HFD- als auch in der
NI-Gruppe der weiblichen Plazenten signifikant herunterreguliert. Bezogen auf das B-Catenin,
welches innerhalb der AJ fur die direkte Verbindung mit dem Zytoskelett sorgt, zeigte sich eine
Hochregulation des Spiegels in der NI-Gruppe der mannlichen Plazenten. Die Untersuchung
des Adhasionsmolekiils VE-Cadherin, das sowohl als AJ- als auch Endothelzellmarker
fungierte, erbrachte eine Hochregulation der Proteinmenge in der HFD-Gruppe beider

Geschlechter. Die Expression von P-Cadherin erbrachte keine signifikanten Unterschiede
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unter den Versuchsgruppen. Dabei ist zu beachten, dass ausschlie3lich die Menge der
Proteine und nicht ihre jeweilige Funktionalitat im Rahmen dieses Projektes ermittelt wurde.
Auch ihre Lokalisation wurde lediglich mithilfe vorangegangener Studien ermittelt, nicht jedoch
genauer erfasst.

Um die Beschaffenheit der fetomaternalen Transferzone besser zu verstehen und daraus ggf.
Schlisse auf die fetale Versorgung ziehen zu kdnnen, wurden die fetalen GefalRe und
maternalen Blutsinusse innerhalb der plazentaren Labyrinthzone ebenfalls stereologisch
untersucht. Dabei wurden ihre Volumina, Oberflachen, Langen und Durchmesser ermittelt und
es zeigten sich signifikante Unterschiede bezlglich der fetalen GefaRoberflache und
Kapillarlange. Erstere war in der NI-Gruppe reduziert, letztere sowohl in der NI- als auch der
HFD-Gruppe. Hinsichtlich der mittels immunhistochemischer Farbung Dbetrachteten
Apoptoserate zeigte sich ein Anstieg in der HFD- und in der NI-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe in der Population der Endothelzellen. Die Betrachtung der Endothelzellintegritat
auf Gen- und Proteinebene mittels der Marker CD31 und VWF ergab keine relevanten
Unterschiede unter den drei Versuchsgruppen.

AbschlieRend ist zu sagen, dass eine NI bei maternalem Ubergewicht am Mausmodell
eindeutig zu einem verbesserten fetalen und maternalen Outcome fuhrt, indem sie fir eine
Abnahme des maternalen Gewichts unter anderem durch eine Reduktion an weiRem
epigonadalem Fettgewebe sorgt und dem fetalen IUGR-Phanotyp entgegenwirkt. Durch die
Herunterregulation der plazentaren Seneszenz gelingt eine verbesserte Zellhomdostase im
Labyrinth, was einen zugrundeliegenden Erklarungsansatz hierflr darstellen konnte. Es ist
jedoch wahrscheinlich, dass keine einzelne Veranderung der Plazenta fur das gestorte fetale
Wachstum bei maternalem Ubergewicht verantwortlich ist. Vielmehr ist es ein multifaktorielles
Geschehen und das vorliegende Projekt kann einen Teil zum besseren Verstandnis beitragen.
Insgesamt hat die NI als risikoarme Intervention auch beim Menschen ein hohes Potenzial, zu
einer gesunden Schwangerschaft und einer Reduktion der (bergewichtsassoziierten

Komplikationen beizutragen.
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2. Einleitung

2.1. Ubergewicht und Adipositas

Ubergewicht stellt heutzutage vor allem in Industrielandern ein  weltweites
Gesundheitsproblem dar ! Im Folgenden gilt es, dessen mogliche Auswirkungen,
insbesondere von maternalem Ubergewicht, auf die Mutter, das ungeborene Kind sowie auf

plazentarer Ebene genauer zu verstehen.

2.1.1. Definition und Epidemiologie

Eine Klassifikation des Ubergewichts ermdglicht der Body-Mass-Index, mit dessen Hilfe die
World Health Organisation (WHO) Ubergewicht ab einem BMI von 25 kg/m? definiert. Der
Bereich von 25-30 kg/m? gilt als Praadipositas, gefolgt von Adipositas mit einem BMI Uber
30 kg/m? 2,

Da Ubergewicht weitere Erkrankungen und Krankheitskomplikationen beginstigt, stellt es das
gesamte Gesundheitssystem vor Herausforderungen und gilt insgesamt als ein Indikator fir
das Gesundheitslevel einer Gesellschaft 2. In den Jahren von 1985 bis 2002 konnte in
Deutschland ein deutlicher Zuwachs der Adipositas-Pravalenz unter Frauen und Mannern
nachgewiesen werden *. Eine spatere Befragung ,Gesundheit in Deutschland aktuell“ (GEDA)
von dem Robert Koch Institut (RKI) aus den Jahren 2014/15 ergab, dass die Pravalenz in
Deutschland im Vergleich zu den Vorjahren nahezu unverandert hoch war. Demzufolge waren
insgesamt 54,0 % der Uber 18-Jahrigen Ubergewichtig bzw. adipds. Naher betrachtet waren
28,8 % der Frauen und 43,3 % der Manner Ubergewichtig und 18,1 % beider Geschlechter
adip6s. Dabei zeigte sich im Vergleich zu den Beobachtungen aus dem Jahr 2010
insbesondere im Alter der 18-29-Jéhrigen ein Zuwachs der Adipositas-Pravalenz von 5,4 %
auf 8,9 % 3. Neben dem steigendem Alter wird auBerdem ein niedriger soziotkonomischer

Status mit einer steigenden Ubergewichtspréavalenz assoziiert 2.

2.1.2. Auswirkungen in der Schwangerschaft

Zufolge einer selektiven Literaturrecherche in PubMed aus dem Jahr 2017 waren etwa ein
Drittel aller Frauen im gebarfahigen Alter ibergewichtig bzw. adipos 4. Diese Frauen starten
haufig mit einem geringeren Gesundheitslevel in eine Schwangerschaft als Normalgewichtige,
da ihr Ubergewicht chronische Erkrankungen wie beispielsweise einen arteriellen Hypertonus
oder eine Hyperlipidamie beginstigt. Dies wiederum kann wahrend einer Schwangerschaft zu
Komplikationen wie einer Préeklampsie, einem Gestationsdiabetes, einem intrauterinen
Fruchttod bzw. Aborten fiihren. Auch aufseiten des ungeborenen Kindes wird mutterliches
Ubergewicht mit einer Reihe an Komplikationen assoziiert, etwa mit kardiovaskularen oder
kongenitalen Fehlbildungen, wie beispielsweise Spina bifida, ebenso mit intrauteriner

Wachstumsretardierung (IUGR) bzw. dem entgegengesetzten Bild einer fetalen Makrosomie.

15



Zudem stellt maternales Ubergewicht einen Risikofaktor fiir fetale Friihgeburtlichkeit dar,
welche eine der wichtigsten Ursachen fur die neonatale Mortalitdt und Morbiditat ist. Die
Risiken auf mutterlicher und kindlicher Seite erhdéhen sich dabei mit steigendem BMI der
Mutter °.

2.2. Plazentare Dysfunktion unter maternalem Ubergewicht

Eine Schlisselrolle wahrend der gesamten Schwangerschaft als Bindeglied zwischen Mutter
und ungeborenem Kind spielt die Plazenta. Entsprechend kénnte eine plazentare Dysfunktion
bedingt durch maternales Ubergewicht entscheidend an den
Schwangerschaftskomplikationen beteiligt sein, welche bereits in dem vorherigen
Abschnitt 2.1 erlautert wurden &°.

2.2.1. Aufbau und Funktionen der Plazenta
Damit die moglichen Einfliisse von maternalem Ubergewicht auf die Plazentafunktion genauer
erforscht werden kénnen, gilt es zunachst den allgemeinen Aufbau und die Aufgaben der

Plazenta zu verstehen.

2.2.1.1. Die humane Plazenta

Wahrend einer Schwangerschaft wird die Versorgung des ungeborenen Kindes uber die
Plazenta sichergestellt °. Die humane Plazenta entsteht ab dem sechsten bis siebten Tag
nach der Fertilisation einer Eizelle und entwickelt sich sowohl aus embryonalem und
maternalem Gewebe 1. Dabei unterliegt sie ab dem Zeitpunkt der Entstehung einem stetigen
Wachstum und einer fortlaufenden Differenzierung 2. Zunéchst findet im Anschluss an die
Befruchtung einer Eizelle innerhalb von vier Tagen die Differenzierung der Eizelle zur
Blastozyste statt, welche aus Tropho- und Embryoblast besteht. Es folgt die Implantation des
Trophoblasten in das Uterusepithel. Dabei besitzt der Trophoblast ebenfalls zwei Anteile,
einen aufBeren Synzytiotrophoblasten, gebildet aus fusionierten Trophoblasten, welche
Kontakt zu maternalen Zellen haben, und einen inneren Zytotrophoblasten. Im Folgenden
entwickelt sich die Dezidua aus maternalen Endometriumszellen, als Reaktion auf die
Implantation. Sie bildet zusammen mit einigen eingewachsenen fetalen Zellen die Basalplatte
der Plazenta. Innerhalb des Synzytiotrophoblasten entsteht anschlieBend ein intervilldser
Raum, welcher UUber Spiralarterien mit maternalem Blut gefillt wird. Durch
Bindegewebssepten, die von der Basalplatte ausgehen, wird dieser Raum in bis zu 20
Abschnitte, sogenannte Kotyledone, unterteilt. Zuséatzlich findet die Ausbildung von
Chorionzotten ausgehend von der fetalen Chorionplatte, dem Deckel der Plazenta, statt,
welche embryonale Blutgefaf3e enthalten und in den intervilldosen Raum ragen. Dabei bilden
die Zotten die Form eines Baumes, bestehend aus Primar-, Sekundar- und Tertiarzotten *3,

Diese Zone wird auch als fetale Plazenta bezeichnet 4.
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Somit besitzt die Plazenta zwei Blutkreislaufe, den fetalen und den maternalen, welche durch
die Plazentabarriere voneinander getrennt sind 2. Das fetale Blut gelangt durch zwei
Nabelarterien in der Nabelschnur Uber die Chorionplatte in ein Kapillarbett innerhalb der
Chorionzotten und anschlieRend Uber eine Nabelvene, ebenfalls in der Nabelschnur, zurlick
zum Fetus. Dabei findet im Bereich des Kapillarbetts der fetomaternale Gas- und
Stoffaustausch Uber die Plazentaschranke, die fetomaternale Transferzone, hinweg statt.
Diese besteht aus Synzytiotrophoblasten, Zytotrophoblasten, Basallamina des Trophoblasten,
Zottenstroma, Basallamina des Endothels und Kapillarendothel. Zu Beginn der
Schwangerschaft ist die Schranke relativ dick und wird im Verlauf immer diinner, da die
Zytotrophoblasten als Vorrat teilungsfahiger Zellen dienen und lber die Zeit verbraucht
werden. Ein Teil des Stoffaustausches geschieht dabei passiv, indem Gase und hydrophobe
Molekdle durch die Barriere hindurchdiffundieren kdonnen. Hydrophile Molekile hingegen, wie
Aminosauren und Proteine, bendtigen Transporter oder Rezeptoren fiir den aktiven Transport
Uber die Barriere hinweg. Der zweite Blutkreislauf, der mutterliche, befindet sich auf der
anderen Seite der Plazentaschranke und wird durch den intervillésen Raum dargestellt. Dieser
ermoglicht es, dass die Chorionzotten von mutterlichem Blut, kommend aus den Spiralarterien
und abflieRend in maternale Venen, umsplilt werden 3. Die mutterlichen GefaRRe werden dabei
von Trophoblasten wéhrend der Invasion dieser Zellen (endovaskulare extravillose
Trophoblasten) erreicht und so hingehend transformiert, dass sie als Spiralarterien die
Blutversorgung der Plazenta sicherstellen konnen *°,

Eine weitere wichtige Funktion der Plazenta, neben der Versorgung des Fetus, ist die
Hormonsynthese durch die Synzytiotrophoblasten. Die Hormone, wie beispielsweise HCG
oder Progesteron, spielen eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Schwangerschaft, der Adaptation des mitterlichen Kérpers an die Schwangerschaft, der
folgenden Geburt und der anschlieBenden Stillperiode, sowie bei der Entwicklung des

ungeborenen Kindes 131617,

2.2.1.2. Die murine Plazenta im Vergleich zur humanen Plazenta

Um die Plazenta hinsichtlich ihrer Aufgaben und insbesondere der Funktion der
fetomaternalen Transferzone genauer untersuchen zu kénnen, wird sich héaufig, wie auch in
diesem Promotionsprojekt, dem Mausmodell bedient. Denn das Mausmodell stellt das am
besten erforschte experimentell-genetische Modellsystem fur Saugetiere dar 4. Damit eine
Extrapolation von der murinen auf die humane Plazenta vorgenommen werden kann, missen
sowohl die Gemeinsamkeiten als auch die Unterschiede bekannt sein.

Beim Betrachten der humanen und der murinen Plazenta féllt die &hnliche, scheibenférmige
Form auf, auch diskoidal genannt. Diese Gemeinsamkeit erleichtert es,
Untersuchungsergebnisse des Mausmodells auf die humane Plazenta zu transferieren 8. Die

murine Plazenta ist ebenfalls ein Organ bestehend aus maternalen und fetalen Zellen und
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dient wie beim Menschen der Interaktion zwischen Fetus und Mutter 4. Die Dauer einer
murinen Schwangerschaft betragt in der Regel 19 bis 20 Tage *°. Somit liegt bereits ab dem
neunten Tag post conceptionem (p.c.) eine differenzierte Plazenta vor, welche aus vier
verschiedenen Komponenten besteht: der Chorionplatte, dem Labyrinth, der Junktionalzone,

sowie der Dezidua 1%?° (siehe Abbildung 1).

a) Murine Plazenta b) Labyrinthzone der murinen Plazenta c) Ausschnitt der Labyrinthzone
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D Spongiotrophoblast . Synzytiotrophoblast . Synzytiotrophoblast
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@ Trophoblasten-Riesenzelle

[®) Mononuklesrer Trophoplast

Abbildung 1: Aufbau der murinen Plazenta nach Maltepe 2!

a) Die murine Plazenta im Querschnitt
Die obere Schicht stellt die Dezidua dar, welche mit maternalem Blut gefiillte Spiralarterien beinhaltet. Daran
angrenzend befinden sich Trophoblasten-Riesenzellen, gefolgt von dem Spongiotrophoblasten in dem
mdtterliche Blutsinusse liegen. Daran grenzt das Labyrinth, in dem sich die fetalen Gefal3e befinden und
welches auf fetaler Seite von der Nabelschnur begrenzt wird.

b) Das Labyrinth der murinen Plazenta
Das Labyrinth stellt die fetomaternale Transferzone zwischen fetalem und maternalem Blutkreislauf dar. Die
Kreislaufe sind dabei durch Synzytiothophoblasten, mononukledre Trophoblasten und fetalem Endothel
voneinander getrennt.

C) Ausschnitt des Labyrinths
Darstellung der Strukturen, die sich zwischen fetalem und maternalem Blut befinden, und somit die
fetomaternale Transferzone bilden: fetale Endothelzellen, Synzytiotrophoblasten und mononukleare
Trophoblasten.

Dem Fetus zugewandt, befindet sich die Chorionplatte zusammen mit der Nabelschnur, die
die direkte Verbindung zwischen Fetus und Plazenta bildet “.

Das Labyrinth stellt die fetomaternale Transferzone dar. Die fetalen Geféal3e bilden ein dichtes
Gefal3netz und befinden sich in Bindegewebssepten, welche von Trophoblasten umgeben sind
und in maternalem Blut flottieren. Das maternale Blut gelangt dabei durch einen arteriellen
Zufluss Uber die Junktionalzone in das Labyrinth und flie3t Gber ventse Sinusse wieder ab.
Wie beim Menschen werden der mdtterliche und der fetale Blutkreislauf somit durch
Trophoblasten voneinander getrennt 42°, Eine Gemeinsamkeit humaner und muriner
Plazenten besteht also in einer hamochorialen Grenzflache. Dies bedeutet, dass die fetalen
Trophoblasten in direktem Kontakt zum maternalen Blut stehen 4122, Dabei besteht die
Barriere bei der Maus aus drei Trophoblastzellschichten, zwei Schichten von
Synzytiotrophoblasten und einer Schicht mononukle&rer Trophoblasten, h&motrichorial
genannt. Bei der humanen Plazenta hingegen existiert nur eine Schicht an
Synzytiotrophoblasten, was hamomonochorial bezeichnet wird 41523, Die zwei plazentaren

Blutkreislaufe bei der Maus und dem Menschen befinden sich in engem Kontakt,
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durchmischen sich aber nicht. Die Kreislaufe flielRen im Gegenstrom zueinander, was den
Nahrstofftransport optimiert. Als ein weiterer Unterschied ist jedoch zu nennen, dass die
humane Plazenta aufgrund der baumartigen Struktur vom villésen und die murine netzartige
Plazenta vom labyrinthischen Typ ist 4.

Die anschlieBende Zone auf der maternalen Plazentaseite ist die Junktionalzone bzw.
Spongiotrophoblastenzone, welche durch differenzierende Trophoblasten-Subtypen gebildet
wird und der humanen Basalplatte entspricht 1424, Diese Zone sorgt iber invasiv wachsende
Trophoblasten fir die Verankerung der Plazenta in die Uteruswand. Bei der Maus findet das
Einwachsen bis in das Endometrium, beim Menschen hingegen bis in das Myometrium statt.
Eine weitere Funktion dieser Zone beinhaltet bei der murinen, wie bei der humanen Plazenta,
der Umbau der mitterlichen Spiralarterien. Diese Arterien sichern wahrend der
Schwangerschaft die Versorgung des ungeborenen Kindes *°. Die Junktionalzone befindet
sich zwischen dem Labyrinth und der maternalen Dezidua und enthalt neben
Spongiotrophoblasten auch Glykogenzellen, welchen die Aufgabe eines Energiespeichers
zugesprochen wird . Die humane Plazenta besitzt als moglichen Korrelat extravillose
Trophoblasten in der distalen Basalplatte, welche die Féhigkeit der Glykogenspeicherung und
-metabolisierung besitzen 4>, Daran angrenzend befindet sich bei der Maus eine
diskontinuierliche Schicht aus Trophoblasten-Riesenzellen, wobei bisher unklar ist, ob beim
Menschen eine dazu analoge Zellschicht existiert 4. Die murinen Riesenzellen spielen eine
unterstitzende Rolle bei der Einnistung in das Uterusepithel . Eine noch zu erwahnende
Funktion dieser Junktionalzone liegt in der Synthese von Hormonen, Wachstumsfaktoren und
anderen Botenstoffen %2526,

SchlieBlich ist die murine Plazenta wie beim Menschen in das Uterusgewebe, die Decidua

basalis, eingebettet, welche die Spiralarterien zur Versorgung der Plazenta enthalt 4.

2.2.2. Fetaler Phanotyp unter maternalem Ubergewicht

Neben dem Aufbau der Plazenta gilt es, die Auswirkungen von maternalem Ubergewicht auf
den Phanotyp der Feten zu betrachten, sowohl auf die murinen als auch auf die humanen
Nachkommen.

Die Nachkommen von Uberernahrten murinen Muttertieren prasentieren oft ein reduziertes
fetales Gewicht im Gegensatz zu humanen Nachkommen adipdser Mutter, die haufig eine
Makrosomie zeigen, jeweils im Vergleich zu einer normalgewichtigen Kontrollgruppe 2?8, Dies
ist moglicherweise dadurch erklarbar, dass die F&higkeit der Maus, Insulin in der
Bauchspeicheldriise zu produzieren, erst postnatal reift. Menschliche Feten hingegen besitzen
bereits pranatal voll funktionsfahige 3-Zellen, die fir die Insulinproduktion verantwortlich sind.
Das miuitterliche Insulin kann im Gegensatz zu der Glukose bei beiden Spezies die Plazenta
nicht passieren. Dadurch reagieren menschliche Feten auf miitterliche Uberernahrung mit

insulinvermittelter Glukoseaufnahme in die Zellen und beschleunigtem Wachstum
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(Makrosomie), wahrenddessen murine Feten ein reduziertes Wachstum zeigen (IUGR-
Phanotyp) 2%3L. Dieser hypotrophe Phanotyp konnte ebenfalls in einem Mausmodell mit
mitterlichem Ubergewicht der AG Appel gezeigt werden. Die Feten ibergewichtiger
Muttertiere  wiesen im  Vergleich zu normalgewichtigen  Kontrollmausen an
Gestationstag (G) 15.5 ein geringeres Korpergewicht auf. An G 18.5 hingegen lie3 sich kein
Unterschied des fetalen Gewichts unter den zwei Versuchsgruppen nachweisen. Daraus
konnte auf eine anfangliche IUGR aufgrund der reduzierten Insulinproduktion, aber auch
aufgrund einer potenziellen plazentaren Dysfunktion geschlossen werden, gefolgt von einem
intrauterinen Aufholwachstum zum Ende der Schwangerschaft hin 32,

Erganzend muss jedoch darauf aufmerksam gemacht werden, dass die Auswirkungen von
mutterlichem Ubergewicht auf das fetale Wachstum und den resultierenden Phanotyp sowohl
der murinen als auch der humanen Feten nach aktuellem Forschungsstand schlecht
verstanden sind. Entgegen dem obigen Erklarungsansatz werden auch hypotrophe humane
und hypertrophe murine Nachkommen beobachtet. Insgesamt kann maternales Ubergewicht
in beiden Spezies somit in einem reduzierten als auch gesteigerten fetalen Geburtsgewicht
resultierten, was die spatere Interpretation der Daten erschwert 2334, So wurde etwa in einer
humanen Studie aus dem Jahr 2012 eine erhéhte fetale IUGR-Rate bei maternaler Adipositas
beobachtet * und in einer Literaturrecherche bezuglich einer fettreichen Erndhrung am
Nagetiermodell zeigte sich bei einer sehr hochkalorischen Diét, welche bereits im Vorfeld der
murinen Schwangerschaft gefiittert wurde, eine Zunahme des murinen fetalen

Geburtsgewichtes 4,

2.2.3. Erklarungsansatze  plazentarer  Dysfunktion unter  maternalem
Ubergewicht
Wie bereits in Abschnitt 2.2.1 deutlich wurde, spielt die Plazenta bei der Interaktion zwischen
Mutter und ungeborenem Kind eine entscheidende Rolle. Eine Storung der Plazentafunktion
kann zu einer Fehlversorgung des ungeborenen Kindes und einer Vielzahl an Komplikationen
fuhren, siehe Abschnitt 2.1.2 . Aktuell gibt es viele Hinweise daftr, dass maternales
Ubergewicht zu einer plazentaren Dysfunktion beitragen kann und somit unter anderem die
plazentare Nahrstofftransportfunktion, die Angiogenese der Plazenta und schlief3lich die fetale

Entwicklung negativ beeinflusst 3337,

2.2.3.1. Plazentare Dysfunktion durch morphologische Veranderungen

Als mogliche Ursache der plazentaren Dysfunktion unter maternalem Ubergewicht sollen
zundchst morphologische Veradnderungen der Plazenta betrachtet werden. In diesem
Zusammenhang konnte in einem Mausmodell festgestellt werden, dass unter maternalem
Ubergewicht die durchschnittliche Anzahl der lebensfahigen plazentaren Trophoblasten

signifikant reduziert war und sich eine erhthte Zahl nekrotisierender labyrinthischer
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Endothelzellen fand. Ein gleichzeitig beobachteter Trend hin zu einem reduzierten
Plazentagewicht wurde auf diese zwei Pathologien zuriickgefihrt 2°. Die AG Appel
beobachtete in einer Studie ebenfalls ein tendenziell geringeres Plazentagewicht bei
Ubergewichtigen Muttertieren und untersuchte daraufhin die einzelnen Plazentazonen
hinsichtlich ihrer GroRe. Dabei zeigte sich eine signifikant kleinere Labyrinthzone bei den
Plazenten Ubergewichtiger Muttertiere an G 18.5, nicht aber an G 15.5, im Vergleich zu denen
der normalgewichtigen Kontrollgruppe. Dies impliziert wiederum eine beeintrachtigte
Nahrstoffversorgung des ungeborenen Kindes, da das Labyrinth den Ort der fetomaternalen
Transferzone darstellt 2. Es muss jedoch erwahnt werden, dass sich in der Literatur
unterschiedliche Beobachtungen beziiglich des plazentaren Gewichts in Zusammenhang mit
plazentarer Dysfunktion finden lassen 6. Um mithilfe des Plazentagewichts trotzdem
Aussagen Uber die Plazentafunktion treffen zu kénnen, stellt die Plazentaeffizienz einen
moglichen Parameter dar. Diese gibt das Verhaltnis vom Gewicht des Fetus und der Plazenta
an. Die AG Appel konnte nachweisen, dass es zu einer signifikanten Reduktion der
Plazentaeffizienz bei Ubergewichtigen Muttertieren an G 15.5 kam, im Vergleich zu einer
normalgewichtigen Kontrollgruppe 2.

In vorangegangenen Studien wurde beobachtet, dass eine induzierte plazentare Dysfunktion
mit einer Verkleinerung der Junktionalzone korreliert, siehe auch Abschnitt 2.2.3.5 240, Unter
der Annahme, dass maternales Ubergewicht zu einer plazentaren Dysfunktion fihrt, konnte
diese Veranderung also auch bei den Plazenten Ubergewichtiger Muttertiere zu beobachten
sein. In einer Arbeit der AG Appel konnte eine Verkleinerung der Junktionalzone unter

miitterlichem Ubergewicht jedoch bisher nicht bestatigt werden 32,

2.2.3.2. Plazentare Dysfunktion durch Inflammationsprozesse

Als einen weiteren Erklarungsansatz einer plazentaren Dysfunktion wird ein
Inflammationsprozess des gesamten Organs diskutiert 442, Wahrend einer Schwangerschaft
produziert die Plazenta verschiedene proinflammatorische Zytokine, wie Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-a), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-1B (IL-1B) “3. Daraus wiederum ergibt sich,
dass die Schwangerschaft einen Zustand erhohter Entziindungswerte darstellt 44, Auch
mitterliches Ubergewicht selbst wird mit einer Dysregulation und Steigerung von
Entziindungsprozessen assoziiert **. Die Kombination aus Ubergewicht und Schwangerschaft
und daraus resultierenden erhdéhten Entzindungswerten kdnnte die Entwicklung und Funktion
der Plazenta und somit die Versorgung des Fetus negativ beeinflussen.

Mogliche Folgen maternalen Ubergewichts auf den fetalen Phanotyp werden gegensétzlich
beschrieben, wie zuvor in Abschnitt 2.2.2 erdrtert wurde. Bei der Entstehung einer fetalen
Makrosomie wird den oben genannten Zytokinen in einem Review humaner Daten aus dem
Jahr 2017 eine modellierende Wirkung zugesprochen, indem sie gemeinsam mit Insulin durch

ein komplexes Zusammenspiel fir eine vermehrte Expression von Nahrstofftransportern (wie
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etwa fur Glukose, Fettsduren und Aminosauren) innerhalb der Plazenta sorgen. Das in dem
Review ebenfalls gesehene verminderte fetale Wachstum, IUGR, kdnnte durch eine Reduktion
der GefaRverzweigungen innerhalb der Plazenta bedingt sein, wie sie etwa bei hypertensiven
Erkrankungen, beispielsweise der Praeklampsie zu finden sind. Insgesamt sind die
zugrundeliegenden Mechanismen somit nicht abschlieBend geklart und es gilt, sie zukuinftig
weiterzuerforschen 3. Der Erklarungsansatz zur plazentaren Dysfunktion durch vaskulare
Veranderungen sei hier nur kurz erwahnt und soll in Abschnitt 2.2.3.5 genauer betrachtet
werden.

Weitere mogliche Folgen der gesteigerten plazentaren Inflammationsprozesse bei
Ubergewichtigen Schwangeren auf Ebene der Zell-Zell Verbindungen und der

Endothelzellintegritat werden in den Abschnitten 2.2.3.3 und 2.2.3.4 erdrtert.

2.2.3.3. Plazentare Dysfunktion durch eine Stérung der Adherens Junctions
Einen weiteren Ansatzpunkt zur Erklarung plazentarer Dysfunktion stellt eine Destabilisierung
der Adherens Junctions (AJ) durch erhohte proinflammatorische Zytokin Level dar. AJ sind
Cadherin-basierte Zell-Zell-Adhasionsstellen, die direkt Uber B-Catenin mit dem Zytoskelett
verbunden sind. Sie fungieren als interzellulare Verbindungen und ermdéglichen somit die
Entstehung multizellularer Organisationen wie der Plazenta. Zusatzlich wird ihnen eine
Beteiligung an der intrazellularen Signaltbertragung zugeschrieben 4°. Um den genauen
Pathomechanismus der plazentaren Dysfunktion anhand der AJ-Funktion besser verstehen
zu kénnen, ist es hilfreich die Lokalisationen der beteiligten Proteine innerhalb der Plazenta zu
kennen, da jeder Plazentazone wiederum unterschiedliche Aufgaben zugeschrieben werden
(siehe Abschnitt 2.2.1).

Mittels Immunfluoreszenz wurde in einem Projekt der AG Appel die Lokalisation von 3-Catenin,
ein intrazellulares Molekdl, innerhalb muriner Plazenten detektiert. Dabei war es unter
anderem in der Junktionalzone und in dem Labyrinth, dort sowohl in Synzythiotrophoblasten
als auch in fetalen Endothelzellen, vor allem an der Zellmembrangrenze nachweisbar. In in
vitro Studien derselben Arbeit wurde zudem gezeigt, dass bestimmte ungeséttigte Fettsauren
einen Einfluss auf den B-Catenin-Spiegel haben und eine ungesunde Erndhrung somit
negative Auswirkungen auf die Plazentafunktion zur Folge haben konnte “¢. In einem weiteren
Mausmodell der AG Appel zeigte sich aul3erdem, dass es zu einer Herunterregulierung der
Proteinkonzentration von B-Catenin in den Plazenten tGbergewichtiger Mause kam 32,

Zu den Transmembranproteinen der AJ zéhlen die klassischen Cadherine: das epitheliale (E-),
plazentare (P-) und vaskular-endotheliale (VE-) Cadherin. Diese Cadherine binden tber ihre
intrazellularen Doménen an das oben erwahnte B-Catenin 478, Die oben aufgefiihrte Studie
der AG Appel beschéftigte sich auch mit der genauen Lokalisation der verschiedenen
Cadherine innerhalb muriner Plazenten, welche sich bei P- und VE-Cadherin jedoch nicht

eindeutig ermitteln lie3. P-Cadherin wurde dabei mittels Immunfluoreszenz sowohl vage in der
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Labyrinthzone als auch in der Junktionalzone detektiert. E-Cadherin liel3 sich eindeutig und
ausschlieRlich in der Labyrinthzone nachweisen 46,

VE-Cadherin kommt neben der Aufgabe als Komponente der AJ zusatzlich eine modulierende
Funktion der vaskularen Homoostase zu und es dient somit ebenfalls als
Endothelzellmarker . Es konnte gezeigt werden, dass erhohte IL-6 Werte die Organisation
der AJ im Bereich der VE-Cadherin Doméane beeinflussen und dies zu einer Stdérung der
Endothelfunktion beitragen koénnte °°. Diese Stérung kann wiederum in einer erhohten
Endothelpermeabilitat resultieren 5. Dadurch kann es schlieBlich zu einer veranderten
plazentaren Endothelfunktion und einer gestorten Endotheldurchlassigkeit innerhalb der
Plazenta kommen.

Betrachtet man nun als nachste Komponente der AJ das E-Cadherin ndher, zeigt sich eine
Beeinflussung des E-Cadherin-Spiegels sowohl in Zusammenhang mit erhohten
Entziindungsmarkern als auch mit maternalem Ubergewicht. Durch eine Erh6hung von TNF-a
wurde eine Herunterregulierung von E-Cadherin induziert und dadurch die stabilisierende
Wirkung des Cadherins auf die AJ reduziert 2. Auch an dem erwéahnten Mausmodell der AG
Appel konnte mittels einer Proteomik-Analyse in der Gruppe Ubergewichtiger Muttertiere eine
Herunterregulation von E-Cadherin im Bereich des plazentaren Labyrinths nachgewiesen
werden, die mittels Western Blot-Analyse verifiziert wurde “6. In der Funktion als
Adhasionsprotein koénnte diese Verénderung Uber eine Destabilisierung der AJ zu einer
Schwachung der Plazentaschranke im Labyrinth fiihren und folglich den plazentaren Transport

von Nahrstoffen und Sauerstoff beeintrachtigen “6.

2.2.3.4. Plazentare Dysfunktion durch eine gestdrte Endothelzellintegritat

Um die plazentare Dysfunktion auf Endothelzellebene genauer zu betrachten, bedient man
sich bekannter Endothelzellmarker. Diese sind neben dem genannten VE-Cadherin (siehe
Abschnitt 2.2.3.3) das Thrombozyten-Endothelzellen-Adh&sionsmolekil (Cluster of
Differentiation 31, CD31) und der von-Willebrand-Faktor (VWF) 3. Dabei ist bekannt, dass eine
verminderte Expression von CD31 auf eine endotheliale Dysfunktion und Vaskulopathien
schlieBen lasst **. Entsprechend wurde in einer Studie der AG Appel eine Verminderung
sowohl von CD31 als auch dem VWF in Plazenten tbergewichtiger Mause nachgewiesen °°,
In einem weiteren Mausmodell mit nahrungsinduziertem Ubergewicht wurde gezeigt, dass es
bei einer CD31-Immunfarbung bei Ubergewichtigen Muttertieren, im Vergleich zu der
normalgewichtigen Kontrollgruppe, zu einer verringerten Gesamtintensitat der CD31-
gefarbten Labyrinth-Endothelzellen in der Plazenta kam. Dies lasst schlussfolgern, dass eine
fettreiche Erndhrung endotheliale Zellschadigung sowie zellulare und vaskulare Pathologien
der Plazenta induziert 2°. Da CD31 hauptsachlich in dem Labyrinth der murinen Plazenta
exprimiert wird, konnte eine Herunterregulierung dieses Proteins den Nahrstoff- und

Gasaustausch zwischen Mutter und Kind ebenfalls direkt beeinflussen 5.
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Einen weiteren moglichen Pathomechanismus der gestorten Endothelzellintegritdt und der
daraus resultierenden Plazentainsuffizienz stellt die Zellalterung dar. In diesem
Zusammenhang konnte in der plazentaren Labyrinthzone Ubergewichtiger Muttertiere eine
erhdhte Seneszenz-Rate CD31 positiver Endothelzellen im Vergleich zu der
normalgewichtigen Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Vermutet wird dabei eine Induktion

der Seneszenz durch IL-6 5.

2.2.3.5. Plazentare Dysfunktion durch vaskulare Veranderungen

Ein gestorter Blutfluss innerhalb der Plazenta wird als Hauptursache fiir verschiedene
Schwangerschaftskomplikationen wie IUGR, Praeklampsie oder auch Aborte diskutiert. Dabei
kommt es durch einen Defekt im Plazentagefal3bett zu einer Fehlversorgung des ungeborenen
Kindes. Es wird davon ausgegangen, dass unter anderem eine herabgesetzte und gestdrte
Transformation der Spiralarterien zu den genannten Pathologien fihrt. In diesem
Zusammenhang wird den endovaskularen extravillésen Trophoblasten die Funktion
zugeschrieben, wahrend der Trophoblasteninvasion fur die Transformation der Spiralarterien
hauptverantwortlich zu sein 6. In einem experimentellen Mausmodell konnte ein Mangel der
Trophoblasteninvasion erzeugt werden und daraufhin stellte sich eine gestorte
Spiralarterientransformation ein. Au3erdem wiesen die reifen Plazenten dieser Mause im
Vergleich zu der Kontrollgruppe eine Kkleinere Junktionalzone auf, welche aus
differenzierenden Trophoblasten-Subtypen besteht 3°4°, In  umgekehrter Reihenfolge
betrachtet, konnte eine kleinere Junktionalzone somit mit einer verminderten
Trophoblasteninvasion und einer gestérten Transformation der Spiralarterien assoziiert sein.
Kurz erwahnt sei, dass es neben dem Ansatz der Fehlregulierung der Transformation der
Gefalle Uberdies den Ansatzpunkt der herabgesetzten maternalen GefalRdurchmesser gibt,
reguliert tiber den NOTCH-Signalweg °"°8. Es wurde nachgewiesen, dass dieser Signalweg in
Plazenten gestort ist, bei denen die Feten von IUGR oder die Mitter von
schwangerschaftsassoziierter Hypertonie betroffenen sind °.

Auch aufseiten der fetalen Geféal3e konnten Veré&nderungen in dem murinen plazentaren
Labyrinth von Ubergewichtigen Muttertieren nachgewiesen werden. Es zeigte sich eine
verminderte fetale GefaRoberfliche und eine reduzierte fetale Kapillarlange in einer

stereologischen Arbeit der AG Appel %°.

2.3. Eine Nahrungsintervention zur Reduktion plazentarer Dysfunktion

Die Ansatzpunkte zur Reduktion der Schwangerschaftskomplikationen von maternalem
Ubergewicht sind vielfaltig. Mogliche Interventionen sind dabei zum einen Lifestyle-
Interventionen wie Diaten und vermehrte korperliche Aktivitdt sowie chirurgische bariatrische
Eingriffe *. Die meisten therapeutischen Malnahmen setzten bereits vor Beginn der

Schwangerschaft an und raten den Frauen zu einer Anderung ihrer Lebensgewohnheiten,
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meist durch eine Kombination der genannten Lifestyle-Interventionen und dem Ziel der
prakonzeptionellen Gewichtsreduktion 4%, Sowohl die Ovulationsrate, als auch die
Lebendgeburtenrate konnte durch eine prakonzeptionelle Gewichtsreduktion mittels Lifestyle-
Intervention bestehend aus Kalorienrestriktion, Medikamenten zur Gewichtsreduktion und
erhohter kdrperlicher Aktivitat verbessert werden ©*.

Sind diese Malnahmen jedoch im Vorfeld der Schwangerschaft nicht umsetzbar oder
erfolgreich, sollten moglichst die mit Ubergewicht assoziierten Risiken wéahrend der
Schwangerschaft minimiert werden. Hierzu erforscht die AG Appel drei Interventionen getrennt
voneinander am Mausmodell, ab Eintritt der Schwangerschaft: eine Sportintervention, eine
medikamentdse Intervention mittels Metformingabe und im Rahmen dieses
Promotionsprojektes eine Nahrungsintervention (NI). Da diese Interventionen in humanen
Studien wie oben beschrieben haufig in Kombination untersucht werden, sind gezielte
Aussagen Uber den Effekt einer einzelnen bisher nur schwierig zu treffen ©°.

Am Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass eine gesunde Ernahrung
Ubergewichtiger Muttertiere wahrend der Trachtigkeit und der Laktation eine wirksame
Strategie darstellt, um negativen Folgen von miitterlichem Ubergewicht hinsichtlich des fetalen
Outcomes entgegenzuwirken. Es zeigten sich etwa normalgewichtige Feten in einer gesunden
NI-Gruppe und die IL-6-Genexpression im Fettgewebe dieser Feten normalisierte sich.
Demgegentiber war die IL-6-Genexpression bei Feten tibergewichtiger Muttertiere ohne NI um
das 2,5-fache erhoht 2. Diese Normalisierung der Genexpression proinflammatorischer
Zytokine als positiver Effekt einer NI lasst sich gegebenenfalls auch auf plazentarer Ebene
wiederfinden.

Am Modell des Makaken wurde eine gesunde NI Gibergewichtiger Muttertiere gegentiber der
Fortfihrung einer fettreichen Ernahrung wahrend der Schwangerschaft hinsichtlich der
Plazentaintegritat bereits untersucht. Eine fettreiche Ernahrung wurde in diesem Modell mit
einer Dysfunktion der Plazenta assoziiert. Resultate waren ein verringerter Blutfluss in der
Plazenta (verringerte Blutflussgeschwindigkeit im intervilldésen Raum, verzégerter Blutfluss-
Transfer durch die mutterlichen Spiralarterien und verringerter plazentarer Gesamtblutfluss)
und eine Erhdhung der Entziindungswerte. Es wurde zudem untersucht, ob eine einfache
Erndhrungsumstellung vor der Geburt von einer fettreichen hin zu einer gesunden Ernahrung
die Plazentafunktion verbessern konnte. Das Resultat war positiv, denn die
Erndhrungsumstellung fihrte zu einer verbesserten Hamodynamik der Plazenta und die
genannten Dysfunktionen des Blutflusses wurden nicht mehr beobachtet 2,

Erganzend soll hier eine Meta-Analyse von Beobachtungsstudien beziglich mutterlicher
Erndhrungsgewohnheiten gesunder schwangerer Frauen aufgefiihrt werden. Darin zeigte
sich, dass eine gesunde Ernahrung wahrend der Schwangerschaft mit einem reduzierten

Risiko fur Frihgeburtlichkeit und SGA einhergeht. Demgegeniiber wurde eine ungesunde
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Ernéhrung mit dem Trend hin zu erhdhten Friihgeburtsraten und einem niedrigeren fetalen
Geburtsgewicht assoziiert 6. Ein moglicher Erklarungsansatz dieser mit Ubergewicht und
ungesunder  Erndhrung  assoziierten  Schwangerschaftskomplikationen, wie  der
Fruhgeburtlichkeit, stellt abermals der gesteigerte Inflammationsprozess dar %, Der
Pathomechanismus wurde in Abschnitt 2.2.3.2 dargelegt. Entsprechend wird eine ungesunde
Ernahrung, welche reich an gesattigten Fettsduren ist und einen hohen Zuckeranteil hat, mit
Entziindungsprozessen und Frihgeburtlichkeit assoziiert 7%, Eine gesunde Ernadhrung
bestehend aus Lebensmitteln wie Gemuse, Obst, Hulsenfriichte und Vollkornprodukten wird
dem gegeniber eine antioxidative und entziindungshemmende Wirkung zugesprochen 70,
Bei der weiteren Literaturrecherche fiel auf, dass sich in humanen Studien Ubergewichtiger
Schwangerer zum Teil widersprichliche Ergebnisse zeigten. Zum einen wurde in einer
klinischen Studie deutlich, dass eine Intervention mit der Kombination aus Ernéhrungs-,
Bewegungs- und Verhaltenskomponenten zu einer signifikanten Verbesserung der
Schwangerschaftsraten und Lebendgeburten Ubergewichtiger Frauen fiihrte, die sich einer
Fertilitatsbehandlung unterzogen ™. In einer anderen randomisierten Studie zeigten sich
jedoch, dass eine Gewichtsreduktion mittels Lifestyle-Intervention bei ibergewichtigen Frauen
keinen Vorteil in Bezug auf eine hthere Rate vaginaler Geburten erzielten konnte 72. Zusétzlich
wurde in dieser Studie deutlich, dass die Intervention mit einer erhéhten Abbruchrate der
Probandinnen verbunden war 2. Ein ausbleibender Nachweis eines Effektes in humanen
Studien koénnte auf eine mangelnde Compliance der Probandinnen sowie eine unpréazise
Definition und Uberpriifbarkeit der gesunden Ernahrung zuriickzufiihren sein *.

Ein Optimierungsansatz zur Reduktion der moglichen Komplikationen wahrend der
Schwangerschaft (bergewichtiger Mitter ist bereits in der Schwangerschaftsvorsorge zu
finden. Das Thema der gesunden Ernéhrung und der Kdrpergewichtsnormalisierung gilt als
ein wichtiger Bestandteil dieser %73, Demnach sollte auf die Qualitat der Ernahrung geachtet
werden, also die Zusammensetzung von Kohlenhydraten, Fetten, Proteinen, Ballaststoffen
sowie Vitamine und Mineralstoffe. Bei einem BMI >25kg/m? ist eine zusatzliche gezielte
Ernahrungsberatung sinnvoll 2. AuBerdem ist auf die Gewichtszunahme der Mutter im Verlauf
der Schwangerschaft zu achten. Von einer Gewichtsreduktion genauso wie von einer
Ubermafiigen Gewichtszunahme wahrend der Schwangerschaft wird im Allgemeinen
abgeraten ", Die enge und individuelle Betreuung der werdenden Mdtter sei laut Institut of
Medicine (IOM) eine der wichtigsten MaRnahmen im Umgang mit Ubergewicht in der
Schwangerschaft. Zur Orientierung hat das Institut Richtwerte fir die empfohlene
Gewichtszunahme wahrend der Schwangerschaft herausgegeben °. Diese werden jedoch
von Ubergewichtigen Schwangeren haufig Uberschritten, was unter anderem auf eine
unausgewogene Ernahrung zurtckzufihren ist und explizit mit den Komplikationen der

hypertensiven  Schwangerschaftsstorungen, Makrosomie des Kindes und einer
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Kaiserschnittentbindung assoziiert wird. Die Entwicklung von Strategien und Richtlinien zur
Optimierung des Lifestyles Ubergewichtiger Schwangerer bleibt daher weiterhin eine

medizinische und gesellschaftliche Herausforderung .

2.4. Zielsetzung und Fragestellung

Die mdglichen Komplikationen sowohl fur die Mutter als auch das ungeborene Kind bei einer
Schwangerschaft unter maternalem Ubergewicht sind bereits gut erforscht und gelten als ein
weltweites Gesundheitsproblem mit steigender Pravalenz. Die zugrundeliegenden
Pathomechanismen sind dabei Bestandteil aktueller Forschungen und es gilt der Konsens,
dass die Plazenta dabei eine Schlisselfunktion besitzt. Au3erdem sind die positiven Effekte
einer gesunden Erndhrung auf den menschlichen Organismus bekannt und fester Bestandteil
der allgemeinen Schwangerschaftsvorsorge. Die moglichen Auswirkungen einer gesunden
Ernahrung ab dem Zeitpunkt der Schwangerschaft bei maternalem Ubergewicht auf die Mutter
und das ungeborene Kind sowie auf plazentarer Ebene gilt es jedoch weiter zu erforschen.
Die isolierte Betrachtung dieser Intervention ist in humanen Studien nur eingeschréankt méglich
und zeigte bisher keine richtungsweisenden Ergebnisse. Daher gilt es, dies an einem
Mausmodell im Hinblick auf folgende Fragestellungen genauer zu untersuchen.

1. Kommt es durch eine NI zu phénotypischen Veranderungen bei Muttertier und
Fetus?
2. Wird die Integritat der Plazentamorphologie und die ihrer einzelnen Zonen durch

eine NI beeinflusst?

3. Nimmt eine NI Einfluss auf die (Endothel-)Zellhombostase in dem plazentaren
Labyrinth?
4, Hat eine NI einen Einfluss auf die Genexpression bzw. Proteinmenge plazentarer

AJ- und Endothelzellmarker?
5. Fuhrt eine NI zu einer Veranderung der GefalBmorphologie innerhalb der

plazentaren Labyrinthzone?

Dabei beziehen sich die Fragen auf eine NI am Mausmodell bei maternalem Ubergewicht und
dem Beginn der Intervention ab dem Zeitpunkt der Schwangerschaft. Schlie3lich gilt es aus
den gewonnenen Ergebnissen Schliisse zu ziehen, die sich auf die humane Schwangerschaft
mit maternalem Ubergewicht ibertragen lassen, um dadurch mégliche positive Einfliisse auf

Ubergewichtsassoziierte Schwangerschaftskomplikationen erzielen zu kénnen.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien und Gerate

3.1.1. Chemikalien und Enzyme

Chemikalie/Enzym Hersteller Verwendung

Buprenorphin Bayer, Leverkusen, Préaparation/Totung
Deutschland

CO; Linde, Pullach, Praparation/Toétung
Deutschland

Roti®-Histofix 4 % Roth, Karlsruhe, Asservierung
Deutschland

70 % Isopropanol Roth, Karlsruhe, Asservierung
Deutschland

Paraplast-Paraffin Leica, Wetzlar, Asservierung

Deutschland

Tris Pufferan®

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

DNA-Extraktion,
Agarose-
Gelelektrophorese,
Proteinisolation und -
bestimmung, SDS-
PAGE, Western Blot

Salzséaure (HCI)

Merck, Darmstadt,
Deutschland

DNA-Extraktion, SDS-
PAGE, Western Blot

Ethylendiamintetraacetat
(EDTA)

Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland

DNA-Extraktion,
Agarose-
Gelelektrophorese,
Proteinisolation und -
bestimmung

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

DNA-Extraktion, SDS-
PAGE

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

DNA-Extraktion,
Immunhistochemie,
Proteinisolation und -
bestimmung, Western
Blot

Proteinase K (>600 U/ml)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts,
USA

DNA-Extraktion

299,8 % Isopropanol

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

DNA-Extraktion, RNA-
Isolation

MilliQ-Wasser Merck, Darmstadt, PCR, SDS-PAGE,
Deutschland Histologie

5x Colorless GoTag® Promega, PCR

Reaction Buffer Fitchburg/Wisconsin, USA

MgClz (25 mM) Promega, PCR

Fitchburg/Wisconsin, USA

dNTP Mix (jeweils 10 mM)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts,
USA

PCR, cDNA-Synthese

5x GoTagq® DNA-
Polymerase

Promega,
Fitchburg/Wisconsin, USA

PCR
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Agarosepulver Sigma Aldrich, Steinheim,  Agarose-
Deutschland Gelelektrophorese
Midori Green Advance DNA- Biozym Scientific, Agarose-

Farbstoff

Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Gelelektrophorese

GeneRuler 100 bp DNA

Thermo Fisher Scientific,

Agarose-

Ladder Waltham/Massachusetts, Gelelektrophorese
USA

TriReagent Sigma Aldrich, Steinheim,  RNA-Isolation
Deutschland

Trichlormethan /Chloroform Roth, Karlsruhe, RNA-Isolation

Deutschland

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

AppliChem, Darmstadt,

RNA-Isolation, cDNA-

Deutschland Synthese
100 % Ethanol Merck, Darmstadt, DNA-Extraktion, RNA-
Deutschland Isolation

RQ1 RNase free DNase Promega, cDNA-Synthese
Fitchburg/Wisconsin, USA

RQ1 DNase 10x Reaction Promega, cDNA-Synthese

Buffer Fitchburg/Wisconsin, USA

RQ1 DNase Stop Solution Promega, cDNA-Synthese

Fitchburg/Wisconsin, USA

Randomprimer

Roche, Basel, Schweiz

cDNA-Synthese

Oligo dT-Primer (0,5 pg/ul)

Eurofins MWG Operon,
Ebersberg, Deutschland

cDNA-Synthese

M-MLV Reverse Promega, cDNA-Synthese

Transkriptase (200 U/ul) Fitchburg/Wisconsin, USA

Recombinant RNasin® Promega, cDNA-Synthese

Ribonuklease Inhibitor Fitchburg/Wisconsin, USA

M-MLV RT 5x Buffer Promega, cDNA-Synthese
Fitchburg/Wisconsin, USA

Platinum® Quantitative PCR  Invitrogen, gRT-PCR

SuperMix-UDG with ROX Carlsbad/Kalifornien, USA

LiChrosolv®-Wasser (HPLC) Merck, Darmstadt, gRT-PCR

Deutschland

IGEPAL® CA-630 NP40

Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Proteinisolation

Aprotinin Sigma Aldrich, Steinheim,  Proteinisolation
Deutschland

Pepstatin A Sigma Aldrich, Steinheim,  Proteinisolation
Deutschland

Leupeptin Sigma Aldrich, Steinheim,  Proteinisolation

Deutschland

Natriumfluorid (NaF)

Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Proteinisolation

Natriumorthovanadat
(N3.3VO4)

Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Proteinisolation

Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)

Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Proteinisolation

Natriumdesoxycholat

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Proteinisolation

Pierce™ BCA Protein Assay
Kit

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts,
USA

Proteinbestimmung
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BSA/Albumin Fraktion V

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Proteinbestimmung,
Western Blot

[3-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, SDS-PAGE
Deutschland

Bromphenolblau Roth, Karlsruhe, SDS-PAGE
Deutschland

Glycerin Sigma Aldrich, Steinheim, SDS-PAGE
Deutschland

Rotiphorese® Gel 30 Roth, Karlsruhe, SDS-PAGE
Deutschland

Ammoniumperoxodisulfat Sigma Aldrich, Steinheim, SDS-PAGE

(APS) Deutschland

TEMED Sigma Aldrich, Steinheim, SDS-PAGE
Deutschland

Page Ruler™ Prestained Thermo Fisher Scientific, SDS-PAGE

Protein Ladder

Waltham/Massachusetts,
USA

Glycin Pufferan®

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

SDS-PAGE, Western
Blot, Immunfluoreszenz

Ponceau S

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Western Blot

Vollentsalztes (VE-)Wasser

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Western Blot,
Histologische
Farbungen

>99 % Methanol

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Western Blot

Milchpulver Roth, Karlsruhe, Western Blot
Deutschland
Tween® 20 Sigma Aldrich, Steinheim,  Western Blot,

Deutschland

Immunfluoreszenz

ECL™ Prime Western
Blotting Detection Reagent

GE Healthcare Life
Sciences, Chicagol/lllinois,
USA

Western Blot

Neo-Clear® Merck, Darmstadt, Histologische
Deutschland Farbungen

299,8 %-Ethanol vergallt Roth, Karlsruhe, Histologische
Deutschland Farbungen

PBS (phosphatgepufferte
Salzlbsung)

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Immunfluoreszenz,
Immunhistochemie

Dako Cytomation Target
Retrieval Solution, Citrate
pH 6 (10x)

DAKO, Santa Clara, USA

Immunfluoreszenz,
Immunhistochemie

Sea Block Blocking Buffer

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts,
USA

Immunfluoreszenz,
Immunhistochemie

Antikérperdiluent

DAKO, Santa Clara, USA

Immunfluoreszenz,
Immunhistochemie

DAPI

Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Immunfluoreszenz

Fluoromount Aqueous
Mounting Medium

Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Immunfluoreszenz

Alexa Fluor™ 555 Tyramide
SuperBoost™ Kit

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts,
USA

Immunfluoreszenz




In Situ Cell Death Detection
Kit, Fluorescein (TUNEL-Kit)

Roche, Basel, Schweiz

Immunfluoreszenz

Brdu

Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Immunfluoreszenz

Hamalaunlésung sauer nach
Mayer

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Histologische
Farbungen (HE,
Immunhistochemie)

Eosin G-Ldsung 0,5 %
wassrig

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Histologische Farbung
(HE)

100 % Essigsaure

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Histologische Féarbung
(HE)

Neo-Mount® Wasserfreies
Eindeckmittel

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Histologische
Farbungen (HE,
Immunhistochemie)

Harnstoff-
Wasserstoffperoxid

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Immunhistochemie

ImMmPACT™ DAB
Peroxidase Substrate Kit

Vector Laboratories,
Burlingame/California,
USA

Immunhistochemie

Tabelle 1: Chemikalien und Enzyme

3.1.2. Stammldsungen und Puffer

Stammldésung/Puffer

Zusammensetzung

Verwendung

Tail lysis Puffer (pH 8,0)

100 mM Tris/HCI
5mM EDTA
0,2% (m/v) SDS
200 mM NacCl

DNA-Extraktion

TAE-Puffer (50x) (pH 8,0)

2 M Tris

Essigsaure (variabel, pH-
abhangig)

0,05 M EDTA

Agarose-
Gelelektrophorese

Modifizierter RIPA-Puffer

50 mM Tris

150 mM NacCl

1% (v/v) IGEPAL® NP 40
1mM EDTA

0,25 % (viv)
Natriumdesoxycholat
1 yg/ml Leupeptin

1 pg/ml Aprotinin

1 pg/ml Pepstatin A
1 mM NaF

1 mM NazVO,

1 mM PMSF

Proteinisolation und -
bestimmung

Sammelgelpuffer (pH6,8)

0,5M Tris/HCI

SDS-PAGE

Trenngelpuffer (pH 8,8)

1,5M Tris/HCI

SDS-PAGE

Probenpuffer fur Proteine
(5x)

16,4 % (v/v) Sammelgelpuffer
2% (vlv) SDS

25 % (v/v) 3-Mercaptoethanol
2,6 % (v/v) Bromphenolblau
10 % (v/v) Glycerin

SDS-PAGE

Lammli-Puffer (10x)
(pH8.3)

240 mM Tris
1,91 M Glycin
1% (m/v) SDS

SDS-PAGE

Towbin-Puffer (10x)

250 mM Tris

Western Blot
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1,92 M Glycin

TBST (1x) (pH 7,5)

1 mM Tris/HCI
10 mM NaCl
0,1 % (v/v) Tween 20

Western Blot

Ponceau S-Losung

0,2 % (m/v) Ponceau Pulver Western Blot

3 % (v/v) Trichloressigsaure

PBST

9,55¢g/L PBS Immunfluoreszenz

0,05 % (v/v) Tween® 20

Tabelle 2: Stammlésungen und Puffer

3.1.3. Primer und Oligonukleotide

Primer/Oligonukleotid

Sequenz (5°-3°)

ZFX-L AACATCCTGAACACCTTGCC
ZFX-R TAGCTTGTGGCTCTCCAGGT
(X-Chromosom)

YMT/2b forward CTGGAGCTCTACAGTGATGA
YMT/2b reverse CAGTTACCAATCAACACATCA

(Y-Chromosom)

3-Aktin forward

TGACAGGATGCAGAAGGAGATTACT

3-Aktin reverse GCCACCGATCCACACAGAGT
3-Aktin tag ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC
VE-Cadherin forward TGGCCAAAGACCCTGACAAG
VE-Cadherin reverse TCGGAAGAATTGGCCTCTGT

VE-Cadherin taq

CTCAGCGCAGCATCGGGTACTCCAT

P-Cadherin forward
P-Cadherin reverse
P-Cadherin taq

GACATGGATGGAGAGGGCTCTA
CTCATACTTCTGCGGCTCAAACT
CCTTGATGCCAACGATAACGCTCCG

E-Cadherin forward

CAGTCATAGGGAGCTGTCTACCAAA

E-Cadherin reverse GGGTACACGCTGGGAAACAT
E-Cadherin tag CACCACCACCGCGACCCTGC
R-Catenin forward GGACGTTCACAACCGGATTG

3-Catenin reverse
[3-Catenin taq

GGACCCCTGCAGCTACTCTTT
CCATTGTTTGTGCAGTTGCTTTATTCTCCC

CD31 forward AAAGCCAAGGCCAAACAGAA

CD31 reverse CCAGAAACATCATCATAACCGTAATG
CD31 taq AGATGTCCAGGCCAGCTGCTCCACTT
VWF forward GGGAGTTTTTTGACATCCATTTG

VWF reverse TACCCAGCCTCGCGTTCTAG

VWEF taq TGACCAAAGCATCTCCATGCCCTACG

Tabelle 3: Primer/Oligonukleotide

Die Software ,Primer Express 3.0“ wurde verwendet, um die Primer und Oligonukleotide zu entwerfen. Die
anschlieRende Synthese erfolgte durch Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland. Die TagMan ™-Sonden
waren mit den Farbstoffen FAM (5° fluoreszierender Reporterfarbstoff) und TAMRA (3* fluoreszierender Quencher)
gelabelt. (tag: TagMan™-Sonde; A: Adenosin, T: Thymin, C: Cytosin, G: Guanin)

3.1.4. Erst- und Zweitantikorper

Erstantikdrper Spezies Quelle Verdinnung Verwendung
Anti-3-Aktin Maus Cell 1:5000 Western Blot
Signaling (5% Milch/TBST)
(#3700)
Anti-VE- Kaninchen  Abcam 1:1000 Western Blot
Cadherin (ab33168) (5% BSA/TBST)
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Anti-P- Kaninchen  Abcam 1:1000 Western Blot
Cadherin (ab190076) (5% BSA/TBST)
Anti-E- Kaninchen  Cell 1:1000 Western Blot
Cadherin Signaling (5% BSA/TBST)
(#3195S)
Anti-3-Catenin  Kaninchen Cell 1:1000 Western Blot
Signaling (5% Milch/TBST)
(#8480)
Anti-CD31 Kaninchen  Abcam 1:1000 Western Blot
(ab28364) (5% Milch/TBST)
1:300 Immunfluoreszenz
(Antikdrperdiluent)
1:400
(Antikorperdiluent) Immunhistochemie
Anti-BrdU Maus Cell 1:1000 Immunfluoreszenz
Signaling (Antikorperdiluent)
(#5292)
Anti-yH2AX Kaninchen  Abcam 1:4000 Immunfluoreszenz
(abl11174) (Antikorperdiluent)
Tabelle 4: Erstantikdrper
Zweitantikdrper  Spezies Quelle Verdinnung Verwendung
Anti-Maus-1gG Pferd Cell 1:2000 Western Blot
(HRP) Signaling (5% Milch/TBST) (B-Aktin)
(#7076)
Anti-Kaninchen- Ziege Cell 1:1000 Western Blot
IgG (HRP) Signaling (5% Milch/TBST) (P-Cadherin,
(#7074) VE-Cadherin,
3-Catenin)
1:2000 Western Blot
(5% Milch/TBST) (E-Cadherin,
CD31)
Anti-Maus-1gG Ziege Jackson 1:500 Immunfluoresz
(DyLight488) Immuno (Antikorperdiluent)  enz (BrdU)
Research
115-485-003
Anti-Kaninchen- Ziege Jackson 1:500 Immunfluoresz
IgG (Cy3) Immuno (Antikorperdiluent)  enz (CD31)
Research
111-165-003
Anti-Kaninchen- Ziege Jackson 1:500 Immun-
IgG (DyLight488) Immuno (Antikorperdiluent)  fluoreszenz
Research (YH2AX)
111-485-003
Anti- Zytomed Immunbhisto-
Maus/Kaninchen/ Systems, chemie
Ratte-ZytoChem Berlin,

Plus HRP One-
Step Polymer

Deutschland

Tabelle 5: Zweitantikdrper
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3.1.5. Gerate

Gerat

Hersteller

Gewebeinfiltrationsautomat ASP300S
(ZMMK)

Leica, Wetzlar, Deutschland

Paraffinausgief3station EG1150 H
(ZMMK)

Leica, Wetzlar, Deutschland

Kuhlplatte EG1150 C (ZMMK)

Leica, Wetzlar, Deutschland

Rotationsmikrotom RM2255 (ZMMK)

Leica, Wetzlar, Deutschland

Paraffin-Streckbad TFB 45 (ZMMK)

Medite, Burgdorf, Deutschland

Trockenschrank (ZMMK)

WTB Binder, Tuttlingen, Deutschland

Mikroskop (Typ 020-452 008)

Leitz/Leica, Wetzlar, Deutschland

Leica SP8 Konfokalmikroskop (CECAD)

Leica, Wetzlar, Deutschland

Histoscanner SCN400

Leica, Wetzlar, Deutschland

Pipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe accu-jet® pro

Brand, Wertheim, Deutschland

Mehrkanal-Pipette

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heiz-Thermomixer

HLC Haep Labor Consult, Bovenden,
Deutschland

Zentrifuge 5424R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mini-Zentrifuge

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tischzentrifuge Rotina 420R

Hettich, Bach, Schweiz

Vortexer

Kisker Biotech, Steinfurt, Deutschland

Biometra Tone Thermocycler

Analytik Jena, Jena, Deutschland

Precisa ES 320A Waage

Precisa, Dietikon, Schweiz

Mikrowelle

Severin, Sundern, Deutschland

Magnetrihrer

IKA, Staufen, Deutschland

Midi Plus Elektrophorese-Kammer
horizontal

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Spannungsquelle peq power 300

Peglab/VWR, Erlangen, Deutschland

BioDocAnalyze Darkhood

Biometra, Jena, Deutschland

Schwingmihle mM 400

Retsch, Haan, Deutschland

Nano Quant infinite M200 Pro

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Nano Quant plate™

Tecan, Mannedorf, Schweiz

7500 Real Time PCR System
Thermocycler

Applied Biosystems,
Waltham/Massachusetts, USA

Semi-Automatic Sheet Heat Sealer

4titude/Brooks Life Sciences, Wotton,
England

Mikropistill

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sonifizierer Sonopuls®

Bandelin, Berlin, Deutschland

SkyLine DTS-4 Plattenheizgeréat

Elmi, Calabasas/California, USA

Vertikales Gelelektrophorese-System

Peglab/VWR, Erlangen, Detuschland

Semi-Dry-Blotter

Peglab/VWR, Erlangen, Detuschland

Chemidoc™ XRS imaging system

Bio-Rad, Hercules/Kalifornien, USA

Folienschweil3gerat

Severin, Sundern, Deutschland

Duomax 1030 Plattformschittler

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Kreis-Schittler GFL 3005

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik,
Burgwedel, Deutschland

Dampfgarer

Braun, Kronberg im Taunus,
Deutschland

Plastikktvetten

Medite Medical, Burgdorf, Deutschland

Farbegestell

Medite Medical, Burgdorf, Deutschland

Tabelle 6: Gerate
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3.1.6. Arbeits-/Verbrauchsmaterialien

Arbeits-/Verbrauchsmaterial

Hersteller

Gewebe-Einbettkassetten Uni-safe

AMP A/S, Stensved, Danemark

Metallférmchen

Medite Medical, Burgdorf, Deutschland

Mikrotommesser R35

Feather, Osaka, Japan

Superfrost plus Objekttrager

Thermo Fisher Scientific,
Waltham/Massachusetts, USA

Deckglaser

VWR, Darmstadt, Deutschland

Rasierklingen

Apollo, Solingen, Deutschland

Reagiergefalie

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Falcons

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Sereologische Pipetten

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

epT.l.P.S.® Filter-Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Combitips advanced® Dispenser-Spitzen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Faltenfilter

Roth, Karlsruhe, Deutschland

96-Well-Platten

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

FrameStar® 96-Well-PCR-Platte

4titude/Brooks Life Sciences, Wotton,
England

Clear heat seal sheets

4titude/Brooks Life Sciences, Wotton,
England

Amersham™ Protran™ 0.45 uym
nitrocellulose blotting membranes

GE Healthcare Life Sciences, Little
Chalfont, England

Whatman-Papier

GE Healthcare Life Sciences, Little
Chalfont, England

Gefrierbeutel

Netto, Maxhitte-Haidhof, Deutschland

Skalpell

BRAUN, Kronberg im Taunus,
Deutschland

Glasware (Messzylinder, Messbecher)

DWK Life Science, Wertheim,
Deutschland

Tabelle 7: Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

3.1.7. Software

Software

Hersteller

BioDocAnalyze Live

Biometra, Jena, Deutschland

7500 Software v2.0.6

Applied Biosystems,
Waltham/Massachusetts, USA

Primer Express 3.0

Applied Biosystems,
Waltham/Massachusetts, USA

Tecan i-control 2.0

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Image Lab™ v5.2.1

Bio-Rad, Hercules/Kalifornien, USA

ImageJ-Fiji 2011

National Institutes of Health,
Bethesda/Maryland, USA

GraphPad Prism 7

GraphPad Software, San
Diego/Kalifornien, USA

Microsoft Excel 2013

Microsoft Corporation, Redmond/
Washington, USA

Tabelle 8: Software
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3.2. Generierung der Versuchsgruppen
Die Tierversuche fanden mit weiblichen C57BL/6N (Janvier Labs/Le Genest-Saint-
Isle, Frankreich) Wildtyp-Mausen statt, die im Alter von drei Wochen an den hiesigen Tierstall

geliefert wurden.

3.2.1. Haltungsbedingungen

Die Betreuung der Versuchstiere erfolgte durch die Tierpflegerinnen des
Tierhaltungsnetzwerkes sowie Mitarbeiterinnen der AG Appel im Tierstall des
pharmakologischen Instituts der Uniklinik zu Koéln. Die Unterbringung und Versorgung der
Mause fand entsprechend der Regeln des Tierhaltungsnetzwerkes der Universitat zu Kdln und
den Richtlinien der Bezirksregierung Koln statt. Zusétzlich wurde vorab die Genehmigung
durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen
(84-02.04.2016.A046) eingeholt. Die weiblichen Mause befanden sich bis zur Verpaarung mit
drei bis vier Tieren in je einem Kafig, getrennt von den Mannchen.

Um die Haltung der Tiere unter kontrollierten Umweltbedingungen zu gewahrleisten, wurden
folgende Malnahmen ergriffen: eine konstante Luftfeuchtigkeit von 50 bis 60 %, eine
permanente Raumtemperatur von 22 °C und ein Lichtwechsel von Dunkel auf Hell um 6 Uhr
sowie von Hell auf Dunkel um 18 Uhr, um einen zirkadianen Rhythmus zu generieren.
Wahrend der gesamten Versuchszeit hatten die Mause uneingeschrankten Zugang zu Futter

und Wasser.

3.2.2. Etablierung der Versuchsgruppen

Insgesamt wurden drei Versuchsgruppen generiert, eine Kontroll- bzw. Standard-Diat-Gruppe
(SD-Gruppe), eine Hoch-Fett-Diat-Gruppe (HFD-Gruppe) und eine
Nahrungsinterventionsgruppe (NI-Gruppe) (siehe Abbildung 2).

Die weiblichen Tiere der SD-Gruppe erhielt ab einem Alter von drei Wochen wahrend der
gesamten Versuchsreihe eine Standard-Diat (R/M-H, ssniff®, Soest, Deutschland) und die
Haltung erfolgte mit je maximal vier Tieren pro Kafig. Parallel wurde die HFD-Gruppe generiert,
indem die weiblichen Mause nach dem Absetzen, also im Alter von drei Wochen, mit einer
hochkalorischen Diat (C1057 madifiziert, Altromin, Lage, Deutschland) ernéhrt wurden. lhre
Haltung erfolgte mit je maximal drei Tieren pro K&fig. Die NI-Gruppe bestand aus weiblichen
HFD-Tieren, welche ab dem Zeitpunkt der Verpaarung bis zur Sectio caesarea an G 15.5
anstelle der HFD die SD erhielten. Die Umstellung von der HFD auf die SD simulierte bei
dieser Intervention die Umstellung einer ungesunden Erndhrung, die reich an geséttigten
Fettsauren war, auf eine gesunde Ernahrung ab dem Beginn der Schwangerschaft. Eine

genaue Zusammensetzung der einzelnen Diaten ist in Tabelle 9 aufgefiihrt.
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Futterzusammensetzung SD HFD

Unternehmen Ssniff (Soest, Germany) Altromin (Lage, GE)
Katalognummer V1534 — R/M-Maintenance C1057, modified
Metab. Energie (ME) (kcal/kg) 3225 5237

Fett (% von ME) 9 60

Proteine (% von ME) 33 16

Kohlenhydrate (% von ME) 58 24

Tabelle 9: Futterzusammensetzung der SD und HFD nach Appel, 2019 77

3.2.3. Verpaarung der Versuchstiere

Im Alter von 12 bis 16 Wochen wurden die weiblichen Mause verpaart. Flr diesen Vorgang
wurden Mannchen, welche unter Kontrolldiat (SD) normalgewichtig waren, und Weibchen tber
Nacht fir maximal 24 Stunden in einen gemeinsamen Kafig, der mit der Diat des Weibchens
bestlickt war, gesetzt. AnschlieBend wurden die Mannchen wieder isoliert und mit der SD
geflttert. Dieser Folgetag nach der Verpaarung wurde als G 0.5 definiert. Zum Zeitpunkt der
Verpaarung mussten die Weibchen der SD-Gruppe ein Gewicht <23,5 g aufweisen und die
Weibchen der HFD-Gruppe waren per definitionem tbergewichtig mit einem Korpergewicht
223,5 g. Die weiblichen Tiere wurden direkt vor der Verpaarung an G 0.0 und ein paar Tage
vor G 15.5 gewogen, um den Gewichtsverlauf tiber den Zeitraum der Schwangerschaft hinweg
festzustellen. Die grafische Darstellung der Generierung der Versuchsgruppen ist in
Abbildung 2 zu finden.

SD HFD

1
I
@ Verpaarung @ Verpaarung
I
I

| SD HFD @ SD
&’

Sectio Sectio Sectio
an G15.5 an G15.5 an G15.5
> SD > HFD > NI

Abbildung 2: Generierung der Versuchsgruppen
In dem Alter von drei Wochen erfolgte die Zuteilung der weiblichen Mause in zwei Versuchsgruppen, eine Gruppe
erhielt eine HFD, die andere eine SD. Die Verpaarung fand im Alter von 12-16 Wochen statt. Zu diesem Zeitpunkt
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waren die HFD-Mause Ubergewichtig, mit einem Kérpergewicht von 223,59. Ein Teil der HFD-Tiere erhielt im
Anschluss an die Verpaarung die SD anstelle der HFD, dadurch wurde als Drittes die NI-Gruppe generiert. An
G 15.5 fand bei allen Versuchstieren die Sectio caesarea statt.

3.2.4. Praparation, Probenentnahme und -Asservierung

An G 15.5, somit innerhalb des letzten Schwangerschaftsdrittels der Maus, wurden die
tragenden Mause getttet und es wurde eine Sectio caesarea vorgenommen. Eineinhalb
Stunden zuvor wurde den Mausen fir die spatere Immunfluoreszenz-Untersuchung der
Plazenten (siehe Abschnitt 3.3.3.1) eine 10 mg/ml Bromdesoxyuridin (BrdU)-L6sung (geldst in
phosphatgepufferter Salzlésung, PBS) mit einer Dosierung von 10 pl/g Korpergewicht (KG)
intraperitoneal gespritzt. Anschliel3end wurde ihnen nach einer weiteren Stunde 0,1 mg/kgKG
Buprenorphin geldst in 0,9% Natriumchloridlésung zur Analgesie subkutan injiziert. 30
Minuten spater erfolgte dann die T6tung mittels CO»-Inhalation und es wurden die Daten der
Kdrperlange und des Korpergewichts erhoben. Im Anschluss fand die Eroffnung der
Bauchhohle statt, um die fetoplazentaren Einheiten zu entnehmen. Diese wurden von rechts
nach links entnommen und der Entnahme nach durchnummeriert.

Die Feten wurden umgehend mittels Dekapitation getdtet. Es wurde ihr jeweiliges
Kdrpergewicht bestimmt, die gesamte Wurfgréf3e ermittelt und die Anzahl der resorbierten
Feten dokumentiert. Insgesamt wurden in die spateren Analysen nur Tiere einbezogen, die
mindestens funf gesunde Feten aufwiesen, ausgenommen bei der Bestimmung der
Resorptionsrate. Vom Schwanz der Feten wurden die Spitzen abgetrennt und bei -80 °C
eingefroren, was fur die spatere Geschlechtsbestimmung vonnéten war.

AnschlieRend wurden die Plazenten fir die geplanten Analysen konserviert. Daflr erfolgte die
Plazentaentnahme inklusive des umliegenden Gewebes. Die Plazenten Nummer 1 bis 4
wurden nicht vom Uterus, der Nabelschnur und dem Fruchtblasenansatz getrennt, um die
Dezidua sowie das Labyrinth nicht zu beschéadigen. Diese Planzenten wurden halbiert und
anschlieRend wurde jeweils die Hélfte ohne Nabelschnur nach Entfernung des umliegenden
Gewebes (Nabelschnur, Fruchtblase, Uterus) nativ in flissigem Stickstoff schock- und dann
bei -80 °C eingefroren. Die andere Halfte der Plazenten Nummer 1 und 3 wurde in Roti-Histofix
fixiert und die Plazenten Nummer 2 und 4 wurden in TissueTek eingebettet. Die Plazenten
Nummer 5 und 6 wurden in Ganze belassen, inklusive erhaltener Nabelschnur,
Fruchtblasenansatz und Uterus und in Roti-Histofix fixiert. Die Plazenten Nummer 7 und
folgende wurden zuletzt aus dem Uterus entnommen, die Nabelschnur und der
Fruchtblasenansatz wurden abgetrennt. Sie wurden gewogen und ebenfalls nativ bei -80 °C

eingefroren.

3.3. Histologische Untersuchungen der Plazenta
Die histologischen Untersuchungen der Plazenten erfolgte mittels der Methode der Stereologie
sowie Immunfluoreszenzfarbungen.
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3.3.1. Anfertigung plazentarer Gewebeschnitte far histologische

Untersuchungen

Fur die histologischen Analysen wurde in Paraffin eingebettetes Plazenta-Gewebe genutzt.
Bereits wahrend der Praparation der Versuchstiere wurde ein Teil der Plazenten halbiert,
wéhrend ein anderer Teil ganz belassen wurde. Direkt im Anschluss wurden die Plazenten fir
24 Stunden in 4 % PFA fixiert und anschliel3end in 70 % Isopropanol gelagert. Fir die spatere
Einbettung der Gewebeproben in Paraffin erfolgte zunachst vollautomatisch mithilfe des
Gewebeinfiltrationsautomaten ASP300S die Entwasserung der Proben und eine Infiltration mit
Paraffin. Im nachsten Schritt fand mittels einer Paraffinausgief3station (EG1150 H) die
manuelle Fixierung der Plazenten in Paraffin statt. Fir diesen Vorgang wurden die
Gewebeproben in Einbettférmchen gegeben, wobei die halbierten Plazenten mit ihrer
Schnittflache immer in Richtung Férmchenboden ausgerichtet waren. Diese Formchen wurden
dann mit dem Paraffin befiillt und danach fand die Aushartung der Paraffinblécke auf einer
Kihlplatte statt.

Fur die spateren Immunfluoreszenzanalysen wurden 3 um dicke Schnitte der halbierten
Plazenten und flr die Stereologie 7 um dicke Schnitte der vollstandigen Plazenten angefertigt.
Die Schnitte wurden mithilfe eines Rotationsmikrotoms (RM2255) hergestellt, anschlieRend
auf ein 37 °C warmes Wasserbad (Paraffin-Streckbad TFB 45) gelegt und nachdem sie sich
komplett entfaltet und geglattet hatten auf Objekttrager aufgezogen. Zum Trocknen wurden
sie uUber Nacht in einem Warmeschrank bei 37°C gelagert und anschlieRend bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

3.3.2. Stereologie
Um die Plazenten in ihrer Gesamtheit genauer untersuchen zu kénnen, wurde sich der

Methode der Stereologie bedient.

3.3.2.1. Einfuhrung in die Stereologie

Die Stereologie ist eine Methode, die erstmals im Jahr 1961 auf einem Kongress von
Forscherlnnen interdisziplindrer Fachgebiete diskutiert wurde. Im Folgejahr wurde daraufhin
die Gesellschaft ,International Society for Stereology & Image Analysis® (ISS) gegrindet. Es
handelt sich dabei um ein Verfahren, dass es ermoglicht 3D-Objekte auf der Grundlage von
2D-Schnitten zu analysieren 8. Daftir wird ein Gitter in Form von Punkten, Linien oder Flachen
Uber 2D-Schnitte, etwa histologische Gewebeschnitte, gelegt, wodurch MalRe wie Volumen,
Oberflachen und Langen des urspriinglichen 3D-Objektes ermittelt werden kdnnen ™°.
Wahrend der histologischen Untersuchung von mikroskopischen Schnitten wird durch die
dinnen Gewebeproben nahezu ein 2D-Objekt geschaffen, mithilfe dessen die inneren
Kompartimente eines 3D-Objektes untersucht werden kénnen . Indem im Anschluss daran

mittels der Stereologie wieder auf die 3D-Ebene hochgerechnet wird, kann das urspriingliche
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Objekt in seiner Form und der gegebenenfalls damit korrelierenden Funktion effektiv beurteilt
werden . Einen wichtigen Aspekt stellt die Beschaffenheit der zu untersuchenden Objekte
dar, welche homogen oder auch inhomogen sein kann. Bei Geweben, wie etwa murinen
Plazenten, ist bekannt, dass sie inhomogen sind und aus unterschiedlichen Kompartimenten
bestehen. Demnach stellen sich in den mit einem Mikrotom angefertigten 2D-Schnitten, je
nachdem auf welcher Ebene der Gewebeprobe sie sich befinden, unterschiedliche Gréen-
und Verhaltnisverteilungen der einzelnen angeschnittenen Kompartimente dar. Zur genaueren
Analyse wurde deshalb das Prinzip der designbasierten Stereologie entwickelt. Dieses
ermdglicht es, inhomogenes Gewebe zu erfassen, wohingegen sich das Prinzip der
modellbasierten Stereologie mit homogenen Geweben beschaftigt 8. Mithilfe der
designbasierten Stereologie kann also auf Grundlage einzelner generierter Gewebeschnitte
auf das gesamte 3D-Gewebe geschlossen werden und es muss nicht eine serielle
Rekonstruktion aller Gewebeschnitte erfolgen &2,

3.3.2.2. Generierung plazentarer =~ Gewebeschnitte  fir  stereologische
Untersuchungen
Die designbasierte stereologische Analyse basiert auf einem mehrstufigen Prozess. Zunéchst
werden statistische Stichprobenprinzipien zur Generierung der Gewebeschnitte genutzt.
Dadurch kann die Menge der zu analysierenden Schnitte reduziert werden, bei
gleichbleibender Prazision. Mithilfe des Prinzips der systematischen einheitlichen
Zufallsstichprobe (systematic uniform random sampling, SURS) wird gewahrleistet, dass jedes
Kompartiment des Gewebes die gleiche Wahrscheinlichkeit hat, Teil der Stichprobe zu sein.
Voraussetzung dafir ist, dass das Gewebe vollstandig ist und in seiner ganzen Groél3e
bearbeitet wird. Das gesamte Organ muss systematisch in gleichméafigen Intervallen
geschnitten werden, wobei der erste Schnitt zufallig in einem definierten Intervall festgelegt
wird #. Bezogen auf dieses Projekt bedeutete dies: Damit die Plazenten am Mikrotom
(Rotationsmikrotom RM2255) in einem zuféllig orientierten Winkel angeschnitten werden
konnten, wurden sie in der Einbettkassette zunachst neu ausgerichtet. Dafiir wurden die
Paraffinblocke mit der jeweiligen enthaltenen Plazenta von der Kassette geldst und in einem
zufallig bestimmten Winkel wieder neu befestigt. AnschlieBend erfolgte die Anfertigung der
7 ym dicken Gewebeschnitte am Mikrotom. Die gesamten Plazenten wurden aufgeschnitten
und jeder 40., sowie 41. Gewebeschnitt wurde auf einen Objekttrager aufgezogen. Der erste
Schnitt wurde dabei durch vorherige Generierung einer Zufallszahl in dem Intervall zwischen
eins und 40 bzw. 41 festgelegt. Fir die weiteren stereologischen Analysen der Schnitte
erfolgten dann bei jedem 40. Schnitt eine Farbung mit CD31 und bei jedem 41. Schnitt mit HE
(Hamatoxylin-Eosin). Fir das Vorgehen der Farbungen siehe Abschnitte 3.3.2.7 und 3.3.2.8.
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3.3.2.3. Verwendung geometrischer Gitter

Im néchsten Schritt werden bei der Stereologie Gitter auf die gefarbten Schnitte gelegt, welche
in mathematischer Beziehung zu dem urspriinglichen 3D-Gewebe stehen. Die Gitter bestehen
dabei aus geometrischen Mustern wie Punkten, Linien und Flachen. Dabei ist jedes Muster
einem bestimmten geometrischen Strukturmerkmal des 3D-Gewebes zugeordnet, wie
Volumina, Oberflachen und Langen. Die Summe der Dimensionen des Musters und des
Strukturmerkmals ergibt dabei immer drei. Diese Dimensionalitdtsregel beruht auf dem
geometrischen Prinzip, dass die von dem Muster nicht verwendeten Dimensionen von dem
dazugehorigen Strukturmerkmal erfasst werden. Den Volumina (3D), welche aus 3
Dimensionen bestehen, sind demnach Punkte (OD) zugeordnet. Den Oberflachen (2D) sind
die Linien (1D) und den Langen (1D) die Flachen (2D) zugeordnet 2. Entsprechend dieser
Dimensionalitatsregel erfolgte in diesem Promotionsprojekt mithilfe der Imaging Facilty des
CECAD der Universitat zu Kéln die randomisierte Projektion der geometrischen Gitter auf die
Gewebeschnitte der Plazenten.

Im Anschluss konnten die Wechselwirkungen der einzelnen Muster und der Volumina,
Oberflachen oder Langen von den zu untersuchenden Strukturen der Gewebeschnitte ermittelt
werden, indem sie gezédhlt und addiert wurden. Mithilfe der mathematischen Beziehung
zwischen Muster und Strukturmerkmal konnte die jeweilige Menge der einzelnen
Strukturmerkmale im 3D-Geweberaum berechnet werden. Die berechnete Menge stellte sich
schlie3lich als Dichte-Schatzung pro Volumeneinheit (numerische Dichte) dar. Zur weiteren
Analyse musste diese in einen absoluten Wert umgerechnet und wurde dafiir mit einem

Referenzvolumen multipliziert 8.

3.3.2.4. Ermittlung von Referenzvolumina

Als Referenzvolumina wurden bei den spateren Berechnungen zum einen das absolute
Volumen der Plazenten und zum anderen das der Labyrinthe bendtigt.

Zur Ermittlung des Referenzvolumens einer Plazenta wurde das Cavalieri-Prinzip verwendet.
Dabei wurde ein Punkte-Gitter auf die im Rahmen der Stereologie angefertigten und mittels
HE angefarbten Gewebeschnitte gelegt. Anschlieend wurden die auf die Referenzstruktur
(Plazenta) fallenden Punkte addiert und ermdglichten somit eine Volumenschéatzung . Fir

das gesamte Plazentavolumen ergab sich folgende Formen:

VRef. Plazenta — £ X Z P X A(p)

Wobei Vier plazenta dem Referenzvolumen einer gesamten Plazenta entsprach, t den
Durchmesser der Plazenta darstellte (ermittelt durch Multiplikation der Gesamtschnittzahl der
Plazenta mit der Schnittdicke (=7 um) der Gewebeschnitte), . P die Summe aller Punkte
angab, die auf die Referenzstruktur (Plazenta) fielen und ag, der von einem Punkt

reprasentierten Flache (=250000pum?) entsprach. Die Gesamtschnittzahl der Plazenta
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beinhaltete diejenigen Gewebeschnitte, auf denen lichtmikroskopisch (Mikroskop
Typ 020-452008) nachweislich Plazentagewebe sichtbar war. Schnitte, auf denen lediglich
Nabelschnur-Anschnitte erkennbar waren, wurden ausgeschlossen.

Das Labyrinth diente als Referenzvolumen fur die Analysen der Volumina, Oberflachen,
Langen und Durchmesser von Gefalien innerhalb dieser Zone. Zur Ermittlung eines Labyrinth-
Referenzvolumens wurden alle Schnitte beriicksichtigt, auf denen das Labyrinth angeschnitten
war. Dieses wurde mithilfe des Programms ,ImageJ-Fiji 2011 in den CD31-gefarbten
Schnitten umrandet, ausgeschnitten und anschliel3end konnten die Flachen der jeweiligen
Schnitte automatisch berechnet werden. Im folgenden Schritt wurde der Mittelwert dieser
Flachen mit dem Gesamtdurchmesser des Labyrinths multipliziert. Daraus ergab sich folgende

Formel:

VRef. Labyrinth = t X A
Dabei stand Vgef pabyrinen fUr das gesamte Referenzvolumen des Labyrinths, t far den
Durchmesser des Labyrinths (Multiplikation der Gesamtschnittzahl des Labyrinths mit der

Schnittdicke (=7 um) der Gewebeschnitte) und A fir die gemittelten Labyrinth-Flachen.

3.3.2.5. Ermittlung von Volumina der Plazentazonen

Mittels HE-gefarbter Gewebeschnitte wurden die Volumina der einzelnen Plazentazonen, wie
Labyrinth, Junktionalzone und Dezidua ermittelt. Zunachst wurde der Volumenanteil einer der
drei Zonen (Vpjazentazone) iINN€rhalb des Referenzraumes der gesamten Plazenta erfasst. Dafur
wurden alle Punkte, die auf die entsprechende Zone fielen, im ersten Schritt addiert
(2 Pplagentazone) UNd im zweiten Schritt durch die Gesamtzahl aller Punkte, die auf den
Referenzraum fielen (3 Preferenzraum Plazenta), dividiert. AnschlieRend konnte die ermittelte
Volumendichte der Zonen in eine absolute GréfRe umgerechnet werden, indem sie mit dem

Referenzvolumen der gesamten Plazenta (Ve plazenta) Multipliziert wurde 8.

Z PPlazentazone

VPlazentazone -

P X VRef. Plazenta
Z Referenzraum Plazenta

Wie in Abschnitt 3.3.2.4 erwahnt, wurde das Volumen des Labyrinths ebenfalls im Rahmen
der Berechnung der Referenzvolumina mithilfe der CD31-gefarbten Schnitte bestimmt.
3.3.2.6. Volumina, Oberflachen, L&ngen und Durchmesser innerhalb des
Labyrinths

Innerhalb des Labyrinths wurden drei Parameter mithilfe der CD31-geféarbten Gewebeschnitte
stereologisch bestimmt: die Volumina einzelner Strukturen (fetale Gefal3e, maternale
Blutsinusse und Trophoblastengewebe), Oberflachen von fetalen Gefal3en und maternalen
Blutsinussen, sowie Langen und Durchmesser fetaler Gefalle.

Um die Volumina (Vsyukewr) der einzelnen Strukturen zu ermitteln, wurde die Flache des

Labyrinths der einzelnen Gewebeschnitte in 4096 x 4096 Pixel grof3e Bilder fraktioniert
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(3.96 um/Pixel). Von den entstandenen Teilbildern des Labyrinths wurde jeweils eins
ausgezahlt, nachdem ein Gitter aus Punkten darlbergelegt worden war. Es wurden alle
Punkte addiert, die auf eine der drei entsprechenden Strukturen (fetale Gefalle, maternale
Blutsinusse oder Trophoblastengewebe) fielen (¥ Psiuker) UNd anschlieBend durch die
Summe aller Punkte, die auf das Labyrinth als Referenzraum (¥ Preferenzraum Labyrinth) fi€lEn,
geteilt. Die ermittelte Volumendichte der jeweiligen Struktur wurde zur Generierung absoluter
Wert mit dem Referenzvolumen, dem bereits ermittelten Labyrinthvolumen (Vgef Labyrinth)
multipliziert 82,

Z P, Struktur
Z % Referenzraum Labyrinth

VStruktur = X VRef. Labyrinth

Zur Bestimmung der Oberflachen (Ssiukiur) VON fetalen GeféaRen und maternalen Blutsinussen
innerhalb des Labyrinths wurden zusétzlich zu Punkten auch Linien Gber die Teilbilder gelegt
und jeweils die Schnittpunkte (3 Isuker) der Linien mit den fetalen GefaRanschnitten bzw.
maternalen Blutsinussen gezahlt und addiert. Zusatzlich wurden die Langen der Linien (/)
miteinbezogen, welche mit jedem Punkt des Teilbildes assoziiert waren. Dabei entsprach ein
Punkt einer Lange von 27,9 uym und . Ppapyrinen der Gesamtanzahl aller Punkte im Labyrinth.
Als Referenzvolumen galt ebenfalls das Volumen des Labyrinths (Vref, Labyrincn) Und durch die
Multiplikation mit diesem wurden absolute Werte generiert 8.

2 X Z IStruktur

I (p) X Z 1% Labyrinth

SStruktur = X VRef. Labyrinth

Die Erfassung der Langen und Durchmesser der fetalen Gefal3e innerhalb des Labyrinths
erfolgte an den Gewebeschnitten, welche das gesamte CD31-gefarbte Labyrinth abbildeten.
Auf diese Schnitte wurden zweidimensionale Quadrate bzw. Zahlrahmen mit einer Grél3e von
10000 um? gelegt, welche an zwei benachbarten Seiten durch rote und an den
gegenlberliegenden Seiten durch griine Linien begrenzt waren. Anschlielend wurden alle
Kapillaren gezahlt und addiert, welche innerhalb des Z&hlrahmens lagen und die roten Linien
nicht beriihrten oder schnitten. Zuséatzlich wurde die Gesamtanzahl an Zahlrahmen ermittelt,
die auf die Flache des Labyrinths projiziert wurden. Es ergab sich fur die absoluten
Kapillarlangen (Lapinaren) folgende Formel 2
Lgapitiaren = 2Q(4) X VRef, Labyrinth

Dabei stand Q(,) fur die Kapillardichte pro Flacheneinheit, welche sich aus der Summe der
gezéhlten Kapillaren pro Z&hlrahmen, dividiert durch das Produkt der Gesamtanzahl an
Zahlrahmen pro Labyrinth-Gewebeschnitt errechnen liel3. Durch die Multiplikation mit 2 ergab
sich die Langendichte. Zur Generierung absoluter Werte wurde das Labyrinthvolumen als

Referenzvolumen (Vger. 1abyrinth) g€NULZL.
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Der Kapillardurchmesser (dgapiiiaren) WUrde anhand der mittleren Kapillarquerschnittsflache
(AKapmarquerschmtt) abgeschatzt. Dafir wurde im ersten Schritt die Kapillarquerschnittsflache
mit folgender Formel berechnet &:

VStruktur 1

AKa 3 3 =
pillarquerschnitt
VRef. Labyrinth 2 Q 4)

Wobei Vsyueor dem Volumen der fetalen Gefal3e entsprach und dividiert durch das
Referenzvolumen des Labyrinths (Vger rabyrintn) di€ Volumendichte ergab. 2Q(,) entsprach
erneut der Langendichte der Kapillaren.

Fur den Kapillardurchmesser ergab sich im zweiten Schnitt folgende Formel 8:

_ AKapillarquerschnitt
dl(apillaren =2X T

3.3.2.7. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung dient der morphologischen Untersuchung von
Gewebeschnitten und wird haufig als Ubersichtsfarbung zur Identifizierung einzelner
Gewebestrukturen genutzt. Dabei farbt oxidiertes Hamatoxylin Bestandteile der Zellkerne blau
und Eosin basische Zellbestandteile wie Zytoplasma, Kollagen, Mitochondrien und auch
Erythrozyten rot 8. Als Ubersichtsfarbung ermdglichte sie die Identifizierung der einzelnen
Plazentazonen: Chorion, Labyrinth, Junktionalzone, Dezidua, Nabelschnur. Im Zuge dieses
Dissertationsprojektes wurde die Farbe-Methode zum einen wie hier beschrieben im Rahmen
der stereolgischen Analysen zur Volumenbestimmung einzelner Zonen und zum anderen als
Kontrollfarbung im Zusammenhang mit den Immunfluoreszenz-Assays genutzt (siehe
Abschnitt 3.3.3).

Zunachst wurden die plazentaren Gewebeschnitte zum Entparaffinieren dreimal fir je 5 bis 10
Minuten in Neo-Clear gegeben. Anschliel3end erfolgte eine Rehydrierung der Schnitte. Dafiir
wurden sie jeweils fur eine Minute in eine Alkoholreihe mit absteigender Konzentration (100,
96, 80, 70 % Ethanol) gewaschen und danach fir eine Minute mit vollentsalztem (VE)-Wasser
umspult. Der erste Schritt der eigentlichen Farbung fand im Anschluss fur 4 Minuten mit einer
sauren Hamalaunlésung (nach Mayer) statt, die zuvor filtriert worden war. Nachdem die
Schnitte mit rot gefarbten Zellkernen fir 30 Sekunden in VE-Wasser gegeben worden waren,
wurden sie fur 5 Minuten unter flieRendem Leitungswasser geblaut. Nach einem kurzen
Waschgang mit VE-Wasser erfolgte der zweite Teil der Farbung mit einer zweiminitigen
Umspulung der Proben mit 0,5 % Eosin G-L6sung. Diese Losung wurde zuvor ebenfalls filtriert
und zum Ansauern mit einem Tropfen Eisessig pro 100 ml versetzt. Anschlielend wurden die
Schnitte zweimal kurz in VE-Wasser gewaschen, zur Dehydrierung fur je eine Minute in
aufsteigende Alkoholkonzentrationen (70, 80, 96, 100 % Ethanol) gegeben und schlieRlich

zweimal fur je 5 Minuten mit Neo-Clear umspult. Im letzten Schritt erfolgte die Eindeckung der
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Schnitte mit dem Eindeckmedium Neomount und die anschlieRende Lagerung bei
Raumtemperatur.
Zur Digitalisierung der Gewebeschnitte wurde der Histoscanner SCN400 der Core Facility

CECAD genutzt und Scans in 10-facher Vergréf3erung angefertigt.

3.3.2.8. CD31-Farbung

CD31 ist ein Oberflachenprotein, welches von Endothelzellen exprimiert wird 4. Die Farbung
ermoglichte eine Beurteilung der fetalen und maternalen Gefal3e innerhalb des plazentaren
Labyrinths, mittels Differenzierung von CD31-positiven fetalen Gefaf3en und CD31-negativen
maternalen Blutsinussen.

Zum Entparaffinieren wurden die eingebetteten Gewebeschnitte entsprechend den
Farbeprotokollen der Immunfluoreszenz zunachst in Neo-Clear inkubiert, in einer
absteigenden Alkoholreihe rehydriert und schlie3lich zur Demaskierung der Epitope fir 25
Minuten in Zitratpuffer aufgekocht, gefolgt von einer anschlieBenden Abkuhlung bei
Raumtemperatur. Fur das genauere Vorgehen siehe das Protokoll des BrdU-Assays in
Abschnitt 3.3.3.1. Daraufhin folgte ein zehnminitiger Peroxidase Block mit 3 % H>O-, um eine
spatere unspezifische Hintergrundfarbung durch die in den Gewebeschnitten enthaltenen
Erythrozyten zu minimieren. Nach einem kurzen Waschgang in PBS fand eine einstiindige
Inkubation der Schnitte mit Sea Block (Blocking Buffer) in einer feuchten Kammer statt.
Dadurch wurden unspezifische Bindungsstellen blockiert. AnschlieRend wurden die Schnitte
mit dem spezifischen Primé&rantikdrper CD31 benetzt und tber Nacht bei 4 °C in einer feuchten
Kammer inkubiert. Am Folgetag wurden die Gewebeschnitte dreimal fur je 5 Minuten in PBS
gewaschen und danach fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit dem Sekundé&rantikdrper
inkubiert. Dieser Antikdrper enthielt ein HRP-Polymer (Meerrettichperoxidase) und nicht
gebundene, Uberschiissige Reste wurden im Anschluss an die Inkubationszeit durch einen
dreimal funfminitigen Waschgang mit PBS entfernt. Danach folgte die Benetzung der Schnitte
mit einer 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB)-Losung (30 pl DAB verdinnt in 1 ml ImmPACT™ DAB
Diluent) fur je 2,5 Minuten. Durch die Zugabe des Substrats DAB wurde die enzymatische
Reaktion der Peroxidase gestartet. Aufgrund der chromogenen Eigenschaften von DAP kam
es zu einem braunen Farbniederschlag an den Stellen des Zielantigens. Mithilfe eines
Lichtmikroskops konnte die Farbentwicklung beobachtet und bei ausreichender Farbintensitéat
mit MilliQ-Wasser gestoppt werden. Im néchsten Schritt fand eine einminitige Gegenfarbung
der Zellkerne mit zuvor filtriertem Hamatoxylin statt. Zum Blauen wurden die Schnitte
anschliel3end fur 5 Minuten unter flieRendes Leitungswasser gegeben. Danach wurden die
Gewebeschnitte zur Dehydrierung in eine aufsteigende Alkoholreihe und anschliel3end in Neo-
Clear gegeben. Fur das genauere Vorgehen siehe das Protokoll der Hamatoxylin-Eosin-

Farbung (HE-Féarbung) im obigen Abschnitt 3.3.2.7. Im letzten Schritt wurden die Schnitte mit
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Neomount eingedeckt und bei Raumtemperatur gelagert, bevor sie mithilfe des Histoscanners

SCN400 in 40-facher VergréRerung gescannt und digitalisiert wurden.

3.3.3. Immunfluoreszenzfarbung

An den hergestellten 3 um dicken Schnitten des Plazentagewebes wurden drei verschiedene
immunhistologische Fluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Daflr wurden diejenigen Schnitte
verwendet, die sich im Querschnitt auf Ebene der Nabelschnur der Plazenten befanden. Zum
einen war dadurch eine Vergleichbarkeit der verschiedenen Schnitte gewdahrleistet und zum
anderen war die Labyrinthzone, auf die sich die spateren Farbungen bezogen, auf dieser Hohe
am grofdten. Um diese Ebene sicher zu identifizieren, wurde zusétzlich zu der
Immunfluoreszenz-Firbung eine HE-Farbung (siehe Abschnitt 3.3.2.7) durchgefihrt und die
gefarbten Schnitte wurden mikroskopisch betrachtet.

Mittels der Immunfluoreszenzfarbung wurden drei Vorgange innerhalb des Labyrinths der
Plazenten genauer betrachtet, die Proliferation (BrdU-Assay), die Apoptose (TUNEL-Assay)
und die Seneszenz (y-H2AX-Assay). Zusatzlich zu der jeweiligen Immunfluoreszenzfarbung
des Assays wurden bei jedem Gewebeschnitt mittels Ko-Féarbung die Zellkerne aller Zellen
(4',6-Diamidin-2-phenylindol, DAPI) & und die Endothelzellen der fetalen Kapillaren im
Labyrinth (Anti-CD31-Antikdrper) angefarbt. Auf Grundlager dieser Farbungen konnte im
Weiteren eine Quantifizierung der proliferierenden, apoptotischen und seneszenten Zellen

stattfinden.

3.3.3.1. BrdU-Assay

Mittels eines BrdU-Immunassays kann die Quantifizierung der Zellproliferation vorgenommen
werden. Beim Eintreten der Zelle aus der G1-Phase des Zellzyklus in die S-Phase findet der
Einbau von (3H-)Thymidin in die Desoxyribonukleinsdure (DNA) statt, welches als Marker fur
die Proliferation gilt. Thymidin wurde in dem genutzten Assay von dem synthetischen
Nukleosid Bromodeoxyuridin (BrdU) ersetzt. Als Analogon von Thymidin wurde es in die neu
synthetisierte DNA von proliferierenden Zellen eingebaut. Im Verlauf konnte BrdU mithilfe
eines Anti-BrdU-Antikérpers nachgewiesen werden, um die Zellpopulation mit aktiver DNA-
Synthese zu ermitteln -89,

Bereits vor der Praparation erhielten die Versuchstiere eine intraperitoneale Gabe von BrdU
(siehe Abschnitt 3.2.4). Dies wurde daraufhin in die neu synthetisierten DNA-Strange
proliferierender Zellen eingebaut. Spater erfolgte die oben beschriebene Herstellung von
Gewebeschnitten der Plazenten (siehe Abschnitt 3.3.1). Zum Entparaffinieren der sich auf
Objekttragern befindenden Schnitte, wurden diese zunachst dreimal fur je 15 Minuten in Neo-
Clear gegeben. AnschlieRend fand eine Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe
(100, 96, 80, 70% Ethanol) fur je eine Minute statt, gefolgt von einem funfminitigen

Waschgang in MilliQ-Wasser. Im nachsten Schritt wurden die Schnitte fir 35 Minuten in einen
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auf 95 °C erhitzten und mit Zitratpuffer befillten Dampfgarer gegeben. Durch das Aufkochen
der Gewebeschnitte kam es zur Denaturierung der DNA und Antigendemaskierung. Daraufhin
kuhlten die Schnitte, weiterhin gelagert in Zitratpuffer, fir mindestens 30 Minuten bei
Raumtemperatur ab. Bevor eine 30-minttige Inkubation mit 300 mM Glycin gel6st in PBS
folgte, wurden die Schnitte fir eine Minute in phosphatgepufferter Salzlésung mit Tween® 20
(PBST) gewaschen. Um unspezifische Bindungsstellen der Gewebeschnitte zu blockieren,
schloss sich daran eine ein- bis zweistiindige Inkubation in Sea Block Blocking Buffer an.
Daraufhin wurden die Primarantikérper Anti-BrdU- und Anti-CD31-Antikorper auf die Schnitte
gegeben, welche durch ihre spezifischen Bindungseigenschaften den Blocking Buffer
verdrangen und entsprechend an die DNA-Zielsequenzen bzw. das Zielprotein binden
konnten. Zur Inkubation wurden die Schnitte Giber Nacht bei 4 °C in eine feuchte Kammer
gegeben.

Am Folgetag wurden die Gewebeschnitte dreimal fur je 5 Minuten in PBST gewaschen. Von
da an fanden alle folgenden Schritte bei Dunkelheit statt. Die Schnitte wurden bei
Raumtemperatur fur eine Stunde in der feuchten Kammer mit den Sekundarantikorpern (Anti-
Maus DyLight488 und Anti-Kaninchen Cy3) inkubiert. Diese waren zuvor in Antikérper-Diluent
verdinnt und fur die spéatere Fluoreszenzuntersuchung mit Fluorochromen markiert worden.
Im Anschluss an die Inkubation folgten drei finfminttige Waschgange in PBST sowie eine 15-
mindtige Gegenfarbung mit DAPI (verdunnt in PBS, 1:1000), welche durch die Bindung an die
DNA alle Zellkerne zur spateren Orientierung blau farbte. Daran anschlieRend erfolgte ein
erneuter dreimaliger Waschvorgang in PBST und einmalig eine Minute in VE-Wasser. Im
letzten Schritt wurden die Gewebeschnitte mit dem wassrigen Eindeckmedium Aquamount
eingedeckt und zum Trocknen Uber Nacht bei Raumtemperatur gelagert. Bis zur

mikroskopischen Analyse erfolgte die Aufbewahrung bei 4 °C weiterhin unter Lichtausschluss.

3.3.3.2. TUNEL-Assay

Zur Detektion apoptotischer Zellen wurde ein TUNEL-Assay genutzt. Dabei steht TUNEL fur
TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase) -mediated dUTP (deoxyuridine triphosphate) nick
end labeling und die Apoptose stellt den Prozess eines genetisch programmierten Zelltods
dar °%°1, Wahrend der Apoptose der Zellen wird der DNA-Strang durch aktive Endonukleasen
fragmentiert. Dabei werden an den Enden der Fragmente Hydroxy-Gruppen freigelegt, woran
markierte Nukleotide (dUTPs) des Assays binden kbnnen. Den Katalysator fur diesen Vorgang
stellt das Enzym TdT dar. In einem spateren Schritt kénnen die Nukleotide mittels
Immunfluoreszenz sichtbar gemacht und mikroskopisch beurteilt werden 2.

Die Durchfuhrung des Protokolls des TUNEL-Assays entsprach in den Arbeitsschritten dem
Farbeprotokoll des BrdU-Assays hinsichtlich der Detektion der Endothelzellen in den fetalen
Gefalien mit dem Priméarantikérper Anti-CD31-Antikorper, gefolgt von der Inkubation mit dem

Sekundarantikorper Anti-Kaninchen Cy3 (siehe Abschnitt 3.3.3.1). Daran anschlie3end fand
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eine dreimalige funfminitige Waschung in PBST und fur eine Minute in MilliQ-Wasser statt.
Wahrenddessen wurden die Komponenten des TUNEL-Kits (Enzyme Solution (TdT), Label
Solution (fluoreszierende dUTPSs)) in einem Verhaltnis von 1:10 miteinander vermischt und
nach Beendigung des Waschvorgangs auf die Gewebeschnitte gegeben. AnschlieRend
wurden die Schnitte eine Stunde bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Danach wurde
eine DAPI-Gegenfarbung (fir genaueres Vorgehen siehe BrdU-Assay, siehe
Abschnitt 3.3.3.1) durchgefihrt und die Schnitte wurden mit dem wassrigen Eindeckmedium

Fluoroshield eingedeckt, bevor sie bei 4 °C lichtgeschitzt gelagert wurden.

3.3.3.3. y-H2AX-Assay

Als Drittes wurde ein Seneszenz-assoziierter y-H2AX-Assay durchgefiihrt. Die zellulare
Seneszenz stellt einen irreversiblen Zellzyklus-Stillstand dar, der zu den physiologischen
Prozessen der normalen Alterung eines Organismus gehdort °°4 Dabei findet der Arrest
meistens in der G1-Phase des Zellzyklus statt ®. Seneszente Zellen behalten ihre
metabolische Aktivitat und konnen im Wesentlichen unbegrenzt lebensfahig bleiben .
Ursachlich scheint eine Dysfunktion der Telomere oder andere Formen von genotoxischem
Stress zu sein, wodurch eine DNA-Schadigung hervorgerufen wird. Es kommt zu DNA-
Doppelstrangbriichen, die wiederum charakteristische Marker besitzen, wie etwa Kernfoci von
phosphoryliertem H2AX 979, Dabei ist H2AX ein Protein der Histon-Gruppe und spielt eine
Rolle bei der DNA-Reparatur, Zellteilung und Zellwachstum. In Reaktion mit
Doppelstrangbriichen der DNA wird H2AX phosphoryliert und anschlielend y-H2AX
genannt %, es stellt somit einen Marker fir die Seneszenz dar.

Bestandteil dieses Protokolls war unter anderem das Alexa Fluor™ 555 Tyramide
SuperBoost™ Kit. Es ermdglichte die Verwendung zweier Antikdrper der gleichen
Wirtsspezies in einem Protokoll und die anschlieRende Differenzierbarkeit in der
Immunfluoreszenzbetrachtung, in diesem Fall y-H2AX und CD31. Das Grundprinzip des Kits
lag in einer Signalverstarkung, normalerweise gedacht zur Detektion von wenig
vorkommenden Targets. In diesem Protokoll sorgte es fir eine hochdichte Markierung der
CD31-positiven Endothelzellen. Dabei kombinierte das Kit die Helligkeit von AlexaFluor™-
Farbstoffen mit der Signalverstarkung einer Poly-HRP-vermittelten  Tyramid-
Markierungsreaktion, welche mittels einer HRP katalysiert wurde. Die Reaktion fand bei
Zugabe des Sekundarantikorpers statt, da dieser mit der HRP versehen war. Es entstand ein
hochreaktives, radikalisiertes Tyramid, welches kovalent an Tyrosinreste in seiner nahen
Umgebung band 1. Dank dieser starken, kovalenten Bindung blieb diese und somit auch das
Fluoreszenzsignal bestehen, selbst wenn die dazugehérigen Primér- und Sekundarantikorper
im Laufe des Protokolls wieder entfernt wurden.

Die ersten Schritte des y-H2AX-Assays glichen bis einschlie3lich der Inkubation des

Primarantikorpers (Anti-CD31-Antikérper) denen des BrdU-Assays (siehe Abschnitt 3.3.3.1).
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Bis dahin war lediglich das Aufkochen in Zitratpuffer zur Antigendemaskierung auf 25 Minuten
verkirzt worden. Der zweite Tag des Protokolls begann mit einer dreimaligen funfminttigen
Waschung in PBST und alle folgenden Arbeitsschritte fanden unter Ausschluss von Licht statt.
Es erfolgte die einstiindige Inkubation des Sekundarantikdrpers HRP-Anti-Kaninchen
(Bestandteil des Alexa Fluor™ 555 Tyramide SuperBoost™ Kits) bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer. Nachdem die Gewebeschnitte anschlieBend erneut dreimalig fur je funf
Minuten in PBST gewaschen wurden, folgte die Tyramid-Reaktion mithilfe des Kits. Diese
wiederum wurde nach sechs Minuten durch eine im Kit enthaltene Stop-Solution beendet. Im
nachsten Schritt wurden die Schnitte dreimal kurz in reinem PBS gewaschen. Danach fand
erneut eine Epitop-Demaskierung der DNA im Dampfgarer fir 25 Minuten statt, gefolgt von
den beschriebenen Zwischenschritten (siehe BrdU-Assay, siehe Abschnitt 3.3.3.1), wie das
Waschen in PBST, die Inkubation in Glycin, das Auftragung von Sea Block als Vorbereitung
fur den zweiten Primarantikérper, in diesem Fall Anti-yH2AX. Der Antikorper wurde in Antibody
Diluent verdinnt auf die Schnitte gegeben und das Ganze inkubierte bei 4 °C Uber Nacht in
einer feuchten Kammer. Im Anschluss an einen Waschgang in PBST wurde der
Sekundarantikdrper Anti-Kaninchen DyLight488, gerichtet gegen yH2AX, aufgetragen. Die
nachsten Schritte, inklusive einstindiger Inkubation, Gegenfarbung mit DAPI, Eindecken mit
wassrigem Aquamount und Lagerung entsprachen wieder denen des BrdU-Farbeprotokolls
(siehe Abschnitt 3.3.3.1).

3.3.3.4. Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen

Um die gefarbten Schnitte auswerten zu kénnen, wurden zunachst Bilder mithilfe eines
konfokalen Mikroskops (Leica SP8) der Imaging Facility des CECADs der Universitat zu Kéln
angefertigt. Dies bot im Vergleich zu einem gewdhnlichen Fluoreszenzmikroskop den Vorteil,
dass es Streulicht minimierte, da immer nur ein Teil der Probe von einem Lichtpunkt zur
Fluoreszenz angeregt wurde °'. Die Schnitte wurden mit einer 20-fachen VergréRerung
gescannt. Dabei wurden die DAPI-positiven Zellkerne mit einer Wellenldange von 405 nm
angeregt und blau dargestellt. Die CD31-positiven fetalen GeféalRe, welche mit Fluorochrom
Cy3 bzw. Alexa Fluor 555 gefarbt worden waren, wurden mit einer Wellenlange von 552 nm
angeregt und stellten sich rot dar. Die Assay-positiven Zellen (proliferierende, apoptotische
oder seneszente Zellen) fluoreszierten bei einer Wellenlange von 488 nm gruin. Dabei wurde
zuvor wahrend des Farbeprotokolls sowohl bei dem BrdU- als auch dem yH2AX-Assay
Fluorochrom DyLight488 genutzt.

Die weitere Auswertung der angefertigten Scans erfolgte mit dem Programm ,ImageJ-Fiji
2011% Im ersten Schritt wurde die Zone des Labyrinths optisch ermittelt. Diese wurden
daraufhin in zehn gleich grof3e Abschnitte gegliedert, wobei das Labyrinth langs betrachtet und
von oben nach unten unterteilt wurde. AnschlieRend erfolgte die manuelle Auszahlung von

drei Abschnitten, die représentativ fir das gesamte Labyrinth waren. Dabei wurde ein
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Abschnitt der Mitte des Labyrinths, einer des Randes und einer zwischen diesen beiden Teilen
gewahlt. Die auszuzahlenden Zellen bildeten dabei vier Zellgruppen: DAPI positive
Zellenkerne, zugleich Assay positive und DAPI positive Trophoblasten, sowie Assay positive
und DAPI positive Endothelzellkerne und DAPI positive Endothelzellkerne. Diese Gruppen

wurden im Weiteren in Relation zueinander gesetzt.

3.4. Molekularbiologische Untersuchungen der plazentaren AJ- und
Endothelzell-Marker

Ergdnzend zu der Erhebung der phanotypischen Daten und der histologischen

Untersuchungen, wie in den vorherigen Abschnitten aufgefihrt (siehe Abschnitte 3.2 und 3.3),

wurden die Plazenten hinsichtlich ihrer Integritat mittels molekularbiologischer Analysen

untersucht.

3.4.1. Geschlechterbestimmung der Feten

Die folgenden Plazenta-Analysen, wie die Western Blots und quantitative real-time-PCR (qRT-
PCRs), wurden geschlechtsspezifisch ausgewertet. Da Plazenten zum grof3ten Teil aus
fetalen Zellen bestehen, entspricht ihr Geschlecht jeweils dem des dazugehdérigen Fetus. Das
Geschlecht der Nachkommen ist jedoch nicht durch die visuelle Betrachtung dieser zu
identifizieren, weshalb eine PCR zur Geschlechterbestimmung der jeweiligen Feten

durchgefiihrt wurde.

3.4.1.1.1solation der genomischen DNA

Zunachst musste aus den Gewebeproben, wozu die im Zuge der Praparation gewonnenen
Schwanzspitzen der Feten dienten, die genomische DNA isoliert werden. Dazu wurde das
Gewebe jeweils mit 500 ul tail lysis Puffer sowie 5 pul Proteinase K mit >600 U/ml (1:100)
versetzt und anschlielend Gber Nacht bei 55 °C und einer Schittelfrequenz von 500 /min auf
einem Heiz-Thermomixer inkubiert. Am Folgetag fand die DNA-Fallung mittels 500 pl
Isopropanol statt. Nachdem das Gemisch fir 10 Minuten bei Raumtemperatur geruht hatte,
wurde es anschlie3end fur 15 Minuten bei einer Temperatur von 4 °C mit einer Drehzahl von
16363 rcf zentrifugiert. Daraufhin konnte der Uberstand von den sich gebildeten DNA-Pellets
abgetrennt werden. Die isolierten Pellets wurden zum Waschen mit 500 ul 70 % Ethanol
versetzt und dann erneut fir 10 Minuten bei 4°C und mit 16363 rcf zentrifugiert. Der
entstandene Uberstand wurde abgegossen und die Proben zum Verdampfen des restlichen
Ethanols fur ca. 10 Minuten in dem Heiz-Thermomixer auf 55 °C erwarmt. Zu den getrockneten
DNA-Pellets wurde anschliefsend 50 pl MilliQ-Wasser hinzugegeben und das Ganze wurde
gut miteinander vermischt. Das homogenisierte Gemisch diente als Ausgangspunkt fur die
anschlieRende PCR.
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3.4.1.2. PCR zur Genotypisierung des Geschlechts

Die Genotypisierung des fetalen Geschlechts fand mittels PCR statt. Bei dieser Methode
wurden Amplifikationen der gewtinschten DNA-Abschnitte durchgefiihrt, in diesem Fall die fir
das X- und das Y-Chromosom detektierenden Abschnitte. Fir den Vorgang wurde ein
Reaktionsgemisch aus 9ul PCR-Mastermix (vgl. Tabelle 10) und 1pul der gelbsten
doppelstrangigen Schwanzspitzen-DNA hergestellt.

Reagenz Volumen (fur 9 gyl Mastermix)
5x Green GoTaq Flexi Reaction Buffer 2,0 pl
25 mM MgCl, 1,2ul
10 mM dNTPs 0,2 pl

10 um Primer X-Chromosom Forward 0,4 ul
10 um Primer X-Chromosom Reverse 0,4 ul
10 um Primer Y-Chromosom Forward 0,4 ul
10 um Primer Y-Chromosom Reverse 0,4ul
5 U/ul Tag-Polymerase 0,1 ul
MilliQ-Wasser 4.9 ul

Tabelle 10: PCR-Mastermix
Reagenzien und Zusammensetzung

Durch die in dem Mastermix enthaltenen Primer, DNA-Polymerase und Nucleotide konnten
die folgenden Schritte der PCR stattfinden. Zunachst erfolgte die Trennung der
doppelstrangigen DNA hin  zu einzelstrangigen DNA-Abschnitten (Denaturierung).
AnschlieRend lagerten sich die Primer an die jeweiligen Zielsequenzen an (Annealing) und im
dritten Schritt wurde mithilfe der DNA-Polymerase komplementdre DNA-Strange hergestellt
(Elongation). Dafiir wurden fir die einzelnen Reaktionsschritte jeweils eine bestimmte
Temperatur bendtigt, wie in Tabelle 11 dargestellt 192, Dieser Zyklus wurde insgesamt 35-mal
durchgefiihrt und somit kam es innerhalb kiirzester Zeit zu einer starken Vermehrung der

Zielsequenzen.

PCR-Temperaturprotokoll Temperatur Dauer

Initialisierung 95°C 3 Minuten
Denaturierung 95°C 30 Sekunden
Annealing 58°C 1 Minute } 35x
Elongation 72°C 1 Minute

Finale Elongation 72°C 10 Minuten

Tabelle 11: Temperaturprotokoll der PCR zur Geschlechterbestimmung

3.4.1.3. Agarose-Gelelektrophorese zur Auswertung der PCR

Die Auswertung der durchgefihrten PCR erfolgte anschlie@end mithilfe einer Agarose-
Gelelektrophorese. Zunachst wurde ein 1,5% Agarose Gel hergestellt, indem 1,5¢
Agarosepulver, sowie 6 pl des interkalierenden DNA-Farbstoffs Midori-Green (6:100.000) in
100 ml TAE-Puffer gegeben wurde. Dies wurde anschlieRend aufgekocht und dann in einen
GelgieRstand gegossen. Das Gel wurde mit je 10 yl der amplifizierten DNA-Proben aus der
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PCR beladen und zuséatzlich wurden 5yl eines 100 dp DNA-Leiters/-Markers auf das Gel
geladen. Anschliefliend wurde eine Spannung von 80V angeschlossen und im Verlauf auf
100V erhoht (Spannungsquelle peq power 300). Durch die angelegte Spannung wanderten
die Proben durch das Gel und trennten sich somit entsprechend ihrer Gré3e nach auf. Die
anschlielende Betrachtung fand unter UV-Licht mithilfe des Gerats ,BioDocAnalyze
Darkhood* statt und im Folgenden wurde mit dem Programm ,BioDocAnalyze Live* ein Foto
generiert. Mithilfe des Markers, welcher in einem Gréf3enbereich zwischen 100 und 1000
Basenpaaren skalierte, konnten die GréRen der entstandenen Banden der PCR-Proben
ermittelt werden. Da die amplifizierten X-Fragmente eine Grof3e von 104 Basenpaaren und die
Y-Fragmente eine von 344 Basenpaare aufwiesen, konnte die entsprechende Zuordnung der

Banden erfolgen 1%,

3.4.2. qRT-PCR zur Bestimmung der Genexpression

Mithilfe der gRT-PCR kann das Expressionslevel verschiedener Gene bestimmt werden. So
sollte die Expression von AJ- und Endothelzell-Markern auf mMRNA-Ebene quantifiziert werden.
Dafir wurde zunachst aus den nativ eingefrorenen Plazenten messenger RNA (mRNA)
isoliert, die anschlie3end in stabilere complementary DNA (cDNA) umgeschrieben wurde.

3.4.2.1. RNA-Isolation

Fur die Isolation der Ribonukleinsdure (RNA) wurden 500 pl TRIzol (Tris Pufferan®) zu je
einem Achtel der Plazenten hinzugegeben. AnschlieRend wurde beides zusammen mit einer
sterilen Edelstahlkugel fir 30 Sekunden bei 30 Hz in eine Schwingmiihle (mM 400) geladen,
homogenisiert und dann fur 5Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zu den
Probengemischen wurden 100 ul Chloroform hinzu pipettiert, miteinander vermischt und fiir 2
bis 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Proben fur 15 Minuten bei
4°C mit 13680 rcf zentrifugiert. Dadurch bildeten sich drei Schichten, von der die obere,
wassrige Schicht, die RNA enthielt. Diese wurde abpipettiert, zur Féallung der RNA in einem
neuen Gefald mit 250 pl Isopropanol vermischt und zum Inkubieren fir 20 Minuten auf Eis
gegeben. Damit sich ein sichtbares RNA-Pellet bilden konnte, erfolgte nach der Inkubation
eine Zentrifugation fir 15 Minuten bei 4 °C mit 21380 rcf. Nachdem der Uberstand abpipettiert
worden war, wurden die RNA-haltigen Pellets mit 500 yl 75 % Ethanol gewaschen. Daran
anschliefend fand erneut eine Zentrifugation fur 5 Minuten bei 4 °C mit 21380 rcf statt. Der
entstandene Uberstand wurde entfernt und der gesamte Waschvorgang inklusive
Zentrifugation und Verwerfung des Uberstandes wiederholt. Zum Trocknen wurden die Pellets
fur 60 Minuten bei Raumtemperatur gelagert und schlielich in 20 bis 200 pl
Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser geltst.
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3.4.2.2. Erfassung der Reinheit und Konzentration der RNA

Im nachsten Schritt wurde ein Mikrotiterplattenleser (Nano Quant infinite M200 Pro) mit der
dazugehorigen Software ,i-control® genutzt, um die Reinheit und Konzentration der
hergestellten RNA-Proben zu ermitteln. Fur die spatere cDNA-Synthese sollte dadurch
zunachst erfasst werden, ob die hergestellte RNA mdglicherweise zu stark mit Proteinen
verunreinigt war. Das Prinzip beruhte darauf, die optische Dichte (OD) der Proben
spektralphotometrisch zu bestimmen. Dabei entsprach eine Wellenlange von 260 nm dem
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren und die von 280 nm dem Absorptionsmaximum von
Proteinen %4, Zunachst wurde die OD der Proben sowohl bei 260 nm als auch bei 280 nm
gemessen. Die Reinheit der RNA wurde ermittelt, indem der Quotient OD2s0/OD2go gebildet
wurde. Dabei entsprach ein Quotient von 1,8 bis 2,0 einer ausreichend reinen RNA-LOsung,
wohingegen Werte <1,8 auf eine Verunreinigung hindeuteten %4, AuBerdem konnte die RNA-
Konzentration errechnet werden, da bekannt war, dass eine OD2o von 1 etwa 40 ug/ml

einzelstrangiger RNA entsprach 104,

3.4.2.3. cDNA-Synthese

Mittels einer Reversen Transkriptase liel3 sich aus der zuvor gewonnenen mRNA (siehe
Abschnitte 3.4.2.1 und 3.4.2.2) die komplementare, stabilere cDNA herstellen, welche fir die
spatere gRT-PCR bendtigt wurde.

Fir diesen Vorgang wurden zundchst Ansatze von geldster RNA hergestellt, indem jeweils pro
Ansatz 1 pg RNA mit DEPC-Wasser auf ein Volumen von insgesamt 8 pl aufgefullt wurde. Der
DNase-Verdau stellte anschlie3end den ersten Schritt dar, in dem die RNA-Proben von
moglichen Verunreinigungen genomischer DNA befreit wurden. Zu jedem Ansatz wurden je
14l RQ1 RNase-freie DNase | und 1ul des 10x DNasel-Puffers gegeben. Das
Reaktionsgemisch inkubierte daraufhin fir 15 Minuten bei Raumtemperatur. Die Reaktion der
DNase wurde danach durch die Zugabe von 1pul 25mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
gestoppt, wahrend das Gemisch wiederum fiir 15 Minuten bei 65 °C inkubierte. Als Nachstes
erfolgte die Hinzugabe des Mastermix A (vgl. Tabelle 12) sowie die finfminttige Erhitzung auf
70 °C. Die in dem Mastermix A enthaltenen Primer lagerten sich an die entsprechenden Stellen
der RNA an und stellten fiir den nachsten Stritt die Ausgangspunkte der DNA-Synthese dar.
Auch diese Reaktion wurde gestoppt, indem das Reaktionsgemisch fur eine Minute auf Eis

gelagert wurde.

Reagenz des Mastermix A Menge
0,5 pg/ul Randomprimer 0,6 ul
0,5 pg/ul Oligo-dt-Primer 0,4 ul
DEPC-Wasser 4l

Tabelle 12: PCR-Mastermix A fur die cDNA-Synthese
Reagenzien und Zusammensetzung
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Nach der Zugabe des Mastermix B (vgl. Tabelle 13) fand eine Inkubation von einer Stunde bei
37 °C statt, mit erneuter Beendigung der Reaktion durch eine einminttige Kihlung auf Eis.
Wahrend der Inkubationszeit erfolgte die Synthese der cDNA, indem mithilfe der Reversen
Transkriptase (MMLV-RT) und der Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) ein zur RNA
komplementarer Strang gebildet wurde. Damit am Ende dieses Vorgangs nur noch die
gewilnschte cDNA vorlag, wurde die Ubrige RNA von einer RNAse abgebaut. Zur

anschlieRenden Aufbewahrung wurde die hergestellte cDNA bei -20 °C gelagert.

Reagenz des Mastermix B Menge
5x mMLV-Puffer 5ul

10 mM dNTPs 1,25l
40 U/ul RNase-Inhibitor 0,5ul
200 U/pl mMLV 1ul
DEPC-Wasser 2,25l

Tabelle 13: PCR-Mastermix B fir die cDNA-Synthese
Reagenzien und Zusammensetzung

3.4.2.4. TagMan ™-gRT-PCR

Im letzten Schritt wurden mithilfe einer gRT-PCR die Expressionslevel bestimmter Gene
ermittelt. Die dafiir genutzte Methode der TagMan™-qRT-PCR beruhte auf dem Prinzip, dass
sich eine fur das Zielgen spezifische fluorogene Sonde bei der PCR anreicherte und somit der
gesuchte DNA-Abschnitt in Echtzeit gemessen werden konnte. Generell liel3 sich der PCR
Vorgang in vier Phasen unterscheiden. In der ersten Phase fand die Amplifizierung der DNA-
Abschnitte statt, in der noch kein Fluoreszenzsignal messbar war. Darauf folgte in der zweiten
Phase die exponentielle Zunahme der PCR-Produkte, welche als Fluoreszenzsignal messbar
waren. Dabei verdoppelten sich die PCR-Produkte idealerweise mit jedem Zyklus. Diese
Reaktion verzogerte sich in der nachsten Phase, da es zur Akkumulation von PCR-Produkten
sowie dem Verbrauch der Substrate und Enzyme kam. Die Reaktion erreichte schlie3lich eine
Sattigung. Fir die mittels gRT-PCR gewonnenen Aussagen war die zweite Phase die
entscheidende. Zur Detektion der entstandenen Amplifikations-Produkte in Echtzeit wurden
die TagMan™-Sonden (Oligonukleotidsonden) wahrend der Produktion durch die Firma MWG
Eurofins mit Farbstoffen versetzt, welche an ihrem 5-Ende einen Reporter-
(Carboxyfluorescein, FAM) und am 3‘“Ende einen Quencher-Fluoreszenzfarbstoff
(Carboxytetramethylrhodamin, TAMRA) enthielten. Bei Vorliegen dieser Konfiguration
unterdriickte der Quencher den Reporter in seiner fluoreszierenden Wirkung, solange er sich
in raumlicher Nahe zum Reporter befand. Wahrend eines Zyklus der PCR bewirkte die
genutzte Tag-Polymerase zum einen die Elongation der komplementaren DNA-Strange und
zum anderen den Abbau der Primer. Dadurch kam es zur Emission des Reporterfarbstoffes.
Es konnte somit in jedem Zyklus gemessen werden, wie hoch der Emissionswert war und
dieser wiederum war proportional zu den synthetisierten DNA-Fragmenten 1. Das Ganze

wurde mit einem Schwellenwert abgeglichen, bei dem die Fluoreszenz zum ersten Mal deutlich
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Uber der Hintergrundfluoreszenz lag. Der PCR-Zyklus, in dem dieser Schwellenwert, welcher
sich in der exponentiellen Phase der PCR befand, zum ersten Mal erreicht wurde, wurde
Threshold-Zyklus (CT) genannt. Umso Kkleiner dieser Wert war, desto mehr der zu
amplifizierenden DNA-Zielsequenzen war in dem urspriinglichen Reaktionsgemisch enthalten.
SchlieB3lich wurde das ermittelte Expressionslevel des Zielgens zur relativen Quantifizierung
mit einem Referenzgen (housekeeping gene) abgeglichen. Daflr wurde die Differenz
zwischen dem CT-Wert des Ziel- und des Referenzgens gebildet, was den ersten Schritt der
AACT-Methode darstellte. Die Ergebnisse wurden auf den Mittelwert des Referenzgens
bezogen, welchen man =1 setzte. Somit konnten die relativen Verédnderungen der
Genexpressionen zwischen Referenz- und Zielgruppe bestimmt werden 106-108,

Fir die Methode wurden 96-Well-Platten befullt, indem in jedes Well 22,5ul eines
Reaktionsgemisches vorgelegt und anschlieRend 2,5 pl cDNA hinzugegeben wurde. Fiur das
Reaktionsgemisch wurden 12,5 yl des Mastermixes Platinum® Quantitative PCR SuperMix-
UDG with ROX genutzt. Darin enthalten waren ein festgelegtes Verhéltnis an Tag-
Polymerasen, Desoxyribonukleosidtriphosphaten, Magnesiumchlorid und Puffersubstanzen.
AulRRerdem wurden 8,5 pl HPLC-Wasser (LiChrosolv®-Wasser) hinzu pipettiert, gefolgt von
jeweils 0,5ul zweier Primer (jeweils 6 pum) und der TagMan™-Sonde (2um) des
entsprechenden Zielgens. Dabei handelte es sich um zwei gegenlaufig orientierte Primer
(forward und reverse), die die zu amplifizierende Zielsequenz flankierten. Nachdem die
Befiillung der Platten erfolgt war, wurden sie mit Optical Adhesive Covers verschlossen und
bei 20 °C fir 3 Minuten mit 94 rcf zentrifugiert. Daraufhin fand schlief3lich die PCR in dem 7500
Real Time PCR System Thermocycler statt, unter der Verwendung des dazugehdrigen
Software-Programmes ,, 7500 Software v2.0.6“. Das genutzte Temperaturprotokoll der PCR ist
in Tabelle 14 abgebildet. Als Referenzgen wurde fir alle Analysen 3-Aktin verwendet. Die
anschlieRende  Auswertung nach der AACT-Methode  fand mithilfe  des
Tabellenkalkulationsprogramms ,Microsoft Excel“ statt.

Temperaturprotokoll der TagMan™-qRT-PCR Temperatur  Dauer

Uracil-DNA-Glycosylase Inkubation 50°C 2 Minuten

Initiale Denaturierung 95°C 10 Minuten
Denaturierung 95°C 15 Sekunden } 40x
Elongation 60°C 1 Minute

Tabelle 14: Temperaturprotokoll der TagMan ™-gRT-PCR

3.4.3. Western Blot zur Bestimmung der Proteinmenge

Im nachsten Schritt sollten einige plazentare Proteine genauer untersucht werden, um dadurch
gegebenenfalls die Plazentaintegritdt unter den Fragestellungen dieses Promotionsprojektes
besser verstehen zu kdnnen. In diesem Zusammenhang wurde sich der Methode des Western
Blots bedient.
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3.4.3.1. Proteinisolation

Zunachst wurden aus den nativ eingefrorenen Plazenten Proteine isoliert. Daflr wurde jeweils
zu einem Viertel der Plazenten 250-400 yl modifizierter RIPA-Puffer gegeben. Dem Puffer
wurden vorher Protease- und Phosphatase-Inhibitoren hinzugefiigt, um die zu isolierenden
Proteine vor einem mdoglichen Abbau durch frei werdende Proteasen und Phosphatasen zu
schutzen. Das Gemisch wurde gemorsert und anschlie@end fur 20 Sekunden bei 50 %
Maximalenergie Uber drei Zyklen in dem Sonifizierer Sonopuls® sonifiziert. Nach einer
Inkubationszeit von einer Stunde auf Eis wurden die Proben bei 4°C fur 5 Minuten
mit 18407 rcf zentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand, welcher die freigesetzten
Proteine enthielt, wurde abgenommen und zur Lagerung bei -80 °C eingefroren.

3.4.3.2. Erfassung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge der zuvor hergestellten Proben (siehe Abschnitt
3.4.3.1), wurde das Thermo Scientific™ Pierce™ BCA Protein Assay Kit genutzt. Mithilfe
dieses Kits konnte auf Basis von Bicinchoninsaure (BCA) der kolorimetrische Nachweis und
die Quantifizierung von dem geltésten Gesamtprotein erfolgen. Das violette Reaktionsprodukt
des Kits war ein wasserltslicher Komplex, welcher eine starke Absorption bei 562 nm zeigte.
Diese Absorption wiederum nahm bei steigender Proteinkonzentration Uber einen
Arbeitsbereich von 20 bis 2000 ug/mL nahezu linear zu. Die Proteinkonzentrationen wurden
dabei in Bezug auf eine Standardreihe mit Rinderserumalbumin (BSA) bestimmt und
angegeben 109110,

Im ersten Schritt wurden die Proteinproben jeweils im Verhaltnis 1:15 mit dem modifizierten
RIPA-Puffer verdiunnt. Dafur wurden je 2 pl der Proben mit 28 yl RIPA-Puffer versetzt. Da alle
Proben doppelt bestimmt werden sollten, wurden jeweils 10 pl pro Probe in zwei Wells einer
96-Well-Platte gegeben, der Ubrige Teil wurde verworfen. Den Nullwert stellte reiner
modifizierter RIPA-Puffer dar. Als Standardprotein diente BSA, welches zum einen unverdinnt
aufgetragen (2 mg/ml) und fiir die Standardreihe in den Verhdltnissen von 1:2, 1:4, 1:8, 1:16
und 1:32, mit modifiziertem RIPA-Puffer verdiinnt und ebenfalls auf die Platte gegeben wurde.
Im nachsten Schritt wurde ein Working Reagent hergestellt. Dazu dienten die beiden
Reagenzien A und B des Kits. Diese wurden in einem Verhaltnis von 50:1 miteinander
vermischt und anschliefend wurden 200 pyl des Gemischs in jedes Well gegeben. Daraufhin
erfolgte eine 30-minultige Inkubationszeit bei 37 °C in einem Plattenwarmegerat. Mithilfe des
Nano Quant infinite M200 Pro sowie der Software ,Tecan i-control 2.0 fand schlie3lich die
spektralphotometrische Analyse der Proben statt. Anhand einer durch die Standardreihe
erstellte Kalibrierungskurve konnten die Proteinkonzentrationen jeder unbekannten Probe
ermittelt werden, wobei zur Berechnung der jeweilige Mittelwert der Messergebnisse genutzt

wurde.
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3.4.3.3. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die Sodiumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamid Gelelektrophorese ist ein Verfahren, mit
dessen Hilfe sich die zuvor isolierten Proteine nach ihrer Masse bzw. ihrem Molekulargewicht
auftrennen lieRen 1!, Dabei war bei der Herstellung des Gels fiir die Gelelektrophorese die
PorengroRe entscheidend. Denn je kleiner ein Protein, desto leichter konnte es die Poren
durchwandern. Bezogen auf das Gel galt: Je engmaschiger ein Gel, umso besser konnten
kleinere Proteine detektiert werden und umgekehrt wurde ein groBmaschiges Gel zur
Detektion groRRerer Proteine bendtigt. Die PorengrofRe war dabei durch die Konzentration von
Acrylamid beeinflussbar, da dies fir die Bildung von vernetzten Polyacrylamidketten
verantwortlich war.

Die zuvor gewonnenen Proteinproben (siehe Abschnitt 3.4.3.1) wurden mit einem
Probenpuffer versetzt, welcher SDS enthielt. Dies sorgte dafiir, dass die Proteine negativ
geladen waren. Je grol3er ein Protein, desto mehr Bindungen zwischen den SDS und den
Aminosauren der Polypeptidketten konnten stattfinden. Die urspringliche Ladung eines
Proteins trat dadurch in den Hintergrund und alle Proteinproben lagen mit einem nahezu
gleichen Ladungs-Masse-Verhdltnis vor. Diese Ladung wiederum war im Verlauf
verantwortlich fur die Geschwindigkeit, mit der die Proteinproben bei angelegter Spannung in
der Gelmatrix wanderten. Das genutzte Gel bestand dabei aus zwei Teilen. Zunachst fand im
Sammelgel eine gleichmaRige Anreicherung der Proteine am Ubergang zwischen den beiden
Gelzonen statt und anschliel3end trennten sich die Proteine im Bereich des Trenngels nach
ihrer Masse in einzelne Banden auf.

Fur eine bestmogliche Aufteilung der zu detektierenden Proteine wurde das Trenngel
aullerdem in zwei Schichten unterteilt. Es wurde ein unteres 10 % mit einem oberen 8 % oder
6 % Gel kombiniert und darauf wurde jeweils das Sammelgel geschichtet. Auf Hohe des
Sammelgels wurden mithilfe eines Kammes Kammern fir die Proteinproben geschaffen. Die
Zusammensetzung der einzelnen Gele ist in Tabelle 15 aufgefiihrt. Nachdem das Gel
ausgehartet war, wurde es in eine Elektrophorese-Kammer gegeben und mit 10x Lammli-
Puffer als Laufpuffer bedeckt.

Die Proben wurden fur die Gelelektrophorese vorbereitet, indem 15 ug der Proteinproben mit
MilliQ-Wasser insgesamt auf ein Volumen von 10 ul aufgefillt wurden. Zusatzlich wurden zu
jeder Probe 2,5 pl eines reduzierenden 5x Probenpuffers hinzugegeben. Neben SDS waren in
diesem Puffer auch B-Mercaptoethanol zur Spaltung der Disulfidbricken der Proteine, der
Farbstoff Bromphenolblau zur Identifizierung der spateren Lauffront und Glycerin enthalten.
Aufgrund der im Vergleich zu Wasser hoheren Dichte des Glycerins sorgte dies dafur, dass
sich die Proben spater am Boden der jeweiligen Geltasche absetzen wirden. Das hergestellte

Gemisch wurde zur Denaturierung bei 70 °C fur 10 Minuten erhitzt.
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AnschlieRend wurde jeweils das gesamte Volumen der einzelnen Versuchsproben in die
Geltaschen pipettiert. Zusatzlich wurden 7 pl Molekulargewichtsmarker, welcher angefarbte
Proteine mit bekannten Molekulargewichten enthielt, in eine der Taschen gegeben. Anhand
der daraus entstehenden Banden konnte spater das Molekulargewicht einzelner Proteine in
den Versuchsproben ermittelt werden.

Im letzten Schritt erfolgte die Elektrophorese in einer horizontalen Midi Plus Elektrophorese-
Kammer. Dazu wurde anfangs eine Spannung von 80 V genutzt (Spannungsquelle peq power
300). Als die Bromphenolblau-markierte Lauffront das Trenngel erreichte, wurde die Spannung
auf 120 V erhoht. Beim Erreichen der Lauffront des unteren Gelrandes wurde die

Elektrophorese beendet.

Reagenz 10 %-Trenngel 8 %-Trenngel 6 %-Trenngel Sammelgel
Acrylamid 10% 8% 6 % 51%
Tris/HCL 375mM (pH8,8) 375mM (pH8,8) 375mM (pH8,8) 65mM (pH 6,8)
(Puffer)

SDS 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%

APS 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%

TEMED 0,04 % 0,06 % 0,08 % 0,1%

Tabelle 15: Zusammensetzung der Gele fir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

3.4.3.4. Western Blot

Die zuvor in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine (siehe Abschnitt 3.4.3.3) wurden
im nachsten Schritt mittels eines Western Blot-Verfahrens sichtbar gemacht. Bei diesem
Verfahren wurden die Proteinbanden des Gels zunachst mittels eines elektrischen Feldes auf
eine Nitrocellulose-Membran (bertragen und anschlielBend durch spezifische Antikdrper
detektiert 112,

Als Erstes wurden vier Whatman-Papiere und eine Nitrocelluose-Membran auf die Grée des
Gels abgestimmt und fur 30 Minuten bei 4 °C in einen Transfer-Puffer (Towbin-Puffer mit 10 %
Methanol) gegeben. Anschlie@end wurde das Trenngel, von dem zuvor der Teil des
Sammelgels abgeschnitten und verworfen worden war, auf zwei Whatman-Papiere gefolgt von
der Nitrocelluose-Membran gelegt und von oben wiederum von zwei Whatman-Papieren
bedeckt. Dieser insgesamt sechsschichtige Komplex wurde in eine Blot-Kammer (Semi-Dry-
Blotter) eingespannt, in die ebenfalls der zuvor genutzte Transfer-Puffer gegeben wurde. Da
der Komplex so eingespannt wurde, dass sich das Gel auf Seite der Kathode und die Membran
auf Seite der Anode befand, wanderten die negativ geladenen Proteine wahrend des Blottens
vom Gel in die Membran. Es wurde insgesamt fir 120 Minuten mit einem senkrecht zur
Membran angelegten elektrischen Feld bei 1,3 mA/cm? geblottet.

Im Anschluss an diesen Vorgang wurde die Membran aus dem Komplex entfernt und fir 2
Minuten mit Ponceau S-Losung gefarbt. Dadurch wurden alle sich auf der Membran
befindenden Proteine angefarbt und somit der erfolgreiche Proteintransfer sichtbar gemacht.

Danach wurde die Farbung mit VE-Wasser wieder von der Membran abgewaschen und die
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Membran wurde in einem Blocking Buffer (5 % Milch(-pulver) und 2 % BSA in TBST) fir ca.
eine Stunde inkubiert, um auf der Membran befindliche unspezifische Antikorper-
Bindungsstellen zu blockieren.

SchlieBlich erfolgte die Detektion der gesuchten Proteine mithilfe spezifischer Antikdrper.
Daflr wurde der primare Antikorper entweder in 5 % BSA/TBST oder 5 % Milch/TBST verdinnt
und danach gemeinsam mit der Membran in einer Tute zur Inkubation eingeschweil3t. Der
erste Teil der Inkubation fand bei 4 °C Uber Nacht statt, gefolgt von weiteren 30 Minuten bei
Raumtemperatur, jeweils gelagert auf einem Schittler (Duomax 1030 Plattformschuittler).
Nach einem anschlieRenden Waschvorgang der Membran fiur jeweils dreimal 10 Minuten in
TBST fand die einstindige Inkubation der Membran mit dem zweiten Antikoérper bei
Raumtemperatur statt, ebenfalls auf einem Schuttler. Daftir wurde der Zweitantikbrper, der
sich jeweils gegen die Spezies des Primarantikorpers (Maus oder Kaninchen) richtete, zuvor
in 5% Milch/TBST verdinnt. Im Anschluss erfolgte ein weiteres Mal der dreimalige
zehnminltige Waschvorgang in TBST.

Die Proteinbanden wurden im letzten Schritt mittels ECL (Prime Western Blotting Detection
Reagent) sichtbar gemacht. Dabei fand eine Chemolumineszenzreaktion statt, in der die
Lumineszenz von oxidiertem Luminol detektiert wurde. Fir diese Reaktion besal3 der
Sekundarantikorper eine HRP, welche das Luminol katalysierte, das wiederum in dem ECL
enthalten war. Bei Belichtung der mit ECL benetzten Membran mit einer Chemilumineszenz-
Lampe zeigten sich an den Stellen, an denen ein Chemilumineszenz-Signal detektiert wurde,
schwarze Banden. Zur Visualisierung und Digitalisierung wurde der Chemidoc™ XRS gel
imager genutzt. Von diesen Banden konnte bei optimaler Belichtungszeit mithilfe der Software
.Image Lab™ v5.2.1" eine densitometrische Semiquantifizierung der Proteinmenge erfolgen.
Als Abgleichprotein diente 3-Aktin und indem die ermittelten Werte der Proteinmenge von den
untersuchten Proteinen mit denen von R-Aktin ins Verhéltnis gesetzt wurden, konnte auf die
relative Proteinmenge der einzelnen Proben geschlossen werden. Diese Ergebnisse wurden

schlie3lich unter den drei Versuchsgruppen geschlechtsspezifisch verglichen.

3.5. Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der generierten Daten wurde das Programm ,GraphPad Prism 7¢
genutzt. Mit dessen Hilfe wurde ein Grof3teil der Ergebnisse der zuvor beschriebenen
Methoden zunachst durch einen Grubbs Test auf Ausreil3er hin untersucht, um den
Streuungsbereich zu verringern. Dabei wurde pro Gruppe maximal ein Wert ausgeschlossen.
AnschlieRend wurden die Daten durch den D'Agostino-Pearson Test dahingehend untersucht,
ob eine Normalverteilung vorlag. Bei vorliegender Normalverteilung erfolgte zur weiteren
Analyse die Durchfuhrung eines zweiseitigen Student’s T-Test. Die Daten, bei denen keine

Normalverteilung nachgewiesen werden konnte, wurden mit einem Mann-Whitney-Test
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ausgewertet. Dabei wurden alle Gruppen untereinander verglichen. In der Auswertung wurde
ein p-Wert von <0,05 als Signifikanzlevel festgelegt (Signifikanzniveaus: p <0,05=*%,
p <0,01=** p <0,001=** und p <0,0001=***). Zur besseren Ubersicht wurden in den
Tabellen im Folgenden weitere Symbole zur Darstellung der Signifikanzniveaus zwischen den
drei Versuchsgruppen verwendet (°, §). Um die Streubreite anzugeben, wurde der
Standardfehler (SEM) genutzt und fir die grafische Darstellung der Ergebnisse wurde jeweils

der Mittelwert abgebildet.
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4.  Ergebnisse

4.1. Phanotypische Daten der Muttertiere, Feten und Plazenten

Um die Auswirkung einer HFD und einer NI im Vergleich zu der reinen Ernahrung mit einer SD
auf phanotypischer Ebene zu erfassen, wurden die entsprechenden Daten der Muttertiere
bereits wahrend des Tierversuches und im Rahmen der Sectio caesarea an G 15.5 erfasst. Zu
dem Zeitpunkt wurden zusatzlich die phanotypischen Daten ihrer Feten und Plazenten
erhoben.

4.1.1. Gewicht der Muttertiere und ihres epigonadalen weil3en Fettgewebes
Zum Zeitpunkt der Verpaarung und zum Zeitpunkt der Sectio caesarea wurde das Gewicht der

Muttertiere bestimmt, um die drei

generierten Versuchsgruppen hinsichtlich ihrer
Gewichtsentwicklung tber den Verlauf der Schwangerschaft hinweg vergleichen zu kénnen.
Erganzend wurde an G 15.5 das Gewicht des epigonadalen wei3en Fettgewebes der

Muttertiere erfasst.
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Abbildung 3: Gewicht der Muttertiere und des epigonadalen weil3en Fettgewebes

a) Gewicht der Muttertiere zum Zeitpunkt der Verpaarung G 0.0.
b) Gewicht der Muttertiere zum Zeitpunkt der Sectio caesarea an G 15.5.
c) Gewicht des epigonadalen wei3en Fettgewebes der Muttertiere zum Zeitpunkt der Sectio caesarea an

G 15.5.
n =Anzahl der Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte + SEM. p <0,01 =**, p <0,001 = ***, p <0,0001 = ****,

Die SD-Gruppe, welche als Kontrollgruppe diente, war mit einem festgelegten Gewicht von
<23,5g normalgewichtig. Die HFD-Gruppe wurde ab dem Alter von 3 Wochen mit einer
hochkalorischen Diat ernahrt und war zum Zeitpunkt der Verpaarung mit einem festgelegten
Gewicht von >23,5 g ubergewichtig und somit signifikant schwerer als die SD-Tiere (siehe
Abbildung 3a). Da die NI-Gruppe erst im Anschluss an die Verpaarung aus Weibchen der
HFD-Tiere generiert wurde, lagen zum Zeitpunkt der Verpaarung nur zwei Versuchsgruppen
VOr.

In der Abbildung 3b wird deutlich, dass die Muttertiere der HFD-Gruppe zum Zeitpunkt der
Sectio caesarea weiterhin signifikant schwerer waren als die der SD-Gruppe. Dartiber hinaus

zeigten die NI-Tiere Uber den Zeitraum der Schwangerschaft hinweg eine deutlich geringere
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Gewichtszunahme, da diese im Vergleich zu den HFD-Tieren an G 15.5 signifikant leichter
waren.

Neben dem Gewicht der Muttertiere wurde zusatzlich das epigonadale weil3e Fettgewebe im
Zuge der Sectio caesarea bei den schwangeren Mausen enthommen und dessen Gewicht
bestimmt. Die HFD-Gruppe zeigte ein signifikant hheres Gewicht des epigonadalen weil3en
Fettgewebes im Vergleich zur SD-Gruppe. Zusatzlich wurde deutlich, dass es in der NI-Gruppe
zu einer signifikanten Reduktion des Fettgewebe-Gewichts im Vergleich zur HFD-Gruppe kam
(siehe Abbildung 3c).

4.1.2. Plazentagewicht und Plazentaeffizienz an G 15.5

Um eine Aussage der moglichen Auswirkungen von Ubergewicht und einer NI auf die
Funktionalitat der Plazenta treffen zu kdnnen, wurde die Effizienz der Plazenten berechnet.
Dafur wurden das fetale Gewicht und das dazugehérige Plazentagewicht ins Verhaltnis

zueinander gesetzt.

a) Plazentagewicht G15.5 b) Plazentaeffizienz G15.5
0.15- } u — 6- — |
i =
= ] ==
S 0.104 4
z — s
o o
S =
< 0.05- 2
8 -
S )
& e
0.00' T — | - T 5 l
NS NS
Py ng N Y ng N
22 26 14 22 25 13
11 9 7 1 9 T

Abbildung 4: Plazentagewicht und Plazentaeffizienz

a) Darstellung des Plazentagewichts, welches im Rahmen der Sectio caesarea an G 15.5 bei einigen
Nachkommen bestimmt wurde.
b) Darstellung der Plazentaeffizienz, welche durch das Verhéltnis von fetalem Gewicht zu entsprechendem

Plazentagewicht bestimmt wurde.
n1=Anzahl der Feten. n2 =Anzahl der Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte £+ SEM. p <0,05=", p <0,01 =**
p <0,0001 = ****,

Wie aus Abbildung 4a deutlich wird, waren die Plazenten der HFD-Gruppe mit einem
durchschnittlichen Gewicht von 0,088 g in Relation zu den anderen beiden Gruppen signifikant
am leichtesten. Die Plazenten der SD-Gruppe zeigten dabei ein Gewicht von durchschnittlich
0,098 g und das der NI-Gruppe lag sogar bei durchschnittlich 0,109g pro Plazenta. Dies
spiegelte sich in dem Trend von p =0,051 wider, der sich zwischen der SD- und NI-Gruppe

zeigte.
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In dem Graphen der Abbildung 4b wird die Plazentaeffizienz dargestellt. Die berechnete
Plazentaeffizienz aus dem Verhéltnis von fetalem Gewicht zum entsprechenden
Plazentagewicht zeigte dabei keinen nachweislichen Unterschied zwischen den Plazenten der
SD- und denen der HFD-Gruppe. Eine signifikante Reduktion liel3 sich allerdings in der NI-
Gruppe im Verhéltnis zur HFD-Gruppe feststellen.

4.1.3. Gewicht, WurfgrofRe und Resorptionsrate der Feten an G 15.5

Des Weiteren wurde im Rahmen der Sectio caesarea das Gewicht und die Anzahl der
Nachkommen der einzelnen Muttertiere erfasst, um die jeweilige Wurfgrof3e zu ermitteln.

Die Nachkommen der SD-Multtertiere im Vergleich zu den beiden anderen Versuchsgruppen
zeigten an G 15.5 signifikant das schwerste Gewicht mit durchschnittich 0,45g. Die
Nachkommen der HFD-Gruppe waren mit durchschnittlich 0,39 g eindeutig am leichtesten und
die der NI-Gruppe mit durchschnittlich 0,41 g signifikant schwerer als die der HFD-Gruppe. Sie
konnten das Gewicht der SD-Nachkommen jedoch nicht ganz erreichen und blieben im Mittel
etwas leichter (vgl. Tabelle 16).

Bei der Betrachtung der WurfgréRe aller Feten fiel auf, dass deren Gesamtanzahl in der HFD-
Gruppe signifikant héher war als in den anderen beiden Gruppen. Betrachtete man jedoch nur
die Feten, die an G 15.5 lebendig waren, ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den drei Versuchsgruppen (vgl. Tabelle 16).

Im nachsten Schritt wurde die Resorptionsrate erfasst. Sie stellt das Verhaltnis zwischen den
nicht lebendigen Feten, also den resorbierten Feten und allen intrauterinen Feten, also der
Gesamtzahl eines Wurfs, dar. Damit die Resorptionsrate abgebildet werden konnte, wurden
in diese Berechnung auch Muttertiere mit weniger als 5 lebendigen Nachkommen mit
einbezogen. Bei der Auswertung lief3 sich kein signifikanter Unterschied der Resorptionsrate
zwischen den drei Versuchsgruppen feststellen. Es zeigte sich jedoch ein Trend hin zu einer
erhbhten Resorptionsrate in der HFD- im Vergleich zur SD-Gruppe mit p=0,065 (vgl.
Tabelle 16).

SD HFD NI

Fetales Gewicht [g] 0,45+0,01 0,39+0,01 **** 0,410,005 55, °

n1=97,n2=13 n1=78,n2=10 n1=55n2=7
Wurfgrole 8+0,53 9,9+0,31* 8,510,535
alle Feten n1=122, n2=14 n1=166, n2=10 n1=68,n2=8
WurfgroRRe 7,92+0,35 8,6+0,48 7,5+0,63
lebendige Feten n1=103,n2=13 n1=86,n2=10 n1=60,n2=8
Resorptionsrate [%)] 4,62+2,14 13,02+4,17 11,8+ 5,46

n2 =14 n2=10 n2=8

Tabelle 16: Gewicht, Wurfgrof3e und Resorptionsrate der Feten an G 15.5

Im Rahmen der Sectio caesarea an G 15.5 wurde das fetale Gewicht und die Anzahl aller Feten (der lebendigen
sowie der resorbierten) erfasst, um die entsprechende WurfgréRe und Resorptionsrate eines Wurfs zu bestimmen.
Dabei berechnete sich die Resorptionsrate aus dem Verhéaltnis der resorbierten Feten zu allen Feten eines Wurfs.
n1=Anzahl der Feten. n2 = Anzahl der Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte + SEM. Im Vergleich HFD zu SD
p <0,05="* p <0,0001 =**** Im Vergleich NI zu HFD p <0,05 =8, p <0,001 =888, Im Vergleich NI zu SD p <0,05 = °.
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4.2. Plazenta-Integritat unter stereologischen Gesichtspunkten
Mittels stereologischer Methoden konnte ausgehend von generierten Gewebeschnitten der
murinen Plazenten die Integritat des dreidimensionalen Gewebes untersucht werden. Flr eine

genauere Einfiihrung in dieses Thema siehe Abschnitt 3.3.2.

4.2.1. Plazentare Volumina

Die Volumina der einzelnen Plazentazonen sowie der gesamten Plazenten wurden mittels HE-
gefarbter Gewebeschnitte stereologisch ermittelt. Auf die Ergebnisse wird in den zwei
folgenden Abschnitten 4.2.1.1 und 4.2.1.2 genauer eingegangen. Die drei untersuchten Zonen
bildeten dabei das Labyrinth, die Junktionalzone und die Dezidua (siehe Abbildung 5).

Abbildung 5: HE-geféarbter muriner Plazenta-Gewebeschnitt zur stereologischen Untersuchung der Volumina der
gesamten Plazenta sowie der Plazentazonen

Die murine Plazenta wurde mit einer Schnittdicke von 7 um vollstédndig aufgeschnitten und jeder 40. Schnitt wurde
mit einer HE-Farbung geféarbt. Anschliel3end konnte mittels eines Punktegitters aus gelben Kreuzen die Grol3e der
drei Plazentazonen stereologisch ausgewertet werden, indem die Kreuze, die auf die entsprechenden Zonen fielen,
manuell gez&hlt wurden, gefolgt von einer stereologischen Berechnung. Die Plazentazonen sind in der Abbildung
mit Nummern versehen: Die 1. Plazentazone oben im Bild ist das Labyrinth. Die 2. Zone in der Mitte ist die
Junktionalzone, gefolgt von der 3. Zone unten im Bild, der Dezidua.

Ein Kreuz des Punktegitters représentiert eine Fldche von 250000 um?. Mal3stableiste: 500 um.

4.2.1.1. Volumina der gesamten Plazenta und ihrer einzelnen Zonen

Zunéachst wurde das Volumen der gesamten Plazenta mithilfe des Cavalieri-Prinzips erfasst
und der stereologischen Methodik entsprechend eine Volumenschatzung vorgenommen.
Dabei fiel auf, dass das Plazentavolumen in der SD-Gruppe im Vergleich zu den Volumina der
HFD- und NI-Gruppe signifikant am geringsten war (vgl. Tabelle 17).

Die Volumina der einzelnen Plazentazonen wurden zunéchst als absolute Werte stereologisch
ermittelt. Bei Betrachtung der Labyrinthzonen und der Deziduen fiel auf, dass ihre Volumina
jeweils signifikant am grof3ten in der NI-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe waren. Zusétzlich
zeigte sich ein Trend von p=0,093 bei den Labyrinthzonen und von p=0,051 bei den
Deziduen, hin zu einem gréReren Volumen in der NI- im Vergleich zur HFD-Gruppe. Die

Junktionalzone zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
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Versuchsgruppen, jedoch einen Trend von p = 0,059 zwischen der SD- und der NI-Gruppe,
sowie von p = 0,094 im Vergleich der SD- und HFD Gruppe mit dem jeweils kleineren Volumen
in der SD-Gruppe. AnschlieRend wurden die relativen Werte der Volumina bestimmt, indem
die einzelnen Zonen ins Verhaltnis zu dem Volumen der gesamten Plazenta gesetzt wurden.
Dabei traten bei den Gruppenvergleichen keine signifikanten Unterschiede auf (vgl.
Tabelle 17).

SD HFD NI
Volumen der Plazenta [mm3] 48,77+2,53 57,06x1,14* 63,97%3,68 °°
n=8 n=6 n=6
Volumen der Labyrinthzone [mm3] 14,91 +0,93 16,26 + 0,42 17,28 10,32 °
n=8 n==6 n==6
Volumen der Junktionalzone [mm3] 19,24 +1,12 22,09+2,13 25,06 +2,25
n=8 n=7 n=6
Volumen der Dezidua [mm§3] 14,62+2,12 15,8+1,31 21,64+1,85°
n=8 n=7 n=6
Volumen der Labyrinthzone/ 30,96 + 2,41 28,33+0,61 27,5+1,77
Volumen der Plazenta [%] n=8 n=7 n=6
Volumen der Junktionalzone/ 39,53+1,67 41,5+1,44 38,88+ 1,55
Volumen der Plazenta [%)] n=8 n=7 n=6
Volumen der Dezidua/ 33,06+ 1,89 30,16+ 1,53 33,62+1,44
Volumen der Plazenta [%] n=7 n=7 n=6

Tabelle 17: Volumina der gesamten Plazenta und der Plazentazonen in absoluten und relativen Werten

Die Volumina der gesamten Plazenta und der Plazentazonen wurde anhand HE-gefarbter Gewebeschnitte
stereologisch ermittelt, woraus absolute Werte fir die gesamte Plazenta, die Labyrinthzone, die Junktionalzone
und die Dezidua hervorgingen. Die absoluten Werte der einzelnen Zonen wurden zur Generierung relativer Werte
auf das Volumen der gesamten Plazenta bezogen.

n =Anzahl der Plazenten unterschiedlicher Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte + SEM. Im Vergleich HFD zu SD
p <0,05=".Im Vergleich NI zu SD p <0,05="°, p <0,01 = °°.

4.2.1.2. Erfassung des Labyrinthvolumens durch zwei stereologische Methoden
Wie bereits in dem vorherigen Abschnitt 4.2.1.1 und Tabelle 17 aufgefiihrt wurde, zeigte sich
bei der stereologischen Erfassung absoluter Werte des Labyrinthvolumens anhand der
HE-gefarbten Plazenta-Gewebeschnitte und der Auswertung des Punktegitters eine
Signifikanz zwischen der NI- und der SD-Gruppe (hier noch einmal als Grafik dargestellt in
(Abbildung 6a). Gleichzeitig erfolgte die Erfassung des Labyrinthvolumens im Rahmen einer
weiteren stereologischen Analyse anhand CD31-gefarbter Gewebeschnitte. Dabei wurde die
Grenzlinie der Labyrinthzone einzelner Gewebeschnitte manuell nachgezeichnet und
anschlieRend erfolgte das digitale Ausschneiden dieser umrandeten Zone. Es folgte eine
automatische Flachenberechnung und schlieBlich die Extrapolation auf das gesamte
Labyrinthvolumen. Im Rahmen dieser Untersuchungsmethode zeigten sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den drei Untersuchungsgruppen, wie aus der Grafik der
Abbildung 6b hervorgeht.
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a) HE: Volumen Labyrinth b) CD31: Volumen Labyrinth
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Abbildung 6: Bestimmung des Labyrinthvolumens mittels zwei verschiedener stereologischer Methoden

Das Volumen des plazentaren Labyrinths wurde mit zwei verschiedenen stereologischen Methoden erfasst. Dafiir

wurde jeweils an Gewebeschnitten eine Flachenbestimmung der Labyrinthzone vorgenommen und anschlieRend

auf das gesamte Volumen hochgerechnet.

a) Abbildung des Labyrinthvolumens, welches anhand der HE-gefarbten Gewebeschnitte ermittelt wurde.
Dabei erfolgte die stereologische Auswertung mithilfe der Auszahlung eines Punktegitters, welches auf die
Gewebeschnitte projiziert wurde.

b) Abbildung des Labyrinthvolumens, welches anhand der CD31-gefarbten Gewebeschnitte ermittelt wurde.
Ein Ausschnitt der Labyrinthzone eines CD31 geféarbten plazentaren Gewebeschnittes ist in Abbildung 7
dargestellt. Bei dieser Methode erfolgte die stereologische Auswertung durch ein digitales Ausschneiden
der Labyrinthzone, welches zuvor manuell umrandet worden war, gefolgt von einer automatischen
Flachenberechnung dieses Ausschnitts.

n =Anzahl der Plazenten unterschiedlicher Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte + SEM. p <0,05 = *.

4.2.2. Strukturmerkmale innerhalb der Labyrinthzone

Neben der stereologischen Ermittlung der Volumina gesamter Plazenten und einzelner
Plazentazonen wurden zusatzlich Bestandteile der fetomaternalen Transferzone genauer
betrachtet. Da sich die Transferzone innerhalb des plazentaren Labyrinths befindet und durch
fetale und maternale Gefal3e sowie Trophoblasten gebildet wird (siehe Abschnitt 2.2.1.2),
erfolgte eine detaillierte stereologische Untersuchung dieser Bestandteile.

4.2.2.1. Volumina und Oberflachenmalde

Anhand CD31 gefarbter plazentarer Gewebeschnitte, in denen die Endothelzellen der fetalen
Gefal3e sich braun prasentierten, konnten mittels eines Punktegitters die Volumina fetaler
Gefal3e, maternaler Blutsinusse und des umgebenden Trophoblastengewebes innerhalb der
Labyrinthzone erfasst werden. Zusatzlich wurden Testlinien Uber diese Gewebeschnitte
gelegt, um mit ihrer Hilfe die Oberflachen der fetalen GefalRe und der maternalen Blutsinusse

zu ermitteln (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: CD31 gefarbter Ausschnitt der Labyrinthzone eines murinen Plazenta-Gewebeschnittes zur
stereologischen Untersuchung von Volumina und Oberflachen

An 7 um dicken Plazenta-Gewebeschnitten konnten mithilfe zweier stereologischer Gitter sowohl Volumina als auch
Oberflachenmale ermittelt werden. Dank der CD31-Farbung stellten sich die fetalen GefalRe braun dar und die
maternalen farbten sich nicht an.

Die Volumina der fetalen GefaRe, der maternalen Blutsinusse und des Trophoblastengewebes wurden durch die
gelben Kreuze ermittelt, indem diejenigen gezahlt wurden, die auf die entsprechenden Strukturen fielen.
Beispielhaft ist in dem 1. Rechteck ein fetales Gefald und in dem 2. Rechteck ein maternaler Blutsinus markiert, auf
welches jeweils ein gelbes Kreuz fallt. Ein Kreuz des Punktegitters reprasentiert eine Flache von 12500 pm?.

Die Oberflachen der fetalen GeféaRe und die der maternalen Blutsinusse lie3en sich mithilfe der eindimensionalen
gelben Testlinien ermittelt, indem die Schnittpunkte der Linien, mit denen der Grenzlinien der GefalRe gezahit
wurden. Beispielhaft ist in dem 3. Rechteck rechts ein fetales Gefal3, welches mit seinen beiden Grenzlinien
zweimal die gelbe Linie schneidet, sowie links davon ein maternaler Blutsinus, der innerhalb des Rechtecks
ebenfalls zweimal mit seinen Grenzlinien die gelbe Linie kreuzt, zu sehen.

Mafstableiste: 50 pm.

Dabei zeigten sich bei allen drei bestimmten Volumina (fetale GefalRe, maternale Blutsinusse,
Trophoblastengewebe) keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Ein
Trend von p = 0,065 hin zur Volumenreduktion lief3 sich allerdings bei den fetalen Gefal3en in
der NI-Gruppe bezogen auf die SD-Gruppe erkennen. Bei Betrachtung der Oberflachengrofle
fetaler Gefal3e fiel eine signifikante Reduktion innerhalb der NI-Gruppe im Vergleich zur SD-
Gruppe auf. Die HFD-Gruppe zeigte dabei lediglich einen geringen Trend von p = 0,097 hin
zur Oberflachenreduktion im Verhaltnis zur SD-Gruppe. Keine signifikanten Unterschiede
fanden sich bei der Untersuchung der Oberflachenmal3e maternaler Blutsinusse (vgl.
Tabelle 18).

SD HFD NI
Volumen fetaler Gefalle 3,78+0,078 3,82+0,2 3,32+0,2
[mm3] n=7 n=7 n=6
Volumen maternaler Blutsinus 3,19+0,29 3,39+0,37 2,88+0,14
[mm3] n==8 n=7 n=6
Volumen des Trophoblastengewebes 10,64 +0,53 9,34+0,65 10,13+0,39
[mm3] n=8 n=7 n=6
Oberflache fetaler Gefalie 13,83+0,47 12.18+0,72 11,97 +0,37°
[cm?] n=7 n=7 n=6
Oberflache maternaler Blutsinus 10,36 £ 0,54 11,71+0,58 11,08 £0,29
[cm?] n=7 n=7 n=6

Tabelle 18: Volumina und OberflichenmaBe von fetalen und maternalen Gefal3en sowie Volumina des
Trophoblastengewebes

Fur die stereologische Ermittlung der Volumina von fetalen Gefal3en, maternalen Blutsinussen und
Trophoblastengewebe, sowie der Ermittlung der Oberflachengrolen fetaler Gefa3e und maternaler Blutsinusse
wurden CD31 gefarbte Plazenta-Gewebeschnitte genutzt.
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n =Anzahl der Plazenten unterschiedlicher Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte + SEM. Im Vergleich NI zu SD
p<0,05="°.

4.2.2.2. Fetale Kapillarlangen und -durchmesser

Zusatzlich wurden die Langen und die Durchmesser der fetalen Gefalie stereologisch genauer
untersucht. Dafir wurden zweidimensionale Flachen auf die Labyrinthzonen von CD31
gefarbten Plazenta-Gewebeschnitten projiziert und anschlie3end die eindimensionalen Werte
der L&ngen und Durchmesser ermittelt (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: CD31 gefarbter Ausschnitt der Labyrinthzone eines murinen Plazenta-Gewebeschnittes zur
stereologischen Untersuchung von fetalen Kapillarlangen und -durchmessern

Zur stereologischen Erfassung der fetalen Kapillarlangen und -durchmesser wurden zweidimensionale Quadrate
auf 7 um dicke Plazenta-Gewebeschnitte projiziert. Die fetalen Gefal3e stellten sich auf den Schnitten braun dar,
da sie zuvor mittels CD31 angeféarbt worden waren. Die Quadrate waren durch zwei griine und zwei rote Linien
begrenzt. Es wurden alle fetalen Kapillaren gezahlt, die sich innerhalb der quadratischen Felder befanden oder die
grunen Linien berthrten bzw. schnitten, nicht jedoch eine der roten Linien. Dies ist in der Abbildung dargestellt,
indem alle zu zahlenden Kapillaren mit einem griinen und alle nicht zu zéhlenden Kapillaren mit einem roten Kreuz
markiert sind.

Ein Feld reprasentiert eine Flache von 10000 pm?. MaRstableiste: 50 pm.

Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion der fetalen Kapillarlangen innerhalb der HFD-
und NI-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe. Die Durchmesser der fetalen Kapillaren
unterschieden sich jedoch nicht signifikant zwischen den drei Gruppen. Es zeigte sich lediglich
ein Trend von p = 0,073 hin zur Zunahme des Durchmessers in der HFD- im Vergleich zur SD-
Gruppe (vgl. Tabelle 19).
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SD HFD NI

Kapillarlange [m] 34,73+1,28 29,07£1,75* 27,63%1,79°°
n=7 n=7 n=6

Kapillardurchmesser [pm] 12,24 £ 0,27 13,33+0,52 12,88+ 0,49
n=8 n=7 n=6

Tabelle 19: Fetale Kapillarlangen und -durchmesser

Fur die stereologische Ermittlung der fetalen Kapillarlangen und -durchmesser wurden CD31 gefarbte Plazenta-
Gewebeschnitte genutzt.

n =Anzahl der Plazenten unterschiedlicher Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte + SEM. Im Vergleich HFD zu SD
p <0,05="* Im Vergleich NI zu SD p <0,01 =°°.

4.3. Zellintegritat innerhalb der plazentaren Labyrinthzone

Da die Labyrinthzone den Ort der fetomaternalen Transferzone darstellt und eine Veranderung
der Zell- und insbesondere der Endothelzellintegritét in dieser Zone eventuell zu einer
Beeintrachtigung der fetalen Versorgung fiuihren kodnnte, sollten mogliche pathologische
Veranderungen dieser Zone unter den drei Versuchsgruppen detektiert und verglichen
werden. Daflr wurden die Proliferation, Apoptose und Seneszenz plazentarer Zellen des

Labyrinths mittels Immunfluoreszenzfarbungen untersucht.

4.3.1. Nachweis der proliferierenden Zellen

Zur Untersuchung proliferierender Zellen wurde ein BrdU-Assay verwendet, mit dessen Hilfe
diese Zellen griin angefarbt wurden. Zuséatzlich erfolgte eine Ko-Farbung mittels DAPI,
wodurch sich alle Zellkerne blau darstellten, sowie eine antikorperbasierte Ko-Féarbung von
CD31, wodurch sich fetale Endothelzellen unter dem Elektronenmikroskop rot prasentierten.
Die Zellen bzw. Zellkerne wurden anschlieBend anhand einer unter dem konfokalen
Fluoreszenzmikroskop angefertigten Aufnahme ausgezahlt. Dadurch wurde die Anzahl der
einzelnen Zellgruppen, also die Anzahl aller Trophoblasten und aller Endothelzellen sowie aller
proliferierender Trophoblasten und aller proliferierender Endothelzellen, im Gewebeschnitt
ermittelt (siehe Abbildung 9).

Abbildung 9: Ausschnitt der Labyrinthzone einer mittels Immunfluoreszenz gefarbten murinen Plazenta zur
Detektion proliferierender Zellen

Mittels Immunfluoreszenzfarbung an 3 um dicken murinen Plazenta-Gewebeschnitten erfolgte die Detektion
einzelner Zellen in der Labyrinthzone. Die proliferierenden Zellen présentierten sich durch den genutzten BrdU-
Assay in Grun. Durch die Ko-Farbung mittels DAPI stellten sich die Zellkerne blau dar und durch eine weitere
antikdrperbasierte Ko-Farbung von CD31 prasentierten sich die fetalen Endothelzellen rot.

In dem 1. Rechteck ist eine BrdU-positive Endothelzelle markiert. In dem 2. Rechteck ist eine BrdU-negative, DAPI-
positive Endothelzelle markiert. Im 3. Rechteck ist ein BrdU-positiver Trophoblast markiert. MaR3stableiste: 50 um.
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Bei Betrachtung der proliferierenden Zellen innerhalb der plazentaren Labyrinthzone liel3en
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen der SD, HFD und NI feststellen,
weder bei der Untersuchung der proliferierenden Endothelzellkerne im Verhéaltnis zu allen
Endothelzellkernen des Labyrinths noch bei dem Verhéltnis aller Endothelzellkerne zu allen
Zellkernen in der Labyrinthzone. Auch der Vergleich von proliferierenden Trophoblasten oder
aller proliferierenden Zellen zu allen Zellkernen zeigte keine signifikanten Unterschiede unter

den drei Versuchsgruppen (vgl. Tabelle 20).

SD HFD NI
BrdU positive Endothelzellkerne/ 8,42+2,6 7,86+2,01 11,3+2,16
Alle Endothelzellkerne [%] n=7 n=6 n=7
Alle Endothelzellkerne/ 6,48+0,79 7,1+0,89 5,6+0,43
DAPI positive Zellkerne [%] n=7 n=6 n=7
BrdU positive Trophoblasten/ 3,03+0,54 3,8+0,81 41+0,41
DAPI positive Zellkerne [%)] n=7 n=6 n=7
Alle BrdU positiven Zellen/ 3,53+£0,69 4,29+0,91 4,74+£0,52
DAPI positive Zellkerne [%] n=7 n=6 n=7

Tabelle 20: Nachweis proliferierender Zellen in der Labyrinthzone der murinen Plazenta

Zur Detektion proliferierender Zellen innerhalb der plazentaren Labyrinthzone wurde ein BrdU-Assay durchgefihrt
und mittels Ko-Féarbung die Zellkerne (DAPI) und die fetalen Endothelzellen (CD31) angefarbt. Die angefarbten
Zellen wurden anschlieBend manuell ausgezahlt, nur die Zahl der DAPI-positiven Zellen wurde mittels ,,/mageJ-Fiji*
automatisch ermittelt. Dadurch lief3en sich verschiedene Gruppen voneinander abgrenzen. Die Zellgruppen wurden
anschlieBend in Relation zueinander gesetzt, um eine Aussage Uber die Proliferationsaktivitat der einzelnen
Gruppen treffen zu kénnen.

n =Anzahl der Plazenten unterschiedlicher Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte + SEM.

4.3.2. Nachweis der apoptotischen Zellen

Zur Analyse der Apoptoserate innerhalb der Labyrinthzone wurde ein TUNEL-Assay
verwendet, wodurch sich die apoptotischen Zellen griin darstellten. Es erfolgte ebenfalls eine
Ko-Farbung mittels DAPI zur Farbung aller Zellkerne in Blau und eine weitere
antikorperbasierte Ko-Farbung von CD31 mittels Anti-CD31-AK zur Detektion der fetalen
Endothelzellen in Rot (siehe Abbildung 10).

Abbildung 10: Ausschnitt der Labyrinthzone einer mittels Immunfluoreszenz gefarbten murinen Plazenta zur
Detektion apoptotischer Zellen

Mittels Immunfluoreszenzfarbung an 3 pum dicken murinen Plazenta-Gewebeschnitten erfolgte die Detektion
einzelner Zellen in der Labyrinthzone. Die apoptotischen Zellen préasentierten sich durch den genutzten TUNEL-
Assay in Grin. Durch die Ko-Farbung mittels DAPI stellten sich die Zellkerne blau dar und durch den in der
Immunfluoreszenz genutzten Anti-CD31-AK prasentierten sich die fetalen Endothelzellen rot.
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In dem 1. Rechteck ist eine TUNEL-positive Endothelzelle markiert. In dem 2. Rechteck ist eine TUNEL-negative,
DAPI-positive Endothelzelle markiert. MaR3stableiste: 50 pm.

Bei dieser Untersuchung zeigten sich einige signifikanten Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen. Die Anzahl apoptotischer Endothelzellen im Vergleich zu allen
Endothelzellen war in der HFD- und NI-Gruppe signifikant erhéht im Vergleich zur SD-Gruppe.
Auch die Anzahl apoptotischer Trophoblasten innerhalb des Labyrinths im Vergleich zu allen
Zellen war in den HFD- und NI-Gruppen signifikant gro3er als in der Kontrollgruppe, die die
ganze Versuchsdauer Uber die SD erhalten hatte. Somit war die Gesamtzahl aller
apoptotischen Zellen im Verhaltnis zu allen Zellen des Labyrinths in der SD-Gruppe signifikant
niedriger als in der HFD- und NI -Gruppe. Die Zahl aller Endothelzellkerne des Labyrinths im
Verhaltnis zu allen Zellkernen dieser Zone zeigte wie auch bei der Analyse der proliferierenden
Zellen in Abschnitt 4.3.1 keine signifikanten Unterschiede unter den drei Versuchsgruppen. Es
fiel lediglich ein Trend von p=0.051 zwischen der HFD- und NI-Gruppe auf, mit einer
gesteigerten Apoptose-Zellzahl aller Endothelzellkerne in der HFD-Gruppe (vgl. Tabelle 21).

SD HFD NI
TUNEL positive Endothelzellkerne/ 0,12+0,074 2,22+0,72 ** 0,84+0,25°
Alle Endothelzellkerne [%] n=>5 n=6 n=7
Alle Endothelzellkerne/ 6,96 +0,76 8,19+0,9 6,14 +0,3
DAPI positive Zellkerne [%)] n=6 n=6 n=7
TUNEL positive Trophoblasten/ 0,44 +0,072 1,36 £0,19 ** 1,2+0,25°
DAPI positive Zellkerne [%] n=>5 n=5 n=7
Alle TUNEL positiven Zellen/ 0,45+0,074 1,52+0,18 ** 1,25+0,27 °
DAPI positive Zellkerne [%] n=>5 n=5 n=7

Tabelle 21: Nachweis apoptotischer Zellen in der Labyrinthzone der murinen Plazenta

Zur Detektion apoptotischer Zellen innerhalb der plazentaren Labyrinthzone wurde ein TUNEL-Assay durchgefihrt
und mittels Ko-Farbung die Zellkerne (DAPI) und die fetalen Endothelzellen (CD31) angefarbt. Die angefarbten
Zellen wurden anschlieRend manuell ausgezahlt, nur die Zahl der DAPI-positiven Zellen wurde mittels ,,/mageJ-Fiji“
automatisch ermittelt. Dadurch lie3en sich verschiedene Gruppen voneinander abgrenzen. Die Zellgruppen wurden
anschlie3end in Relation zueinander gesetzt, um eine Aussage Uber die Apoptose Aktivitat der einzelnen Gruppen
treffen zu kénnen.

n =Anzahl der Plazenten unterschiedlicher Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte + SEM. Im Vergleich HFD zu SD
p <0,01="** Im Vergleich NI zu SD p <0,05 = °.

4.3.3. Nachweis der seneszenten Zellen

SchlieB8lich wurde noch die Zahl seneszenter Zellen in der plazentaren Labyrinthzone
guantifiziert. Dafur wurde ein y-H2AX-Assay verwendet, wodurch sich die seneszenten Zellen
grin prasentierten. Zusatzlich erfolgte eine Ko-Farbung mit DAPI zur Darstellung aller
Zellkerne in Blau sowie eine Ko-Féarbung von CD31 mittels spezifischem AK zur Farbung der
fetalen Endothelzellen in Rot (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Ausschnitt der Labyrinthzone einer mittels Immunfluoreszenz gefarbten murinen Plazenta zur
Detektion seneszenter Zellen

Mittels Immunfluoreszenzfarbung an 3 um dicken murinen Plazenta-Gewebeschnitten erfolgte die Detektion
einzelner Zellen in der Labyrinthzone. Die seneszenten Zellen prasentierten sich durch den genutzten y-H2AX-
Assay in Griin. Durch die Ko-Farbung mittels DAPI stellten sich die Zellkerne blau dar und durch den fir die
Immunfluoreszenz genutzten Anti-CD31-AK prasentierten sich die fetalen Endothelzellen rot.

In dem 1. Rechteck ist ein y-H2AX-positiver Trophoblast markiert. In dem 2. Rechteck ist eine y-H2AX-negative,
DAPI-positive Endothelzelle markiert. Maf3stableiste: 50 pm.

Bei Betrachtung der Seneszenz-Rate der plazentaren Endothelzellen des Labyrinths im
Vergleich zu allen Endothelzellen in dieser Zone lie3en sich keine signifikanten Unterschiede
unter den Versuchsgruppen feststellen. Es zeigte sich allerdings ein geringer Trend von
p = 0,097 hin zu einer reduzierten Seneszenz in der NI- im Vergleich zur HFD-Gruppe. Auch
beim Vergleich aller Endothelzellen zu allen anderen Zellen fanden sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen der SD-, HFD- und NI-Gruppe, wie es sich kongruent dazu innerhalb
der beiden anderen Immunfluoreszenzfarbungen der Labyrinthzone zeigte (vgl. Tabelle 20
und Tabelle 21). Es zeigte sich allerdings ein Trend von p=0,073, dass eine gesteigerte
Seneszenz aller Endothelzellkerne bezogen auf alle anderen Zellen in der HFD- im Verhaltnis
zur NI-Gruppe vorlag.

Signifikante Unterschiede zeigten sich bei der Betrachtung des Verhéltnisses der seneszenten
Trophoblasten bzw. aller seneszenten Zellen zu allen anderen Zellen dieser Zone. Dabei
wurde eine signifikante Reduktion der Seneszenz in der Gruppe der NI im Vergleich zur HFD-
Gruppe deutlich. Zusatzlich zeigte sich eine signifikante Erhéhung der Seneszenz innerhalb
der HFD-Gruppe im Vergleich zu der SD-Kontrollgruppe bei Bericksichtigung aller
seneszenter Zellen im Verhéltnis zu allen Zellen dieser Plazentazone. Innerhalb der Gruppe
der Trophoblasten im Verhaltnis zu allen Zellen dieser Zone zeigte sich dabei lediglich ein
Trend von p =0,053, bezlglich einer gesteigerten Seneszenz in der HFD- im Verhaltnis zur
SD-Gruppe (vgl. Tabelle 22).
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SD HFD NI
y-H2AX positive Endothelzellkerne/ 27,73+4,23 36,44+ 4,68 22,69+4,23

Alle Endothelzellkerne [%] n=7 n=7 n=7
Alle Endothelzellkerne/ 6,12+0,4 6,5+0,36 5,35+0,35
DAPI positive Zellkerne [%] n=7 n=7 n=7
y-H2AX positive Trophoblasten/ 16,69+2,14 20,78+1,78 12,371,115
DAPI positive Zellkerne [%)] n=7 n=7 n=7
Alle y-H2AX positiven Zellen/ 16,36+ 1,15 23,11+1,87* 13,58%+1,3 %8
DAPI positive Zellkerne [%] n=6 n=7 n=7

Tabelle 22: Nachweis seneszenter Zellen in der Labyrinthzone der murinen Plazenta

Zur Detektion seneszenter Zellen innerhalb der plazentaren Labyrinthzone wurde ein y-H2AX-Assay durchgefihrt
und mittels Ko-Féarbung die Zellkerne (DAPI) und die fetalen Endothelzellen (CD31) angefarbt. Die angefarbten
Zellen wurden anschlieBend manuell gezahlt, nur die Zahl der DAPI-positiven Zellen wurde mittels ,,Imaged-Fiji“
automatisch ermittelt. Dadurch liel3en sich verschiedene Gruppen voneinander abgrenzen. Die Zellgruppen wurden
anschlielRend in Relation zueinander gesetzt, um eine Aussage Uber die Seneszenz-Rate der einzelnen Gruppen
treffen zu konnen.

n =Anzahl der Plazenten unterschiedlicher Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte + SEM. Im Vergleich HFD zu SD
p <0,05="* Im Vergleich NI zu HFD p <0,01 =%,

4.4. Plazentare AJ- und Endothelzellmarker und auf Gen- und Proteinebene

Sowohl auf Genebene mittels gRT-PCR als auch auf Proteinebene mittels Western Blot
wurden Marker der plazentaren Endothelzellintegritat und der plazentaren Zell-Zell-
Verbindungen  geschlechterspezifisch  untersucht. Daflir wurden entsprechende
Endothelzellmarker und AJ-Marker quantitativ beurteilt und jeweils mit dem Referenzgen bzw.
-protein B-Aktin ins Verhaltnis gesetzt. Zu erwéhnen ist, dass fur die Untersuchung der
Genexpression und Proteinmenge nicht immer identisches Untersuchungsmaterial genutzt
werden konnte. Die genutzten Plazenta-Gewebestiicke fur die zwei Analysen stammten
teilweise von verschiedenen Plazenten desselben Muttertiers bzw. auch von Plazenten
verschiedener Muttertiere. Auf3erdem wurden Plazenta-Gewebestucke in ihrer Gesamtheit

analysiert, weshalb einzelne Plazentazonen nicht differenziert betrachtet werden konnten.

4.4.1. Genexpression der plazentaren AJ- und Endothelzellmarker

Es wurde die relative mRNA-Expression in Hinblick auf AJ- und Endothelzellmarker analysiert.
Dabei wurde ein relevanter Unterschied unter den Versuchsgruppen so definiert, dass die
relative Genexpression mindestens halbiert oder verdoppelt werden musste beim Vergleich
zwischen jeweils zwei Gruppen. Es wurde sowohl die HFD-Gruppe als auch die NI-Gruppe auf
die SD-Gruppe bezogen und zusatzlich die NI-Gruppe auf die HFD-Gruppe. Bei Betrachtung
der unterschiedlichen Marker unter diesen definierten Grenzwerten zeigte sich bei keinem der
untersuchten Gene eine relevante Abweichung zwischen den einzelnen Versuchsgruppen
(vgl. Tabelle 23).
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HFD NI NI
Vgl. zu SD Vgl. zu SD Vgl. zu HFD
E-Cadherin (m) 0,95+0,143 0,89+0,108 0,94+0,116
n=7 n=7 n=7
E-Cadherin (w) 0,69+0,059 * 0,63+0,089 ° 0,92+0,129
n=7 n=5 n=5
P-Cadherin (m) 0,85+0,044 * 0,92 +0,049 1,09+0,057
n=7 n=7 n=7
P-Cadherin (w) 0,86 + 0,055 0,9+0,122 1,04+£0,141
n=7 n=4 n=4
VE-Cadherin (m) 0,89+0,042 * 0,860,077 ° 0,97 £ 0,087
n=7 n=7 n=7
VE-Cadherin (w) 0,93+0,061 0,950,054 1,02+0,058
n=6 n=5 n=5
B-Catenin (m) 0,930,069 0,9+0,063 0,97 +£0,07
n=7 n=7 n=7
B-Catenin (w) 0,78 £0,052 ** 0,71%0,015 °° 0,9+0,018
n=7 n=>5 n=5
CD31 (m) 0,820,025 *** 0,81%+0,074 ° 140,091
n=7 n=7 n=7
CD31 (w) 0,860,043 0,89 +0,062 1,03+£0,072
n=7 n=>5 n=5
VWF (m) 0,77 0,069 0,77 20,048 ° 1,006 + 0,063
n=7 n=7 n=7
VWF (w) 0,79+ 0,055 0,75+0,038° 0,94 £ 0,049
n=7 n=4 n=4

Tabelle 23: Relative Genexpression plazentarer AJ- und Endothelzellmarker

Mittels qRT-PCR wurde die relative Genexpression von plazentaren AJ- und Endothelzellmarker an G 15.5
geschlechtsspezifisch ermittelt. Dabei wurden die Werte der HFD- und NI-Gruppe in Relation zur SD-Gruppe
gesetzt, sowie die NI-Gruppe in Relation zur HFD-Gruppe (relative Expression der Kontroll-/Bezugsgruppen =1, in
dieser Tabelle nicht dargestellt). Als Referenzgen wurde -Aktin verwendet. Signifikante Ergebnisse innerhalb der
HFD- und der NI-Gruppe in Relation zur SD-Gruppe wurden in dieser Tabelle fett abgebildet. In der NI- bezogen
auf die HFD-Gruppe lieRen sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen.

n = Anzahl der Plazenten unterschiedlicher Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte £ SEM. Im Vergleich HFD zu SD
p <0,05="7 p<0,01 =" p<0,001="** Im Vergleich NI zu SD p <0,05="°, p <0,01 =°°. m=mannlich, w =weiblich.

4.4.2. Proteinmenge der plazentaren AJ- und Endothelzellmarker

Neben der Quantifizierung der Genexpression, siehe Abschnitt 4.4.1, wurden die gleichen AJ-
und Endothelzellmarker, mit Ausnahme des vWF (welcher sich im Western Blot nicht
darstellen lie8) auch auf Proteinebene analysiert. Dabei zeigten sich im Gegensatz zur
Genexpression bei Betrachtung der Proteinmenge bei drei der untersuchten Marker (E-, VE-
Cadherin und 3-Catenin) signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen.
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4.4.2.1. E-Cadherin

Auf Proteinebene zeigten sich fir E-Cadherin bei den mannlichen Plazenten keine

signifikanten Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen (siehe Abbildung 12a). Bei

den weiblichen Plazenten stellte sich jedoch eine signifikante Herunterregulation innerhalb der

HFD- und der NI-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe dar (siehe Abbildung 12b).
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Abbildung 12: Relative Proteinmenge von E-Cadherin in der murinen Plazenta
Mittels Western Blot wurde die relative Proteinmenge von E-Cadherin (135kDA) an G 15.5 geschlechtsspezifisch
ermittelt. Als Referenzprotein wurde [-Aktin (45kDa) verwendet. Darstellung der relativen Proteinmenge
E-Cadherin/B-Aktin auf der y-Achse.
Grafische Darstellung der relativen Proteinmenge von E-Cadherin der mannlichen Plazenten.
Grafische Darstellung der relativen Proteinmenge von E-Cadherin der weiblichen Plazenten.

Densitometrische Auswertung des Western Blots von E-Cadherin der ménnlichen Plazenten. Grundlage fir

a)
b)
c)

d)

den Graphen a) dieser Abbildung.

Densitometrische Auswertung des Western Blots von E-Cadherin der weiblichen Plazenten. Grundlage fur

den Graphen b) dieser Abbildung.

n=Anzahl der Plazenten unterschiedlicher Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte +SEM. p<0,05=*
m =mannlich, w =weiblich.
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4.4.2.2.VE-Cadherin

Der Western Blot von VE-Cadherin zeigte eine Kongruenz zwischen den Ergebnissen der
mannlichen und denen der weiblichen Plazenten. In beiden Gruppen wurde eine signifikante
Hochregulation des Proteins in der HFD-Gruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich,

welche die SD erhielten. Die NI-Gruppe unterschied sich nicht signifikant von einer der beiden

anderen Versuchsgruppen und lag mit ihrem Mittelwert zwischen den Mittelwerten der SD-

und HFD-Gruppe (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Relative Proteinmenge von VE-Cadherin in der murinen Plazenta
Mittels Western Blot wurde die relative Proteinmenge von VE-Cadherin (115kDA) an G 15.5 geschlechtsspezifisch
ermittelt. Als Referenzprotein wurde B-Aktin (45kDa) verwendet. Darstellung der relativen Proteinmenge

VE-Cadherin/B-Aktin auf der y-Achse.

a) Grafische Darstellung der relativen Proteinmenge von VE-Cadherin der mannlichen Plazenten.
b) Grafische Darstellung der relativen Proteinmenge von VE-Cadherin der weiblichen Plazenten.
C) Densitometrische Auswertung des Western Blots von VE-Cadherin der mannlichen Plazenten. Grundlage

fur den Graphen a) dieser Abbildung.

d) Densitometrische Auswertung des Western Blots von VE-Cadherin der weiblichen Plazenten. Grundlage fur

den Graphen b) dieser Abbildung.

n=Anzahl der Plazenten unterschiedlicher Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte +SEM. p<0,05="

m =mannlich, w =weiblich.
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4.4.2.3. B-Catenin

Im Western Blot von (B-Catenin lag eine ahnliche Tendenz bei Betrachtung der méannlichen

und weiblichen Plazenten vor. Eine eindeutige Signifikanz zeigte sich allerdings nur in der

Gruppe der ménnlichen Plazenten, indem es zur Hochregulation des Proteins innerhalb der

NI-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe mit der SD kam. Zuséatzlich zeigte sich ein Trend

von p=0,073 bezlglich der Hochregulation des Proteins innerhalb der NI- im Vergleich zur

HFD-Gruppe. Daneben unterschieden sich in beiden Geschlechtern die HFD- und SD-

Gruppen nicht signifikant voneinander (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Relative Proteinmenge von S-Catenin in der murinen Plazenta
Mittels Western Blot wurde die relative Proteinmenge von B-Catenin (92kDA) an G 715.5 geschlechtsspezifisch
ermittelt. Als Referenzprotein wurde B-Aktin (45kDa) verwendet. Darstellung der relativen Proteinmenge
B-Catenin/B-Aktin auf der y-Achse.
Grafische Darstellung der relativen Proteinmenge von 3-Catenin der méannlichen Plazenten.
Grafische Darstellung der relativen Proteinmenge von 3-Catenin der weiblichen Plazenten.

Densitometrische Auswertung des Western Blots von B-Catenin der mannlichen Plazenten. Grundlage fur
den Graphen a) dieser Abbildung.
Densitometrische Auswertung des Western Blots von B-Catenin der weiblichen Plazenten. Grundlage fur
den Graphen b) dieser Abbildung.
n=Anzahl der Plazenten unterschiedlicher Muttertiere. Darstellung als Mittelwerte +SEM. p<0,01=""
m =mannlich, w =weiblich.
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b)
c)

d)
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5. Diskussion

Im Rahmen dieses Promotionsprojektes wurde die Auswirkung einer NI bei Gibergewichtigen
Muttertieren ab dem Zeitpunkt der Schwangerschaft auf verschiedene Aspekte hin untersucht.
Insgesamt galt es zu verstehen, wie sich diese Intervention auf das ungeborene Kind und die
Mutter sowie insbesondere auf die Plazenta auswirkt. Ein limitierender Faktor zur
Untersuchung einer moglichen Kausalitat in humangenetischen Studien stellt die Tatsache
dar, dass der Mensch sowie menschliches Material fur Experimente nur begrenzt zur
Verfugung stehen. Aus diesem Grund wurde sich des Mausmodells bedient, welches eine
definierte Untersuchung an einem Saugetier ermdglicht 4. Bezuglich der Vergleichbarkeit der

murinen und der humanen Plazenta siehe Abschnitt 2.2.1.2.

5.1. Einfluss einer NI bei maternalem Ubergewicht auf phanotypische Aspekte
Zunachst galt es zu klaren, ob es durch eine NI wéahrend der Schwangerschaft bei
bestehendem maternalem Ubergewicht zu phanotypischen Veranderungen der Muttertiere

und der Feten kommt.

5.1.1. Maternale Gewichtsentwicklung

Hinsichtlich der miitterlichen Gewichtsentwicklung zeigte sich, dass diese Uber den Zeitraum
der Schwangerschaft hinweg signifikant durch die NI beeinflusst wurde. Es kam zu einer
geringeren Gewichtszunahme der Muttertiere in der Gruppe der NI im Vergleich zu den
Muttertieren, die zu jedem Zeitpunkt die HFD erhalten hatten. An G 15.5, an dem Tag der
Sectio caesarea, unterschieden sich das Gewicht der SD-Muttertiere und das der NI-Gruppe
nicht mehr signifikant voneinander (siehe Abschnitt 4.1.1). Es zeigte sich also, dass die NI die
mutterliche Gewichtsentwicklung positiv beeinflussen kann.

Dabei wird jedoch aktuell kontrovers diskutiert, welche Gewichtszunahme oder sogar -
abnahme einer Ubergewichtigen Schwangeren als gesund bzw. ungesund gilt. Im Jahre 2009
wurde eine Empfehlung des ,Institute of Medicine (IOM) herausgegeben, welche Angaben
dazu macht, wie viel eine Frau Uber den Zeitraum der Schwangerschaft hinweg zunehmen
sollte, in Abhéngigkeit von ihrem Ausgangs-BMI. Demzufolge sollten Ubergewichtige Frauen
7-11,5 kg und adiptse 5-9 kg an Korpergewicht wahrend der Schwangerschaft zunehmen %3,
Ein Gewichtsverlust oder auch eine geringe Gewichtszunahme <5 kg sei hingegen mit dem
Risiko von SGA fir die Nachkommen assoziiert. In der entsprechenden Studie lag die SGA-
Rate bei einer mitterlichen Gewichtszunahme <5kg bei 9,6% und bei einer
Gewichtszunahme >5 kg lediglich bei 4,9 % 4. Diese Ergebnisse konnten in einer anderen
humanen Studie Ubergewichtiger Schwangerer allerdings nicht bestatigt werden. Dort zeigte
sich bei einer Gewichtszunahme <5 kg keine Erhéhung der fetalen IUGR-Rate, jedoch eine
positive Reduktion der fetalen LGA-Rate !!°. Eine weitere Studie untersuchte eine

Gewichtsreduktion bei Schwangeren mit einem prékonzeptionellen BMI von >30 kg/m? und
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kam dabei ebenfalls zu dem Ergebnis, dass die Makrosomie-Rate reduziert wurde und die
SGA-Rate  unverandert blieb. Auf mautterlicher Seite  wurde zudem  der
schwangerschaftsinduzierte Hypertonus reduziert und auch die Anzahl an Notfallsectios
verringerte sich 8, Es bleibt also zu erforschen, welche Gewichtsentwicklung fir die Mutter
wahrend einer Schwangerschaft als sinnvoll erachtet wird und ob die IOM-Empfehlungen
maoglicherweise Uberdacht werden sollten. Des Weiteren stellt sich die Frage, ob die
angestrebte Gewichtsentwicklung mit einer reinen NI zu erreichen ware. In einer humanen
Studie wurde bereits untersucht, inwiefern sich das mutterliche Gewicht durch eine Lifestyle-
Intervention bestehend aus gesunder Ernahrung und kdrperlicher Aktivitat beeinflussen lasst.
Dabei zeigte sich, dass die IOM-Empfehlungen mit den Interventionen zwar weniger haufig,
aber immer noch von 35,4 % der Probandinnen tberschritten wurden, im Gegensatz zu 46,6 %
bei der Kontrollgruppe ohne Interventionen . Dieser Aspekt wird genauer in Abschnitt 5.5.3
erlautert.

Eine Ursache fir die festgestellte positive Gewichtsreduktion in der NI-Gruppe gegeniber den
Muttertieren, die weiterhin die HFD erhalten hatten, konnte die Reduktion an epigonadalem
weilien Fettgewebe durch die gestindere Erndhrung sein. Denn dies war bei den HFD-Tieren
an G 15.5 signifikant am schwersten (siehe Abschnitt 4.1.1). Ob diese Reduktion aber allein
fur die deutliche Gewichtsreduktion der NI-Muttertiere verantwortlich war, lasst sich nach
diesen Untersuchungen nicht abschlie3end klaren, da nicht der gesamte Kdrperfettanteil der

Tiere erfasst wurde, sondern explizit das den Uterus umgebene Fettgewebe.

5.1.2. Fetale Gewichtsentwicklung

In Bezug auf das fetale Outcome scheint eine gesunde Ernahrung wahrend der
Schwangerschaft ebenfalls einen positiven Effekt zu haben. Die Feten der Ubergewichtigen
Muttertiere zeigten einen IUGR-Phanotyp an G 15.5, der hier bereits im Vorfeld als mégliche
Komplikation bei Gbergewichtigen Schwangeren beschrieben wurde (siehe Abschnitt 2.1.2). In
der NI-Gruppe war das Auftreten dieses Phanotyps reduziert und die Feten waren an G 15.5
durchschnittlich schwerer als die der HFD-Gruppe. Sie blieben im Vergleich zu dem fetalen
Gewicht der Nachkommen der durchgangig normokalorisch ernahrten Muttertiere allerdings
im Rickstand (siehe Abschnitt 4.1.3). Diese Korrelation wurde bereits in einem anderen
Mausmodell mit maternalem Ubergewicht der AG Appel bestétigt. Die Feten tibergewichtiger
Muttertiere wiesen im Vergleich zu normalgewichtigen Kontrollmausen an G 15.5 ein
geringeres Korpergewicht auf, was den beschriebenen IUGR-Phanotyp widerspiegelte. An
G 18.5 zeigte sich jedoch eine Zunahme des fetalen Gewichts, was wiederum fir ein
intrauterines Aufholwachstum sprach *2. Da in diesem Promotionsprojekt jedoch nur der G 15.5
betrachtet wurde, konnten keine weiteren Erkenntnisse zu diesem Aspekt gewonnen werden.

Dies konnte Gegenstand zukuinftiger Forschungsprojekte sein.
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Wie im Mausmodell zeigte sich auch in humanen Studien eine gestorte Gewichtsentwicklung
der Nachkommen Ubergewichtiger Mutter. Im Gegensatz zu dem beschriebenen murinen
IUGR-Phanotyp zeigte sich jedoch Uberwiegend ein LGA-Phanotyp bis hin zur
Makrosomie 11811°  Diese Divergenz ist moglicherweise auf die unterschiedliche Insulin-
Produktion bei murinen und humanen Nachkommen zurtickzufiihren (siehe Abschnitt 2.2.2).
Es gibt jedoch auch humane Studien, in denen ebenfalls der fetale IUGR-Phénotyp vermehrt
beobachtet wurde. Etwa in einer Studie aus dem Jahr 2012, in der die Nachkommen adiposer
Schwangerer mit einem BMI >35 kg/m2 betrachtet wurden. Entsprechend dieser Studie nehme
mit zunehmender maternaler Fettleibigkeit sowohl die Zahl als auch der Schweregrad der
Schwangerschaftskomplikationen zu °.

Der positive Effekt einer NI auf die Gewichtsentwicklung der Nachkommen, wie er in diesem
Projekt bei den murinen Feten gesehen wurde, konnte bei humanen Nachkommen noch nicht
sicher bestatigt werden. So beeinflusste eine Lifestyle-Intervention im Rahmen einer humanen
Studie den beobachteten LGA-Phanotyp nicht. Die muitterliche Gewichtszunahme konnte zwar
reduziert werden, doch es zeigte sich kein positiver Effekt auf das Gewicht der
Neugeborenen '°, Es bleibt also zu klaren, inwiefern der beobachtete positive Effekt der NI
am Mausmodell auf den Menschen zu tbertragen ist (siehe Abschnitt 5.5).

Bezogen auf die hier gesehene Korrelation der HFD-Gruppe und dem murinen fetalem IURG-
Phanotyp muss erganzend darauf hingewiesen werden, dass dieser Zusammenhang zwar
haufig beobachtet, allerdings nach wie vor schlecht verstanden ist. Aus dem Jahr 2019 gibt es
eine entsprechende Ubersichtsarbeit zum fetalen Wachstum bei miitterlicher Uberernéhrung
an Nagetiermodellen, die darauf aufmerksam macht, dass bereits die Dauer der Fitterung mit
der HFD im Vorfeld an eine Schwangerschaft den fetalen Phanotyp beeinflussen kann,
genauso wie die Variante der genutzten HFD. Beispielsweise wurde bei einer langeren HFD-
Futterungsdauer von Mausen ein verringertes fetales Wachstum beobachtet und umgekehrt
bei einer kurzeren Fitterungsdauer im Vorfeld der Schwangerschaft ein zunehmendes fetales
Wachstum. AuRerdem seien die bei Nagetieren am haufigsten verwendeten fettreichen Diaten
nicht vergleichbar mit den westlichen Erndhrungsgewohnheiten, was die spéatere

Ubertragbarkeit auf den Menschen wiederum erschwert 3.

5.1.3. Anzahl der Nachkommen

Um weitere Erkenntnisse Uber den Verlauf der Schwangerschaft und mogliche
Schwangerschaftskomplikationen gewinnen zu kénnen, wurde in allen drei Versuchsgruppen
die Wurfgro3e bestimmt. Bei der Betrachtung aller angelegter Nachkommen war die
WurfgréBe der HFD-Gruppe signifikant am grof3ten. Betrachtete man hingegen nur die
lebendigen Nachkommen eines Wurfs an G 15.5, ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (siehe Abschnitt 4.1.3). Man kann also annehmen, dass

es zu einer vermehrten Resorption der anfangs angelegten Feten innerhalb der HFD-Gruppe
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kam. Die Resorptionsraten der drei Versuchsgruppen ergaben zwar keine signifikanten
Unterschiede, es zeigte sich jedoch entsprechend der Annahme ein Trend hin zu einer
erhdhten Resorptionsrate in der HFD- im Vergleich zur SD-Gruppe (siehe Abschnitt 4.1.3). Um
das Ganze auf den Menschen zu Ubertragen, muss beachtet werden, dass die Resorption
eines Fetus bei der Maus von einem intrauterinen Fruchttod beim Menschen zu unterscheiden
ist. Beim Menschen ist die Schwangerschaft meistens ein ,Ja- oder Nein-Phanomen® und ein
Fruchttod wird in der frihen Schwangerschaft entweder nicht bemerkt und gilt als okkulte
Schwangerschaft oder es kommt im Verlauf zum Fruchttod und damit zum Ende der
Schwangerschaft. Die Maus besitzt hingegen mehrere Einnistungsstellen fur die Feten und
trotz der Resorption einzelner Feten kann die Schwangerschaft weiter fortbestehen 2°. Bei
dem humanen intrauterinen Fruchttod ist bekannt, dass das Risiko mit zunehmendem BMI der
Mutter ansteigt 2. Zusatzlich zeigte sich in einer humanen Studie, dass es vor allem in der
spaten Schwangerschaft und bei Terminiberschreitung zum intrauterinen Fruchttod kommen
kann 122, Da in diesem Projekt die Sectio caesarea an G 15.5 eingeleitet wurde, sind keine
Angaben dariiber moglich, ob es bei einer Terminuberschreitung zu einer Zunahme der

murinen fetalen Sterberate gekommen ware.

5.2. Einfluss einer NI bei maternalem Ubergewicht auf die Plazentaintegritat
und auf ihre einzelnen Zonen

Im nachsten Schritt galt es, mdgliche Erklarungsansatze fir den gesehenen positiven Effekt

einer NI auf die maternale und fetale Gewichtsentwicklung bei maternalem Ubergewicht zu

finden. Daher wurde die Morphologie der gesamten Plazenta und ihrer einzelnen Zonen unter

dem Einfluss einer NI genauer untersucht.

5.2.1. Morphologie der gesamten Plazenta

Um mithilfe des phanotypisch bestimmten Plazentagewichts eine Aussage Uuber die
Plazentafunktion machen zu kdnnen, wurde die Plazentaeffizienz als Verhdltnis von fetalem
Gewicht zu entsprechendem Plazentagewicht betrachtet (siehe Abschnitte 2.2.3.1 und 4.1.2).
In einer vorangegangenen Studie der AG Appel zeigte sich bereits, dass es zu einer
signifikanten Reduktion der Plazentaeffizienz bei libergewichtigen Muttertieren im Vergleich
zu einer normalgewichtigen Kontrollgruppe kam 2. Dies konnte in dem vorliegenden
Promotionsprojekt jedoch nicht bestétigt werden. Stattdessen unterschieden sich die SD- und
HFD-Gruppe nicht signifikant voneinander. Allerdings war die Plazentaeffizienz in der NI-
Gruppe gegentber der HFD-Gruppe signifikant reduziert (siehe Abschnitt 4.1.2). Doch wie
bereits beschrieben, war das Auftreten des IUGR-Phanotyps in der NI-Gruppe im Gegensatz
zu der HFD-Gruppe trotzdem minimiert (siehe Abschnitt 4.1.3).

Eine mogliche Erklarung besteht darin, dass die Plazenten der NI-Gruppe ihre reduzierte

Effizienz unter anderem durch ein erhdhtes plazentares Organwachstum ausglichen, denn die
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Plazenten der NI-Gruppe zeigten in der ph&notypischen Auswertung durchschnittlich das
schwerste Gewicht und die der HFD-Gruppe demgegeniber das leichteste (siehe
Abschnitt 4.1.2). Dadurch wurde eventuell der entsprechende Nahrstoffoedarf der
Nachkommen gedeckt und es lie3e sich somit auf eine funktionell bessere Versorgung in der
NI-Gruppe im Vergleich zur HFD-Gruppe schliel3en, in welcher sich der fetale IUGR-Phé&notyp
Zeigte.

Aufgrund abweichender Ergebnisse hinsichtlich der Plazentaeffizienz in diesem
Promotionsprojekt und in der beschriebenen Studie der AG Appel scheint es sinnvoll, diese
einmal genauer zu betrachten. Der Ursprung der divergenten Ergebnisse bezlglich der
Plazentaeffizienz kdnnte dabei in den zugrundeliegenden Daten liegen. In der genannten
Studie der AG Appel wurden mehr als doppelt so viele Gewichtsdaten pro Versuchsgruppe
erfasst, was fur eine hohere Verlasslichkeit der Ergebnisse sprechen konnte *. Es bleibt
unklar, ob sich in diesem Projekt kongruente Ergebnisse bei einer groReren Stichprobe
gefunden hatten. Ein anderer Gesichtspunkt liegt darin, dass die Plazentaeffizienz bis hierhin
als Verhéaltnis von dem Gewicht der Feten und der Plazenten angesehen wurde, welches in
diesem Projekt an G15.5 berechnet wurde. Betrachtet man allerdings die
Gewichtsentwicklung der murinen Feten Uber den Zeitraum der Schwangerschaft hinweg, fallt
auf, dass ein exponentielles Wachstum vorliegt. Die Plazenten zeigen ein lineares und
vergleichsweise langsames Wachstum und zum Schwangerschaftsende hinnimmt die
Wachstumsgeschwindigkeit in Relation zum fetalen Wachstum sogar anndhernd linear
ab 123125, Dazu passt auch das durch die AG Appel beschriebene Aufholwachstum, das bei
den murinen Feten am Ende der Schwangerschaft beobachtet wurde (siehe Abschnitt 2.2.2).
Somit liegt das Verhaltnis am Anfang der Schwangerschaft auf der Seite des Plazentagewichts
und verschiebt sich schlieBlich auf die Seite des fetalen Gewichts 126, Dementsprechend kann
die Plazenta den erhdhten Nahrstoffbedarf, den das fetale Wachstum mit sich bringt, nicht
allein durch ein GroRenwachstum decken, sondern bendétigt dafiir weitere Faktoren. Dazu
zahlen ein struktureller Umbau innerhalb der Plazenta, sowie die Reifung des Organs. Die
plazentare Gesamtoberflache nimmt zu, die Diffusionsfunktion wird optimiert und auch die
Blutzufuhr wird gesteigert. Des Weiteren besitzt die Plazenta eine funktionelle Reserve, mit
der sie vor allem am Ende der Schwangerschatft die fetale Versorgung sichert und auch leichte
Wachstumsstérungen der Plazenta ausgleichen kann 2. Es wird also deutlich, dass die
Effizienz der Versorgung des ungeborenen Nachkommens nicht allein durch das Verhéltnis
von fetalem und plazentarem Gewicht zu ermitteln ist.

Die plazentare Morphologie befindet sich also Uber den Zeitraum der Schwangerschaft hinweg
in einem bestandigen Wandel und sie unterliegt einem Prozess des Wachstums und der
Differenzierung *2. Ein reduziertes Plazentavolumen im ersten Trimester der Schwangerschaft

gilt etwa als ein pradiktiver Wert fur Praeklampsie und ein niedriges fetales
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Geburtsgewicht 12212° Wie bereits in Abschnitt 2.1.2 beschrieben, stellen diese Erkrankungen
maogliche mit  Ubergewicht  assoziierte Schwangerschaftskomplikationen dar.
Ultraschalluntersuchungen Ubergewichtiger Schwangerer im zweiten und dritten Trimester
zeigten demgegeniber eine Assoziation mit einem gréReren Plazentavolumen, sowie
zusatzlich einem hoheren Plazentagewicht bei der Geburt %131 |n einer Studie, die sich mit
einer gesunden Ernahrung schwangerer Frauen befasste, wurden Hinweise auf eine
verbesserte plazentare Effizienz und einen positiven Effekt auf das fetale Outcome in
Zusammenhang mit gesunder Ernahrung gefunden, bei gleichzeitig reduziertem
Plazentavolumen im ersten Trimester 3. Die Auswirkung von miitterlichem Ubergewicht
sowie dem Erndhrungsstil der Mutter auf das Plazentavolumen sowie die mdglichen Folgen
eines veréndertes Plazentavolumens fir Mutter und Kind bleiben somit weiterhin Bestandteil
aktueller Forschungen und wurden in diesem Projekt genauer untersucht. Dabei war das
Plazentavolumen in der stereologischen Auswertung an G15.5, dem letzten
Schwangerschaftsdrittel der murinen Schwangerschaft entsprechend, in der SD-Gruppe im
Vergleich zu der HFD- und NI-Gruppe signifikant am geringsten (siehe Abschnitt 4.2.1.1).
Betrachtete man jedoch das phanotypisch bestimmte Gewicht der Plazenten, auf welches
bereits am Anfang dieses Abschnittes eingegangen wurde, war dieses in der HFD-Gruppe in
Relation zu den anderen beiden Gruppen am leichtesten (siehe Abschnitt 4.1.2). Man wirde
nach den hier zuvor vorgestellten Studienergebnissen davon ausgehen, dass sich das
Volumen der Plazenta gleichwertig zu ihrem Gewicht entwickelt. Dies wurde auch in anderen
Studien sowohl bei schwangeren Mausen als auch beim Menschen bereits gezeigt 8131, Die
Frage, warum sich in diesem Projekt nicht deckungsgleiche Ergebnisse des plazentaren
Volumens und des Gewichts zeigten, lasst sich nicht abschlieRend klaren. Eine mdgliche
Ursache fiir eine Verzerrung der Ergebnisse konnte in der stereologischen
Volumenbestimmung der Plazenten liegen, da die Auswertung (Punkteauszahlung) der
verwendeten histologischen Gewebeschnitte eine subjektive Komponente trug (siehe
Abschnitt 3.3.2.4). Um diese Verzerrung zu minimieren, wurden alle Schnittbilder von
derselben Person ausgewertet. Auerdem ist anzumerken, dass die stereologische
Berechnung entsprechend einer Studie von Coan et al. vorgenommen wurde. In dieser Studie
erfolgte eine Untersuchung der Plazenten Giber mehrere Schwangerschaftszeitpunkte hinweg,
um die morphologischen Verdnderungen mit einbeziehen zu kénnen. Es zeigte sich ein
maximales Plazentavolumen an G 16.5 von durchschnittlich 0.067 cm?® 8, Die in diesem
Projekt ermittelten Werte an G 15.5 fielen dementsprechend etwas geringer aus (vgl.
Tabelle 17), waren aber mit denen von Coan et al. vergleichbar. Eine andere Ursache fur die
divergenten Ergebnisse des plazentaren Volumens und des Gewichts kdnnte in der Anzahl

der Datenpunkte beztiglich des Plazentagewichts liegen. In diesem Promotionsprojekt wurden
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lediglich die Plazenten Nummer 7 und folgende eines Wurfes in ihrer Gesamtheit gewogen,
wodurch eine GruppengréfRe von minimal 14 bis maximal 26 Plazenten/Gruppe entstand.

Insgesamt erwies sich die gleichzeitige Bewertbarkeit des gemessenen plazentaren Volumens
und des Gewichts als schwierig. Das Plazentagewicht oder das -volumen allein ermdéglichen

somit nur eine Schatzung bezuglich der Plazentaentwicklung.

5.2.2. Morphologie der Plazentazonen

Um weitere Aussagen Uber die Funktionalitat der Plazenta treffen zu kénnen, erfolgte im
Rahmen dieses Projektes neben der Betrachtung der Morphologie der gesamten Plazenta
(siehe Abschnitt 5.2.1) die genauere Untersuchung ihrer einzelnen Zonen, wie es bereits von
Coan et al. als sinnvoller Schritt postuliert wurde 8.

Die mittels Stereologie untersuchten Zonen der Plazenta waren das Labyrinth, die
Junktionalzone und die Dezidua. Die stereologische Berechnung der Volumina der einzelnen
Zonen erfolgte dabei nach den Gleichungen von Coan et al. 8. Die tendenziell groRte Zone
bildete in diesem Promotionsprojekt in allen drei Gruppen die Junktionalzone (vgl. Tabelle 17).
Pathologische Prozesse im Bereich dieser Zone werden mit Schwangerschaftskomplikationen
wie IUGR assoziiert und mit einem verénderten endokrinen Milieu der Plazenta in
Zusammenhang gebracht 5132 Defekte konnen eine GroRenreduktion dieser Zone
induzieren 394 aber auch durch physiologische Prozesse kommt es gegen Ende der
Schwangerschaft zu einer GroRenabnahme . Ein Erklarungsansatz ist dabei die
Differenzierung der Trophoblasten-Glykogenzellen, da diese bis zu G14.5 in der
Junktionalzone gebildet werden und anschlieBend vermehrt in der Dezidua zu finden
sind 133 |n der Studie von Coan et al. wurde im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen
das Labyrinth als grof3te Zone der Plazenta ermittelt, welches zusatzlich tber die untersuchten
Gestationstage von G 12.5 bis G 18.5 hinweg an Gré3e zunahm. Beziiglich der Junktionalzone
zeigte sich nach Coan et al. eine Verdopplung des Volumens zwischen den Messpunkten
G 12.5 und G 16.5 und ein anschlieRender Volumenriickgang an G 18.5 &. Da Coan et al.
verschiedene Messpunkte betrachtete, ist eine Vergleichbarkeit diesbeziglich erschwert,
denn die Entwicklung der einzelnen Zonen kann durch das vorliegende Projekt nicht
aufgezeigt werden.

Um den moglichen Einfluss der NI bei Ubergewichtigen Muttertieren auf die Plazenta genauer
beurteilen zu kdnnen, wurden die einzelnen Plazentazonen unter den drei Versuchsgruppen
verglichen. In einer vorherigen Studie der AG Appel zeigte sich in der Gruppe tbergewichtigen
Muttertiere im Vergleich zu der normalgewichtigen Kontrollgruppe eine signifikant kleinere
Labyrinthzone an G 18.5, nicht hingegen an G15.5 *. In diesem Projekt zeigten die
prozentualen Anteile der plazentaren Zonen an der gesamten Plazenta an G 15.5 ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede. Bei Betrachtung der absoluten Werte fielen jedoch

GroRenunterschiede auf. Die Labyrinthzone und Dezidua waren in der SD-Gruppe am
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kleinsten, aufsteigend gefolgt von der HFD- und NI-Gruppe. Ebenso zeigte sich bei der
Junktionalzone eine Tendenz der GréRenzunahme von der SD- Uber die HFD- zur NI-Gruppe
(vgl. Tabelle 17). Eine Erklarung fur die GroRenunterschiede der Zonen zwischen den drei
Versuchsgruppen geht aus diesem Projekt nicht hervor. Es bleibt spekulativ, ob die NI dem
IUGR-Phéanotyp der Nachkommen mdglicherweise Uber eine Steigerung der Plazentazonen-
GroRRe entgegenwirken konnte. Eine Hypothese wéare etwa, dass versucht wurde durch ein
gesteigertes Organwachstum der verschlechterten Versorgung der Feten entgegenzuwirken,
wie auf phanotypischer Ebene in der HFD-Gruppe aufgrund des IUGR-Phanotyps zu
beobachten war. Erst durch eine noch weiter gesteigerte Grol3enzunahme der Plazentazonen,
die in der NI-Gruppe zu sehen war, kam es mdglicherweise zu einer Kompensation der durch
Ubergewicht gestorten Plazentaintegritat. Dadurch wiederum wiirde der Nahrstoffaustausch
zwischen Mutter und Kind optimiert und das fetale Outcome positiv beeinflusst werden. Dies
ist allerdings nur eine mogliche Erklarung, die es weiter zu erforschen gilt. Zusétzlich kénnte
es in Zukunft sinnvoll sein, den Einfluss der NI Giber mehrere zeitliche Messpunkte hinweg zu
betrachten.

Bezlglich der erfolgten stereologischen Untersuchung sind zwei Punkte kritisch zu benennen.
Zum einen wurde die GroRe des Labyrinthvolumens in dieser Arbeit mit zwei verschiedenen
Methoden bestimmt und die Ergebnisse waren nicht deckungsgleich. Die Auswertung der HE-
gefarbten Plazentaschnitte erbrachte einen signifikanten Unterschied zwischen der NI- und
der SD-Gruppe, welche die Berechnung mithilfe der CD31-gefarbten Gewebeschnitte nicht
bestétigte (siehe Abbildung 6). Welche von beiden Methoden die verlasslichere ist, kann nicht
sicher gesagt werden. Der zweite Punkt betrifft die Bewertbarkeit des ermittelten Volumens
der Dezidua. Da sie die au3ere Schicht der Plazenta bildet, stellte ihre Praparation bei der
initialen Probengewinnung eine mogliche Fehlerquelle dar. Es besteht die Mdglichkeit, dass
sie nicht in Génze prapariert wurde und ihr Volumen somit kleiner ermittelt wurde, als es in

Wabhrheit vorgelegen hat.

5.2.3. Homoéostase innerhalb der plazentaren Labyrinthzone

Neben den morphologischen Gesichtspunkten der Plazentaintegritat stellte sich die Frage, ob
eine NI einen Einfluss sowohl auf die Trophoblasten-, sowie auf die Endothelzellhomdostase
innerhalb der plazentaren Labyrinthzone nimmt. Dabei wurden drei Aspekte betrachtet: die
Seneszenz, die Apoptose und die Proliferation der Zellen innerhalb des plazentaren Labyrinths
(siehe Abschnitt 3.3.3). Da die Trophoblasten und Endothelzellen an denselben
Gewebeschnitten und in Relation zueinander beurteilt wurden, werden die Ergebnisse im
Folgenden teilweise zusammen diskutiert. In einem spéteren Abschnitt (siehe Abschnitt 5.3.2)

wird jedoch genauer auf die Endothelzellhomdostase eingegangen.
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5.2.3.1. Seneszenz-Rate plazentarer Trophoblasten
Zur Detektion seneszenter Zellen wurde in diesem Projekt ein y-H2AX-Assay verwendet (siehe
Abschnitt 3.3.3.3). Bei Betrachtung aller y-H2AX positiver Zellen im Vergleich zu allen Zellen
innerhalb der untersuchten Gewebeschnitte zeigte sich eine erhthte Seneszenz-Rate
innerhalb der Labyrinthzone tbergewichtiger Muttertiere im Vergleich zu der Kontrollgruppe.
Durch die NI konnte diese Anzahl seneszenter Zellen signifikant reduziert werden. Dieser
positive Effekt der NI lie3 sich insbesondere in den plazentaren Trophoblasten erkennen, wo
sich die Seneszenz-Rate in der NI-Gruppe mit einer deutlichen Reduktion signifikant von der
Rate innerhalb der HFD-Gruppe unterschied (siehe Abschnitt 4.3.3). Zum besseren
Verstandnis der Seneszenz sei eine Studie erwahnt, die sich mit dem Zusammenhang der
fetalen IUGR, einer moglichen tbergewichtsassoziierten Schwangerschaftskomplikation, und
der Telomerase-Aktivitat innerhalb humaner Plazenten beschaftigt hat. Dabei fiel in den
Plazenten der Nachkommen mit der entsprechenden IUGR eine reduzierte Telomerase-
Aktivitat auf. Dies wiederum mundet bei einer ungebremsten Telomerverkirzung in humanen
Zellen in einer Zellseneszenz **'%, Dem gegentiber werden der plazentaren Seneszenz
jedoch auch positive Effekte zugesprochen, da die Alterung der Plazenta tber den Verlauf der
Schwangerschaft hinweg einen physiologischen Prozess darstellt. Sie scheint etwa eine
entscheidende Rolle beim Wachstum und der Funktion der Plazenta, sowie dem Einsetzen
der Wehen zu spielen. Eine vorzeitige Seneszenz wird hingegen wie bereits erwahnt mit fetaler
IUGR, aber auch mit Praeklampsie, spontanen Frihgeburten und intrauterinem Fruchttod
assoziiert 1*%, Insgesamt ist die plazentare Seneszenz somit ein ambivalent zu betrachtendes
Thema. Der alleinige Nachweis seneszenter Zellen ist daher nicht gleichzusetzen mit einem
pathologischen Vorgang. Dadurch, dass in diesem Projekt jedoch zeitgleich der IURG-
Phanotyp bei den Nachkommen der HFD-Gruppe beobachtet wurde (vgl. Tabelle 16), liegt die
Schlussfolgerung nahe, dass die vorzeitige Zellalterung der Plazentazellen in einer
Fehlversorgung der Feten resultiert haben kdnnte. Die NI schien dabei einen positiven Einfluss
auszuuben und hat tber die Reduktion der Seneszenz-Rate moglicherweise direkt zu einer
verbesserten fetalen Versorgung tber die Plazenta beigetragen, die wiederum dem fetalen
IUGR-Phéanotyp entgegenwirkte.
Dabei ist noch zu beachten, dass y-H2AX keinen spezifischen Seneszenzmarker darstellt,
sondern vielmehr ein Marker fur geschadigte DNA-Regionen ist und sogar in proliferierenden
Zellen erhoht sein kann 37138 Somit ist die Interpretation dieses Markers teilweise irrefiihrend
und das Ergebnis wird gegebenenfalls tberschétzt. Bei gleichzeitiger Verwendung eines
Proliferations- oder Apoptosemarkers und einer Abwesenheit des entsprechenden Signals
kann hingegen von einer vertrauenswirdigen Interpretation der ermittelten Seneszenz-Rate
ausgegangen werden *°. Es konnte demzufolge in Zukunft sinnvoll sein an denselben
Gewebeschnitten neben der immunhistochemischen Farbungen zur Seneszenz gleichzeitig
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eine Farbung mit Proliferations- oder Apoptosemarkern durchzufiihren. Positiv ist in diesem
Zusammenhang zu benennen, dass in diesem Projekt zwar nicht an denselben
Gewebeschnitten jedoch an entsprechenden Serienschnitten der Plazenten Farbungen mit
einem Proliferationsmarker vorgenommen wurden, deren Auswertung keine signifikanten

Unterschiede unter den Versuchsgruppen ergab (siehe Abschnitt 4.3.1).

5.2.3.2. Apoptoserate plazentarer Trophoblasten und Endothelzellen

Zur Detektion der apoptotischen Zellen innerhalb der Labyrinthzone wurde ein TUNEL-Assay
genutzt (siehe Abschnitt 3.3.3.2). Dabei zeigte sich eine erhthte Apoptoserate sowohl der
Endothelzellen als auch der Trophoblasten in der HFD- und der NI-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (siehe Abschnitt 4.3.2). Die NI ab dem Zeitpunkt der Schwangerschaft konnte
somit nicht zu einer Reduktion der apoptotischen Plazentazellen beitragen. Ahnlich wie die
Seneszenz ist auch die Apoptose von Plazentazellen ein Geschehen, das es von mindestens
zwei Blickwinkeln aus zu betrachten gilt. Zum einen stellt der Zelluntergang in der Plazenta
einen physiologischen Prozess dar und ist entscheidend an der Reifung und Einnistung der
Plazenta beteiligt, indem etwa die Invasion in die miutterliche Dezidua durch den
Trophoblasten ermdglicht wird. Kommt es jedoch zu einer gesteigerten Apoptoserate, wird
dies abermals mit Schwangerschaftskomplikationen wie der Praeklampsie oder IUGR
assoziiert. Im Rahmen dieser Pathologien kdnnten die apoptotischen Zellen zu einem
verringerten Nahrstofftransport tber die fetomaternale Transferzone hinweg beitragen 4°. Es
ist bereits bekannt, dass TNF-a dabei ein wichtiger physiologischer Regulator ist und die
Trophoblastenfunktion beeinflusst, indem es etwa den Apoptosevorgang induzieren kann 41,
Schlielilich ist ein erhdhter TNF-a-Spiegel wahrend der Schwangerschaft fur die Einnistung
und die regelrechte Entwicklung der Plazenta von entscheidender Bedeutung. In
Zusammenhang mit mitterlichem Ubergewicht wurden jedoch Schwankungen des TNF-a-
Spiegels beobachtet und dies wiederum kénnte eine mogliche Ursache der beschriebenen
Ubergewichtsassoziierten Schwangerschaftskomplikationen sein 3. Diese Hypothese stiitzt
auch eine humane Studie, in der die Plazenten von unkomplizierten
Dritttrimesterschwangerschaften auf die Apoptoserate hin untersucht wurden. Dabei zeigte
sich eine signifikant erhdhte Apoptoserate in den Plazentazellen von Schwangerschaften mit
IUGR im Verhéltnis zu den Kontroll-Dritttrimesterplazenten 42, Insgesamt bestétigen die
Ergebnisse dieses Projektes die erhdhte Apoptoserate innerhalb des plazentaren Labyrinths
bei maternalem Ubergewicht am Mausmodell. Die NI ab dem Zeitpunkt der Schwangerschaft
zeigte jedoch keine signifikante Reduktion der apoptotischen Zellen. Zukinftig kénnte es
interessant sein, neben der reinen Apoptoserate den TNF-a-Spiegel der Muttertiere

mitzubestimmen.
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5.2.3.3. Proliferationsrate plazentarer Trophoblasten und Endothelzellen

In einer vorangegangenen Studie am Mausmodell konnte bereits eine Reduktion
proliferierender Zellen innerhalb des Labyrinths von Ubergewichtigen Muttertieren
nachgewiesen werden %3, Dabei wurde ein Antikorper gegen pH3 (phosphoryliertes Histon
H3) genutzt, welcher Zellen in der S-Phase des Zellzyklus markierte 44, Die Ergebnisse dieser
Studie zeigten eine signifikante Reduktion proliferierender Zellen sowohl an G 15.5 als auch
an G 17.5 in den Plazenten Ubergewichtiger Muttertiere im Vergleich zu den Kontrollen 43, In
einer humanen Studie konnte ebenfalls mithilfe des Antikérpers Ki67 ein entgegengesetzter
Zusammenhang zwischen der plazentaren Zottenzellproliferation und dem miuitterlichen BMI
festgestellt werden. Es zeigten sich demnach signifikant weniger proliferierende Zellkerne in
den Plazentazotten Ubergewichtiger Frauen als in denen der normalgewichtigen
Kontrollgruppe *#. In dem vorliegenden Promotionsprojekt wurde zur Detektion
proliferierender Zellen innerhalb der plazentaren Labyrinthzone ein BrdU-Assay verwendet
(siehe Abschnitt 3.3.3.1). Dabei zeigten sich jedoch keine signifikanten Veranderungen
zwischen den untersuchten Zellpopulationen und weder die HFD noch die NI nahmen einen
entscheidenden Einfluss auf die Proliferationsrate der Plazentazellen (siehe Abschnitt 4.3.1).
AbschlieRend soll kurz darauf eingegangen werden, dass die hier diskutierten Ergebnisse der
immunhistochemischen Untersuchungen teilweise divergent zu den Ergebnissen anderer
bereits durchgefuihrter Studien waren. Eine mogliche Ursache kénnte darin liegen, dass die
genutzte Methode der manuellen Auszéahlung der gefarbten Gewebeschnitte eine subjektive
Komponente trug. Diese lief3 sich nicht ganzlich objektivieren, da die individuelle Auslegung
der auswertenden Person bezlglich der zu zahlenden Zellen in die Ergebnisse mit einfloss.
Dennoch wurde durch die Tatsache, dass alle Schnittbilder von derselben Person verblindet

ausgewertet wurden, fur eine Minimierung der interindividuellen Verzerrung gesorgt.

5.2.4. Plazentaintegritat auf Gen- und Proteinebene

Als ein Ansatzpunkt, um weitere Aussagen Uber die Plazentaintegritat unter maternalem
Ubergewicht und den moglichen Einfluss einer NI treffen zu konnen, galt die
geschlechtsspezifische Betrachtung von AJ-Markern auf Gen- und Proteinebene mittels
molekularbiologischer Analysen (siehe Abschnitt 4.4).

Bei diesen Analysen zeigten sich auf Genebene bei keinem der verwendeten AJ-Marker
relevante Unterschiede unter den drei Versuchsgruppen (siehe Abschnitt 4.4.1). Auf
Proteinebene hingegen lieBen sich bei drei Markern signifikante Unterschiede im
Gruppenvergleich feststellen (siehe Abschnitt 4.4.2). Die Ergebnisse der Genexpression und
die der Proteinmenge waren also nicht kongruent zueinander. Dies lasst sich zum einen damit
erklaren, dass fir die Bestimmung der Genexpression und der Proteinmenge

unterschiedliches Untersuchungsmaterial genutzt werden musste. Die Plazentalysate fir die
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zwei Methoden stammten teilweise von verschiedenen Plazenten eines Muttertieres oder auch
von unterschiedlichen Muttertieren. Au3erdem hangt sowohl die Genexpression als auch die
Proteinmenge von vielen weiteren Einflussfaktoren ab und eine Genexpression fuhrt nicht
kausal zu der entsprechenden Proteinmenge, wodurch die Inkongruenzen bedingt sein
konnte 146-148,

Im Rahmen der Untersuchung wurden die gesamten Plazenten lysiert. Somit konnte die
Expression der Gene und die Menge der Proteine nicht explizit einzelnen Zonen der Plazenta
zugeordnet werden. Aufgrund vorheriger Forschungsergebnisse war allerdings teilweise
bekannt, in welchen Kompartimenten der Plazenta die untersuchten Marker zu erwarten waren
(siehe Abschnitt 2.2.3.3 und 2.2.3.4). Dennoch kdnnte es in Zukunft sinnvoll sein, die
gewahlten Marker gezielt in der Zone des Labyrinths zu untersuchen, um explizit
Ruckschlusse auf die fetomaternale Transferzone schlieen zu kénnen. Dies kdnnte etwa
mittels einer Lasermikrodissektion erfolgen. Dieses mikroskopische Verfahren ermdglicht es,
gezielt einzelne Gewebeverb&nde oder auch einzelne Zellen in ihrer Unversehrtheit zu
isolieren und somit fUr spatere Analysen bereitzustellen 4°,

Zu der geschlechtsspezifischen Untersuchung der Genexpression und der Proteinmenge ist
zu sagen, dass sie einen Vergleich mit anderen Studien, die geschlechtsunabhéngig
durchgefuhrt wurden, gegebenenfalls erschwert. Teilweise zeigten sich in der einen
Geschlechtergruppe signifikante Unterschiede, die in der anderen nicht nachzuweisen waren
(siehe Abschnitt 4.4.2.1 und 4.4.2.3). Mdglicherweise ware es sinnvoll, die
geschlechterspezifische Untersuchung mit gréBeren Versuchsgruppen vorzunehmen, um
eindeutige Unterschiede ermitteln zu kénnen. Im Rahmen dieses Projekts lag die
Gruppengréf3en bei minimal 4 bis maximal 7 Plazenten pro Gruppe, weshalb die Aussagekraft

der gesehenen Ergebnisse ggf. herabgesetzt wurde.

5.2.4.1. AJ-Marker auf Proteinebene unter einer NI

Eingangs wurde die Hypothese erlautert, dass es durch Ubergewichtsbedingte erhéhte
proinflammatorische Zytokin-Level zu einer moglichen Destabilisierung der AJ kommen
konnte, was wiederum die fetomaternale Transferzone direkt beeinflussen kénnte (siehe
Abschnitt 2.2.3.3). Daher galt es die Proteine, die an der Bildung der plazentaren AJ beteiligt
sind, mittels spezifischer Marker genauer zu untersuchen. Dafir dienten bei den
molekularbiologischen Analysen das 3-Catenin und die daran bindenden Cadherine E-, P- und
VE-Cadherin. Das VE-Cadherin fungierte in diesem Projekt zeitgleich als AJ- und
Endothelzellmarker, weshalb im folgenden Abschnitt bereits teilweise auf die
Endothelzellintegritat eingegangen wird. Genauer wird dieser Aspekt in Abschnitt 5.3.3
diskutiert.

Das E-Cadherin, welches sich nach aktuellen Forschungen der AG Appel innerhalb der

murinen Plazenta ausschlieRlich in der Labyrinthzone detektieren lieR 46, zeigte eine
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signifikante Herunterregulation in der Gruppe der weiblichen Plazenten sowohl in der HFD- als
auch der NI-Gruppe gegentber der SD-Kontrollgruppe (siehe Abschnitt 4.4.2.1). Die NI ab
dem Zeitpunkt der Schwangerschaft schien daher keinen positiven Einfluss auf die Expression
des E-Cadherins nehmen zu kénnen. In einer friheren Arbeit der AG Appel wurde in einer
geschlechtsunabhéngigen Analyse ebenfalls eine Reduktion des E-Cadherins in der HFD-
Gruppe nachgewiesen “°. Bei der Betrachtung der mannlichen Plazenten lieBen sich in dem
vorliegenden Projekt jedoch keine signifikanten Unterschiede erkennen. Wodurch der
geschlechtsspezifische Unterschied zu erklaren ist, geht aus den Ergebnissen nicht hervor
und bedarf gegebenenfalls weiterer Forschung. Die detektierte Herunterregulation bei den
weiblichen Plazenten kénnte zu einer Destabilisierung der AJ beitragen, da dem E-Cadherin
eine stabilisierende Eigenschaft zugesprochen wird. Bedingt durch das Vorkommen in der
Labyrinthzone konnte eine Herunterregulation somit in einem negativen Einfluss auf die
fetomaternale Transferzone resultieren und die Nahrstoffversorgung der Nachkommen
nachteilig beeinflussen. Um diese Hypothese weiter zu untersuchen, kdnnte es zukiinftig
sinnvoll sein, parallel zu der Bestimmung der AJ-Integritdt die maternofetale Clearance zu
betrachten, um gezielte Ruckschlisse auf die fetale Versorgung ziehen zu kénnen. In einem
vorangegangenen Projekt der AG Appel wurde mittels !*C-Mannitol, einem nicht
metabolisierbaren radioaktiven Tracer, die unidirektionale maternofetalen Clearance in vivo an
Mausen gemessen. Dabei zeigte sich ein signifikanter Anstieg von *C-Mannitol in dem fetalen
Gewebe von HFD-Muttertieren. Es ist bekannt, dass das *C-Mannitol die Plazentaschranke
unabhangig von Nahrstofftransportern durch passive Diffusion tGiberwindet. Dies unterstiitzt die
hier zuvor erlauterte Uberlegung, dass die Plazenten von HFD-Muttertieren strukturell
verandert sind und dadurch die passive Diffusionskapazitat erhéht ist 6. Ob diese strukturelle
Veranderung wiederum auf einer gestorten AJ-Integritat, insbesondere der des E-Cadherins,
beruht, kann aktuell nicht abschlieRend gesagt werden.

Die anfangs gestellte Hypothese, dass eine ungesunde maternale Erndhrung und damit
einhergehendes Ubergewicht einen Einfluss auf den plazentaren B-Catenin Spiegel haben und
es zu einer Herunterregulation des Proteins in Zusammenhang mit der HFD kommen kdnnte
(siehe Abschnitt 2.2.3.3), bestéatigte sich in diesem Promotionsprojekt nicht. In der Gruppe der
mannlichen Plazenten zeigte sich hingegen eine signifikante Hochregulation der B-Catenin
Expression in der NI-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe. Auch die HFD-Gruppe zeigte einen
Trend hin zur Hochregulation des Proteins. In der Gruppe der weiblichen Plazenten lie3en sich
demgegeniber keine signifikanten Unterschiede feststellen (siehe Abschnitt 4.4.2.3). Halt man
jedoch an der Hypothese fest, dass es durch eine gestérte AJ-Integritat zu einer
Fehlversorgung des Fetus kommt und daraus wiederum der hier bereits haufig erwahnte fetale
IUGR-Phéanotyp resultiert, bleibt zu diskutieren, wie eine Hochregulation der [-Catenin

Expression zu bewerten sein konnte. Ein Ansatz zur Interpretation der gesehenen erhéhten,
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aber auch unverdnderten Protein-Expressionslevel besteht darin, dass in diesem Projekt
lediglich die Menge der einzelnen Proteine untersucht wurde und die jeweilige Funktionalitat
dadurch nicht abschlie3end geklart werden konnte. In einer Studie an Plazenten von Diabetes
Mellitus (DM) Typ 1 positiven Miuttern, wurden sowohl B-Catenin als auch VE-Cadherin
hinsichtlich ihrer Funktion der Barrierebildung und der Angiogenese untersucht. Dabei zeigte
sich, dass bei mehr als 50 % der kleinsten Gefalle ein Verlust der Immunreaktivitat der
Proteine und eine Lésung aus den AJ stattfand, ohne dass es zu einem Gesamtverlust des
Proteins kam. Diese Stérungen wurden in der Studie dahingehend interpretiert, dass dies
ursachlich fur die gestorte Barriereintegritat der Plazenta sein konnte 1°°. Es konnte daher ein
wichtiger Bestandteil zuklnftiger Forschungsprojekte sein, neben der Menge auch die
Funktionalitat der Proteine zu untersuchen. Insgesamt kdnnte dies auch dabei helfen, die
Ergebnisse dieses Projektes besser zu verstehen und in einen klaren Zusammenhang mit den
Ergebnissen der geschilderten Studien zu bringen.

Bei der Untersuchung des VE-Cadherins zeigte sich eine Hochregulation in den HFD-Gruppen
beider Geschlechter gegeniber den SD-Gruppen. Die NI-Gruppen unterschieden sich
hingegen nicht von den SD-Gruppen (siehe Abschnitt 4.4.2.2). Das VE-Cadherin gilt dabei als
ein endothelzellspezifisches interzellulares Adhasionsmolekdl. Es tritt unter anderem in den
Synzytiotrophoblasten humaner Plazenten auf und seine Expression korreliert mit der
Endothelintegritat. So konnte in humanen Plazenten von Patientinnen mit einer
Schwangerschaftskomplikation, wie der Praeklampsie, eine Reduktion dieses Proteins
nachgewiesen werden °1. Dies scheint zunachst widerspriichlich zu den Ergebnissen dieses
Projektes. In einer anderen Studie zeigte sich jedoch bei der Betrachtung der spéaten
Praeklampsie ebenfalls eine erhdhte Expression von VE-Cadherin mit simultaner Reduktion
des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors 2 (VEGFR2). Es wird daher spekuliert, dass
die erhohte Expression von VE-Cadherin bei spét einsetzender Praeklampsie dem VEGFR2-
Mangel entgegenwirken kodnnte und somit versucht wird, dem stattfindenden
Pathomechanismus entgegenzuwirken. Gestiitzt wird diese Hypothese dadurch, dass dem
VE-Cadherin die Fahigkeit zugesprochen wird, den Uberlebensweg der Synzytiotrophoblasten
zu verstarken, welche im Rahmen der Praeklampsie ansonsten vermehrt untergehen
wirden 2, Dies ware ein moglicher Erklarungsansatz fur die hier nachgewiesenen erhéhten
Expressionslevel von VE-Cadherin in der HFD-Gruppe beider Geschlechter. Ob eine NI in
diesem Zusammenhang einen positiven Effekt ausgetbt hat, lasst sich nicht sicher sagen.
Dass es in der NI-Gruppe zu keiner erhéhten VE-Cadherin Expression kam, kdnnte darauf
zurtckzufuhren sein, dass die Plazenten dieser Gruppe weniger geschadigt waren und der
mogliche Kompensationsmechanismus nicht angeregt wurde. Um diese These weiter zu
untersuchen, koénnte es sinnvoll sein, in Zukunft parallel die Expression des VEGFR2 zu

untersuchen.
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Die Untersuchungen der P-Cadherin-Expression, welches in der plazentaren Labyrinth- und
Junktionalzone lokalisiert ist 46, zeigten keine signifikanten Veranderungen unter den drei
Versuchsgruppen.

SchlieB3lich konnte die Plazentaintegritat mithilfe der untersuchten AJ-Marker zwar genauer
erforscht, dennoch nicht umfassend verstanden werden. Es wurde nicht abschlieRend geklart,
welche Rolle die untersuchten Gene und Proteine bei der Entstehung einer plazentaren
Dysfunktion einnehmen und dieses Promotionsprojekt konnte nur einen Teil zur Klarung
beitragen. Ob die NI ab dem Zeitpunkt der Schwangerschaft einen positiven Einfluss auf die
untersuchten Gene und Proteine nehmen kann, bleibt aktuell ebenfalls unklar. Lediglich bei
der Expression des VE-Cadherins zeigte sich eine Verdnderung in der HFD-Gruppe
gegeniuber der SD-Gruppe, welche in der NI-Gruppe nicht mehr nachzuweisen war.
Weiterfiihrende Untersuchungen sind daher in Zukunft nétig. Ein mdglicher Ansatz ware dabei
die Analyse an verschiedenen Gestationstagen. Es ist bekannt, dass die Plazenta einem
stetigen Wandel unterliegt und so wére es denkbar, dass Uber den Zeitverlauf der
Schwangerschaft hinweg unterschiedliche Proteinmengen vorliegen und physiologisch sind.
Ein weiterer Ansatz ware die parallele Bestimmung der maternofetalen Clearance von
4C-Mannitol, um weitere Rickschlisse tber die Integritat der fetomaternalen Transferzone

gewinnen zu kdnnen.

5.3. Einfluss einer NI bei maternalem Ubergewicht auf die plazentaren GefaRe
Das plazentare Labyrinth stellt den Ort des Nahrstoff- und Gasaustausches zwischen Mutter
und Kind und somit die fetomaternale Transferzone dar. Die Beschaffenheit dieser
Transferzone galt es genauer zu verstehen, um daraus wiederum Schlisse auf die fetale

Versorgung und das fetale Outcome ziehen zu kénnen 82,

5.3.1. Morphologie der fetalen GefaRe und der maternalen Blutsinusse
Ein weiterer Erklarungsansatz bezuglich der plazentaren Dysfunktion unter maternalem
Ubergewicht ist auf der Ebene der plazentaren GefalRe zu finden, wobei ein gestorter Blutfluss
als Hauptursache fir verschiedene Schwangerschaftskomplikationen wie IUGR,
Praeklampsie oder auch Aborte diskutiert wird (siehe Abschnitt 2.2.3.5). Die Gefal3e der
plazentaren Labyrinthzone wurden daher an G15.5 stereologisch erfasst und es wurde
untersucht, ob es unter einer NI zu einer veranderten Gefal3struktur bzw. -morphologie kam
(siehe Abschnitt 4.2.2).
Die plazentare GefalBmorphologie wurde in diesem Zusammenhang bereits in anderen
Projekten genauer beleuchtet. In einer vorangegangenen Studie wurden beispielsweise mit
einer HFD gefltterte Ratten untersucht. Diese zeigten neben einer geringeren neonatalen
Uberlebensrate einen deutlichen Anstieg der fetalen Todesfalle. Als Erklarungsansatz galt eine
verénderte plazentare Gefal3entwicklung, entsprechend einer erhdhten Gefalidichte jedoch
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verminderter GefaRreife, mit resultierender erhdhter Hypoxie in der Labyrinthzone 3. In einer
humanen Studie wurde auRerdem die Angiogenese fetaler GefalRe in den Plazenten von DM
Typ 1 positiven Muttern stereologisch untersucht. Dabei wurde eine vierfache Zunahme der
endothelialen Proliferation beobachtet, mit einer Zunahme der kapillaren Gesamtléange ohne
Veranderung des Durchmessers. Eine mdgliche Erklarung wurde in einer gestdrten
fetomaternalen Barriere aufgrund von Verdnderungen der AJ-Proteine gesehen, wodurch
wiederum ein Mechanismus stimuliert wurde, welcher die Proliferation und das
Langenwachstum der fetalen Kapillaren forderte 1.

Bezlglich der fetalen GefaRe der Plazenta ist bekannt, dass sie bis zum Ende der
Schwangerschaft an Volumen und Lange zunehmen, um die Versorgung des Fetus zu
sichern 8, Eine Beeintrachtigung durch die HFD oder ein Einfluss durch die NI auf das
Volumen der fetalen GefalRe wurde in diesem Projekt nicht nachgewiesen (siehe
Abschnitt 4.2.2.1). Bei Betrachtung der fetalen Oberflachengrof3e fiel jedoch eine signifikante
Reduktion innerhalb der NI-Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe auf (vgl. Tabelle 18).
Untersuchungen von Coan at al. haben ergeben, dass fetale Gefalle nahezu eine lineare
Volumenzunahme von G14.5 bis G18.5 zeigten und auch das Oberflachenwachstum
kontinuierlich tber den gesamten Zeitraum der Schwangerschaft hinweg vom ersten
Messzeitpunkt der Studie an G 12.5 bis zum letzten an G 18.5 verlief . Weshalb es bei der
Futterung Ubergewichtiger Muttertiere mit einer NI zu einer Oberflachenreduktion der fetalen
Gefalie im Vergleich zu der Kontrollgruppe kam, das GefalZvolumen jedoch unverandert blieb,
bleibt aktuell ungeklart.

Die Oberflachen- und VolumengroRe der maternalen Blutsinusse zeigten in derselben Studie
von Coan at al. in der murinen Plazenta eine deutliche GroBenzunahme in der Zeitspanne von
G 14.5 bis G 16.5 und damit war die maximale GroR3e bereits vor Ende der Schwangerschaft
erreicht 8. Weder die HFD noch die NI nahmen in diesem Projekt einen Einfluss auf die
Entwicklung der maternalen Blutsinusse hinsichtlich ihrer Volumina und Oberflachenmalle
(vgl. Tabelle 18).

Die AG Appel konnte bereits Verdnderungen in der plazentaren Labyrinthzone
Ubergewichtiger Muttertiere stereologisch nachweisen. Es fand sich eine reduzierte fetale
Kapillarlange bei den Ubergewichtigen Muttertieren °°. Dabei konnte auf Grundlage der
gemessenen Kapillarlange allerdings nicht sicher unterschieden werden, ob es sich um eine
geringere Verlangerung oder Verzweigung des Kapillarnetzes handelte 8. Diese Reduktion
der fetalen Kapillarlangen innerhalb der HFD-Gruppe bestétigte sich in diesem Projekt. Die NI
konnte hinsichtlich dieses Aspektes bis zu G 15.5 keinen positiven Einfluss auf die plazentare
Entwicklung nehmen, da sich in dieser Gruppe im Vergleich zur SD-Gruppe ebenfalls eine
signifikante Reduktion der Kapillarlangen feststellen liel3 (vgl. Tabelle 19). In der Studie von

Coan et al. zeigte sich beziglich der Gesamtlange der Kapillaren eine deutliche
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GroRenzunahme zwischen G 16.5 und G 18.5, mit schlieRlich fast 154 m Gesamtlange . Es
ware interessant zu untersuchen, ob die NI im Verlauf der Schwangerschaft noch einen
positiven Einfluss auf die Kapillarlangenentwicklung nehmen koénnte. Beziglich der
Durchmesser fetaler Kapillaren zeigte sich in dem vorliegenden Projekt kein Einfluss durch
das Futtern eine HFD oder einer NI (vgl. Tabelle 19). Dabei wurden die Werte entsprechend
der Gleichung von Coan et at. aus der Oberflache und dem Volumen bestimmt und die
Annahme vertreten, dass Gefale in Form von gleichmaRigen Zylindern vorlagen. Nach Coan
et al. blieb der mittlere Kapillardurchmesser zwischen den Zeitpunkten von G 12.5 bis G 14.5
zunachst konstant bei durchschnittlich 14 ym. Von G 14.5 bis G 16.5 kam es durch den Umbau
der Kapillaren allerdings zu einer Verringerung des Durchmessers mit anschlieRend
durchschnittlich 11 pm 8. Dabei decken sich die Werte ungefahr mit den hier ermittelten
Ergebnissen (vgl. Tabelle 19).

In Zukunft koénnte es von Interesse sein, neben den fetalen auch die maternalen
Kapillardurchmesser, sowie -langen zu untersuchen. In der Literatur findet man Hinweise
darauf, dass eine Signal-Fehlregulation zur Reduktion maternalen GefalRdurchmesser
beitragen kann °7%8, Wie eingangs erwahnt wurde zudem nachgewiesen, dass dieser
Signalweg (der NOTCH-Signalweg) in Plazenten von Schwangeren gestort war, deren Feten
einen IUGR-Phanotyp prasentierten ° (siehe Abschnitt 2.2.3.5). Somit kénnte auch dieser
Signhalweg in folgenden Projekten genauer betrachtet werden.

5.3.2. Homo6ostase der Endothelzellen

Um weitere Erkenntnisse dartiber zu gewinnen, ob eine NI einen Einfluss auf die
Endothelzellintegritat innerhalb der plazentaren Labyrinthzone nimmt, wurde die
Zellhomoostase hin Hinblick auf die Seneszenz, die Apoptose und die Proliferation der
plazentaren Labyrinthzellen untersucht (siehe Abschnitt 3.3.3). Diesbezlglich wurde die
Homoostase der Trophoblasten und teilweise auch der Endothelzellen bereits in
Abschnitt 5.2.3 genauer erlautert, weshalb hier lediglich kurz auf die Effekte einer NI auf Ebene
der Endothelzellenintegritéat eingegangen werden soll.

Wie in der Einleitung dieses Projektes erwahnt, zeigte sich in einer vorausgegangenen Studie
am Mausmodell in der plazentaren Labyrinthzone ubergewichtiger Muttertiere eine erhohte
Seneszenz-Rate von Endothelzellen im Vergleich zu der normalgewichtigen Kontrollgruppe *°
(siehe Abschnitt 2.2.3.4). Auch in diesem Projekt liel sich eine erhdhte Seneszenz-Rate
innerhalb der plazentaren Labyrinthzone Ubergewichtiger Muttertiere im Vergleich zu der
Kontrollgruppe nachweisen, welche zudem durch die NI signifikant reduziert wurde. Bei
alleiniger Betrachtung der seneszenten Endothelzellen zeigte sich jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den drei Versuchsgruppen (siehe Abschnitt 4.3.3).

Hinsichtlich der Apoptoserate zeigte sich ein Anstieg in der HFD- und in der NI-Gruppe im

Vergleich zur Kontrollgruppe sowohl in der Population der Endothelzellen als auch in der
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Population der Trophoblasten, ohne dass die NI einen positiven Einfluss darauf austiben
konnte (siehe Abschnitt 4.3.2).

Bezogen auf die Zellproliferationsrate zeigten sich keine signifikanten Veranderungen
zwischen den untersuchten Zellpopulationen und unter den Versuchsgruppen.

Fur die genauere Einordnung und Diskussion dieser Ergebnisse siehe Abschnitt 5.2.3.

5.3.3. Endothelzellintegritat auf Gen- und Proteinebene

Um zu erforschen, ob zugrundeliegende Pathologien der beschriebenen
Ubergewichtsassoziierten Schwangerschaftskomplikationen (siehe Abschnitt 2.1.2) auf Gen-
und Proteinebene zu finden sind, wurden in diesem Projekt sowohl Marker fiir die AJ als auch
fur die Endothelzellintegritat der Plazenta geschlechtsspezifisch untersucht. Als
Endothelzellmarker fungierten dabei auf Proteinebene das VE-Cadherin und der Marker
CD31, sowie auf Genebene zusétzlich der vWF (siehe Abschnitt 3.4.2 und 3.4.3). Die zu
diskutierenden Aspekte der genutzten molekularbiologischen Methoden sowie die Ergebnisse
des Markers VE-Cadherin, der sowohl als AJ- als auch als Endothelzellmarker diente, wurden
in Abschnitt 5.2.4 genauer erlautert.

Auf Genebene zeigten sich weder bei dem Marker CD31 noch bei dem vWF relevante
Unterschiede unter den drei Versuchsgruppen (siehe Abschnitt 4.4.1) und auch die
Auswertung des Endothelzellmarkers CD31 auf Proteinebene blieb ohne wegweisende
Resultate (siehe Abschnitt 4.4.2). Im Gegensatz zu einer nachgewiesenen Herunterregulation
der beiden Marker beziiglich ihrer Genexpression in einer vorangegangenen Studie der AG
Appel bei Ubergewichtigen Muttertieren °°, zeigten sich in diesem Projekte keine signifikanten
Unterschiede im Gruppenvergleich. Méglicherweise ware es daher in der Zukunft sinnvoll,
diese Untersuchungen mit einer groReren GruppengréRe zu wiederholen und die
geschlechterspezifische Auftrennung der Gruppen zunachst aul3en vorzulassen, wie in dem

hier genannten Projekt der AG Appel erfolgt.

5.4. Effekt der NI bei maternalem Ubergewicht im Rahmen dieses Projektes

Wie eingangs erwahnt sind die aktuell diskutierten Erklarungsansatze und zugrundeliegenden
Zusammenhange zwischen mitterlichem Ubergewicht und Schwangerschaftskomplikationen,
wie beispielsweise Gestationsdiabetes oder Préeklampsie sowie auf fetaler Seite IUGR aber
auch Makrosomie bis hin zu einer gesteigerten Frihgeburtlichkeitsrate und vermehrten
Aborten, vielfaltig. Ursachlich scheint unter anderem ein (bergewichtsassoziierter
Inflammationsprozess zu sein, mit daraus resultierenden morphologischen Veranderungen
der Plazenta. Zudem werden vaskulare Veranderungen angefiihrt, mit dem Nachweis einer
gestorten plazentaren Endothelzellhomdostase. Schliellich kénnen diese Pathologien in einer

beeintrachtigen fetalen Versorgung resultieren (siehe Abschnitt 2).
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In dem vorliegenden Projekt erfolgte in diesem Zusammenhang die isolierte Betrachtung einer
NI bei maternalem Ubergewicht ab dem Zeitpunkt der Schwangerschaft am Mausmodell. Es
galt die moglichen Effekte der gesunden Ernahrung bei maternalem Ubergewicht fur das
ungeborene Kind, die Mutter und auf plazentarer Ebene zu verstehen sowie die
zugrundeliegenden Pathomechanismen weiterzuerforschen (siehe Abschnitt 2.4).

Es zeigte sich, dass die NI einen positiven Effekt auf die fetale Gewichtsentwicklung ausubte,
indem sie dem IUGR-Phanotyp, der bei maternalem Ubergewicht beobachtet wurde,
entgegenwirkte. Auch bei den Muttertieren fiel unter der NI eine geringere Gewichtszunahme
Uber den Zeitraum der Schwangerschaft hinweg auf, bei zeitgleicher Reduktion des
maternalen epigonadalen weil3en Fettgewebes (siehe Abschnitt 4.1).

Um eine mogliche Ursache fur das verbesserte fetale Outcome durch die NI auf Ebene der
Plazentamorphologie zu finden, wurde zunéchst die Plazentaeffizienz betrachtet. Diese war
jedoch in der NI-Gruppe gegeniber der HFD-Gruppe signifikant reduziert. Da die NI dem
fetalen IUGR-Phéanotyp trotz der herabgesetzten Plazentaeffizienz entgegenwirken konnte,
wurde die Hypothese aufgestellt, dass die NI diese reduzierte Effizienz unter anderem durch
ein erhohtes plazentares Organwachstum ausgleichen kénnte. Ubereinstimmend mit dieser
Hypothese waren die Plazenten der NI-Gruppe durchschnittlich am schwersten und die der
HFD-Gruppe zeigten demgegeniber das leichteste Gewicht. Neben der Betrachtung des
plazentaren Gewichts erfolgte zusatzlich die des plazentaren Volumens. Dabei zeigte sich
allerdings eine Erhéhung des Plazentavolumens sowohl durch die HFD als auch durch die NI
im Vergleich zur SD. Dieses erhéhte Volumen spiegelte sich in den absoluten Volumenwerten
der Plazentazonen, bestehend aus Labyrinth, Junktionalzone und Dezidua, wider, nicht
hingegen in den relativen Werten, bei denen das Volumen der einzelnen Zonen jeweils auf
das Volumen der gesamten Plazenta bezogen wurde. Widerspriichliche Ergebnisse zeigten
sich auRerdem bei der Bestimmung des Labyrinthvolumens. Insgesamt erwies sich die
gleichzeitige Bewertbarkeit des plazentaren Gewichts und des Volumens somit als schwierig
(siehe Abschnitt 5.2.1 und 5.2.2).

Erganzend galt es, den Einfluss einer NI auf die Zellhomdostase der fetomaternalen
Transferzone, der plazentaren Labyrinthzone, besser zu verstehen. In diesem
Zusammenhang wurde die Homodostase der Trophoblasten und auch der Endothelzellen in
der Zone des Labyrinths mittels immunhistochemischer Farbungen genauer untersucht. Dabei
Zeigte sich eine Herunterregulation der plazentaren Seneszenz durch die NI, vor allem in der
Zellpopulation der Trophoblasten. Dies wiederum konnte Uuber eine verbesserte
Zellhomoostase im Labyrinth eine wichtige Ursache fur das verbesserte fetale Outcome unter
einer NI sein. Bezogen auf die Apoptoserate der plazentaren Trophoblasten, welche sich

vermehrt in der HFD- und NI-Gruppe nachweisen lief3, nahm die NI somit keinen positiven
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Einfluss und hinsichtlich der Proliferations-Rate zeigten sich keine Unterschiede zwischen den
drei Versuchsgruppen (siehe Abschnitt 5.2.3).

Ein nachster Ansatzpunkt, um die Effekte einer NI bei maternalem Ubergewicht zu erforschen,
lag in der geschlechtsspezifischen Untersuchung der Plazentaintegritat mithilfe plazentarer
AJ- und auch Endothelzellmarker auf Gen- und Proteinebene. Dabei waren die Ergebnisse
der Genexpression und die der entsprechenden Proteinmenge nicht kongruent zueinander.
Die Untersuchung der Genexpression blieb zudem ohne wegweisende Erkenntnisse.
Hinsichtlich der plazentaren Proteinmengen konnte jedoch ein méglicher positiver Effekt der
NI bezogen auf das VE-Cadherin gezeigt werden. Die Untersuchung dieses
Adhasionsmolekiils, das sowohl als AJ- als auch Endothelzellmarker fungiert, zeigte eine
Hochregulation der Proteinmenge in der HFD-Gruppe beider Geschlechter. Die Gruppe der NI
unterschied sich demgegentiber weder von der SD- noch der HFD-Gruppe signifikant. Es
konnte also sein, dass die NI tber den Zeitraum der Schwangerschaft bereits einen milden
Effekt auf die Menge des Proteins ausgetibt hat. Bezogen auf das B-Catenin, das als
Bestandteil der AJ fur die direkte Verbindung zum Zytoskelett sorgt, zeigte sich eine
Hochregulation des Proteinspiegels durch die NI bei den mannlichen Plazenten, sowie ein
entsprechender Trend durch die HFD. Auf die Expression des E-Cadherins konnte die NI
keinen positiven Einfluss nehmen. Stattdessen wurde eine Herunterregulation bei den
weiblichen Plazenten sowohl in der HFD- als auch in der NI-Gruppe detektiert, was wiederum
zu einer Destabilisierung der AJ beitragen kdnnte. Dabei ist zu beachten, dass ausschlieRlich
die Menge der Proteine und nicht ihre jeweilige Funktionalitdt im Rahmen dieses Projektes
ermittelt wurde. Auch ihre jeweilige Lokalisation in der Plazenta wurde nicht genauer erfasst
(siehe Abschnitt 5.2.4).

AbschlieRend sollte die Frage geklart werden, ob die NI zu einer Veranderung der
Gefalstruktur und -morphologie innerhalb der plazentaren Labyrinthzone beitragen kann.
Dabei zeigten sich signifikante Unterschiede bezlglich der fetalen GefaRoberfliche und
Kapillarlange unter den Versuchsgruppen. Erstere wurde durch die NI im Vergleich zur SD
reduziert, zweitere sowohl durch die NI als auch die HFD im Vergleich zur SD. Weshalb es bei
der Fitterung Ubergewichtiger Muttertiere mit einer NI zu einer Oberflachenreduktion der
fetalen GefaRe im Vergleich zu der Kontrollgruppe kam, das Gefal3volumen jedoch
unveréndert blieb, bleibt dabei aktuell ungeklart. Einen positiven Effekt der NI auf die
plazentare Gefal3struktur an G 15.5 konnte somit nicht nachgewiesen werden. Zukinftig
konnte es daher sinnvoll sein, die betrachteten Aspekte Uber mehrere Zeitpunkte hinweg zu
untersuchen. Hinsichtlich der mittels immunhistochemischer Farbung ermittelten Apoptoserate
der plazentaren Endothelzellen in der Labyrinthzone zeigte sich ein Anstieg in der HFD- und

in der NI-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Betrachtung der Endothelzellintegritat
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auf Gen- und Proteinebene mittels der Marker CD31 und vWF ergab keine relevanten

Unterschiede unter den drei Versuchsgruppen (siehe Abschnitt 5.3).

5.5. Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die humane Schwangerschaft

Der positive Effekt einer gesunden Ernédhrung wahrend der Schwangerschaft wurde bereits
vielseitig untersucht und belegt. Beispielsweise wird eine gesunde Ernahrung mit der
Reduktion von fetaler Frihgeburtlichkeit und SGA assoziiert. Auf der anderen Seite wird eine
ungesunde Ernahrung mit erhohten Frihgeburtsraten und einem niedrigeren fetalen

Geburtsgewicht oder auch fetaler Makrosomie in Verbindung gebracht 64154,

5.5.1. Verstandnis einer gesunden Ernahrung

Es gilt zunachst zu klaren, was als gesunde bzw. als ungesunde Ernahrung verstanden wird.
In diesem Projekt wurde den Mausen eine SD verfittert, die aufgrund ihrer Zusammensetzung
die gesunde Ernahrung repréasentierte. Die ungesunde Erndhrung bildete die HFD, welche im
Verhéltnis zu der SD einen héheren Anteil ungesattigter und gesattigter Fettsauren besal’ und
kalorienreicher sowie protein- und kohlenhydratdrmer war (siehe Abschnitt 3.2.2). Die
Ernahrungsgewohnheiten der Menschen sind jedoch vielzahlig und es gibt verschiedene
Ansichten und auch Mdglichkeiten der gesunden Erndhrung. Als gesund werden etwa
Lebensmitteln wie Gemise, Obst, Hulsenfriichte und Vollkornprodukten eingestuft und ihnen
wird eine antioxidative und entziindungshemmende Wirkung zugesprochen %70  Die
ungesunde Ernahrung bilden Produkte, die reich an gesattigten Fettsduren sind und einen
hohen Zuckeranteil haben. Sie werden mit Entziindungsprozessen und im Rahmen der
Schwangerschaft entsprechend mit Friihgeburtlichkeit assoziiert 67-%°, Eine Studie, die sich mit
einer kalorienreduzierten Diat bei Gibergewichtigen Erwachsenen befasst hat, zeigte, dass es
bei den Probandinnen zu einer klinisch bedeutsamen Gewichtsabnahme kam, unabh&ngig
davon, welche Makronahrstoffe entsprechend Proteine, Fette oder Kohlenhydrate im
Vordergrund der Diat standen *°. Die verwendeten Nahrungen in diesem Projekt lassen sich
aufgrund ihrer unterschiedlichen Zusammensetzungen und Kalorienzahlen demnach auf die

Ernéahrung in einem humanen Setting tbertragen.

5.5.2. Transfer von Ergebnissen an murinen Plazenten auf humane Plazenten

Wie bereits in Abschnitt 2.2.1.2 beschrieben, stellt das Mausmodell ein gut erforschtes
Séaugetier Modell dar, von dem aus gewonnene Ergebnisse auf den Menschen ubertragen
werden konnen 4. In Bezug auf dieses Projekt sei jedoch angemerkt, dass die unterschiedliche
Schwangerschaftsdauer von knapp drei Wochen bei der Maus *° gegentiber ca. 38 Wochen
beim Menschen *¢ die Vergleichbarkeit gegebenenfalls erschwert. Zwar koénnen die
Ergebnisse schneller in dem murinen Modell gewonnen werden, doch die Zeit, in der die

Intervention wirken kann, ist dementsprechend verkirzt. Dem entgegenzusetzen ist das
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Argument, dass die gewilnschte Intervention beim Mausmodell direkt mit Beginn der
Schwangerschaft umgesetzt werden kann. Beim Menschen wird eine solche Intervention meist
erst am Ende des ersten Trimenon begonnen, was ggf. zu einer verhaltnismaRig zu kurzen
Wirkdauer der Intervention fihren konnte. Dabei wird aktuell diskutiert, dass die mutterliche
Stoffwechsellage vor der Geburt und in der frihen Schwangerschaft die spatere Funktion der
Plazenta und ihre Genexpression bereits programmiert 14,

Einen weiteren wichtigen Aspekt bei der Ubertragung der Ergebnisse bildet die
Plazentamorphologie. Hinsichtlich ihrer Form sind sowohl die murine als auch die humane
Plazenta ein annéhernd scheibenférmiges Organ, was den Transfer der Resultate vor allem
im Bereich der stereologischen Ergebnisse ermoglicht 8. Es gilt jedoch zu beachten, dass die
Struktur des murinen Labyrinths in der menschlichen Plazenta durch eine Zottenstruktur
gebildet wird ¥4, In beiden Spezies ist dies der Bereich der fetomaternalen Transferzone,
deren Untersuchung einen wichtigen Aspekt dieser Arbeit ausmachte. Trotz des
unterschiedlichen Aufbaus dieser Transferzone ist ein Vergleich zwischen Maus und Mensch
gut moglich, da die entscheidenden Zelltypen dieses Bereichs, wie Endothelzellen und
Trophoblasten, bei beiden Spezies die gleichen sind 141523,

5.5.3. Bewertung einer NI im klinischen Alltag

In humanen Studien wird haufig die Kombination verschiedener Lifestyle-Interventionen
gleichzeitig untersucht. Daher sind gezielte Aussagen Uber den Effekt einer einzelnen
Intervention schwierig %°. Das Mausmodell bietet eine gute Moglichkeit, Fragestellungen
isoliert voneinander zu betrachten, wie in diesem Fall die NI, wahrend andere Projekte der AG
Appel beispielsweise auf eine Sport- bzw. Medikamentenintervention eingingen. Es stellt sich
im nachsten Schritt jedoch die Frage, wie eine Umstellung der Erndhrungsgewohnheiten von
den schwangeren Frauen umgesetzt und im Alltag toleriert werden wiirde. Eine Studie, die
sich mit einer Lifestyle-Intervention bestehend aus einer Erndhrungsumstellung, kérperlicher
Aktivitat und Beratungsgespréchen bei tbergewichtigen Frauen vor der Schwangerschaft
befasste, zeigte eine erhéhte Abbruchrate von Probandinnen, die sich in einer
Interventionsgruppe befanden 2. Dieses Problem ergibt sich im Mausmodell aufgrund der
besseren Kontrollierbarkeit nicht, muss bei dem Transfer der gewonnenen Ergebnisse in die
Klinik aber beriicksichtigt werden. Eine andere Studie konnte in diesem Zusammenhang
zeigen, dass eine Ernahrungsumstellung besser toleriert und umgesetzt wurde als eine
erhohte korperliche Aktivitat °. Insgesamt ist zu berticksichtigen, dass die Compliance der
Probandinnen sowie eine prazise Definition der gesunden Erndhrung entscheidend sind, wenn
es um die Umsetzung in einem humanen Setting geht “.

Wie bereits erwéhnt, beschéftigte sich die AG Appel parallel mit zwei anderen Interventionen
bei Ubergewichtigen Muttertieren, einer Sport- und einer medikamentdsen (Metformin-)

Intervention. In Zukunft konnte es interessant sein, die Kombination der drei Interventionen
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gemeinsam am Mausmodell zu betrachten, da auch die Lifestyle-Interventionen in humanen
Studien haufig in Kombination stattfinden. Ob sich die Effekte auf plazentarer Ebene dadurch
ggf. sogar potenzieren, bleibt abzuwarten. Zudem kénnte der Einfluss einer NI wahrend der
Schwangerschaft auch auf andere Organsysteme hin getestet werden. Wie in Abschnitt 4.1.1
beschrieben, kommt es durch eine NI zu einer Reduktion des epigonadalen Fettgewebes. Dies
kénnte wiederum eine entscheidende Rolle in der Vermittlung inflammatorischer Prozesse
spielen, denen eine wichtige Aufgabe bei den (bergewichtsassoziierten
Schwangerschaftskomplikationen zugeschrieben wird (siehe Abschnitt 2.2.3.2). Die AG Appel
konnte beispielsweise bereits zeigen, dass das proinflammatorische Zytokin IL-6 im Serum
Ubergewichtiger schwangerer Mause erhoht war. Der Ursprung dafir sei am ehesten in dem
epigonadalen weiRen Fettgewebe zu finden *°. AuRRerdem gilt die Hormonsynthese durch die
Synzytiotrophoblasten als eine wichtige Funktion der Plazenta 31617, Es kénnte lohnend sein,
den mdoglichen Einfluss einer NI in diesem Zusammenhang genauer zu untersuchen.
Schlief3lich ist eine weitere Stellschraube der Zeitpunkt des Interventionsbeginns. Es scheint
entscheidend, dass der Beginn der Intervention vor bzw. parallel zur Plazentaentwicklung
stattfindet, um negative irreversible metabolische Auswirkungen zu verhindern 4>, Daher
konnte in Zukunft ein weiterer Fokus darauf liegen, verschiedene Startpunkte der Intervention
untereinander zu vergleichen.

Als ein kleiner Ausblick in die Klinik sei folgender Aspekt hier nur kurz erwdhnt: In humanen
Studien wurde eine Vielzahl an Einflussfaktoren ermittelt, die mit Ubergewicht bei
Schwangeren im gebarfahigen Alter in Verbindung stehen. Hier werden daher nur ein paar
Beispiele genannt, wie ein steigendes Alter der Mitter oder ein niedriger sozio6konomischer
Status 2. Das Mausmodell bietet den Vorteil, diese Einflussfaktoren zunachst unberticksichtigt
zu lassen. Doch um die Ergebnisse im Anschluss in der Praxis nutzen zu koénnen, ist es
entscheidend, diese Faktoren wieder einzubeziehen. Ein Ansatz findet sich dafir in der
Schwangerschaftsvorsorge. Dieser Rahmen bietet die Mdglichkeit, die werdenden Miitter aktiv
zu betreuen und aufzuklaren, etwa zu dem Thema der gesunden Erndhrung %73, Eine
zusatzliche Strategie wird in der Konfrontation der werdenden Miutter mit den
Ubergewichtsbedingten Risikofaktoren gesehen, um dadurch eventuell die Motivation zur
Umsetzung einer Lifestyle-Intervention zu erhdhen °. Dabei kommt unter anderem diese Arbeit
ins Spiel, die durch neue Erkenntnisse zu einer besseren Aufklarung beitragen kann.
Insgesamt scheint die Schwangerschaft ein Zeitpunkt zu sein, in dem Frauen im gebarfahigen
Alter durchschnittlich so gut arztlich angebunden sind wie zu keinem anderen bisherigen
Zeitpunkt im Erwachsenenalter, da engmaschige arztliche Kontrollen und Gesprache tber den
gesamten Zeitraum der Schwangerschaft hinweg stattfinden /. Diese Tatsache wurde bereits
von einigen erkannt und sollte weiter genutzt werden, um das Bewusstsein beziglich der

eigenen Gesundheit und der des Kindes zu starken. Von der kanadischen Taskforce wurde
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beispielsweise eine Empfehlung fir das gezielte Management von Ubergewichtigen
Schwangeren herausgegeben, um die Gesundheitsvorsorge zu verbessern %8, Eine

risikoarme NI fur Mutter und Kind kénnte in diesem Setting eine ideale Option darstellen.
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