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ZUSAMMENFASSUNG

Expression von c-Met in humanen Chorionzotten nach Chorionzottenbiopsie
(CVS) und deren Zusammenhang mit dem Schwangerschaftsoutcome

Katharina Hennig

Fragestellung: Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der c-Met-Expression in Chorionzotten
nach CVS in der Frihschwangerschaft mittels immunhistochemischer Farbung und damit
verbunden erstmals die Analyse und Darstellung des Zusammenhanges der Expressionsstarke mit
dem Schwangerschaftsoutcome, um so der Méglichkeit, c-Met als pranataldiagnostischen Marker
besonders fur Frihgeburtlichkeit oder Wachstumsretardierung einsetzen zu kénnen, nachzugehen.
Methode: Der Umfang dieser Studie umfasste 183 Chorionzottenpraparate, die
immunhistochemisch mit einem c-Met-Antikorper gefarbt wurden. Nach mikroskopischer
Betrachtung wurde die Farbeintensitat durch zwei verschiedene Analyseverfahren (konventioneller
Farbescore und digitales Bildanalyseverfahren) ermittelt.
Ergebnisse: In unseren Untersuchungen liel3 sich c-Met in allen Chorionzotten nachweisen. Es
wird vermehrt in den Trophoblasten (v.a. Zytotrophoblasten) aber auch in den Kernen des Stromas
exprimiert. Eine signifikant hohere c-Met-Expression lasst sich im Rahmen der digitalen
Auswertung bei einem Entbindungsalter von <25. SSW im Vergleich zu den termingerecht
Geborenen nachweisen. Im konventionellen Scoring zeigte sich ein signifikant erhdhtes c-Met-
Vorkommen flr die hypertrophen (>95. Perzentile) im Gegensatz zu den normotrophen Kindern.
Die lebenden Schwangerschaftsausgange bzw. Schwangerschaften mit gewollten Abbriichen
weisen in der computergestiitzten Auswertung eine hochsignifikant niedrigere Expressionsstarke
auf, als die komplizierten Ausgange (Totgeburten/spontane Aborte). Die Chorionzotten bei Kindern
mit Chromosomenanomalien zeigen in beiden Verfahren eine zum Teil statistisch sogar hoch
signifikant geringere c-Met-Expression als die Zotten eines unauffalligen Karyotyps. Weiterhin
stellten sich in beiden Auswertverfahren die Zotten der Giber 35-Jahrigen im Gegensatz zu den der
jungeren Schwangeren mit einer héheren Farbeintensitat dar.
Schlussfolgerung: Erstmalig wiesen wir c-Met in allen Chorionzottenkompartimenten der
Frihschwangerschaft nach und zeigten, dass dabei die Intensitat bei den Lebendgeborenen im
Gegensatz zu IUFT/spontanen Aborten geringer ist, ebenso wie die Intensitat der termingerecht
Geborenen zu den vor der 25. SSW Geborenen. Damit kénnte man c-Met als Sensor flr
ungunstige Umgebungsbedingungen betrachten. Im Rahmen der Pranataldiagnostik wird die
Methode der Immunhistochemie zwar nie ein Testverfahren werden, aber moglicherweise waren
auf Grund dieser Ergebnisse andere pradiktive Test, beispielsweise mittels C-met-Quantifizierung
im Serum der Mutter, denkbar.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Plazenta — Entwicklung, Aufbau und Funktion

1.1.1 Die Entwicklung der Plazenta

Die Entwicklung der Plazenta beginnt mit der Bildung einer Zygote sowie dem
Einzell- und Mehrzellstadium und dem Stadium der freien Blastozyste
(Praimplantationsstadium) und verlauft Gber das prelakunare und lakunare
Stadium (Implantationsstadium). Dieser Periode folgen das Primar-, Sekundar-
und zuletzt das endgultige Tertiarzottenstadium.

ZTB

ZTB

SZTB

R

7 X _ ZZ
.*-f' NSRS ‘v‘k
- SIS < o ﬂj,

Abbildung 1: Schema der Friihentwicklung der Plazenta

(Quelle: modifiziert nach Martin Vogel, 1992 [122])

a) Bis 6.Tag p.c.: Préimplantationsstadium, b) 9.-12. Tag p.c.: Lakunare Stadium (Trabekelstadium), c) 12.-13-Tag p.c.: spates
Trabekelstadium, d) 13.-15.Tag p.c.: Primarzottenstadium, e) 15.-21.Tag p.c.: Sekundarzottenstadium, f) ab ca. 18. Tag p.c.:
Tertidrzottenstadium (E Embryoblast, T Trophoblast, EM extraembryonales Mesenchym, Eo Endometriumoberflache, En Endometrium, L
Lakune, mG miitterliches GefaR, ZTB Zytotrophoblast, SZTB Synzytotrophoblast, TS Trophoblastsaulen, PZ Primarzotten, SZ
Sekundarzotten, TZ Tertiarzotten, BP Basalplatte, ZZR Zwischenzottenraum, CP Chorionplatte, G AllantoisgeféRe der Chorionplatte, K
Zottenkapillaren)
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Die Entwicklungsstadien der Plazenta

Nach Befruchtung der Eizelle im Eileiter (Einzellstadium, 1. Tag post

conceptionem) beginnt die friihe Furchungsteilung der Zygote [11]. Aus der
zweizelligen Frucht entwickelt sich die Morula, in der sich die Blastozystenhohle

bildet und somit zur Blastozyste wird. Nach dem Stadium der freien Blastozyste,

in dem an der Blastozyste der dul3ere kleinzellige Trophoblast gegenuber dem
inneren Embryoblasten abzugrenzen ist [122], heftet sich ca. am 5. Tag p.c. die
Blastozyste an das Endometrium [11].

Danach vollzieht sich die Implantation (prelakunare Stadium) des

Trophoblasten, wobei der implantierte Teil der Blastozystenwand groRtenteils
aus Synzytotrophoblasten besteht und Kontakt zum mutterlichen Gewebe hat
[122]. Der noch nicht eingenistete Teil wird aus einer dinnen Schicht von
Zytotrophoblasten (ZTB) gebildet [62, 11].

Im Lakunaren Stadium (spater 8. - 12. Tag p.c.,Trabekelstadium) treten im

SZTB am Einnistungspol Vakuolen auf, welche verschmelzen und das lakunare
System (spaterer intervilldser Raum) formen. Um den 11. Tag ist die
Implantation gewohnlich abgeschlossen [11]. Mit der Ausdehnung des

lakunaren Systems verkleinert sich im Primarzottenstadium (13. — 14. Tag p.c.)

der SZTB zu radikular orientierten trophoblastischen Trabekeln (Vorlaufer der
Stammzotten). Nachdem der ZTB in die Trabekel eingewandert ist, entstehen
Jfreie Primarzotten“ durch Aussprossung freier Trophoblasten in die Lakunen

[11]. Die Sekundarzotten (15. — 18. Tag p.c.) entwickeln sich durch

Einsprossung von Mesenchym in die Zotten [11]. Durch Neubildung von Zotten
wird aus dem Lakunensystem ein intervilloser Raum und im Bereich des
Implantationspoles treten im Mesenchym die ersten Kapillaren auf (Ubergang in

das Tertiarzottenstadium) [120, 62]. Im Zottenmesenchym entwickeln sich im

frihen Tertidrzottenstadium (19. — 23. Tag p.c.) die ersten fetalen Kapillaren. Es
sind grofRe Stammzotten (120-250 ym &) und zahlreiche kleine (30-60 pm Q)
trophoblastische und zottige Triebe zu finden [11]. Am 23. — 29. Tag p.c. sind
die zentralen (fetwartigen) Zweidrittel der Zotten mit Mesenchym und Kapillaren
ausgestattet. Das periphere (endometriumwartige) Drittel verharrt im

Primarzottenstadium und die Entwicklung von typischen Stammzotten mit
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faserigem Stroma beginnt [11]. Der Trophoblasteniberzug der Zotten ist in
voller Ausdehnung zweischichtig, innen zellig gegliedert (ZTB), aul3en synzytial
(SZTB). Das Stroma ist locker mesenchymal [62]. Der Chorionplatte, bestehend
aus fetalem Mesenchym, ZTB und SZTB, fehlt noch das Fibrinoid. Der
Trophoblastenmantel wird in die Basalplatte umgewandelt [11].

Im spaten Tertidrzottenstadium (29. — 42. Tag p.c.) beginnt die ZTB-Schicht

lickenhaft zu werden. Das Zottenstroma besteht Uberwiegend immer noch aus
mesenchymalen Gewebe [62]. Am Ende dieses Stadiums zeigen die meisten
mesenchymalen Zotten das erste Zeichen retikularer Umgestaltung ihres
Stromas zu unreifen intermediaren Zotten [11].

3. Monat, 43. — 70. Tag p.c. (CVS): Der Chorionsack ist auf seiner gesamten
Oberflache mit Zotten Uberzogen, eine Plazenta noch nicht abgrenzbar. Alle
Zotten sind vaskularisiert und das glatte Chorion beginnt sich zu entwickeln.
Dezidua parietalis und capsularis sind noch nicht miteinander verschmolzen.
Die Heterogenitat des Zottendurchmessers und der Zottenstruktur nimmt zu:
Uberwiegender Anteil groRer (@ ca. 200 um) und vieler sehr kleiner Zotten (40-
80 um d), sowie wenige Zottenstamme [62]. 80% der Zottenoberflache sind mit
ZTB uberzogen [11].

Im 4. Monat p.m. (11. — 12. Woche p.c., CVS) wird die Form des Chorionsackes

durch die Kompression zwischen Gebarmutterwand und Fet unregelmaliger.
Die fortdauernde Degeneration der Plazentazotten am Antiimplantationspol,
sowie die Zottenproliferation am Implantationspol leiten die Differenzierung des
Chorionsackes zum glatten Chorion laeve und zur Plazenta ein.

5. Monat p.m., 15. — 18. Woche p.c.: Die Plazenta ist deutlich vom Chorion

laeve abgetrennt. Die Anzahl der Stammzotten und der mesenchymalen Zotten
(80-100 um &) nehmen zu. Die restlichen unreifen Zwischenzotten verlieren
leicht im Durchmesser [11]. Die mittlere Diffusionsstrecke sowie die
Trophoblastdicke sinken stetig [62].

Wahrend des 6. Monat p.m. (19. — 22. Woche p.c.) erfolgt die Umwandlung der

meisten unreifen Zwischenzotten in gro3e Stammzotten. Auf der Oberflache der

Zwischenzotten bilden sich die ersten gut kapillarisierten terminalen Zotten [11].
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Im 7. Monat p.m. (23. — 26. Woche p.c.) bestehen quantitative Unterschiede

zum vorherigen Monat durch Erhdhung der Zottendichte und Zunahme der
Zotten mit schmalem Durchmesser [122]. Die Zahl von unreifen Zwischenzotten
vermindert sich zugunsten der Stammzotten, der reifen (peripheren)
Zwischenzotten und der terminalen Zotten. Der die Chorionplatte bedeckende
SZTB beginnt zu degenerieren [11]. Der ZTB nimmt weiter ab und das
retikulare Stroma, sowie Hofbauer-Zellen werden seltener [62].

Die steil wachsende Zahl von reifen Zwischenzotten und terminalen Zotten im
8. Monat p.m. (27. — 30. Woche p.c.) sind der Grund fur die betrachtliche

Vermehrung des Zottenquerschnittes pro Quadratmillimeter. Zusatzlich zu den

dominierenden kleinen Zotten findet man vor allem grol3e Stammzotten. Der
ZTB nimmt weiter an prozentualen Anteil ab [11].

9. Monat p.m., 31. — 34. Woche p.c.: Histologisch wird der in den vorherigen

Monaten beschriebene Entwicklungsprozess noch bedeutender: Die
Gesamtzottenoberflache steigt auf etwa 10 m?. Durch die KapillargroRe und der
bestehenden sinusoidalen Dilatation vermindert sich die materno-fetale
Diffusionsstrecke und die Trophoblastendicke sinkt auf etwa 5um. Die meisten
Zotten sind reife Zwischen- und terminale Zotten. Kleine Gruppen von unreifen
Zwischenzotten vor allem im Zentrum des Zottenbaumes weisen auf das noch
aktive Plazentawachstum hin [11].

Die Art und die Zahl der Zottentypen unterscheiden sich im 10. Monat p.m. (35.

- 38. Woche p.c.) von den vorherigen Stufen in mehreren Aspekten: Das
Volumen der terminalen Zotten steigt betrachtlich an und sie erreichen einen
sehr hohen Grad an Kapillarisierung. Uber 20 % des Zottenvolumens sind
Stammzotten. In der vollig ausgereiften Plazenta erreicht das fibrése Stroma
uberall den Trophoblasten oder die fibrinoide Oberflache der Stammzotten. Der
SZTB, der die Stammzotte Uberzieht, ist weitgehend zurtickgebildet und durch
Fibrinoid ersetzt. 30-40 % des Zottenvolumens Ubernehmen die reifen
Zwischenzotten. Nur 20 % der Zottenoberflache sind jetzt noch doppelschichtig,
also mit ZTB und SZTB ausgestattet [11].
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1.1.2 Aufbau der Plazenta

Die Plazenta ist ein meist ovales, scheibenférmiges Organ von 15-20 cm
Durchmesser, etwa 2,5 cm Dicke, einem Gewicht von ca. 500 g sowie einem
Zottenvolumen von insgesamt 12,5 m?2und bildet sich nach der Einnistung der
Blastozyste in der Gebarmutter. Der Implantationsort ist in der Uberwiegenden
Mehrzahl der Falle die fundusnahe Korpusrickwand, er kann aber auch an der
Vorderwand zu finden sein [62].

Die Plazenta entwickelt sich aus dem fetalen Trophoblasten und dem
matterlichen Endometrium (Gebarmutterschleimhaut) und ist aus der dem
Uterus zugewandten Basalplatte und der gegenuberliegenden Chorionplatte
aufgebaut. Am Rand der Plazenta gehen sie ineinander Uber [62]. Zwischen der
Chorionplatte und der mutterlichen Dezidua (Basalplatte) befinden sich die
Chorionzotten und der intervilldse Raum, der mit mutterlichem Blut gefuillt ist.
Von der Deziduaplatte, der Decidua basalis, wachsen die Plazentasepten in die
Lakunen, die in ihrer Gesamtheit als intervilldser Raum bezeichnet werden. Die
Deziduasepten unterteilen das Organ in 15-20 hockerige Felder (Kotyledonen),
nehmen aber keine Verbindung mit der Chorionplatte auf [7].

Die Pars fetalis, die Grundlage des kindlichen Teils besteht aus der
Chorionplatte und der Nabelschnur und ist von einem spiegelnd glatten
Amnionepithel bedeckt.

Die Chorionplatte der reifen Plazenta besteht aus den flnf Schichten
Amnionepithel, Amnionbindegewebe, Zwischenschicht, Chorionbindegewebe
und Trophoblast [62]. Mit fortschreitender Entwicklung der Chorionplatte kommt
es zum Untergang von Zytotrophoblastenzellen bei gleichzeitiger Zunahme des
Fibrinoids. Fur den Stoffaustausch zwischen Mutter und Kind hat die
Chorionplatte keine Bedeutung, allerdings fir die Bildung und Resorption von
Fruchtwasser sowie fur die Hormonbildung [62].

Die Basalplatte besteht aus einem fetalen und einem maternen Teil. Die fetale
Seite wird vom Trophoblasten, die materne Seite von der Dezidua gebildet.
Beide Teile kdnnen plan aneinander liegen und durch eine Lage Nitabuch-
Fibrinoid getrennt sein. Auch die Basalplatte besteht ebenfalls aus mehreren

Schichten. Zum intervilldsen Raum hin ist der SZTB gerichtet, darunter liegen
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einzelne ZTB. Es folgen eine Bindegewebsschicht, Rohr-Fibrinoid sowie
basophile ZTB, sogenannte X-Zellen. Den Abschluss bilden der Nitabuch-
Fibrinoidstreifen, die Dezidua und eine Lésungszone. Die drei ersten Schichten
und die X-Zellen kdnnen aber auch zu Rohr-Fibrinoid degeneriert sein [62].
Das Chorion laeve ist der zottenfreie Anteil des Chorionsackes. Zusammen mit
dem Amnion wird es auch die Paraplazenta genannt.

Die Plazentaschranke bildet eine passive Filtermembran, die mutterliches und
kindliches Blut voneinander trennt und den Ubertritt von verschiedenen im Blut
geldsten Substanzen verhindert oder ermoglicht. Sie setzt sich zusammen aus
dem Synzytotrophoblast, Zytotrophoblast, Bindegewebe der Zotten und aus
dem Kapillarendothel der fetalen Kapillaren. Dieser Aufbau andert sich nach der
20. Schwangerschaftswoche: das Bindegewebe bildet sich zurlck, die
Kapillaren beginnen sich zu vergrofern und die Zytotrophoblastenschicht wird

[ickenhaft.

1.1.3 Funktion der Plazenta

Wahrend der Schwangerschaft hat die Plazenta als Verbindungsorgan
zwischen Mutter und Kind viele lebenswichtige Funktionen zu erflillen.

Um diese Aufgabe bewaltigen zu kdnnen, muss die Plazenta Gber diverse
Transportfunktionen verfigen. Zu diesen Transportprozessen zahlen die
Diffusion (O,, COy), erleichterte Diffusion (Glucose und Milchsaure), der aktive
Transport (Aminosauren, Elektrolyte) und die Transzytose (IgG-Antikorper).

Die fetalen Funktionen werden teilweise oder ganz von der Plazenta
ubernommen, wie zum Beispiel der Gastransport, exkretorische Funktionen, der
Wasserhaushalt, die pH-Regulierung, katabolische und resorptive Funktionen,
sowie synthetisierende und sekretorische Funktionen der meisten endokrinen
Drusen. Zudem kommen noch die zahlreichen metabolischen und
sekretorischen Funktionen der Leber, die Hamatopoese des Knochenmarkes im
frihen Stadium der Schwangerschaft, der Warmetransport Gber die Haut und
immunologischen Funktionen [11].

Damit ist dieses Organ fur die Aufnahme, Weiterleitung und Verarbeitung von

Nahrstoffen (Ernéhrung) fur die Entsorgung von Stoffwechselprodukten
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(Entgiftung) und fur die endokrine Regulation von fetalen

Stoffwechselprozessen (Steuerung) zustandig [66].

1.2 Pranatale Diagnostik

Die Pranataldiagnostik als wesentlicher Bestandteil der pranatalen Medizin
beinhaltet in Anlehnung an die Definition der ,European Study Group on
Prenatal Diagnosis® [39] alle diagnostischen MalRnahmen, durch die
morphologische, strukturelle, funktionelle, chromosomale und molekulare
Stoérungen vor der Geburt erkannt oder ausgeschlossen werden kénnen.
Durch die pranatalen Untersuchungen ist es mdglich die perinatale Morbiditat
und Mortalitat zu senken und das Risiko fur spezifisch genetisch bedingte
Erkrankungen im Einzelfall abzuklaren.

Zu den Untersuchungsmethoden gehoren sowohl die bildgebenden Methoden
Sonografie (Ultraschall) und Dopplersonografie, als auch invasive Verfahren
wie die Fruchtwasseruntersuchung (Amniozentese), die Chorionzottenbiopsie,
Chordozentese, die Punktion fetaler Organe und Fetoskopie, sowie die Serum-
Screening-Methoden.

Diese pranatalen Eingriffe kbnnen dann einerseits zur Karyotypisierung,
Abklarung von Infekten und Stoffwechselstérungen und andererseits zur

direkten Therapie des Fetus eingesetzt werden [38].

Die pranatale Diagnostik hat ihre Wurzeln in der zweiten Halfte des 20.
Jahrhunderts, als 1952 Bevis die Amniozentesen zur pranatalen Beurteilung der
Hamolyse bei Feten mit alloimmunhamolytischen Anamien durchfihrte [10].
Steele und Breg beschrieben 1966 die Karyotypisierung an kultivierten
Amnionzellen [112]. Die Chromosomenanalyse aus Material der Chorionzotten
wurde dagegen 1968 von Mohr und Hahnemann eingefihrt [55].

Daffos et al. beschrieben schliellich 1983 die Gewinnung von fetalem Blut
durch transabdominale Punktion der Nabelschnurgefal3e unter Ultraschallsicht,

also die heutige Chordozentese [33].
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Als nichtinvasive Pranataldiagnostik wandten Donald et al. bereits 1958 die
Ultraschalltechnik an, doch erst 20 Jahre spater erlaubte die verbesserte
Bildauflésung eine detaillierte Untersuchung [36].

Durch den Einsatz neuer molekularbiologischer Techniken wie die Polymerase-
Chain-Reaktion (PCR) und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) in den
letzten Jahren hat die pranatale Diagnostik einen gro3en Fortschritt im Hinblick

auf die Diagnose monogener Erbleiden und Aneuploidien an Zellen erzielt [38].

1.2.1 Vorgeburtliche Ultraschalldiagnostik und maternale

Serumbiochemie

Unter nichtinvasiver pranataler Diagnostik werden alle vorgeburtlichen
Untersuchungen verstanden, die Informationen Uber den Gesundheitszustand
des Kindes vermitteln aber ohne Risiko fur die Schwangerschaft durchgefiihrt
werden konnen.

Hierzu zahlt zunachst die Basisultraschalluntersuchung (Fetometrie), die
routinemalig circa in der 10., 20. und 30. Schwangerschaftswoche
durchgefuhrt wird und bei Auffalligkeiten zur weiteren Abklarung fuhren kann.
Weitergehende Ultraschalluntersuchungen (,Feindiagnostik®, d.h. die gezielte
Untersuchung nach fetalen Fehlbildungen) und die vorgeburtliche
Risikoabklarung (Nackentransparenzmessung, Nasenbeinmessung in der 12-
14. SSW und das Serum-Screening) gelten seit dem neuen
Gendiagnostikgesetz vom 01.02.2010 als genetische Untersuchungen [19]. Fir
jede dieser Untersuchungen, bis auf die Basisultraschalluntersuchung, ist eine
ausdruckliche und schriftliche Einwilligung erforderlich. Zudem sind sie an eine
genetische Beratung gebunden und dirfen nur von qualifizierten Facharzten
durchgefuhrt werden.

Die Nackentransparenzmessung kann Hinweise auf Chromosomenanomalien,
Herzfehler oder strukturelle Anomalien [101, 9, 86] und die Nasenbeinlange
besonders auf die Trisomie 21 (Erkennungsrate 69,0% mit Falschpositivrate
von 1,4%) geben. Bei beiden Untersuchungen ist das optimale Gestationsalter

die 11+0 bis zur 13+6 Gestationswoche. Fur die Nackentransparenzmessung
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sollte die Scheitelsteilange im Minimum bei 45mm und im Maximum bei 84mm
liegen [86, 28, 115].

Die serologische Diagnostik, auch Serum-Marker-Untersuchung genannt, zahit
im Allgemeinen zu den nichtinvasiven Methoden. Da kein Risiko fur die
Schwangerschaft besteht, bedarf es aber dennoch einer Blutentnahme der
Schwangeren und ist somit strenggenommen ein invasiver Eingriff.

Das zunehmend etablierte Ersttrimester-Screening ist eine Screening-
Untersuchung im ersten Drittel der Schwangerschaft (11+0 bis 13+6 SSW), bei
dem die maternalen biochemischen Serumwerte von PAPP-A (Pregnancy
associated Plasma Protein A) und dem freien R-HCG analysiert sowie die
Nackentransparenzdichte im Ultraschall gemessen werden. Durch diese
Messungen ist eine Erkennungsrate einer fetalen Trisomie 21 von ca. 87%
(Falschpositivrate von 5%) moglich. Ebenfalls kdnnen mittels dieser Methode
mehr als 90% der Feten mit einer Trisomie 18 und 13, einem Turner-Syndrom
oder einer Triploidie identifiziert werden, was eine Falsch-positivrate von 1%
darstellt [86]. Im Rahmen dieses Tests werden neben der
Nackentransparenzmessung biometrische Daten des Feten ermittelt, so dass
eine zusatzliche Kontrolle des Gestationsalters die Fehleranfalligkeit im
Gegensatz zum folgenden genannten Test verringert [129].

Mittels des in der Vergangenheit durchgefiihrten Triple-Testes (zw. 15 — 20.
SSW) wird das Alpha-Fetoprotein (AFP), unkonjugiertes Estriol und beta-
Choriongonadotropin (B-HCG) aus dem Serum der Mutter bestimmt. Das AFP
wird im Dottersack und in der fetalen Leber, das Estriol und 3-HCG werden von
der Plazenta produziert. Erniedrigtes AFP und Estriol im zweiten
Schwangerschaftsdrittel sowie erhéhtes R-HCG kénnen ein Hinweis auf die
Trisomie 21 sein (Erkennungsrate fur Trisomie 21: 50-70%, 5%
Falschpositivrate) [114].

Im Rahmen des Quadruple-Tests in der SSW 14+0 - 19+6 (zweites Trimester)
wird zusatzlich das Inhibin A untersucht und man erhalt eine Erkennungsrate
von 81% fur die Trisomie 21 bei einer Falschpositivrate von 7% [123, 24].

Die Kombination aus biochemischen Markern im 1. und 2. Trimenon wird als

integrierter Test (integrated test) bezeichnet.
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Die Dopplersonographie der A. umbilicalis (Untersuchung der Blutversorgung
zwischen Mutter und Ungeborenem) als Screeningmethode fur die
Praklampsie, als auch der 3D- und 4D-Ultraschall (Live 3D-Ultraschall) zahlen

zu weiteren moglichen pranataldiagnostischen Methoden.

1.2.2 Chorionzottenbiopsie

Die Chorionzottenbiopsie (Chorionic villi sampling, CVS) ist die transzervikale
oder transabdominale Biopsie des Chorion frondosum der Plazenta in der
Regel zwischen der 10.-14. Schwangerschaftswoche durch Verwendung
spezieller Katheter unter sonographischer Sicht und dient zur Gewinnung von

Trophoblastenzellen im Rahmen einer Pranataldiagnostik.

1.2.2.1 Entwicklung der Methode

Die Chorionzottenbiopsie wurde erstmals von Hahnemann und Mohr im Jahre
1968 beschrieben [55, 77]. Sie nutzten ein im Durchmesser 6 mm grol3es
Instrument, welches transzervikal eingefuhrten wurde. Diese Methode fuhrte
schnell zu Blutungen und die Sicht auf die Plazenta wurde erschwerte. Aus
diesen Grlinden, aber auch anlasslich der geringen Erfolgsraten wurde diese
Methode zugunsten der Amniozentese kurzzeitig verlassen. Doch der Wunsch
nach einer friheren pranatalen Diagnostik fuhrte zum Wiederaufleben der CVS.
So berichtete 1975 eine chinesische Arbeitsgruppe Uber eine transzervikale
Blindaspiration von Chorionzottengewebe mit einer Metallkantile. Die Biopsien
waren zur Ermittlung des fetalen Geschlechts durchgefuhrt worden [118].

Eine weitere Entwicklung erbrachten nun Kazy et al. in den 80er Jahren, als sie
erstmals unter Ultraschallsicht die Chorionzottenentnahmen in der 6.-12.SSW
durchfuhrten [65].

Eine erfolgsversprechende Methode demonstrierten schliellich Smidt-Jensen
und Hahnemann im Jahre 1984 [102], namlich die transabdominale

Feinnadelbiopsie der Chorionzotten im ersten Trimester.
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1.2.2.2 Indikation

Die CVS ist die Goldstandardmethode der Pranataldiagnostik im ersten
Trimester [15], wenn eine zyto- oder molekulargenetische Untersuchung des
Feten oder eine Enzymdiagnostik erforderlich ist.

Die friheste Anwendung der CVS war zur fetalen Geschlechtsbestimmung und
zur pranatalen Diagnostik von Hamoglobinopathien per DNA-Analyse.

Derzeit sind die Hauptindikationen zur Durchfuhrung einer Chorionzottenbiopsie
ein erhohtes mutterliches Alter, ein auffalliger Ultraschallbefund und abnorme
Veranderungen der biochemischen Marker im mutterlichen Blutbild wahrend
des Ersttrimesterscreenings. Aber auch bei elterliche chromosomale Anomalien
sowie vorangegangene Schwangerschaft mit Chromosomenaberration oder
multiplen Fehlbildungen kann eine Chorionzottenbiopsie indiziert sein [79].
Desweiteren kann die CVS Bestandteil einer Infektionsdiagnostik (Zytomegalie,
Toxoplasmose, Parvovirus B19), Diagnostik von Stoffwechselerkrankungen
(Mukoviszidose, Phenylketonurie) oder Diagnostik monogener Erbkrankheiten
(Muskeldystrophie Duchenne, Fragiles-X-Syndrom) sein.

Da die CVS, wie auch die Amniozentese und Fetalblutenthahme mit einer
invasiven MalRnahme einhergeht, ist auch nach dem neuen
Gendiagnostikgesetz (seit 01.02.2010 in Kraft) eine rechtswirksame
Einwilligung sowie eine ausfuhrliche Aufklarung und genetische Beratung vor

und nach der Untersuchung durch einen Arzt nétig [19].

1.2.2.3 Methodik

Bei der transzervikalen Chorionzottenbiopsie werden die Zellen mittels eines
flexiblen Kunststoffkatheters vom Chorion frondosum entnommen. Die CVS mit
diesem Zugangsweg ist bei retroflektiertem Uterus und tiefsitzender
Hinterwandplazenta die Methode der Wahl.

Die transabdominale Chorionzottenbiopsie wird mittels einer Nadelpunktion
unter Aufbau eines Vakuums durchgefiihrt. Verwendet wird meist eine 18- bis
20-Gauge-Spinalnadel, welche idealerweise unter kontinuierlicher
Ultraschallsicht longitudinal zur Plazenta eingefuhrt wird. Die meisten CVS

werden transabdominal durchgeflhrt, da es so fur die Patientin eine geringere
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Belastung bedeutet, es leichter erlernbar ist, eine hohere Erfolgsrate bei der
ersten Insertion sowie weniger Kontraindikationen hat und seltener zu
postoperativen vaginalen Blutungen fuhrt [38, 103].

Das Aspirat sollte etwa 20-30 mg Zottengewebe enthalten, um gleichzeitig eine
Kurzzeitkultur (zytogenetische Ergebniss nach 1 - 2 Arbeitstagen) und eine
Langzeitkultur (zytogenetische Ergebniss nach 10 - 12 Arbeitstagen) anzulegen
bzw. eine Analyse mittels Direktpraparation durchflihren zu kénnen [38]. Nach
der Kurzzeitkultur (oder Direktpraparation) werden die mitotisch aktiven
epithelialen Zellen der Zytothrophoblastenschicht untersucht, in der
Langzeitkultur werden die Fibroblasten des mesodermalen Zottenkerns

angezuchtet.

1.2.2.4 Risiken und Komplikationen

Verlust des Feten

Das Hauptrisiko der Chorionzottenbiopsie und auch der Amniozentese besteht
in der Induktion eines Abortes [116]. In der Literatur sind zwar viele
Publikationen zur CVS erschienen, aber wenige wirklich randomisierte Studien
im Hinblick auf die Risiken.

Nach den kanadischen Leitlinien liegt das Risiko flir eine Fehlgeburt nach einer
CVS bei der transzervikalen Methode bei ca. 2-6%, bei transabdominaler
Durchfihrung bei ca. 1-2% und nach der Amniozentese sogar ungefahr bei 0,5
— 1% [23]. Wie auch diese Studie zeigten mehrere Untersuchungen keine
signifikanten Unterschiede [22, 103] zwischen Amniozentese und
transabdominalen CVS im Hinblick flr das Auftreten eines Abortes. Jedoch
zeigten Smidt-Jensen et al., dass bei der transzervikalen CVS das Vorkommen
eines fetalen Verlustes um ca. 3% hoher ausfallt, als bei den vorherig
genannten. Auch andere Studien belegen das erhdhte Abortrisiko bei der
transzervikalen Entnahme [1, 98], so dass das Abortrisiko durch eine
transabdominale Biopsie verringert werden kann. Die Amniozentese im zweiten
Trimenon ist nach Alfirevic [1] sicherer als die FrGihamniozentese und die

transzervikale CVS.
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Da jedoch zu diesem Schwangerschaftszeitpunkt mit einer relativ hohen
Spontanabortrate zu rechnen ist und auch die Erfahrung des Untersuchers eine
wichtige Rolle spielt, bleibt eine genaue Risikoangabe schwierig.

Limb defects

In den vergangen Jahren wurde immer wieder diskutiert, ob die
Chorionzottenbiopsien zu einer erhohten Rate an Extremitatenfehlbildungen
(limb defects) fuhren kdnnen. Kindliche Gliedmaliendefekte wurden vermehrt in
der Literatur beschrieben. Doch viele der Studien wurden mit einer geringen
Kollektivzahl, zu einem frihen Zeitpunkt der Schwangerschaft (vor der 10.
SSW) oder durch einen Untersucher mit mangelnder Erfahrung durchgefihrt.
Die ersten Beschreibungen von limb defects erfolgte 1991 durch Firth et al. [41],
die funf GliedmafRenveranderungen nach CVS-Untersuchung am 56. - 66.
Gestationstag an 289 Schwangeren zahlten. Seitdem wurden weitere Falle von
limb defects nach CVS veroffentlicht [20, 43].

Eine Analyse von fast 139 000 CVS, die zwischen der 9. und 12.
Gestationswoche durchgefiihrt wurden, zeigte keine erhdhte Defektrate im
Vergleich zur Pravalenz in der Gesamtpopulation [67].

Eine Metaanalyse der Universitat Washington hingegen ergab einen deutlichen
Zusammenhang zwischen besonders frihen Chorionzottenbiopsie und
Extremitatenreduktionsdefekten [18].

Insgesamt sollte demnach von einem mafig erhdhten Risiko flr
Gliedmalendefekte durch Chorionzottenbiopsie vor der 10. SSW, jedoch nicht
von einem erhohten Risiko nach der 11. Schwangerschaftswoche ausgegangen

werden.

1.2.2.5 Chorionzottenbiopsie versus Amniozentese

Die Chorionzottenbiopsie bietet gegeniber der Amniozentese den Vorteil, dass
die CVS wesentlich friher (CVS 10. -12. SSW, Amniozentese 15. - 18. SSW)
durchgefuhrt werden kann [79] und Konsequenzen daraus deutlich eher
gezogen werden konnen.

Zum einen ist ein aus medizinischer Indikation eingeleiteter
Schwangerschaftsabbruch zu einem friiheren Zeitpunkt weniger risikoreich fur

die Schwangere [79] und zum anderen kdnnen die psychischen Folgen nach
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einem Schwangerschaftsabbruch bei einer fortgeschrittenen Schwangerschaft
schwerwiegender sein als in der Fruhschwangerschaft [14].

Weitere Vorteile der CVS sind unter anderem eine hdhere Fehlerfreiheit bei
DNA- und Enzymanalysen und die Zuverlassigkeit auch bei
Mehrlingsschwangerschaften. AuRerdem kann im Gegensatz zur Amniozentese
bei der CVS eine Probengewinnung auch bei Vorliegen eines Oligo- und
Anhydramnion erfolgen.

Allerdings gibt es auch Vorteile der Fruchtwasseruntersuchung. Im Unterschied
zur CVS kénnen mittels des Fruchtwassers das Alpha-Fetoprotein und die
Acetylcholinesterase zur Erkennung von Neuraltubendefekten bestimmt werden
und die Methode ist flr den Untersucher leichter zu erlernen [79].

Ein Nachteil der Chorionzottenbiopsie ist, dass in 0,6 % aller Falle Mosaike
(unterschiedliche Zusammensetzung des Genoms in Zellen einer Zellkultur, die
von einer Ursprungszelle abstammen) gefunden werden, oder die Ergebnisse

falschpositiv bzw. falschnegativ sind [38].

1.2.3 Amniozentese

Die Amniozentese ist die Entnahme von Fruchtwasser durch transabdominale
Punktion der Amnionhdhle unter sonographischer Sicht zu diagnostischen
Zwecken (z.B. Bestimmung der Chromosomen) und ist die am haufigsten
angewendete Methode zur pranatalen Karyotypisierung.

Im Rahmen der zytogenetischen Diagnostik wird diese meist ab der 15. SSW
durchgefuhrt. Der zytogenetische Befund liegt im Durchschnitt nach etwa 10
Tagen vor und die diagnostische Sicherheit betragt 99,4-99,9 % [38]. Der
Nachteil der Amniozentese im 2. Trimenon ist der spate
Untersuchungszeitpunkt. Grundsatzlich ist auch eine Friihamniozentese ab der
10.-12. SSW moglich, doch muss man dabei im Gegensatz zur Amniozentese
im 2. Trimenon mit einer langeren Bearbeitungszeit und einer hoheren Rate an
Kulturversagern rechnen. Wie oben bereits erwahnt weist die
Frihamniozentese auflerdem im Vergleich zur Chorionbiopsie und zur
Standardamniozentese eine signifikant héhere Inzidenz an Aborten und Talipes

equinovarus (kongenitaler Klumpfuf3) auf und ist somit obsolet [85, 25, 81].
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1.2.4 Weitere invasive Methoden im Rahmen der Pranataldiagnostik

Ein weiterer Eingriff, der ab der 14.-18. SSW durchgefuhrt werden kann, ist die
Chordozentese. Darunter wird die perkutane Punktion von Nabelschnurgefal3en
mit einer 20- bis 21-G-Nadel unter Ultraschallsicht verstanden. In der Regel
wird die Nabelvene punktiert [38]. Das Fetalblut kann zur Karyotypisierung aus
fetalen Lymphozyten, zur Bestimmung fetaler Antikorper bei Infektionen, zur
Untersuchung der fetalen Hamatologie und zur Blutgasanalyse genutzt werden.
Bei dem Eingriff ist aber auch eine direkte Applikation von Medikamenten oder
eine intrauterine Austauschtransfusion durchfihrbar [111].

Eine nur noch selten durchgeflihrte Methode ist die Fetoskopie, wobei der
Fetus Uber ein Endoskop betrachtet wird. Wegen der hohen Abortrate von etwa
4-6 % ist sie nur noch in Ausnahmefallen, wie beispielsweise zur Biopsie bei
schweren erblichen Hautleiden (Ichthyosis congenita gravis) zur pranatalen

Diagnostik indiziert.

1.2.5 CTG, fetale MRT und Analyse fetaler Zellen

Als spate diagnostische Methode ist die cardiotokographische Untersuchung
(CTG) zur nichtinvasiven Pranataldiagnostik von grof3er Bedeutung, die vor
allem in den letzten Schwangerschaftswochen genutzt wird und simultan die
Herzschlagfrequenz des ungeborenen Kindes sowie die Wehentatigkeit
registriert und aufzeichnet. Bei Risikoschwangerschaften werden die kindlichen
Herztone auch zu einem friheren Zeitpunkt Uberwacht.

Als eine neuere Methode ist die fetale Magnetresonanztomographie zu
erwahnen, die vor allem bei methodisch problematischen
Ultraschalluntersuchungen (wie beispielsweise Anhydramnion) genutzt wird. So
stehen hier die Absicherung von Ultraschallbefunden, die Abklarung von
Fehlbildungen in Hinblick auf individuelle Prognose und Vorliegen eines
Syndroms mit genetisch determiniertem Hintergrund sowie die Differenzierung
erworbener Stérungen von Fehlbildungen und morphologische Veranderungen

der Plazenta im Vordergrund [92].


http://de.wikipedia.org/wiki/Herzfrequenz
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Eine neue Untersuchungsmethode stellt die Extraktion von Erbgut (cf-DNA =
circulating free DNA) des Fetus aus Zellen im mutterlichen Blut dar, die bereits
ab der 5. SSW durchgefuhrt werden kann.

Dieses Verfahren hat sich laut Hahn (2011) in groRen Schritten entwickelt, so
dass wir uns nun auf der Schwelle zu einer neuen Generation der
nichtinvasiven diagnostischen Methoden befinden. Diese neue Technik kann
sogar eine detaillierte Analyse des kompletten fetalen Genoms oder eines

vollstandigen Karyotyps ermoglichen [53].

1.3 C-Met und sein Ligand HGF

1.3.1 Aufbau von c-Met

Das 190kDa grof3e Protein c-Met (p190c-met) ist eine transmembranare
Tyrosinkinase und wird von dem c-Met-Protoonkogen kodiert [84]. C-Met bildet
den Rezeptor fur den sogenannten Hepatozyten-Wachstumsfaktor (Hepatocyte
Growth Factor, HGF), auch bekannt als scatter factor (SF).

Der HGF-Rezeptor wird als glykosyliertes 170 kDa-Vorlauferprotein
synthetisiert. Nach proteolytischer Spaltung resultiert ein Uber Disulfidbricken
verbundenes Heterodimer aus zwei Untereinheiten (a+B) (Abb. 2). Die kleinere
a-Untereinheit (50 kDa) befindet sich extrazellular an der Zellmembran. Die
groliere B-Untereinheit dagegen (145 kDa) besteht aus einer extrazellularen,
einer transmembranaren sowie einer zytoplasmatischen Doméane. Die
intrazellulare Domane der B-Untereinheit enthalt eine Tyrosinkinaseaktivitat

und Regionen fur die Autophosphorylierung [83, 105].
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Abbildung 2: HGF-Rezeptor c-Met
C-Met ist ein transmembranéares Glykoprotein von 190 kDa, bestehend aus zwei durch
eine Disulfidbriicke verbundenen Untereinheiten (a+f). Die B-Kette hat 145 kDa und
erstreckt sich liber die Plasmamembran, wohingegen die a-Kette mit 50 kDa nur
extrazelluldar gelegen ist (modifiziert nach Somerset, 1998 [105]).

1.3.2 Expression von c-Met

C-Met wird vor allem in epithelialen Zellen, aber auch in endothelialen,
neuronalen sowie hamatopoetischen Zellen und in Hepato- und Melanozyten
exprimiert. Es ist demnach in vielen unterschiedlichen Geweben zu finden.

Mit der Immunfluoreszenzmikroskopie wurde die Expression des c-Met-Proteins
in Hepatozyten, im Epithel des Magens, des Diinn- und Dickdarmes entdeckt.
Ebenso konnte das Protein in Epithelzellen des Endometriums und des Ovars
sowie in basalen Keratinozyten des Osophagus und der Haut nachgewiesen
werden.

Auch im Gehirn lief3 sich das Protein erfassen. In Proben der Leber, des
Gastrointestinaltraktes und der Niere wurde c-Met-mRNA durch Northern-Blot-
Analysen aufgespurt. Zudem konnte c-Met-mRNA in der Schilddriise, im
Pankreas und der Plazenta gefunden werden. Im Pankreas und der Plazenta
war das c-Met-Protein mit Immunfluoreszenz nur schwach detektierbar.

In der Nebenniere, im Knochenmark und der Milz fehlte die mRNA véllig.
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Mittels Antikdrper deckte man die Expression vom c-Met-Protein in
Lebertumoren, Kolon- und Rektumtumoren sowie in Tumoren des Magens, der
Nieren, der Ovarien und der Haut auf. Die Tests auf das Protein in Karzinomen

der Lunge, der Schilddriise und des Pankreas waren ebenso positiv [91, 34].

1.3.3 Der Ligand Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF)

Sein Ligand, der Hepatozyten-Wachstumsfaktor wird als eine Vorstufe
(proHGF) in Form einer Einzelkette (728 Aminosauren) gebildet, die zwar an
seinen Rezeptor bindet, dessen Tyrosinkinase aber nicht aktivieren kann.
Eine proteolytische Spaltung wandelt proHGF in die heterodimere aktive Form
(HGF) um [75, 84].

Der dem Plasminogen ahnliche HGF wurde als heterodimeres Polypeptid
gefunden, dessen beide Untereinheiten Uber Disulfidbricken verbunden sind.
Es besteht aus einer groReren a-Untereinheit (69 kDa) und einer kleinere -
Untereinheit (34 kDa). Die a-Kette setzt sich aus vier Kringel-Doméanen und
einer Haarnadelschleife zusammen [76].

Die In-situ-Hybridisierung hat gezeigt, dass HGF ausschliel3lich in Zellen
mesenchymalen Ursprungs exprimiert wird, also im Stltz- und Bindegewebe
[73, 74].

Er ist ein wirksamer mitogener Faktor flr verschiedene Zelltypen [82]. Neben
den mitogenen und motogenen Aktivitaten, hat HGF auch
wachstumshemmende Aktivitat auf bestimmte Tumorzellen und eine potente

morphogenetische Funktion [100, 80].

1.3.4 Die Aktivierung von c-Met

Die Funktion des c-Met-Rezeptors spielt in der epithelialen Zellproliferation,
Migration und Morphogenese eine wichtige Rolle [63].

Die Bindung von HGF an seinen Rezeptor 16st die Tyrosinphosphorylierung der
B-Untereinheit von c-Met an intakten Zellen aus, wobei die
Hauptphosphorylierung mit Tyr1235 verknUpft ist.

Die Kinaseaktivitat wird durch die Autophosphorylierung hochreguliert.

Die Negativregulation der Rezeptorkinaseaktivitat erfolgt Gber erkennbare
Signalwege, welche die Aktivierung der Proteinkinase C oder die Steigerung
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der intrazelluldren Ca**-Konzentration zur Folge haben. Beides fiihrt zur Serin-
Phosphorylierung von einem einzigen Phosphopeptid des Rezeptors sowie zu
einem Abfall der Kinaseaktivitat.

Die Autophosphorylierung des Rezeptors 16st ebenfalls eine
Signaltransduktionskaskade in der Zielzelle aus. Der phosphorylierte Rezeptor
assoziiert in vitro mit ras GAP, Phospholipase Cy und der src-bezogene

Tyrosinkinase [30].

1.3.5 Funktion des c-Met/HGF-Systems

Der HGF wurde urspringlich als Mitogen flir Hepatozyten entdeckt und spielt
unter anderem eine Rolle in der Regeneration der Leberzellen [3].

Nach Darstellung in mesenchymalen Geweben erschloss sich ein parakriner
Effekt im angrenzenden Epithel mit hauptséchlicher Beeinflussung des
Zellwachstums (Mitogen), der Motilitdt (Motogen) und der Morphogenese

(Morphogen) von epithelialen Zellen.

Mesenchymale . Hepatozyten
Zellen orphogenese
Epitheliale Zellen
Mitogenese
/ Endotheliale Zellen

HGF === Neurale Zellen

c-Metl — Motogenese

Hamatopoetische
Zellen

Melanozyten

Abbildung 3: Funktionen von HGF am c-Met-Rezeptor
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All diese Funktionen kdnnen durch den c-Met-Rezeptor vermittelt werden,
herbeigefuhrt durch eine Aktivierung im anschlieRenden intrazellularen
Signaltransduktionsweg.

Die beschriebene Aktivitat des Systems ist im Wesentlichen wichtig wahrend
der Entwicklung, der Homoostase und der Geweberegeneration.

Mehrere Untersuchungen deuten darauf hin, dass der MET-Tyrosinkinase-
Rezeptor ein Sensor flr unglnstige Umgebungsbedingungen, wie zum Beispiel
Hypoxie ist und somit die Zellinvasion und Zellabsiedlung Uber die
transkriptionale Aktivierung von Genen, die fur die Kontrolle der Blutgerinnung
zustandig sind, antreibt [16].

Aulerdem fanden Yoshida et al. (2004) heraus, dass die HGF-Konzentration in
der Peritonealfllissigkeit bei Patientinnen mit Endometriose signifikant hdher zu
messen ist, als bei Patientinnen ohne diese Erkrankung. Sie zeigten auch, dass
endometriale und endometrioide Stromazellen c-Met exprimieren und durch
endo- und exogenes HGF aktiviert wird. Somit bewiesen sie, dass das HGF/c-
Met-System in der Endometriosepathogenese durch Férderung der stromalen
Zellproliferation und Invasion von Endometriumzellen Gber autokrinen und

parakrinen Wege involviert ist [130].

1.3.6 Expression von c-Met und HGF in der Plazenta

HGF und c-Met spielen eine aulierst wichtige Rolle in der Plazentaentwicklung
der Maus [118]. Um zu ergriinden, ob HGF eine ahnliche Rolle in der
menschlichen Plazenta spielt, wurde die Sekretion und Lokalisation von c-Met
und HGF im frihen zweiten Trimester und in der reifen Plazenta untersucht.
Mit der Reversen-Transkriptions-PCR und speziellen Primern konnte c-Met und
HGF-mRNA in plazentaren Zotten ermittelt werden. Die HGF-Produktion Gber
48 Stunden war in Plazentazottenexplantaten wahrend des zweiten Trimester
2.1-fach hoher als in Explantaten von reifen plazentaren Zotten. Isolierte
Throphoblasten produzierten kein HGF, wohingegen in isolierten Geweben des
Zottenkerns und in deren mesenchymale Zellen HGF produziert wurde. Mit der
Immunhistochemie konnte gezeigt werden, dass HGF im Kerngebiet der Zotten
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lokalisiert ist, aber nicht in Throphoblasten. Im Gegensatz dazu war c-Met
hauptsachlich in Zytotrophoblasten zu finden.

Diese Kenntnisse legen nahe, dass das von den Zottenkernen produzierte HGF
auf einen parakrine Weg auf den HGF-Rezeptor (c-Met) einwirken kann, um die
Trophoblastenentwicklung oder ihre Funktion zu regulieren [63, 29].
Desweiteren untersuchten Uehara et al. Plazenten an selbst gezichteten
mutierten Mausen mit gezielter Stérung des HGF-Gens und fanden, dass die
Embryos mit stark beeintrachtigte Plazenten eine ausgesprochen reduzierter
Zahl von verschlungenen Trophoblastenzellen besitzen und noch vor der
Geburt sterben [118, 35]. HGF ist somit ein essentieller Mediator fur die
allantoische mesenchymal-trophoblastische Epithelinteraktionen und ist damit

erforderlich fur die Plazentaorganogenese [118].
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1.4 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Expression von c-Met in Chorionzotten nach
Chorionzottenbiopsie in der Frihschwangerschaft mittels
immunhistochemischer Farbung und damit verbunden erstmals den
Zusammenhang der Expressionsstarke mit dem Schwangerschaftsoutcome zu
untersuchen.

Zunachst einmal lag der Schwerpunkt unserer Arbeit darin, das
Expressionsmuster von c-Met in den einzelnen Kompartimenten der
Chorionzotten zu analysieren und mit den Daten in der Literatur zu vergleichen.
Im zweiten Schritt wurde das Augenmerk auf die Korrelation dieses c-Met-
Musters und dessen Starke zum Schwangerschaftsoutcome gelegt, um so einer
Maoglichkeit nachzugehen, c-Met als pranataldiagnostischen Marker
beispielsweise zur Abschatzung fur eine Frihgeburtlichkeit,
Wachstumsretardierung, einen ungunstigen Schwangerschaftsausgang oder fur
einen auffalligen Karyotyp einsetzen zu kdnnen.

Daher sollen im Rahmen dieser Studie die Schwangerschaftsdauer bei Geburt,
die Perzentile des Kindes, der kindliche Ausgang der Schwangerschaft sowie
die Karyotypen im Mittelpunkt stehen. Aber auch andere mutterliche sowie
kindliche Faktoren stehen im Interesse dieser Arbeit, wie das Geschlecht des
Kindes, pranataldiagnostisch ermittelte sonographische Parameter, sowie das
Alter der Mutter bei CVS, Alkohol- und Nikotinkonsum, BMI und Gravida.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In diese Studie eingeschlossen wurden nur Patientinnen, die schriftlich ihr
Einverstandnis zur Studienteilnahme gaben, nachdem sie ausdrucklich Uber die
Madglichkeit, das Einverstandnis zu widerrufen und die Teilnahme zu beenden,
informiert wurden.

Im Zeitraum von Oktober 2001 bis Januar 2004 erfolgte bei 196 Patientinnen in
der pranataldiagnostischen Abteilung der Universitatsfrauenklinik Minster eine
Chorionzottenbiopsie. Hierbei wurde bei einem bestimmten Anteil von Biopsien
Material flr eine zytogenetische Untersuchung zur Karyotypisierung des Feten
bendtigt. Da der Zottenanteil dadurch in einigen aufbereiteten Praparaten zu
gering war, konnten flr diese Studie nur 184 von 196 Plazentaproben
verwendet werden. Eine Zwillingsschwangerschaft unter diesen Proben wurde
nicht bertcksichtigt, so dass 183 Praparate mit in die weiteren Untersuchungen
und Berechnungen eingingen.

Ein hohes mutterliches Alter, fetale Indikationen wie eine erhdhte
Nackentransparenz im Ultraschall, sowie bereits vorbeschriebene
Komplikationen oder Erkrankungen eines Kindes in einer vorausgegangenen
Schwangerschaft zahlten zu den haufigsten Indikationen zur CVS. Zwischen
der 10. und 14. Schwangerschaftswoche wurde der Uberwiegende Teil der
Biopsien durchgeflhrt, nur 16 CVS fanden nach der 14. SSW statt. Die
Patientinnen waren zum Zeitpunkt der CVS 19 - 43 Jahre alt (Mittelwert: 35
Jahre).

2.2 Daten zu Patientinnen und kindlichem Outcome

Die Patientendaten und die Daten des kindlichen Outcome wurden erst nach
dem konventionellen Scoring sowie der computergestitzten Auswertung mit
den Proben der Chorionzottenbiopsie in Verbindung gebracht, um eine

Verblindung dieser Studie zu gewahrleisten.
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Die mutterlichen Daten zu Alter, Gewicht, Entbindungstermin, GroRe,
Komplikationen und Ausgang der Schwangerschaft, Nikotin- und
Alkoholkonsum, BMI sowie die kindlichen Daten zu Geburtsgewicht, Grofe,
Karyotyp und die Ultraschallmessungen wurden aus dem PIA- Fetal Database,
View Point (GE Medical Systems Company) ermittelt.

Mittels des Centile Calculator des Perinatal Institutes (UK) wurden die
angeglichenen Perzentile (customised centiles) errechnet. Hierbei wurden das
Korpergewicht und die Korpergroflie (Geburtsgewicht/Gestationsalter)
verwendet und in geschlechts- und altersspezifischen Perzentilen angegeben,
um ein an das mutterliche Gewicht sowie an das Gestationsalter am
Entbindungstermin adaptiertes Geburtsgewicht zu erhalten und somit die
Perzentilen der Kinder vergleichen zu kdnnen. Diese Software basiert auf den
Prinzipien des Gestation Related Optimal Weight (GROW) Programm [44, 45]
und als Grundlage dienen die Formeln fur die angepassten Perzentile von
Campell et al. [21] und Hadlock at al. [51, 52]. Fur die Berechnungen wurde bei
unserem Patientenkollektiv als ethnische Gruppe europaisch und flr die Paritat
der Wert 0 eingegeben. Fur die restlichen Parameter, wie das mutterliche
Gewicht und Grole, sowie das Gestationsalter bei Entbindung, Geschlecht und
Geburtsgewicht des Kindes wurden die aus dem PIA-Fetal Database ermittelten
Werte verwendet. Die Daten aus dem United Kingdom (Notts) mit einer Fallzahl

von 40000 dienten hierbei als Referenzkollektiv.

2.3 Aufbereitung des Chorionzottengewebes

Um das Chorionzottengewebe entsprechend aufzubereiten, wurde das mittels
CVS gewonnene Material von einem Labor, welches wegen der Verblindung
der Studie nicht mit in die Behandlung involviert war, zunachst fur einen Tag in
Formalin fixiert und danach einen Tag lang in Leitungswasser stehend
aufbewahrt. AnschlieRend wurde das Gewebe in eine aufsteigende
Alkoholreihe Uberflihrt. Zunachst wurde die CVS-Probe fir einen halben Tag in
50-prozentigem Alkohol gelagert und einen weiteren Tag in 70-prozentigem

Alkohol. Es folgte eine einstundige Versetzung mit 96-prozentigem Alkohol und
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nachfolgend mit absolutem Alkohol. Fur vier Stunden wurde das Material in
Methylbenzoat belassen. Schlie3lich konnte das Gewebe fur einen Tag in
Paraffin, welches mehrfach ausgetauscht wurde, gegeben werden. Zum
Abschluss wurden aus den Paraffinblécken 5 um dicke Schnitte angefertigt und
auf die Objekttrager fixiert.

Um fur alle Praparate die gleichen Fixierungsbedingungen zu schaffen, fand die
Fixierung des Materials unabhangig von Werk- oder Wochenendtagen immer

in gleichen zeitlichen Abstanden statt.

2.4 Immunhistochemische Farbung der

Plazentagewebeproben

2.4.1 C-Met-Antikorperfarbung

Mittels einer absteigenden Alkoholreihe mit Xylol wurden die Gewebeschnitte
entparaffiniert und anschlielRend mit Aqua destillata gespult. Zur Vorbehandlung
wurden die Schnitte dann in einen Citratpuffer (0,1 M; pH 6,0) Gberflhrt und fur
5,5 Minuten bei 500 Watt in der Mikrowelle belassen. Nachfolgend kuhlten die
Schnitte fur 30 Sekunden lang bei Raumtemperatur ab, um danach erneut mit
Aqua destillata gespult zu werden.

Die Uberflihrung der Gewebeschnitte in einen Tween/TBS-Waschpuffer (Tris
Buffered Saline, 0.05 M mit 0,1 % Tween-20; pH 7,2 -7,6) folgte im nachsten
Schritt. Danach wurde die Proteinkinase K (Dako® Ready-to-use Proteinkinase
K, Carpinteria, USA; verdinnt in 0.05 M Tris-HCL, 15 mM Natriumazid, pH 7.5)
zugefuhrt und bei Raumtemperatur acht Minuten inkubiert.

Im Anschluss eines erneuten Spulvorganges mit Aqua destillata und dem
Tween/TBS-Waschpuffer wurde ein Peroxidase Block durchgefuhrt, bei dem
0,3-prozentige Peroxidase benutzt wurde. Die Peroxidase war im Verhaltnis
1:10 mit TBS und 30-prozentigem Wasserstoffperoxid verdinnt und inkubierte
fur zehn Minuten bei Raumtemperatur. Es folgte eine letzte Spulung mit Aqua
destillata, Tween und TBS.

Im nachsten Schritt wurde den Schnitten der polyklonale c-Met-Antikérper ,,C-
12* (Rabbit - Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA) zugefluhrt. In
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einer Verdunnung des Antikdrpers von 1:50 mit antibody Diluent, ChemMate™
der Firma DakoCytomation (Glostrup, Danemark) wurden die Praparate
inkubiert und Uber Nacht im Kuhlschrank belassen.

Am nachsten Tag erfolgte zunachst eine Spilung mit TBS und Tween,
anschlielRend wurden die Gewebeschnitte fur 30 Minuten bei Raumtemperatur
mit Peroxidase labeled Polymer (Dako EnVision™ + System, HRP, Carpinteria,
USA) versetzt. Nach erneutem Spulen mit dem Tween/TBS-Waschpuffer wurde
fur die Farbentwicklung das Chromogen DAB+ (Diaminobenzidine Solution,
DAKO ChemMate™ ) in einer Verdiinnung von 80 pl/ 4 ml mit einem
Substratpuffer zugefuhrt und die Gewebeschnitte danach mit Aqua destillata
ausgespult.

Zur besseren Differenzierung der unterschiedlichen Gewebestrukturen der
Chorionzotten wurden die Schnitte zum Abschluss noch kurz mit Hamatoxylin
nach Mayer gefarbt. Hierzu wurden die Schnitte flr eine Sekunde in
Hamatoxylin eingetaucht und anschlielend in flieRendem Leitungswasser flr
zehn Minuten geblaut. Im letzten Schritt erfolgte eine Auswaschung der
Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe und die Eindeckung mit dem
Schnelleinschlumittel DePeX.

2.4.2 Kontrollifarbung

Zusatzlich zur Antikorperfarbung wurde von allen Proben eine negative
Kontrolle angefertigt, in der wahrend des Farbevorgangs der Primarantikorper
ausgelassen wurde. Die Farbung wurde nach der gleichen Methode, wie oben

beschrieben, durchgefuhrt.

2.5 Mikroskopische Auswertung der Chorionzottenpraparate

Mit dem Photomikroskop (Axiovert 100, Carl, Zeiss AG; Deutschland) erfolgte
die Auswertung der antikorpergefarbten Zottengewebeschnitten
lichtmikroskopisch.

Nach einer orientierenden Durchsicht der Praparate wurde in jedem
Gewebeschnitt eine kleine (ungefahr ein Viertel des Bildausschnittes der
Kamera einnehmend, 100.000 - 300.000 Pixel) und eine grofe (ca. uber die
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Halfte des Bildausschnittes, 300.000 — 800.000 Pixel) moglichst runde Zotte
ausgesucht.

Da einige Praparate ein zu geringes Zottenmaterial enthielten, konnte nicht in
allen Gewebeschnitten eine Zotte mit diesen Kriterien ausgewahlt werden, so
dass in wenigen Fallen entweder keine, nur eine kleine oder eine grof3e Zotte
mit in die Bewertung einflieRen konnte.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Lichtverhaltnisse und um die
unterschiedliche Farbeintensitat der Praparate vergleichbar zu machen, wurden
die Zotten in nur zwei Sitzung mit der gleichen Einstellung (siehe Tab. 1)
abfotografiert. Um eine gleichmallige Helligkeit zu gewahrleisten wurde das
Mikroskop und somit die Lichtquelle jeweils 45 Minuten vor Gebrauch der
Kamera eingeschaltet sowie ein Weilkabgleich durchgefuhrt.

Die ausgewabhlten, den Kriterien entsprechenden Zotten wurden mit einer am
Mikroskop installierten Digitalkamera (AxioCam MRc, Zeiss, Germany) und mit
Hilfe des Computerprogramms AxioVision (Version 4.3, Carl Zeiss Vision
GmbH) fotografiert und als TIFF-Datei (Tagged Image File Format) zur weiteren
Bildauswertung abgespeichert.

Die Computereinstellung war bei allen Fotos einheitlich. Wahrend beider
Durchgange wurde mit einer 320fachen VergroRerung (Objektiv: 32fache
VergrofRerung, LD Achroplan 32x/0,40 Ph2; Okular: 10fache Vergroferung; E-

Pl 10x/20) und weiteren folgenden Einstellungen gearbeitet:
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Belichtungszeit: 25 ms

Gewichtung der Belichtungszeit: 100 %

WeilRabgleich:

Cyan 1.37 Rot

Magenta 1.19 Grun

Gelb 0.44 Blau
Kameramodus:

RGB (Rot-Grun-Blau)

1388 x 1040 Standard color

AusschnittgroRe:

1388x1040

Verstarkungsfaktor: 1

Bildausrichtung: original

Verschlusssteuerung:

Steuersignal: Low active

Aufnahmeverzégerung: 20 ms

Filteroperation: Farboptimierung aktiviert

Weilkreferenz: aktiviert

Tabelle 1: Mikroskopeinstellungen

Die Scharfeeinstellung wurde am Mikroskop manuell fur jedes Foto reguliert.

2.6 Computergestitzte Bildanalyse

Nach Beendigung der beiden Fotoaufnahmesitzungen wurde mittels des

Computerprogrammes ImageProPlus (Version 5.0, Media Cybernetics®, Silver

Spring, USA) die computergestitzte Chorionzottenauswertung vorgenommen.

Hierzu wurden zunachst mit Hilfe des Programms der Umfang und der
Flacheninhalt jeder abfotografierten Zotte in Pixel gemessen. Wir legten als
Spannbreite fur die GroRRe der kleinen Zotten 100.000 - 300.000 Pixel und fur
die der grol3en Zotten 300.000 - 800.000 Pixel fest.
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Zusatzlich wurde die reine Stromaflache und die Flache des Stromas
einschlieBlich des Zytotrophoblasten ermittelt, um den Synzytotrophoblasten
und den Zytotrophoblasten gesondert berechnen zu kdnnen.

Der nachste Schritt bestand aus der Erstellung einer auf die Farbung
abgestimmten Maske fur die standardisierte Berechnung der unterschiedlichen
Farbeintensitat.

Diese Maske wurde so erstellt, dass das Programm die von der
immunhistochemischen Farbung schwach gefarbten Anteile ,gelb“ markierte,
die mittelstark gefarbten Bereiche in einem ,Orange” und die stark angefarbten
Anteile in einem ,Rot“ erschienen (siehe Abb. 4). Dies wurde mit Hilfe von

verschieden stark gefarbten Zotten definiert und anhand aller Zotten Gberprtift.

~
B~

&

Abbildung 4: Praparat der Patientin P0103, c-Met-Antikorperfarbung, kleine Zotte, links
ohne Maske, rechts mit Maske

So lieen sich die Flachen aller drei Farben mittels dieser Maske berechnen.
Zunachst wurden die Flachen der schwach, mittelstark und stark gefarbten
Anteile einer jeden Zotte fur die gesamte Zottenflache bestimmt, des Weiteren
fur das Stroma samt des Zytotrophoblasten und abschliel3end nur fur die Flache
des Chorionzottenstromas.

Die Bestimmung der Werte umfasste nicht nur die absoluten, sondern auch die
prozentualen Anteile der gefarbten Areale, so dass folgende Parameter (Tab. 2)

Ergebnis der Berechnungen waren:
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der absolute insgesamt gefarbte Flachenanteil an der

1 Gesamtflache der Zotte
jeweils der absolute stark, mittelstark und schwach gefarbte
2-4 Flachenanteil an der Gesamtflache der Zotte
Gesamte jeweils der prozentuale stark, mittelstark und schwach
Zotte |5-7 gefarbte Flachenanteil am insgesamt gefarbten Anteil
jeweils der prozentuale stark, mittelstark und schwach
8-10 gefarbte Flachenanteil an der Gesamtflache der Zotte
der prozentuale insgesamt gefarbte Flachenanteil an der
11 Gesamtflache der Zotte
der absolute insgesamt gefarbte Flachenanteil an der
12 Gesamtflache des Stromas
jeweils der absolute stark, mittelstark und schwach gefarbte
13-15 Flachenanteil des gesamten Zottenstroma
jeweils der prozentuale stark, mittelstark und schwach
Stroma gefarbte Flachenanteil des Stromas am insgesamt gefarbten
16-18 | Anteil
jeweils der prozentuale stark, mittelstark und schwach
19-21 gefarbte Flachenanteil an der Gesamtflache des Stromas
der prozentuale insgesamt gefarbte Flachenanteil an der
22 Gesamtflache des Stroma
der absolute insgesamt gefarbte Flachenanteil an der
23 Gesamtflache des Stromas + ZTB
jeweils der absolute stark, mittelstark und schwach gefarbte
24-26 Flachenanteil des gesamten Stromas + ZTB
Stroma jeweils der prozentuale stark, mittelstark und schwach
+ gefarbte Flachenanteil des Stromas + ZTB am insgesamt
7TB 27-29 gefarbten Anteil
jeweils der prozentuale stark, mittelstark und schwach
gefarbte Flachenanteil an der Gesamtflache des Stromas +
30-32 |ZTB
der prozentuale insgesamt gefarbte Flachenanteil an der
33 Gesamtflache des Stromas + ZTB

Tabelle 2: Durch die Bildanalyse ermittelte Parameter pro Préparat
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Zusatzliche mussten folgende Werte (siehe Tab. 3) mit dem Programm

Microsoft Excel 2007 ermittelt werden:

der absolute insgesamt gefarbte Flachenanteil an der

34 Gesamtflache des SZTB

jeweils der absolute stark, mittelstark und schwach gefarbte
35-37 Flachenanteil des gesamten SZTB

jeweils der prozentuale stark, mittelstark und schwach

SZTB gefarbte Flachenanteil des SZTB am insgesamt gefarbten

38-40 Anteil

jeweils der prozentuale stark, mittelstark und schwach
41-43 gefarbte Flachenanteil an der Gesamtflache des SZTB

der prozentuale insgesamt gefarbte Flachenanteil an der
44 Gesamtflache des SZTB

der absolute insgesamt gefarbte Flachenanteil an der
45 Gesamtflache des ZTB

jeweils der absolute stark, mittelstark und schwach gefarbte
46-48 Flachenanteil des gesamten ZTB

jeweils der prozentuale stark, mittelstark und schwach

ZTB gefarbte Flachenanteil des ZTB am insgesamt gefarbten

49-51 Anteil

jeweils der prozentuale stark, mittelstark und schwach
52-54 gefarbte Flachenanteil an der Gesamtflache des ZTB

der prozentuale insgesamt gefarbte Flachenanteil an der
55 Gesamtflache des ZTB

Tabelle 3: Berechnete Parameter pro Praparat

2.7 Konventionelle Chorionzottenauswertung mittels

Farbescore

Als zweite Methode der Chorionzottenauswertung beurteilten drei Untersucher

unabhangig voneinander die immunhistochemisch angefarbten Chorionzotten

auf den unbearbeiteten Fotoaufnahmen.

Dazu wurden die Digitalfotos mit dem 320fach vergrof3erten Zottengewebe im

Fotolabor der Universitatsklinik Minster ohne weitere Bearbeitung auf die

Fotogrofe von 10,2 cm x 13,6 cm entwickelt.

Die Untersucher bewerteten die gesamte Chorionzotte sowie die einzelnen

Kompartimente wie die Mikrovilli, den Synzytotrophoblasten, den

Zytotrophoblasten und das Stroma.
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Beurteilt werden sollte die Farbeintensitat der immunhistochemischen c-Met-
Farbung insgesamt und in den einzelnen Strukturen, wobei die folgenden vier
Kategorien den folgenden vier Zahlen entsprechen sollten:

,hicht gefarbt“ =0

,Sschwach gefarbt” = 1

.mittelstark gefarbt” = 2

,stark gefarbt“ =3

Anschlielend wurden die Bewertungen miteinander verglichen und bei volliger
Ubereinstimmung blieben die Bilder in der entsprechenden Kategorie.

Bei Uneinigkeit der Kategorienvergabe, blieb das Foto in der Kategorie, in der
es von zweien der drei Untersucher einsortiert worden war.

Im Falle einer Uneinigkeit aller drei Beurteiler, welches bei acht Fotos der Fall
war, stimmten sich erneut zwei der Untersucher ab und sortierten es in eine

geeignete Kategorie ein.

2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung des Datenmaterials erfolgte mit dem Programm
SPSS (SPSS fur Windows, Version 16.0.1, 2007, Chicago, USA). Mit diesem
Statistikprogramm wurde die deskriptive Auswertung einschlielich der
zugehdrigen grafischen Darstellungen durchgeflhrt.

Zum Vergleich der Stichproben wurden nichtparametrische Tests verwendet, da
von nicht normalverteilten Stichproben auszugehen war.

Als Test wurden der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test fur
unverbundene Stichproben in Verbindung mit der Kontingenztafel (Kreuztabelle
= Haufigkeitstabelle, die Kombinationen von unterschiedlichen
Merkmalsauspragungen enthalten) und der Chi-Quadrat-Test (Untersuchung
von Verteilungseigenschaften einer statistischen Grundgesamtheit) verwand,
sowie der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test fur unverbundene
Stichproben. Als Signifikanzniveau wurde p = 0,05 ausgewahlt.

Die Abhangigkeit von zwei stetigen Variablen wurde mittels des

Korrelationskoeffizienten nach Pearson berechnet. Ab einem Wert von 0,7


http://de.wikipedia.org/wiki/Sch%C3%A4tzfunktion
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wurde die Korrelation als hoch eingestuft und es bestand somit ein signifikantes
Ergebnis. Eine mittlere Korrelation wurde ab dem Wert 0,5 festgesetzt, die
Werte zwischen 0,2 und 0,3 galten als geringe Korrelation.

Die ROC-Analysen (Receiver Operating Characteristic), Berechnungen von
Sensitivitat, Spezifitat, positiven und negativen Likelihood-Quotienten, als Maf}
fur die Gute eines diagnostischen Tests, sowie univariate parametrische
Diskriminanzanalysen und die Ermittlungen des relativen Risikos wurden mit
dem Programm BIAS fur Windows, Biometrische Analyse von Stichproben
(Version 9.09 — 01/2011, epsilon-Verlag, Frankfurt am Main, Deutschland)
durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse
3.1 Daten zu Patientinnen und zum Schwangerschaftsoutcome

3.1.1 Miitterliches Alter

Die insgesamt 183 Patientinnen waren zum Zeitpunkt der Chorionzottenbiopsie
im Durchschnitt 34,95 Jahre alt (Standartabweichung o = 4,83). Die

Alterspanne reichte von 19 bis 43 Jahren.
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Miitterliches Alter bei CVS

Abbildung 5: Alter der Patientin bei Chorionzottenbiopsie

3.1.2 Gestationsalter bei CVS

Die Chorionzottenbiopsien wurden zwischen der 10. und 29.
Schwangerschaftswoche durchgefihrt. Im Mittel betrug das Gestationsalter
zum Zeitpunkt der CVS 12,52 Wochen (Standartabweichung o = 2,53). 91,3 %
der CVS wurden bis zur 14. Schwangerschaftswoche durchgefihrt und nur
8,7 % der Biopsien fanden nach der 14. SSW statt. Davon wurden 7

Untersuchungen nach der 19. SSW veranlasst.
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Abbildung 6: Gestationsalter bei CVS

3.1.3 Body-Mass-Index der Schwangeren

Der mittlere Body-Mass-Index (BMI) der Mutter zum Zeitpunkt der CVS betrug
24,32, wobei die Spanne zwischen einem Minimum von 17,4 und einem
Maximum von 38,2 lag. Die Standartabweichung betragt o = 3,85.

71,7 % (124) der Patientinnen hatten einen BMI zwischen 19 und 26. Unterhalb
lagen 4 % (7 Mutter) und 24,3 % (42 Mutter) erhielten einen BMI von uber 26.
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Abbildung 7: Body-Mass-Index der Patientinnen

3.1.4 Nikotin- und Alkoholkonsum der Mitter wahrend der
Schwangerschaft

18,5 % (33 Frauen) der insgesamt 183 Schwangeren gaben an zu rauchen und
145 Frauen konsumierten kein Nikotin. Daten zu den restlichen 5 Patientinnen
fehlen im System. 19 Patientinnen berichteten mehr als 5 Zigaretten pro Tag zu
rauchen.

Einen regelmafigen Alkoholkonsum bestatigten sechs Schwangere. 173
Patientinnen gaben an, keinen Alkohol wahrend der Schwangerschaft zu
konsumieren und vier Schwangere machten keine Angaben zum

Alkoholkonsum.

3.1.5 Schwangerschaftsausgang

Von den insgesamt 183 Schwangerschaften waren 163 Schwangerschaften
karyotypisch unauffallig und 19 wiesen eine chromosomale Anomalie auf (bei
einer Schwangerschaft fehlen Daten zum Karyotyp). Das Geschlecht ist mit 95
weiblichen und 88 mannlichen Kindern annahernd gleich verteilt.

Insgesamt traten unter den Schwangerschaften mit einem normalen Karyotyp

(von den 163 karyotypisch unauffalligen Schwangerschaften gehen nur 129 in
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die Berechnung mit ein, weil bei 34 Probanden Daten zum
Schwangerschaftsausgang fehlen) sechs Spontanaborte und funf intrauterine
Fruchttode (IUFT) auf. Zwischen IUFT und Spontanabort wurde als Grenze die
24. SSW festgesetzt. Bei den chromosomal unauffalligen Kindern wurden acht
Schwangerschaftsabbruche durchgefuhrt und 110 Kinder kamen lebend zur

Welt.
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Abbildung 8: Schwangerschaftsausgang mit absoluten Werten bei unauffalligem und
auffalligem Karyotyp

Wie in der folgenden Tabelle 4 zu sehen ist, setzen sich die 19 chromosomalen
Anomalien aus 14 Trisomien (achtmal Trisomie 21, funfmal Trisomie 18, einmal
Trisomie 13), zwei Plazentamosaike und zwei Kindern mit einem
Markerchromosom, sowie einem Feten mit einer balancierten Translokation

Zusammen.
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Haufig- | Prozent | Anzahl Anzahl Anzahl | Fehlende
keit Lebend- | Schwanger- | Aborte Daten
geburten | schafts- NUFT zum
abbriiche Ausgang
unauffilliger Karyotyp 163 89,56 110 8 11 34
auffalliger Karyotyp 19 10,44 3 14 1 1
balancierte Translokation 1 0,55 1 0 0
Markerchromosom 2 1,09 1 1 0
Mosaik | 2 1,09 1 0 0
Trisomie 13 1 0,55 0 0 1
Trisomie 18 4 2,19 0 4 0
Trisomie 21 8 4,37 0 8 0
V. a. Trisomie 18, SGA 1 0,55 0 1 0
Im System fehlend 1
Gesamt 183 100 113 22 12 35

Tabelle 4: Chromosomale Verteilung der Feten mit Schwangerschaftsausgang

Es wurden die Schwangerschaften sowohl mit einer Trisomie 21 als auch mit
einer Trisomie 18 abgebrochen. Die Schwangerschaft mit der Trisomie 13
endete mit einem intrauterinen Fruchttod. In den Fallen, bei denen ein Mosaik
(Trisomie 15) und die balancierte Translokation auftraten, wurden die Kinder
lebend geboren. Von den beiden Schwangerschaften mit Markerchromosom
wurde die eine frihzeitig beendet und die andere ging mit einer Lebendgeburt

aus.

3.1.6 Entbindungsalter

Das Gestationsalter aller 110 lebendgeborenen Kinder (insgesamt 183
Schwangerschaften, es fehlen aber in unseren Daten bei 36
Schwangerschaften Angaben zum Ausgang; von den 112 Lebendgeburten
fehlen bei zweien Daten zum Gestationsalter; 23 Abbrlche, 6 Spontanaborte,
6 IUFT) bei Entbindung lag zwischen der 28,9. und 42,3. SSW. Der Mittelwert
betragt 39,1(Standartabweichung o = 2,1). Mit eingeschlossen in diese
Auswertung sind nun auch die chromosomal auffalligen Kinder.

In der 37.- 40. SSW wurden 52,2 % (59 Geburten) der Kinder geboren und
36,3 % (41 Kinder) nach der 40. SSW. Nur 8,8 % (10 Falle) der Kinder kamen
in der Zeit zwischen der 25. und 37. SSW zur Welt.
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Abbildung 9: Entbindungsalter aller lebendgeborenen Kinder (chromosomal auffillig und
unauffallig)

3.1.7 Geburtsgewicht der Lebendgeborenen

Das Geburtsgewicht der lebendgeborenen Kinder lag zwischen 1200 g und
4610 g (siehe Abb. 10). Im Mittel waren die Kinder 3369 g schwer
(Standartabweichung o = 629).
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Abbildung 10: Geburtsgewicht der Lebendgeborenen

Mittels des Centile Calculator des Perinatal Institutes (UK) wurden zur besseren
Vergleichbarkeit der Geburtsgewichte der insgesamt 112 Lebendgeborenen
dieser Studie untereinander die normierten Perzentile (customised centiles)
(siehe auch in Abb. 11) errechnet. Bei sechs Neugeborenen fehlen Daten zur
Errechnung der angeglichenen Perzentile, so dass nur 107 Kinder in die
weiteren Berechnungen mit eingehen konnen.

Es ergab sich ein Mittelwert aller normierten Perzentile von 51,4 mit einer
Standartabweichung von o = 31,54. Wie in der folgenden Abbildung 11 deutlich
wird, sind die angeglichenen Perzentile nicht normal verteilt. Es zeigt sich
sogar, dass etliche Kinder auch in die niedrigen und sehr hohen Perzentilen

eingeteilt sind.
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Haufigkeit
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Normierte Perzentile der Lebendgeborenen Kinder

Abbildung 11: Normierte Perzentile der lebendgeborenen Kinder mit GauBscher
Normalverteilungskurve

Unterhalb der flinften Perzentile liegen sieben der Neugeborenen (6,2 %). Unter
der 10. normierten Perzentile befinden sich insgesamt 13 Kinder, so dass, wenn
man als Grenze fur die Wachtumsretardierung die 10. Perzentile wahlt, 12,1 %
der Neugeborenen des Kollektivs als hypotroph bezeichnet werden mussen.
Legt man fur die Grenze zur Hypertrophie die 90. Perzentile fest, so missen 15
Kinder, also 14 % in diese Kategorie einsortiert werden. Oberhalb der

95. Perzentile liegen 10 (9,3 %) der Lebendgeborenen.

3.2 Prasentation der immunhistochemischen c-Met-Farbung

3.2.1 C-Met-Antikorperfarbung der Chorionzotten

Die immunhistochemische Farbung erfolgte mittels eines c-Met-
Priméarantikdrpers. Ausnahmslos nahmen alle Gewebeproben die braunliche
Farbung an, welche allerdings unterschiedlich stark ausgepragt war. Einige
Praparate enthielten eine starke immunhistochemische Reaktion, bei anderen
Gewebeschnitten war der braunliche Farbton so schwach, dass er nur in der

computergestitzten Auswertung zu erkennen war.
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In den Negativ-Kontrollen, die zu jedem Praparat angefertigt wurden, zeigten
sich keine immunhistochemischen Reaktionen.

Auffallig ist eine starkere Reaktion vor allem in der Trophoblastenschicht, wobei
sich der Zytotrophoblast in einigen Proben durch seine intensive Farbung
absetzt. In wenigen anderen Praparaten pragt sich die Reaktion vermehrt im
Synzytotrophoblasten aus.

Im Stroma ist die Braunfarbung in den Zellkernen starker sichtbar, als in der
Interzellularsubstanz. Allerdings stellt sich die Auspragung im gesamten
Stromaanteil deutlich geringer als im Trophoblasten dar.

Im Folgenden werden reprasentative Chorionzotten unterschiedlicher
Farbeintensitat gezeigt und erldutert. Als Beispiel wurden hier die grol3en

ausgewahlten Zotten (siehe Abb. 12-15) verwendet.
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Abbildung 12: Praparat Nr. B0602gr, c-Met, links ohne Maske, rechts mit Maske

Das Praparat Nr.B0602gr prasentiert eine insgesamt sehr geringe
immunhistochemische Reaktion auf den c-Met-Antikoérper. Mit der blaulich
violetten Farbung wird die Hamatoxylinfarbung sichtbar.

Der Zytotrophoblast und das Zellplasma des SZTB sind zu einem hdheren
Anteil schwach gefarbt, als die Kerne des Synzytotrophoblasten, die nur ganz
vereinzelt eine schwache Anfarbung aufweisen.

In der Bildanalyse zeigte sich, dass sich die gesamte Zotte zu 26,31 %, der ZTB
zu 58,83 % und der SZTB zu 38,00 % durch den Farbstoff markieren lasst. Als
schwach erkannt wurden 37,80 % vom SZTB und 58,74 % vom ZTB.
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Abbildung 13: Praparat Nr. 04.04gr, c-Met, links ohne Maske, rechts mit Maske

Das Praparat Nr.04.04gr (Abb. 13) weist eine schwache bis mittelstarke
Anfarbbarkeit auf.

Bei dem konventionellen Score wurden diese Gewebeschnitt aufgrund der
héheren Farbintensitat in die Kategorie 2 (mittelstark gefarbt) einsortiert.

Im Bildanalyse-Score wurden 77,59 % des Zottenanschnittes als gefarbter
Anteil ermittelt. Davon waren 66,20 % schwach und 33,79 % mittelstark gefarbt.
Vorzugsweise wurde der ZTB mit 69,80 % als mittelstark gefarbt und der SZTB
mit 95,08 % als schwach gefarbt klassifiziert.

In diesem Praparat ist die Betonung des ZTB auffallig. Teilweise werden aber
auch die Zellen des Zottenstromas zu einem geringen Anteil mittelstark

angefarbt.

Abbildung 14: Praparat Nr. 205.01gr, c-Met, links ohne Maske, rechts mit Maske

Im Praparat Nr.205.01gr (Abb. 14) fallen die starke Intensitat der Stromazellen
und der Kerne des Trophoblasten auf. Daneben sind das Zellplasma des ZTB
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und SZTB meist mittelstark und das des Stromas zum héheren Anteil schwach
verfarbt.

Insgesamt reagieren 55,07 % des Gewebes immunhistochemisch. Der
Trophoblast ist zu 46,61 % stark und zu 38,05 % mittelstark gefarbt.

Abbildung 15: Praparat Nr. 197.02gr, c-Met, links ohne Maske, rechts mit Maske

Der gesamte Trophoblastenanteil des Praparates Nr.197.02gr (Abb. 15)
prasentiert sich zu 92,39 % als stark gefarbt. Die Farbung des Stroma setzt sich
aus einem 26,39 % stark, einem 29,34 % mittelstark und einem 44,27 %
schwach gefarbten Anteil zusammen.

Auch im konventionellen Score findet sich eine eindeutige Sortierung in die

dritte Kategorie (,stark gefarbt®).

3.2.2 Vergleich von Bildanalyse und konventionellem Farbescore

In den Bildanalyse-Scores (siehe Abb. 16) zeigt sich, dass sich die grol3en und
kleinen Zotten von der Intensitat her gleichermalen anfarben. Im Mittel
erhielten die groRen Zotten eine Punktewert von 96,22 und die kleinen Zotten
112,82 Punkte. Das Minimum der grof3en Zotten lag bei 10,95 und bei den
kleinen Zotten bei 25,91. Maximal konnte eine Farbeintensitat von 216,04
(grolden Zotten) und 257,47 (kleine Zotten) gemessen werden
(Standartabweichung o = 36,88 (grofRe Zotte), o = 42,49 (kleine Zotte)).
Auffallend ist die starkere Farbung des Trophoblasten gegentiber dem Stroma.
Der Synzytotrophoblast und der Zytotrophoblast zeigen eine ahnliche

Farbintensitat.
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Abbildung 16: Mittelwerte des Bildanalyse-Scores fiir die Zottengesamtflache und die
drei unterschiedlichen Kompartimente der groBen und kleinen Zotten
(GR = groBe Zotte, KL = kleine Zotten, SCTB = Synzytotrophoblast, CTB =
Zytotrophoblast)

Die folgende Abbildung 17 zeigt die Mittelwerte des konventionellen Scores fur
die gesamte Zotte und die einzelnen Kompartimente der grof3en und kleinen
Zotten. Hier ist der Synzytotrophoblast schwacher eingestuft worden, als das
Stroma und besonders als der Zytotrophoblast, der am starksten c-Met zu
exprimieren scheint.

Der Gesamtfarbeeindruck belauft sich um den Mittelwert 1,53
(Standartabweichung: o = 0,66) bei den groflden Zotten und bei den kleinen um
den Mittelwert 1,58 (Standartabweichung o = 0,70).

Da es sich bei dem konventionellen Score um einen ordinal skalierten Score mit
vier moglichen Kategorien (nicht, schwach, mittelstark und stark gefarbt)
handelt, werden im Folgenden die Prozente der einzelnen Auspragungen flr
die Gesamtflache aufgefuhrt.

Die grof3en Zotten wurden in 56,4 % der Falle als ,schwach®, in 34,4 % als
,mittelstark und in 9,3 % als ,stark gefarbt* bewertet. 54,1 % der kleinen Zotten

zahlten zu der Auspragung ,schwach gefarbt®, 33,5 % kamen in die Kategorie
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.mittelstark gefarbt* und 12,4 % der kleinen Zotten wurden von den

Untersuchern als ,stark markiert” eingestuft.
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Abbildung 17: Mittelwerte des konventionellen Scores fiir die Zottengesamtflache und
die drei unterschiedlichen Kompartimente der groBen und kleinen Zotten
(GR = groBe Z., KL = kleine Z., GesamtKonv = Gesamte Z., SynzytioKonv =
Synzytotrophoblast, ZytoKonv = Zytotrophoblast, StromaKonv = Stroma)

Aus dem konventionellen Farbescore und der computerstutze Bildanalyse
konnten somit vergleichbare Ergebnisse ermittelt werden.

Um nun beurteilen zu kénnen, ob der Bildanalyse-Score vergleichbar mit der
Einteilung der Chorionzotten in die vier Kategorien ist, werden im Kruskal-
Walllis-Test die vier Kategorien des konventionellen Scores den Scores der
Bildanalyse gegenubergestellt. Der Test erbringt in allen Vergleichen durch
einen p-Wert von 0,000 den Beweis, dass die Zuordnungen der Untersucher in
die vier Kategorien einem entsprechend hohen oder niedrigen Bildanalyse-
Score entsprechen.

Wie in den folgenden Abbildungen der Boxplots fir die gro3en (Abb.18) und
kleinen Zotten (Abb.19) zu sehen ist, liefern der Bildanalyse-Score und der
konventionelle Score flr beide Zottengrof3en vergleichbare Ergebnisse.

Einzelne Ausreil3er sind zwar dargestellt, aber die Quartile der vier
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unterschiedlichen Kategorien Uberschneiden sich zu keinem Zeitpunkt, so dass

von einer beinahe Ubereinstimmenden Einteilung der Untersucher in die vier

Gruppen der Farbeintensitat wie im Bildanalyse-Score ausgegangen werden

kann.

Idanalyse-Score

Abbildung 18: Zuordnung von Bildanalyse-Score in Bezug zu den Kategorien des
konventionellen Scores der groRen Zotten

Bildanalyse-Score

Abbildung 19: Zuordnung von Bildanalyse-Score in Bezug zu den Kategorien des
konventionellen Scores der kleinen Zotten
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3.3 Korrelation der Farbeintensitat mit dem
Schwangerschaftsoutcome

Bevor die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung mit den Daten von
Mutter bzw. Kind korreliert werden konnten, musste eine Abhangigkeit der
Farbeintensitaten vom Gestationsalter bei der CVS ausgeschlossen werden, da
nicht alle Chorionzottenbiopsien zum gleichen Schwangerschaftszeitpunkt
vorgenommen worden waren. Bei einer Abhangigkeit ware eine
Vergleichbarkeit nicht mehr gegeben gewesen. Weder im Bildanalyse-Score
noch im konventionellen Score wurden Signifikanzen festgestellt (siehe Abb. 20
und 21), trotz der scheinbar minimal héheren c-Met-Expression in den CVS
nach der 14. SSW.

WrurktescoreGesamt_GR
120,004 .PunlﬁescoreGesamt_KL

Mittelwert Bildanalyse-Score

=1 4Wochen =1 4Nochen
Gestationsalter bei CVS

Abbildung 20: Mittelwerte des Bildanalyse-Score fiir das Gestationsalter zum Zeitpunkt
der CVS der gesamten Zottenflache der groBen (GR) und kleinen Zotten (KL)
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Abbildung 21: Mittelwerte des Konventionellen Scores fiir das Gestationsalter zum
Zeitpunkt der CVS der gesamten Zottenflache der groBen (GR) und kleinen Zotten (KL)

Um eine weitere Bias (Verzerrung der Resultate) zu verhindern, wurde ebenso
das Kollektiv in die beiden Geschlechter unterteilt und untersucht, ob eine
Abhangigkeit besteht. Auf Grund einer signifikanten Korrelation im
Bildanalysescore im Bereich des Zytotrophoblasten der kleinen Zotten und um
nun eine Verzerrung der Arbeitsergebnisse durch Geschlechtsunterschiede
auszuschlief3en, wurde im Falle signifikanter Ergebnisses der Gbrigen
Untersuchungen die Geschlechter getrennt berechnet. Die anderen
Kompartimente zeigten weder im Bildanalyse- (vergleiche Mittelwerte der
gesamten Zottenflache in Abb.22) noch im konventionellen Score (Abb. 23)

geschlechtlichen Unterschiede.
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Abbildung 22: Mittelwerte des Bildanalyse-Score fiir das Geschlecht in der gesamten
Zottenflache der groBen (GR) und kleinen Zotten (KL).
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Abbildung 23: Mittelwerte des konventionellen Score fiir das Geschlecht in der gesamten
Zottenflache der groBen (GR) und kleinen (KL) Zotten.

Desweiteren wurde die Beeinflussung der Resultate durch die vorliegenden
karyotypischen Unterschiede der Feten unserer Studie untersucht. Wir fanden

im Bildanalyse sowie im konventionellen Score signifikante Unterschiede im
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Farbeverhalten, so dass wir fur die relevanten Korrelationen nur die
Schwangerschaften mit karyotypisch unauffalligen Feten in unseren

Berechnungen bertcksichtigten (vergleiche Kapitel 3.3.6).

3.3.1 Gestationsalter bei CVS

Um die c-Met-Expressionsstarke im Hinblick auf das Gestationsalter zum
Zeitpunkt der Chorionzottenbiopsie zu prufen, wurden die Entnahmen vor und
nach der 14. SSW miteinander verglichen. Es konnten, wie bereits erwahnt, in
den konventionellen sowie in den computergestutzten Bildanalyse-Scores
mittels des Mann-Whitney-Test keine signifikanten Unterschiede beider
Zottengrolien festgestellt werden (PunktescoreGesamt_GR: p=0,235;
PunktescoreSCTB_GR: p=0,558; PunktescoreCTB_GR: p=0,804;
PunktescoreStroma_GR: p=0,160; PunktescoreGesamt_KL: p=0,705;
PunktescoreSCTB_KL: p=0,585; PunktescoreCTB_KL: p=0,883;
PunktescoreStroma_KL: p=0,130; GesamtKonv_GR: p=0,188;
SynzytioKonv_GR: p=0,994; ZytoKonv_GR: p=0,306; StromaKonv_GR:
p=0,074; GesamtKonv_KL: p=1,000; SynzytioKonv_KL: p=0,921; ZytoKonv_KL:
p=1,000; StromaKonv_KL: p=0,243).

3.3.2 Entbindungsalter
Betrachtet man in der folgenden Abbildung (Abb. 24) die Mittelwerte der

Bildanalyse-Scores der vier Gruppen des Entbindungsalters aller
Schwangerschaftsausgange (<25. SSW, 25.- 37. SSW, 37.- 40. SSW,
>40. SSW), so fallt auf, dass ein frihes Entbindungsalter mit einer starkeren

Intensitat korreliert.
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Abbildung 24: Entbindungsalter im Bildanalyse-Score fiir die Gesamtflache der groRen
Zotten

Wie in Abbildung 24 zu sehen, zeigen sich signifikante Ergebnisse im Mann-
Whitney-Test bei den Bildanalyse-Scores der gro3en Zotten im Vergleich der
Farbeintensitat der gesamten Zottenflache bei einem Entbindungsalter unter
der 25. SSW (Fallzahl: 7) und tUber der 40. SSW (p = 0,038) sowie zwischen
den Gruppen < 25. SSW und 37.- 40. SSW (p = 0,04), jedoch nicht beim
Vergleich der Gruppe < 37. SSW (Friihgeborene) und > 37.SSW (termingerecht
Geborene).

Die Gbrigen Berechnungen der Bildanalyse-Scores sowie auch der
konventionellen Scores ergaben keine Signifikanzen im Farbeverhalten
zwischen den einzelnen Gruppen des Entbindungsalters.

Um beurteilen zu kénnen, ob die Analyse der unterschiedlichen c-Met-
Expression als Methode zur Ermittlung eines méglichen Risikos zur
Frihgeburtlichkeit geeignet ist, wurde zur Qualifizierung als diagnostischen Test
sogenannte ROC-Analysen (Receiver Operating Characteristics) durchgefihrt.
Anhand einer ROC-Kurve kann die AUC (,area under the curve®) berechnet
werden, welche ein Gitezeichen zur Beurteilung des zu untersuchenden
Testverfahren darstellt. Mdgliche Werte liegen dabei zwischen 0 und 1, wobei 1

dabei dem idealen Test entspricht. Verlauft die ROC-Kurve entlang der
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Winkelhalbierenden, entspricht das einer AUC von 0,5 und der Test ist nicht
verwertbar.
Im Rahmen des Bildanalyse-Scores der gro3en gesamten Zottenflache

ergeben sich folgende Ergebnisse:

Sensitivitat

1,07

.1 0.1 l.? 1.4 U3 0.6 1.7 U, o 0.9 1.1
1-Spezifitat

Abbildung 25: ROC-Kurve fiir das Entbindungsalter (<25. SSW versus >25. SSW) in
Bezug auf den Bildanalyse-Score der Gesamtflache der groBen Zotten

Die AUC misst eine Grélie von 0,737. Der optimale Trennpunkt (univariate

Diskriminanzanalyse) wurde bei 112,85 errechnet.

Trennpunkt: Testergebnis Gesamt
112,85 richtig falsch
<25.88W | " ° 2 ’
% 71,43 28,57 100,0
525 SSW n 96 37 133
% 72,18 27,82 100,0
Gesamt n 101 39 140
% 72,14 27,86 100,0

Tabelle 5: Kreuztabelle fiir Entbindungsalter und Bildanalyse-Score (Zuordnung zur
Gruppe der <25.SSW-geborenen Kinder)
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Aus der Tabelle 5 ergeben sich folgende Werte:

Spezifitat: 72,18%

Sensitivitat: 71,43%

Positive Likelihood Ratio: 2,57

Negative Likelihood Ratio: 0,40

Relatives Risiko: 5,83

Das bedeutet, dass ab einem Wert von Uber 112,85 im Bildanalyse-Score das
relative Risiko fur eine Frihgeburt 5,8fach erhdht ist (siehe Abb.26).
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Abbildung 26: Boxplot fiir das Entbindungsalter der Gruppen <25. SSW und >25.SSW in
Bezug auf den Bildanalyse-Score der groBen Zotten (gesamte Zottenflache) p=0,035

Wenn man nun das Entbindungsalter ausschlieRlich der lebendgeborenen
Kinder betrachtet ergeben sich bei dem Vergleich der drei Gruppen 25.- 37.
SSW, 37.- 40. SSW und >40. SSW in den Bildanalyse-Scores und
konventionellen Scores mittels des Mann-Whitney-Test keine signifikanten

Unterschiede.
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3.3.3 Geburtsgewicht

Im Rahmen der Berechnungen des Geburtsgewichtes, also der Perzentile
(siehe Kapitel 2.2) schlossen wir nur die Lebendgeborenen mit ein, da uns der
Vergleich des Gewichtes zwischen einem Abort beziehungsweise einem
totgeborenen Kind und einem lebensfahigen Kind nicht sinnvoll erschien, zumal
die unterschiedlichsten Grunde fur den negativen Schwangerschaftsausgang in
Betracht zu ziehen sind.

In den Abbildungen 27 und 28 werden die Unterschiede der Mittelwerte des
konventionellen Scores fur lebendgeborene Kinder mit normwertigen Gewicht
(5.- 95. angeglichene Perzentile) und fur hypotrophe (<5. angeglichene
Perzentile) sowie hypertrophe (>95. angeglichene Perzentile) lebendgeborene
Kinder dargestellt. Fur die Berechnung wurden die Kinder mit unauffalligem

Karyotyp ausgewahlt.

M Gesamtionv_GR
2 E cesamtiony_KL

Mittelwert Konventioneller Score
- n
1 |

=
in
1

5-95.

Angeglichene Perzentile

Abbildung 27: Konventioneller Score der gesamten Flache der groBen und kleinen
Zotten fiir lebendgeborene Kinder mit angeglichenen Perzentilen
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Abbildung 28: Konventioneller Score der groBen Zotten mit Aufteilung in die einzelnen
Kompartimente fiir lebendgeborene Kinder mit angeglichenen Perzentilen

Im Mann-Whitney-Test des konventionellen Scores zeigen sich signifikante
Unterschiede. Hierbei wurden die grolden Zotten bei Kindern unter der

5. Perzentile und Gber der 95. Perzentile starker angefarbt als bei Kindern mit
einem normwertigen Gewicht (5.- 95. angeglichene Perzentile). Als signifikant
erwies sich hierbei der Unterschied zwischen der 5.- 95. Perzentile und >95.
Perzentile im Zytotrophoblasten der grof3en Zotten mit einem p-Wert von 0,034.
Auch hier wurde eine ROC-Analyse durchgefihrt (Abb. 29).
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Abbildung 29: ROC-Kurve fiir die angeglichenen Perzentile (5.-95. versus >95. Perzentile)
in Bezug auf den Konventionellen Score des CTB (gr. Zotten)

Das Integral unter der Winkelhalbierenden misst 0,631. Der Trennpunkt

(univariate Diskriminanzanalyse) befindet sich bei 2,67.

Tabelle 6: Kreuztabelle fiir die angeglichenen Perzentile und Konventionellen Score

Testergebnis

Trennpunkt: 2,67 — Gesamt
richtig falsch
n 13 98 111
5.-95.
% 11,7 88,3 100,0
n 11 0 11
>95.
% 100 0,0 100,0
n 24 98 122
Gesamt
% 19,7 80,3 100,0

(Zuordnung zur Gruppe der Kinder >95. Perzentile) des CTB (gr. Zotten)

Aus der Tabelle 6 ergeben sich folgende Werte:
Sensitivitat: 100,00%
Spezifitat: 11,71 %
Positiver Likelihood-Quotient: 1,13
Negativer Likelihood-Quotient: 0,00
Relatives Risiko: 2,93
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Mit diesen Ergebnissen ist das relative Risiko fur eine Schwangere mit der
Kategorie ,stark gefarbt (Trennpunkt von 2,67) im konventionellen Score, ein

hypertrophes Kind zu bekommen, fast dreifach erhéht.

In den anderen Kompartimenten wurden keine signifikanten Unterschiede
gefunden. Bei den kleinen Zotten der hypertrophen Kinder sind diese starker
markiert als bei den normotrophen und hypotrophen Kindern.

In den Bildanalyse-Scores sind keine signifikanten Unterschiede zu
verzeichnen, obwohl sich in Abbildung 30 ebenfalls die Tendenz wie im
konventionellen Score sowohl bei den grof3en (hypotroph/hypertroph >
normotroph), als auch bei den kleinen Zotten (hypertroph >

hypotroph/normotroph) abzeichnet.

BFunktescoreGesamt_GR
120,00 .Punhescore@esarrrt_KL

Mittelwert Bildanalyse-Score

5-85.

Angeglichene Perzentile

Abbildung 30: Bildanalyse-Score fiir lebendgeborene Kinder mit <5., 5.- 95. und >95.
angeglichenen Perzentilen der gesamten Flache der groBen und kleinen Zotten.



Ergebnisse 59

3.3.4 Geschlecht

Im Rahmen der Untersuchung der Geschlechter im Hinblick auf die
Farbeintensitat fanden sich in den Bildanalyse-Scores bis auf die Unterschiede
im Zytotrophoblasten der kleinen Zotten (PunktescoreCTB_KL: p= 0,025) im
Mann-Whitney-Test (mit unauffalligem Karyotyp) keine weiteren signifikanten
Differenzen (PunktescoreGesamt_GR: p=0,987; PunktescoreSCTB_GR:
p=0,486; PunktescoreCTB_GR: p=0,914; PunktescoreStroma_GR: p=0,840;
PunktescoreGesamt_KL: p=0361; PunktescoreSCTB_KL: p=0,913;
PunktescoreStroma_KL: p=0,199). Auf Grund dieser Korrelation und um eine
Verzerrung der Arbeitsergebnisse durch Geschlechtsunterschiede
auszuschliefen wurden im Falle eines signifikanten Ergebnisses der ubrigen
Untersuchungen die Geschlechter getrennt berechnet.

Wie im Balkendiagramm (Abb. 23) der Mittelwerte des konventionellen Scores
zu sehen ist, exprimieren die kleinen Zotten der mannlichen Feten geringfiigig
mehr c-Met, doch auch hier zeigt sich kein signifikantes Ergebnis
(GesamtKonv_GR: p= 1,000; SynzytioKonv_GR: p=0,334; ZytoKonv_GR:
p=0,294; StromaKonv_GR: p=0,230; GesamtKonv_KL: p=0,293;
SynzytioKonv_KL: p=0,661; ZytoKonv_KL: p=0,093; StromaKonv_KL.:
p=0,274).

3.3.5 Ausgang der Schwangerschaft

Fir die Untersuchung des Schwangerschaftsausganges erschien es uns
sinnvoll die Gruppe der Lebendgeborenen mit den Schwangerschaften zu
vergleichen, bei denen es ungewollt zu einer vorzeitigen Beendigung der
Schwangerschaft und somit zu keiner Lebendgeburt gekommen ist. Somit
stellten wir den Lebendgeborenen die Gruppe der Spontanaborte und der
intrauterinen Fruchttode gegenuber. Auf Grund der sehr geringen Fallzahl
wurden beide letzteren zusammengefasst.

Da die Schwangerschaften, bei denen ein freiwilliger Abbruch durchgefihrt
wurde, eine durch duReren Einfluss entstandene heterogene Gruppe darstellt,
in der sowohl chromosomal auffallige als auch unauffallige Feten vertreten sind,
soll diese hier nicht als eigene Kohorte betrachtet werden.
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Im Bildanalyse-Score lasst sich fir das Kollektiv mit unauffalligem Karyotyp ein
signifikanter Unterschied im Mann-Whitney-Test bei der Testung der gesamten
Zottenflache der grolden Zotten und des Stromas der grof3en Zotten in Bezug
zum Ausgang der Schwangerschaft darstellen. Wie in der folgenden Abbildung
31 sichtbar, ist hierbei die Farbeintensitat (Mittelwerte der Bildanalyse-Scores)
der Gruppe der Spontanabort und intrauteriner Fruchttode starker als bei der
Gruppe der Lebendgeborenen (PunktescoreGesamt_GR: p=0,03,
PunktescoreStroma_GR: p=0,01).

M Gesanmte Zotte (grof)
120,004 Hstroma (grofe Zotte)

1p=0,03 i

Mittelwert

Lebendgebarense Spontanaborte und IUFT

Schwangerschaftsausgang

Abbildung 31: Mittelwerte der Bildanalyse-Scores der gesamten grofRen Zotten und des
Stromas der groRBen Zotten von Lebendgeborenen versus Spontanaborte/lntrauterinen
Fruchttode

Die gesamten Zotten (gro3) wurden darauf hin genauer untersucht und es

erfolgte eine ROC-Analyse.
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Bildanalyse-Score (Gesamte groRe Zotte)
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Abbildung 32: Boxplot fiir den Schwangerschaftsausgang in Bezug auf den Bildanalyse-

Score der groBen Zotten (gesamte Flache); p=0,030
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Abbildung 33: ROC-Kurve fiir die Schwangerschaftsausgéange (lebend versus
IUFT/Abort) in Bezug auf den Bildanalyse-Score (Gesamte grofRe Zotte)

Fir das Integral unter der ROC-Kurve ergibt sich ein Wert von 0,68.

Der optimale Trennpunkt (Diskriminanzanalyse) ist auf 96,97 berechnet worden.
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Trennpunkt: Testergebnis Gesamt
96,97 richtig falsch

lebend n 66 36 102

% 64,71 35,29 100,0
Abort/ IUFT | 4 4 1

% 64,7 36,36 100,0

Gesamt n 75 39 113
% 64,6 35,4 100,0

Tabelle 7: Kreuztabelle fiir den Schwangerschaftsausgang und den Bildanalyse-Score
der groBen gesamten Zotten (Zuordnung zur Gruppe Abort/IUFT)

Aus der Tabelle 7 lassen sich folgende Werte berechnen:

Sensitivitat: 63,64
Spezifitat: 64,71

Positiver Likelihood-Quotient: 1,80
Negativer Likelihood-Quotient: 0,56

Relatives Risiko: 2,85

Das relative Risiko flr einen negativen Schwangerschaftsausgang ist demnach

fur eine Mutter, bei der die Farbeintensitat im Bildanalyse-Score der gesamten

grol3en Zotten von Uber 96,97 festgestellt wird, 2,85fach erhoht.

Ebenso wurde auch fir das Stroma der grolen Zotten eine ROC-Kurve

angelegt.
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Bildanalyse-Score (Stroma der grofien Zotten)
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Abbildung 34: Boxplot fiir den Schwangerschaftsausgang in Bezug auf den Bildanalyse-
Score des Stromas der groBen Zotten; p=0,010
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Abbildung 35: ROC-Kurve fiir die Schwangerschaftsausgange (lebend versus
IUFT/Abort) in Bezug auf den Bildanalyse-Score (Stroma der groRBen Zotte)

Der AUC betragt 0,716 und der optimale Trennpunkt liegt bei 67,52.
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Trennpunkt: 67,52 Testergebnis Gesamt
richtig falsch
lebend n 69 33 102
% 67,65 32,35 100,0
Abort/ IUFT | " ® ° 1
% 54,44 45,45 100,0
Gesamt n 75 38 114
% 66,4 33,6 100,0

Tabelle 8: Kreuztabelle fiir den Schwangerschaftsausgang und den Bildanalyse-Score
des Stromas der groBen gesamten Zotten (Zuordnung zur Gruppe Abort/IUFT)

Wir errechneten aus der Tabelle die folgenden Werte:

Sensitivitat: 67,65

Spezifitat: 54,55

Positiver Likelihood-Quotient: 1,69

Negativer Likelihood-Quotient: 0,67

Relatives Risiko: 2,28

Eine Mutter mit einer c-Met-Intensitat im Stroma der gro3en Zotte von Uber

67,62 im Bildanalyse-Score hatte ein 2,28fach erhdhtes relatives Risiko.

Im konventionellen Score (Mann-Whitney-Test) sind keine signifikanten
Unterschiede zu verzeichnen, die Zotten bei Spontanabort oder IUFT als
Ausgang zeigen aber eine minimal héhere Farbeintensitat (siehe Tabelle 9 und
Abbildung 36) (GesamtKonv_GR: p= 0,737; SynzytioKonv_GR: p=0,709;
ZytoKonv_GR: p=0,330; StromaKonv_GR: p=0,307; GesamtKonv_KL: p=0,677;
SynzytioKonv_KL: p=0,102; ZytoKonv_KL: p=0,607; StromaKonv_KL.:
p=0,515).
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GesamtKonv_GR

schwach | Mittelstark | stark

gefarbt gefarbt | gefarbt | Gesamt

Ausgang Lebendgeborene Anzahl 65 32 6 103

% von Ausgang]l  63,1% 31,1% 5,8%| 100,0%

Spontanaborte + IUFT Anzahl 6 5 0 11

% von Ausgang| 54,5% 45,5% ,0%| 100,0%

Gesamt Anzahl 71 37 6 114

% von Ausgang| 62,3% 32,5% 5,3%| 100,0%

Tabelle 9: Kreuztabelle des konventionellen Scores der groBen Zotten (gesamte Flache)
fur die Schwangerschaftsausgange (Chi-Quadrat-Test p=0,48; Exakter Test nach Fischer:
p =0,735)

=
- R
1 1

Mittelwert Konventioneller Score (Gesamte groRe Zotte)
9

Lebendgeborene Spontanaborte und IUFT

Schwangerschaftsausgang

Abbildung 36: Mittelwerte des konventionellen Scores von Lebendgeborenen versus
Spontanaborte/intrauterinen Fruchttode

3.3.6 Karyotyp

Der Vergleich der durchschnittlichen Farbeintensitat in den Bildanalyse-Scores
zwischen unauffalligem und auffalligem Karyotyp in der folgenden Abbildung 37
soll die signifikanten Unterschiede verdeutlichen.
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Hierbei stellt sich ein unauffalliger Karyotyp im Vergleich zum auffélligen

Karyotyp mit einer deutlich starkeren Farbeintensitat dar.

200,00 I ] p=0,045

I ] p=0,006
p=0,029 [ 1
p=0,005 1

150,00

]

¥

100,004

Mittelwert des Bildanalyse-Scores

50,00

0,00 NN QNN
uniauffallig auffilliy

Karyotyp

[l Gesamte Zaotte (grof)
[ESCTE (grofe Zotte)
[ZJCTE (grofe Zotte)
[Jstroma (grofie Zotte)
B Gesante Zotte (klein)
BSCTE (kleine Zotte)
WCTE (kleine Zette)

W stroma (klsine Zette)

Abbildung 37: Bildanalyse-Score fiir den Karyotyp, es sind signifikante Unterschiede

dargestellt

Im Mann-Whitney-Test wurden Signifikanzen fur den Bildanalyse-Score in den

verschiedenen Kompartimenten errechnet (PunktescoreSCTB_GR: p=0,045;
PunktescoreCTB_GR: p=0,006; PunktescoreSCTB_KL: p=0,029;
PunktescoreCTB_KL: p=0,005). Nicht signifikante Unterschiede zeigen sich

jedoch ebenfalls (PunktescoreGesamt_GR: p=0,053; PunktescoreStroma_GR:
p=0,239; PunktescoreGesamt_KL: p=0,062; PunktescoreStroma_KL: p=0,061).
Auch hier erfolgte fiir den Zytotrophoblasten der grofden Zotten eine ROC-

Analyse.
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Abbildung 38: ROC-Kurve fiir den Karyotyp (unauffallig/aufféllig) in Bezug auf den
Bildanalyse-Score (CTB der groRen Zotten)

Die AUC betragt 0,735. Fur den optimalen Trennpunt wurde der Wert 131,92

ermittelt.

T Kt Testergebnis
rennpunkt:
131,92 Gesamt
richtig falsch
unauffalliger | n 98 56 154
Karyotyp | o 63,6 36,4 100,0
auffalliger n 13 5 18
Karyotyp | % 72,2 27,8 100,0
Gesamt : L 61 172
% 64,5 35,5 100,0

Tabelle 10: Kreuztabelle fiir den Karyotyp und Bildanalyse-Score (Zuordnung zur Gruppe
der chromosomalen Aberrationen) fiir das Kompartiment CTB der groen Zotten

Folgende Werte ergeben sich aus dieser Tabelle (Tab.10):
Spezifitat: 63,64%

Sensitivitat: 72,22%

Positiver Likelihood-Quotient: 1,99

Negativer Likelihood-Quotient: 0,44
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Relatives Risiko: 3,88

Das bedeutet, dass das relative Risiko 3,88fach erhoht ist, wenn bei einer
Schwangeren im Bildanalyse-Score des CTB der grof3en Zotten eine Intensitat
unter 131,92 festgestellt wirde. Zur Veranschaulichung erstellten wir einen
Boxplot (siehe Abb. 39).

300,00

250,00

200,00

150,00

100,00

PunktescoreCTB_GRneu

50,00

0,00 —

T T
unauffallig auffallig

Karyotyp

Abbildung 39: Boxplot fiir den Karyotyp in Bezug auf den Bildanalyse-Score der groflen
Zotten (CTB)

Auch im konventionellen Score ergaben sich, wie in Abbildung 40 zu sehen,
besonders im Bereich des Zytotrophoblasten der groRen Zotten und der
gesamten Flache der kleinen Zotten im Vergleich des unauffalligen (starke
Intensitat) zum auffalligen Karyotyps (schwachere Intensitat) signifikante
Unterschiede (ZytoKonv_GR: p=0,039, GesamtKonv_KL: p=0,042).
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p=0 , 039 M Zytoltony_GR

B Gesamtiony_KL

Mittelwert des konventionellen Scores

unauffallig auffilig

Karyotyp

Abbildung 40: Konventioneller Score fiir den Karyotyp, es sind signifikante Unterschiede
im Zytotrophoblasten der groBen Zotten und in der gesamten Zottenflache der kleinen

Zotten dargestellt

Anschlie3end erstellten wir eine ROC-Kurve, wie in Abb.41 sichtbar.
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Abbildung 41: ROC-Kurve fiir den Karyotyp (unauffallig/auffillig) in Bezug auf den

Konventionellen Score fiir die kleinen Zotten (gesamte Zottenflache)

Der Wert fir die Flache unter der Kurve betragt 0,633 und fur den Trennpunkt

2,87.
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Trennpunkt: 2,87 Testergebnis Gesamt
Richtig falsch
unauffalliger | n 130 22 152
Karyotyp | o, 85,5 14,47 100,0
auffalliger n 1 17 18
Karyotyp | o, 5,6 94,4 100,0
Gesamt n 88 82 170
% 77,1 22,9 100,0

Tabelle 11: Kreuztabelle fiir den Karyotyp und Konventionellen Score (Zuordnung zur
Gruppe der chromosomalen Aberrationen) fiir die gesamte Flache der kleinen Zotten

Es ergeben sich folgenden Werte aus dieser Tabelle (Tab.11):

Spezifitat: 85,53%

Sensitivitat: 5,56%

Positive Likelihood Ratio: 0,38

Negative Likelihood Ratio: 1,10

Relatives Risiko: 0,38

Sobald also die kleinen Zotten in die Kategorie ,mittelstark gefarbt” einsortiert
werden, bedeutet dies ein 0,38fach erhdhtes relative Risiko der Schwangeren

ein Kind mit einem auffalligen Karyotyp zu haben.

3.3.7 Nackentransparenz

Untersucht man die Farbeintensitat im Hinblick auf die Nackentransparenz, so
erscheint es sinnvoll eine Dicke der Nackenstruktur von kleiner als 3 mm mit
einer Uber 3 mm zu vergleichen, zumal in der Praxis eine Dicke von mehr als

3 mm im Sinne eines Nackenddems ein moglicher Hinweis fur eine
Chromosomenstorung (3,5-4,4 mm: Pravalenz von 21%, 4,5-5,4 mm: Pravalenz
von 33,3%, 5,5-6,4 mm: Pravalenz von 50,5%, >6,5 mm: Pravalenz von
64,5%), einen Neuralrohrdefekt oder einen Herzfehler sein kann, und somit als
pathologisch gewertet werden sollte [86, 115].

Far die Nackentransparenz lassen sich im Mann-Whitney-Test des Bildanalyse-
Scores und des konventionellen Scores in Bezug auf die Farbeintensitat keine

Signifikanzen nachweisen.
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Im Bildanalyse-Score wird ersichtlich, dass die Intensitat bei einer niedrigeren
Nackentransparenz starker ist als bei einer Nackentransparenz tber 3 mm. Im

konventionellen Score zeigt sich ein gegenteiliges Bild (siehe Abb.42).

100,004

50,004

60,007

40,007

Mittelwert Bildanalyse-Score

20,009

0,00 T T
=3mm =3mm

Nackentransparenz

Abbildung 42: Mittelwerte des Bildanalyse-Scores und des konventionellen Scores der
Gesamtflache der groBen Zotten fiir die Nackentransparenz.

3.3.8 Lange

Zur Untersuchung der Korrelation von Kindslange und Expressionsstarke von
c-Met in den Zotten, wurden im Test nur die chromosomal Unauffalligen mit
eingerechnet. In beiden Scores sind weder Tendenzen der Farbeintensitat noch
Signifikanzen fur die Lange (<50 cm versus >50 cm) der lebenden
Neugeborenen zu erkennen (Bildanalysescore: PunktescoreGesamt_GR:
p=0,229; PunktescoreSCTB_GR: p=0,347; PunktescoreCTB_GR: p=0,241;
PunktescoreStroma_GR: p=0,169; PunktescoreGesamt_KL: p=0,456;
PunktescoreSCTB_KL: p=0,941; PunktescoreCTB_KL: p=0,854;
PunktescoreStroma_KL: p=0,904; Konventioneller Score: GesamtKonv_GR: p=
0,168; SynzytioKonv_GR: p=0,583; ZytoKonv_GR: p=0,163; StromaKonv_GR:
p=0,499; GesamtKonv_KL: p=0,693; SynzytioKonv_KL: p=0,950; ZytoKonv_KL.:
p=0,649; StromaKonv_KL: p=0,096).



Ergebnisse 72

3.3.9 Sonographische und postnatale Parameter

3.3.9.1 Biparietaler Durchmesser

Vergleicht man die Mittelwerte des Bildanalyse-Scores der Gesamtflache der
grolien Zotten miteinander (Abb. 43), so steigt die Farbeintensitat mit dem
biparietalen Durchmesser (BPD). Ein BPD unter 16 mm korreliert im Mittel mit
einem Punktwert von 91,16 , ein BPD von 16 - 24 mm mit 95,55 Punkten und
bei einem biparietalen Kopfdurchmesser von mehr als 24 mm kann ein

Mittelwert von 98,36 verzeichnet werden.
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Biparietaler Durchmesser

Abbildung 43: Mittelwerte beider Scores der gesamten Flache der groBen Zotten fiir den
Biparietalen Durchmesser

Allerdings konnen diese in der Abbildung sichtbaren Unterschiede des
Bildanalyse-Scores zwischen einem BPD von <16 mm versus >24 mm lediglich
mit signifikanten Werten aus dem Mann-Whitney-Test fir das Kompartiment
des Stromas der groflden Zotten (p = 0,039) bestatigt werden.

Im konventionellen Score zeigen sich nicht so deutliche Unterschiede im
Vergleich der Mittelwerte des Gesamtfarbeeindrucks der gro3en Zotten (Abb.
43). Auch hier ist das Stroma der grof3en Zotte bei Kindern mit einem BPD Uber
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24 mm deutlich starker angefarbt, als bei Neugeborenen mit einem
Durchmesser unter 16 mm (p = 0,072).

3.3.9.2 Femurlange

Die Abbildung 44 1asst vermuten, dass die Femurlange mit der Farbeintensitat
so korreliert, dass die Zotten eines Kindes mit einer mittleren Femurlange von
6-13 mm starker angefarbt werden, als bei Neugeborenen mit einer Femurlange
von unter 6 mm und uber 13 mm.

Allerdings zeigen sich in den Bildanalyse-Scores sowie in den konventionellen

Scores der grof3en Zotten keine signifikanten Unterschiede.

100,00 =
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20,005

<Bmm klgin G-13mm mittel =13mm grof?

Femurlinge

Abbildung 44: Mittelwerte des Bildanalyse-Score und des konventionellen Score der
Gesamtflache der groBen Zotten fiir die Femurlange

3.3.9.3 Kopfumfang

Bei der Untersuchung des Kopfumfanges im Hinblick der c-Met-Markierung sind
in beiden Scores weder signifikante noch auffallige Unterschiede zu finden.
Im Rahmen des Vergleiches der Mittelwerte der Bildanalyse-Scores und der

konventionellen Scores entsteht dennoch der Eindruck, dass sich bei Kindern
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mit einem kleineren Kopfumfang die Chorionzotten starker anfarben lassen
(Abb. 45).
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Kopfumfang

Abbildung 45: Mittelwerte des Bildanalyse-Score und des konventionellen Score der
Gesamtflache der groBen Zotten fiir den Kopfumfang.

3.3.9.4 ScheitelsteiBlange

Es lassen sich im Bildanalyse-Score im Hinblick auf die Scheitelsteilange und
der Farbeintensitat weder Signifikanzen noch Tendenzen nachweisen, ebenso
wie im konventionellen Scoring (Mann-Whitney-Test). Hierbei fallt allerdings
auf, dass die mittelstark gefarbten Zotten mit einer langeren SSL korrelieren
(unauffalliger Karyotyp).
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Abbildung 46: Mittelwerte des Bildanalyse-Scores und des konventionellen Scores der

Gesamtflache der groBen Zotten fiir die Scheitelsteilange.

Kreuztabelle

GesamtKonv_GR

schwach gefarbt|mittelstark gefarbt|stark gefarbt|Gesamt

SSL <44,99 klein Anzahl 11 8 2 21
% von SSL 52,4% 38,1% 9,5%(100,0%

45-65 mittel Anzahl 53 25 8 86

% von SSL 61,6% 29,1% 9,3%|100,0%

>65 gro  Anzahl 14 17 2 33

% von SSL 42,4% 51,5% 6,1%|100,0%

Gesamt Anzahl 78 50 12 140

% von SSL 55,7% 35,7% 8,6%|100,0%

Tabelle 12: Kreuztabelle des konventionellen Scores des Farbegesamteindruckes in

Verbindung mit der ScheitelsteiBlange
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3.4 Korrelation der Farbeintensitat mit den Patientendaten

3.4.1 Alter der Patientin

Wenn man die Schwangerschaften von Frauen, die alter als 35 Jahren sind, als
Risikoschwangerschaften bewertet, lassen sich im Mann-Whitney-Test
signifikante Unterschiede zwischen den unter 35-Jahrigen und den tber 35-
Jahrigen in unterschiedlichen Kompartimenten der Zotten sowohl in den
Bildanalyse-Scores als auch in den konventionellen Scores aufzeigen.
Signifikanzen sind nachweislich bei der Farbeintensitat der Zytotrophoblasten
der grof3en und kleinen Zotten, sowie der gesamten Zottenflache der kleinen
Zotte zu finden (PunktescoreCTB_GR: p=0,031; PunktescoreGesamt_KL.:
p=0,020; PunktescoreCTB_KL: p=0,027; GesamtKonv_KL: p=0,040;
ZytoKonv_KL: p=0,018).

In den anderen Kompartimenten sind keine Unterschiede aufzuzeigen
(PunktescoreGesamt_GR: p=0,486; PunktescoreSCTB_GR: p=0,541;
PunktescoreStroma_GR: p=0,692; PunktescoreSCTB_KL: p=0,070;
PunktescoreStroma_KL: p=0,094; GesamtKonv_GR: p= 0,830;
SynzytioKonv_GR: p=0,360; ZytoKonv_GR: p=0,053; StromaKonv_GR:
p=0,641; SynzytioKonv_KL: p=0,236; StromaKonv_KL: p=0,646).

Betrachtet man in der folgenden Abbildung (Abb. 47) die Mittelwerte der
Bildanalyse-Scores flr die Risikoschwangerschaften (>35 Jahren) und der
Frauen, die zur Zeit der Schwangerschaft unter 35 Jahren alt waren, so wird
deutlich, dass die Risikoschwangerschaften mit einer hdheren Farbeintensitat

korrelieren.
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Abbildung 47: Mittelwerte der Bildanalyse-Scores der groBen Zotten von Patientinnen
unter 35 Jahren und uber 35 Jahren (Risikoschwangerschaft)

3.4.2 Nikotinkonsum

Um einen maoglichen Zusammenhang zwischen der Expressionsstarke und dem
Nikotinkonsum in der Schwangerschaft zu prifen, wurden im Mann-Whitney-
Test die Raucherinnen den Nichtraucherinnen gegenubergestellt. Es wurden
nur die Falle mit einem unauffalligen Karyotyp ausgewahit.

Da sich keine Signifikanzen zeigen (PunktescoreGesamt_GR: p=0,893;
PunktescoreSCTB_GR: p=0,380; PunktescoreCTB_GR: p=0,547;
PunktescoreStroma_GR: p=0,438; PunktescoreGesamt_KL: p=0,320;
PunktescoreSCTB_KL: p=0,458; PunktescoreCTB_KL: p=0,345;
PunktescoreStroma_KL: p=0,512), ist ein Zusammenhang zwischen der
Farbeintensitat und dem Konsumverhalten nicht zu vermuten. Wenn man
jedoch die folgende Abbildung (Abb. 48) mit den Mittelwerten der Bildanalyse-
Scores und der konventionellen Scores betrachtet, so zeigt sich bei den grolen
Zotten eine geringflgig hdhere durchschnittliche Farbeintensitat der Praparate
der Raucherinnen als bei den Nichtraucherinnen (Fallzahl: 28 Raucher, 120

Nichtraucher).
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Abbildung 48: Mittelwerte der Bildanalyse-Scores der groBen Zotten von Raucherinnen
und Nichtraucherinnen

3.4.3 Alkohol

Stellt man die Frauen, die in der Schwangerschaft Alkohol konsumiert haben,
den Frauen gegenuber, die abstinent waren, so lassen sich durch den Mann-
Whitney-Test der Bildanalyse-Scores sowie der konventionellen Scores keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Farbeintensitat darstellen
(PunktescoreGesamt_GR: p=0,774; PunktescoreSCTB_GR: p=0,929;
PunktescoreCTB_GR: p=0,981; PunktescoreStroma_GR: p=0,610;
PunktescoreGesamt_KL: p=0,390; PunktescoreSCTB_KL: p=0,078;
PunktescoreCTB_KL: p=0,285; PunktescoreStroma_KL: p=0,462).

Auch hier beruhen die Berechnungen auf den Daten der Kinder mit
unauffalligem Karyotyp. Die Fallzahl der Alkohol konsumierenden Frauen ist

allerdings sehr gering (>5).
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Patientenkollektiv und Untersuchungsmaterial

Die Daten dieser Studie stammen aus einem Patientenkollektiv, welches durch
die Frauenklinik der Uniklinik MUnster nach einer bestimmten
Indikationsstellung zur Chorionzottenbiopsie ausgewahlt wurde. Da es sich bei
diesen Indikationen unter anderem um Auffalligkeiten im Ultraschall, ein hohes
mutterliches Alter oder um Komplikationen einer vorausgegangen
Schwangerschaft handelt, kann dieses Kollektiv nicht als reprasentativ fur die
Grundgesamtheit aller Frauen gelten.

Man kann bei den ausgewahlten Patientinnen also von einem Risikokollektiv
sprechen, so dass dadurch eine héhere Anzahl von
Chromosomenaberrationen, induzierte Aborte,
Schwangerschaftskomplikationen und eine héheres Durchschnittsalter erklarbar
sind. Ethisch ware es nicht vertretbar, bei gesunden jungen Muttern mit
vermutlich gesunden Kindern eine Chorionzottenbiopsie durchzufihren, um im
Rahmen einer Studie reprasentative Daten flr die Grundgesamtheit aller
Frauen zu erhalten.

Da das Zottengewebe zunachst fur die eigentliche Untersuchung
(Karyotypisierung) und bereits fur andere Studienzwecke (COX-1-/COX-2-
Expression und VEGF-, PIGF-, Flt-1- und Flk-1- Expression, Syndecan-1-
Expression) verwendet wurde, sind in wenigen Proben nur eine sehr geringe
Anzahl von gut angeschnittenen Zotten und teilweise auch unbrauchbares
Material vorzufinden.

Bei der mikroskopischen Betrachtung fiel auf, dass einige Zottenpraparate in
aufeinander folgenden Objekttragern insgesamt leicht intensiver angefarbt
erschienen als andere, moglicherweise verursacht durch die Fixierung, die
H.E.-Farbung oder die Antikdrperfarbung (siehe Kapitel 4.1.3-4).

Die Doppelverblindung dieser Studie war zu jeder Zeit gegeben, da weder
wahrend der Vorbereitung der Chorionzottenpraparate noch wahrend der
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Auswertung den beteiligten Personen Daten der Schwangeren, deren

Schwangerschaft und zum Outcome des Kindes bekannt waren.

4.1.2 Daten zu Patientinnen und kindlichem Outcome

Fur die statistische Auswertung wurden Daten zu den Patientinnen und ihrem
Schwangerschaftsoutcome aus der PIA-Fetal Database, einer Datenbank der
pranataldiagnostischen Abteilung der Universitatsfrauenklinik Munster,
verwendet.

Durch direkte Befragung oder Uber einen Fragebogen erhielt man weitere
Daten zum spateren Schwangerschaftsverlauf, kindlichen Outcome,
Entbindungstermin, Gestationsalter bei Entbindung, Schwangerschaftsausgang,
Geburtsgewicht und Geburtslange bei Entbindung, sowie zum Nikotin- und
Alkoholkonsum wahrend der Schwangerschaft.

Unter Risikokollektiv versteht man eine Gruppe von Patientinnen, die sich aus
einer speziellen Indikation heraus der Chorionzottenbiopsie unterziehen. In
diesem Kollektiv kann es somit haufiger zu Komplikationen kommen.

In unserer Studie war auffallig, dass nur eine sehr geringe Anzahl von
Komplikationen wahrend der Schwangerschaft, wie beispielsweise Blutungen
(1 Fall, Pravalenz: 0,55 %), Gestationsdiabetes (1 Fall, Pravalenz: 0,55 %),
Praklampsie (0 Falle) oder Infektionen (1 Fall, Pravalenz: 0,55 %), vorzeitige
Wehen (3 Falle, Pravalenz: 1,96 %), vorzeitiger Blasensprung (3 Falle;
Pravalenz: 1,96 %) die unter anderen auch zu Aborten oder IUFT flihren
kénnen, aufgelistet wurden. Die Pravalenz beispielsweise fur die Praklampsie
liegt aber zwischen 2 — 8% und fur den Gestationsdiabetes zwischen 3,2% -
4,8% [37, 40].

Zu erklaren ist die niedrigere Pravalenz in unseren Untersuchungen trotz des
Risikokollektivs durch fehlende Angaben Uber das Auftreten maternaler
Schwangerschaftskomplikationen, wohingegen die Informationen Uber das
Outcome der Kinder in den meisten Fallen direkt durch den Gynakologen oder

die Entbindungsklinik Ubermittel wurde.
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Angaben Uber diese Schwangerschaftskomplikationen waren winschenswert
gewesen, um auch Aussagen bezuglich dieser wichtigen Einflussfaktoren und

der c-Met-Expression treffen zu kénnen.

4.1.3 Fixierung des Plazentagewebes

Die Fixierung des enthommen Gewebes ist nétig, um die Chorionzotten vor
einer physikalisch-chemische Beeintrachtigung zu schitzen und damit soweit
wie moglich in ihrem naturgetreuem Zustand, in dem es enthommen wurde, zu
erhalten und dessen Zerfall und Autolyse zu verhindern [69]. Desweiteren dient
die Fixierung durch Materialhartung zur besseren Schneidbarkeit und um eine
weitere Behandlung, wie einer Antikérperfarbung zu ermoéglichen. Vorhandene
Bakterien oder andere Krankheitserreger im Untersuchungsgut werden durch
die Fixierung abgetotet.

Durch die Fixierungsmittel wie beispielsweise Alkohol, Pikrinsdure, Sublimat
etc., die erhebliche Eiweil3¢faller und Eiweillvernetzer sind, kann es zu
Zellveranderungen und so zum Umbau der naturlichen Struktur der lebenden
Zelle kommen, welches sich in einem sogenannten Aquivalenzbild mit
konstanten Charakteristika aulRert [127].

Zudem sind durch schlechte Fixierung, alte Farbldsungen und andere Einfliisse
rein technisch bedingte Veranderungen in den histologischen Praparaten
moglich, die Artefakte genannt werden und bei der Beurteilung berucksichtigt
werden mussen [127].

In unserer Studie wurden alle Praparate dem gleichen standardisierten
Verfahren unterzogen, so dass eine optimale Voraussetzung zur

Vergleichbarkeit der Proben geschaffen werden konnte.

4.1.4 Immunhistochemische Farbung

Seitdem 1941 Coons und Kollegen die Identifikation von Gewebsantigenen
durch Verwendung der direkten Immunfluoreszenstechnik revolutionierten, wird
die Immunhistochemie (ICH) als eine wichtige Methode in der diagnostischen
Histopathologie, aber auch in der Forschung verwendet [31].

Mit Hilfe der Immunhistochemie kénnen spezifische chemische Verbindungen,
wie zum Beispiel Peptide und Proteine mit einer Antigen-Antikorper-Reaktion
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nachgewiesen werden. Hierfur wird das Gewebe mit einer Losung inkubiert, die
den spezifischen Antikdrper gegen das gesuchte Antigen enthalt. Der
Antikdrper bindet sich an die Stelle in Zellen oder im extrazellularen Raum, an
denen das Antigen vorkommt, und weist es somit in loco nach [128].
Verwendet wurde hier der polyklonale c-Met-Antikorper ,,C-12“ (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA), gewonnen aus einem Kaninchen als
Wirt, der bisher in einigen anderen Studien Verwendung fand [124; 27; 72] und
somit als gangiger Antikorper fur c-Met zu bewerten ist.

Hierbei muss allerdings beachtet werden, dass polyklonale Antikorper oft nicht
chromatographisch aufgereinigt sind und es so durch andere tierische
Serumproteine zu einer unspezifischen Hintergrundfarbung kommen kann.
Aulerdem kdnnen durch verschiedene Chargen Konzentrationsunterschiede
zustande kommen und ferner sind falsch-positive Befunde durch unerwlinschte
Kreuzreaktionen mit anderen Antigenstrukturen maoglich, die sich in dieser
Studie allerdings durch die unmarkierten Kontrollpraparate ausschlie®en lassen
[871].

4.1.5 Auswertmethoden der Farbung

Die Interpretation der Gewebefarbung war zu ihren Anfangen zunachst
grofdtenteils noch qualitativer Natur, doch im spateren Verlauf wurde die
Quantifizierung der Farbung immer bedeutender [107, 117, 126, 50], besonders
die Verwendung mehrerer Analyseverfahren und vor allem digitale
Analyseverfahren [57].

Um auch in dieser Studie die Farbeintensitat der Chorionzottenpraparate zu
quantifizieren, wurden zwei unterschiedliche Verfahren angewandt.

Zum einen wurde die konventionelle Auswertung mittels Farbescore eingesetzt,
indem drei Untersucher unabhangig voneinander die Bilder der kleinen und
grolen Chorionzotten in vier unterschiedliche Kategorien (,nicht gefarbt,
,Sschwach gefarbt®, ,mittelstark® und ,stark gefarbt®) fur die gesamte Zotte und
die drei Kompartimente Zytotrophoblast, Synzytotrophoblast und Stroma
einsortierte. In den meisten Fallen waren sich alle Betrachter einig und

sortierten die Zotte in die gleiche Kategorie. Wenn sich nur zwei einig waren,
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wurde diese Kategorie der beiden Ubereinstimmungen gewahlt und in den acht
Fallen, in den sich alle uneinig waren, bildeten zwei Betrachter einen Konsens.
Eine Unterscheidung zwischen ,nicht gefarbt“ und ,schwach gefarbt“ war auf
Grund der vorliegenden Hamatoxylinfarbung der Praparate bei nur wenigen
Zotten erschwert.

Die visuelle Auswertmethode von immunhistochemischen Praparaten findet
sich in vielen wissenschaftlichen Berichten der Pathologie und Zytologie wieder
und kann als etabliertes Verfahren bewertet werden [99].

Dennoch lassen sich abweichende Beurteilungen durch unterschiedliche

Beobachter nicht vermeiden.

Zum anderen wurde ein digitales computergesttitztes Bildanalyseverfahren
verwandt. Computerassistierte Bildanalysesysteme werden zunehmend fur die
Quantifizierung von Ergebnissen in einem weiten Spektrum biologischer
Experimente genutzt, da sie vor allem als schnell und prazise bewertet werden
[56, 61].

Aber auch diese Auswertmethode weist Probleme auf. Um hier die
Farbeintensitat in Stufen einzuteilen (0, 1, 2, 3), musste durch das verwendete
Bildanalyseprogram Image-Pro®© Plus eine Maske erstellt werden, welches
durch zwei Betrachter gemeinsam durchgefiihrt wurde. Dabei stellte sich die
Frage, ab welcher Farbeintensitat das Gewebe als positiv flr den zu
bestimmenden Marker gelten soll und wo die Grenze zwischen ,schwach®,
,mittelstark” und ,stark gefarbt“ zu ziehen ist. Somit ist auch hier die Bewertung
per Bildanalyse durch subjektive Einfliisse gezeichnet.

In mehreren Studien wurde die Uberlegenheit der digitalen Bildanalyse
gegenuber traditionellen Quantifizierungsmethoden aufgrund weitesgehender
Objektivitat und aufgrund der vergleichsweise geringen Arbeits- und
Zeitaufwand manueller Zahl- und Schatzmethoden belegt [8, 59].

In dieser Arbeit zeigten sich fur beide Analyseverfahren haufig gleiche
Tendenzen, aber dennoch konnten nicht immer fur beide Verfahren parallel

Signifikanzen errechnet werden.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Plazentare c-Met-Expression

In dieser Studie wurden erstmals im Rahmen der Auswertung der c-Met-
Expression die kleinen (ein viertel Bildausschnitt bzw. 100.000 - 300.000 Pixel)
von den grofden Zotten (> V2 des Bildausschnittes bzw. 300.000 - 800.000 Pixel)
unterschieden, es stellte sich allerdings in beiden Scores kein signifikanter
Intensitatsunterschied zwischen beiden Gruppen dar (siehe Abb.49 und 50).

2]

Mittelwert des Konventionellen Score

Grofie Zotte (Gesamtflache) Kleine Zette (Gesamtfliche)

Abbildung 49: Vergleich der Mittelwerte des Konventionellen Scores der Intensitét
zwischen der gesamten Zottenflache der groBen und kleinen Zotten
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Abbildung 50: Vergleich der Mittelwerte des Konventionellen Scores der Intensitét
zwischen der gesamten Zottenflache der groBen und kleinen Zotten

Dennoch wurden fiur alle Berechnungen die beiden Gruppen getrennt
voneinander untersucht, da aufgrund von geringem Materialgehalt (siehe 4.1.1)
nicht aus jeder Probe eine geeignete kleine und grol3e Zotte verwendet werden
konnte.

In unseren Analysen stellten wir fest, dass die hauptsachliche c-Met -
Expression in der Trophoblastenschicht zu finden ist, wobei auch in einigen
Zellkernen des Zottenstromas c-Met nachweisbar ist.

Dies bestatigt zum Teil die Ergebnisse von Somerset et al., die c-Met-mRNA
begrenzt auf den perivilldsen Trophoblasten ermittelten und innerhalb des
ersten Trimenon ein nur schwaches Signal aus dem Zottenstroma
beobachteten [105].

Clark et al. detektierte durch in-situ-Hybridisierung c-Met in den villdsen
Zytotrophoblasten, aber nicht in den Trophoblasten au3erhalb der Zotte. HGF
ist wahrend der gesamten Schwangerschaft begrenzt auf das Zotteninnere
nachweisbar, der Trophoblast ist durchweg HGF-negativ [29].

Wir konnten in unseren Untersuchungen zeigen, dass der Nachweis von c-Met

im Synzytotrophoblasten nicht vernachlassigbar gering ist, sondern im
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Gegenteil teilweise auch relativ starke Expressionen ahnlich des
Zytotrophoblasten liefert.

Im Bildanalysescore zeigte sich eine nahezu identische Farbung der
Synzytotrophoblasten und Zytotrophoblasten und eine vergleichsweise geringe
Expression im Zottenstroma, wohingegen im konventionellen Score der
Synzytotrophoblast der grof3en und kleinen Zotten als am schwachsten gefarbt
eingeordnet wurde. Dennoch wird auch in diesem Auswertverfahren der
Zytotrophoblast als der Ort, der hochsten c-Met-Expression ermittelt.

Da der c-Met-Ligand HGF vor allem in den Zottenkernen zu finden ist, muss wie
Kauma und Clark et al. [63, 29] bereits vermuteten, das HGF auf parakrinen
Weg auf c-Met einwirken, um die Trophoblastenentwicklung oder ihre Funktion
zu regulieren.

Wir konnten erstmals demonstrieren, dass c-Met nicht in unbedeutenden
Mengen im Stroma exprimiert wird. Welche Bedeutung jedoch der c-Met-Gehalt
im Stroma spielt, ist noch unklar, jedoch ware auch eine Regulation der
Funktion und Entwicklung der Stromazellen tber HGF, welches immerhin
seinen Hauptanteil im Stroma hat, denkbar.

Ein anderer Grund flur die in dieser Studie vermehrte Expression im Stroma als
in anderen Untersuchungen konnte die punktuell starke Farbung (eventuell
auch auf Grund der H.E.-Farbung) der Stromakerne sein, die den Betrachter
eher zu einer Einstufung in einer hohere Farbeintensitatsstufe verleiten Iasst,

obwohl im Verhaltnis zur Gesamtflache die Intensitat geringer ist.

4.2.2 C-Met und Gestationsalter

Bisher ist in der Literatur nur sehr wenig Uber den Zusammenhang zwischen
dem Schwangerschaftszeitpunkt und der Expression des Rezeptors fir HGF
c-Met beschrieben worden, vor allem fehlen Daten hierzu in der
Fruhschwangerschaft.

Kauma et al. (1999) zeigten in einer Studie, dass im ersten Trimenon c-Met-
MRNA (RT-PCR) und das Protein c-Met (Western-Blot) in der Plazenta zu
finden sind und dass sie zusammen mit dem Liganden HGF eine wichtige Rolle

fur die Invasion des Trophoblasten spielen [64].
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Dass die Expression von c-Met-mRNA und HGF vom ersten zum zweiten
Trimenon ansteigt, dort einen Hohepunkt erreicht, um dann zum dritten
Trimenon wieder abzufallen, konnten Somerset et al. (1998) beweisen [105].
Bei Geburt hingegen konnte durch Farbung mit einem c-Met-Antikérper auch
eine starke Anfarbbarkeit des Zytotrophoblasten gemessen werden [29].

In unserer Studie wurde die Abhangigkeit der c-Met-Expression vom
Gestationsalter untersucht, indem die CVS vor der 14. SSW mit der nach dieser
gegenubergestellt wurden. Im konventionellen Auswertverfahren sowie im
Bildanalyseverfahren konnten keine Signifikanzen gefunden werden.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurde fur die weiteren Berechnungen die c-Met-

Expression als unabhangig vom Gestationsalter betrachtet.

4.2.3 C-Met und Fruhgeburtlichkeit

Von Fruhgeburtlichkeit spricht man bei einer Entbindung unter der 37.
vollendeten Schwangerschaftswoche oder unter 259 Gestationstagen und ist
ein Hauptfaktor der neonatalen Mortalitat (mit 27% die fuhrende Hauptursache
der weltweit vier Millionen neonatalen Tode) und Morbiditat und hat langfristige
negative Auswirkungen auf die Gesundheit [6, 46, 70].

Die Schatzungen zur Frihgeburtlichkeitsrate bewegen sich zwischen 5% in den
Industrielandern und 25% in den Entwicklungslandern (insgesamt 13 Mio./Jahr
weltweit), wobei in den letzten Jahren die Rate in den Industrienationen
zwischen 5-10% relativ stabil geblieben ist [113, 70]. Hauptsachlich sind Afrika
und Asien betroffen, wo 85% aller Frihgeburten auftreten. In Europa und
Nordamerika finden sich dagegen nur 7,4% solcher Geburten [6]. Zu
unterscheiden sind die Ursachen der spontanen Fruhgeburten (75-80%) von
denen der iatrogenen (15-20%), also induzierten Frihgeburten [6, 113].

Als Ursachen der spontanen Friihgeburten steht an erster Stelle der vorzeitige
Blasensprung, vor allem in Verbindung mit Infektionen. Aber auch idiopathische
Kontraktionen, Mehrlingsschwangerschaften, zervikale Dysfunktion oder
antepartale Blutungen kénnen ursachlich sein. Als Griinde der vorzeitigen
Geburtseinleitung oder einer Sectio caesaria werden Hypertonie, Praklampsie,

Diabetes oder IUGR in der Literatur genannt. In den Industrielandern sind



Diskussion 88

iatrogene Entbindungen fur die Halfte der Geburten zwischen der 25. und 38.
SSW verantwortlich [113, 49, 48].

Die Friihgeburtlichkeit hat also eine multifaktorielle Atiologie, die auch mit dem
Gestationsalter korreliert: durch Infektionen bedingte Entziindungen (22-
32.Woche); deziduale Blutungen, verursacht durch uteroplazentare
Thrombosen (friihe oder spate Frithgeburt); uterine Uberdehnung durch
Mehrlinge (32-36. SSW). Zervixinsuffizienz, Nikotinkonsum und systemische
Infektionen zahlen zu weiteren mdglichen Ursachen [49].

Risikofaktoren fur eine spontane Fruhgeburt sind die schwarze Rasse,
Parodontalerkrankungen, ein niedriger maternaler BMI, eine kurze Zervixlange
und eine erhohte Fibronectinkonzentration im fetalen Zervix- oder
Vaginalsekret, aber auch vor allem in Industriestaaten das ansteigende Alter
der Mutter sowie Mehrlingsschwangerschaften [48, 6].

Noch unreife Kinder kdnnen sich postnatal durch gehauftes Auftreten von
respiratorischen Insuffizienzen, Temperaturregulationsschwierigkeiten,
Hypoglykamien, Apnoen, Krampfanfalle, intrakranielle Blutungen,
nekrotisierende Enterokolitis, Futterstorungen und Rehospitalisierung aus
zeichnen [96, 94, 125]. Vermehrt kommen auch Lernbehinderungen, infantile
Zerebralparesen oder sensorische Defizite vor [6].

Die mit der Frihgeburt assoziierte Morbiditat, die sich haufig auf das spatere
Leben ausdehnt, flhrt zu einem enormen physischen, psychologischen und
Okonomischen Aufwand [6]. Daher ist das Interesse in der Vorhersage der
Fruhgeburtswahrscheinlichkeit gro3, um so moglicherweise fruhzeitig
therapeutischen intervenieren zu kbnnen und die Schwangerschaft zu
prolongieren.

In den Untersuchungen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass ein
frihes Entbindungsalter mit einer hohen Farbeintensitat von c-Met in der
Frihschwangerschaft einhergeht.

Eine relevante Frihgeburtlichkeit mit schlechterem Outcome wird heutzutage
im klinischen Alltag bei einer Geburt unter der 34.SSW bzw. sogar teilweise
unter der 32. SSW angesehen. In unseren Untersuchungen war jedoch die

Fallzahl zu gering, so dass die Grenze bei der 37.SSW gezogen werde musste.
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Hierzu wurde das Entbindungsalter in verschiedene Gruppen (<25. SSW, 25.-
37. SSW, 37.- 40. SSW, >40. SSW) eingeteilt und die c-Met-Expression unter
diesen miteinander verglichen. Es zeigte sich im Rahmen der digitalen
Bildauswertung signifikante Intensitatsunterschiede der Gesamtflache der
grofRen Zotten zwischen einem Entbindungsalter von <25. SSW (sieben Falle)
und 37.-40. SSW (p = 0,038) bzw. >40. SSW (p = 0,04).

Wir fuhrten ROC-Analysen (Receiver Operating Characteristics) durch, um zu
evaluieren, ob sich die c-Met-Farbeintensitat als diagnostischen Test eignet.
Ebenso errechneten wir Sensitivitat, Spezifitat, positive und negative Likelihood
Ratio und das Relative Risiko.

Im Rahmen der Untersuchung des Entbindungsalters (<25. SSW versus >25.
SSW) in Bezug auf den Bildanalyse-Score der gesamten grofden Zottenflache
ermittelten wir fir den AUC einen Wert von 0,737 und einen optimalen
Trennpunkt bei 112,85. Die Sensitivitat betragt 71,43% bei einer Spezifitat von
72,18%. Wir errechneten ein relatives Risiko von 5,83. Zusammen mit einer
positiven Likelihood-Ratio von 2,57 und einer negativen Likelihood-Ratio von
0,40 spricht dies fur eine maldige Gute des Tests. Insgesamt bedeutet der Test
aber, dass ab einem Wert von Uber 112,85 im Bildanalyse-Score das relative
Risiko fur eine Fruhgeburt 5,8fach erhdht ist.

Denkbar flr das erhéhte Vorkommen des Rezeptors c-Met bei Kindern mit
einem friheren Entbindungsalter ware eine kompensatorische Hochregulation
desselbigen. Denn in mehreren Studien wurde vermutet, dass die MET-
Tyrosinkinase ein Sensor fur ungunstige Umgebungsbedingungen, wie zum
Beispiel fur Zellhypoxie ist und so positiv eingreifen kann. Und je héher der
Bedarf ist, desto mehr c-Met muss vorhanden sein, um einen Idealzustand
anzustreben.

Es konnten im konventionellen Scoring sowie in den Ubrigen Berechnungen des
Bildanalysescores keine signifikanten Unterschiede festgemacht werden.
Auch im Vergleich zwischen der <37. SSW (friihgeboren) und der >37.SSW
(termingerecht geboren) wurden keine Signifikanzen ermittelt.

Wir stellten eine fehlende Konkordanz zu den Werten aus der Berechnung des

Biparietalen Durchmessers (BPD), also des Querdurchmesser des kindlichen
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Kopfes im Mutterleib, fest. Im Bildanalyse-Score zeigt sich, dass mit steigender
Intensitat der BPD zunimmt (siehe Kapitel 3.3.9.1). Der Kopfumfang der
geborenen Kinder jedoch scheint sich in die entgegengesetzte Richtung zu
entwickeln ohne statistische Signifikanz. Und auch das mutterliche Alter zeigt
Parallelen zur Frahgeburtlichkeit. Mit steigendem Alter zum Zeitpunkt der CVS
nimmt auch die c-Met-Expression zu (siehe Kap. 3.4.1). Dieses Ergebnis ist
also vereinbar mit der Frihgeburtlichkeit. Hier waren weitere Studien denkbar,
um zu klaren, welcher Mechanismus hinter der altersabhangigen Expression

von c-Met steckt und welcher Zusammenhang zur Fruhgeburtlichkeit besteht.

4.2.4 C-Met und Wachstumsretardierung sowie Hypertrophie

Als intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR) wird eine pranatale
Entwicklungsstorung verstanden, bei der der Fetus sein Wachstumspotential
nicht voll ausschdpft. Die zahlreichen zugrunde liegenden Ursachen werden
unterteilt in fetale, maternale und plazentare Ursachen. Zu den fetalen
Ursachen zahlen Chromosomenaberrationen, Infektionen, kindliche
Stoffwechselerkrankungen und embryonale Fehlbildungen [97]. Maternale
Erkrankungen wie chronische Hypertonie, Diabetes mellitus, kardiovaskulare
Erkrankungen, Substanzabusus oder Autoimmunerkrankungen der Mutter
kénnen ebenfalls eine IUGR verursachen. Die haufigste Atiologie fir eine IUGR
ist jedoch plazentar zu finden (Chorionangiom, Plazentainfarkt, Plazenta
circumvallata, plazentare Mosaikbildung und die obliterierende Vaskulopathie
des plazentaren Bettes etc.) [71].

Bestandteil des Monitorings bei plazentar bedingter IUGR sollte die
Dopplerflussuntersuchung der Arteria umbilicalis, CTG, sonographische
Fruchtwassermessung und die Zahlung der fetalen Bewegungen sein [71].

Die Pravalenz betragt 8% in der Allgemeinbevdlkerung und es konnte gezeigt
werden, dass 52% der Totgeburten mit der IUGR assoziiert sind und 10% der
perinatalen Mortalitat eine Konsequenz der IUGR ist [71, 95].

Die IUGR ist mit einem ansteigenden Risiko fir eine Totgeburt, den neonatalen
Tod, und einem niedrigen Apgar-Score assoziiert. Aulierdem geht die

intrauterine Wachstumsretardierung mit einer signifikant erhdhten Morbiditat
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einher, so dass diese Kinder im weiteren Verlauf an metabolischen
(Hypoglykamie, Dislipidamie), hamatologischen (erhdhte Zellzahl von
kernhaltigen roten Blutkérperchen) oder kardiovaskulare Beschwerden
(Hypotonie) leiden kénnen.

Untersuchungen zu intrauterinen Wachstumsretardierung (IUGR) in Verbindung
mit der c-Met/HGF-Expression sind bislang wenig publiziert worden, wie auch
zur c-Met-Expression im Hinblick auf die Hypertrophie des Feten.

Somerset et al. (1997) entdeckten durch Untersuchungen an Knockoutmausen,
dass die Abwesenheit des HGF oder seines Rezeptors zum intrauterinen
Fruchttod fuhrt, induziert durch eine schwere IUGR mit einer defizienten
Plazenta. Die Expression von HGF und c-Met beziehungsweise deren mRNA in
Chorionzotten ist bei IUGR-Schwangerschaften im dritten Trimenon unter
Verwendung der Immunhistochemie, aber auch des Northern Blots reduziert im
Vergleich zur Kontrollgruppe [104, 106].

In einer weiteren Studie zur Expression des c-Met-Liganden HGF in Plazenten
bei IUGR zeigten Baykal et al. (2005), dass bei 94,4% der
wachstumsretardierten Feten im dritten Trimenon und nur bei 16,7% der
Kontrollgruppe eine Uberexpression von c-Met zu finden waren. Aus diesem
signifikanten Ergebnis schlussfolgerten sie, dass eine Deregulierung der
Interaktion von HGF und dem Rezeptor c-Met wahrend der Plazentation bedingt
durch die beeintrachtigte plazentare Funktion eine mogliche Ursache flr die

Wachstumsretardierung des Fetus sein kdnnte [5].

Unsere Studien beinhaltet zum ersten Mal die Wachstumsabhangigkeit von
c-Met im ersten Trimenon. In unseren Untersuchungen konnten wir zeigen,
dass die hypotrophen (<5. Perzentile, Fallzahl 17) und hypertrophen (>95.
Perzentile, Fallzahl 14) Feten im Vergleich zu den normotrophen Kindern
(Fallzahl 118) mit einem vermehrten plazentaren Vorkommen von c-Met
korrelieren.

Da HGF und c-Met eine bedeutende Rolle in der Plazentaorganogenese
spielen (siehe Kapitel 1.3.6), konnte eine Uber- oder Unterexpression auch eine

Rolle fir die Grélkenentwicklung des Feten spielen. Wie auch Baykal et al.
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festgestellt haben, kdnnte dies flr unsere Arbeit bedeuten, dass eine
Uberexpression von c-Met eine mdgliche Konsequenz aus der Dysregulierung
der Interaktion von HGF und c-Met sein kdnnte oder eine Hochregulation des
Rezeptors durch ein erniedrigtes HGF. Im Falle der hypertrophen Kinder kdnnte
ein erhohtes c-Met bereits initial vorhanden gewesen sein und dies die
Erklarung fur die Hypertrophie geben.

Als signifikant erwies sich im konventionellen Auswertverfahren der Unterschied
zwischen der 5.- 95. Perzentile und >95. Perzentile im Zytotrophoblasten der
grol3en Zotten mit einem p-Wert von 0,034.

Fir das Integral unter der Winkelhalbierenden lasst sich ein Wert von 0,631
ermitteln. Mit einer sehr hohen Sensitivitat von 100%, jedoch einer geringen
Spezifitdt von 11,71% sowie einem positiven und negativen Likelihood-Quotient
von 1,13 und 0,00 bei einem optimalen Trennpunkt von 2,67 ist dieser Test
nicht einwandfrei. An diesem Trennpunkt also mit der Kategorie ,stark gefarbt*
im konventionellen Score ist das relative Risiko flir eine Schwangere, ein
hypertrophes Kind zu bekommen fast dreifach erhoht.

Im Bildanalysescore wiesen die kleinen Zotten der hypertrophen Kinder eine
starkere c-Met-Markierung auf als die Zotten bei normotrophen und
hypotrophen Kindern. Die digitale Bildanalyse ergab in dieser Arbeit zwar keine
signifikanten Ergebnisse, jedoch lag eine ahnliche Tendenz wie in der
konventionellen Auswertung vor.

Zu vermuten ist also, dass Plazenten in der Frihschwangerschaft mit einem
hohen c-Met-Gehalt mit dem Outcome hypertropher Kinder assoziiert sind.

Bei den hypotrophen Feten kdnnte die Ursache flr das hohe c-Met-Vorkommen
eine Art Regulationsmechanismus sein. Das Fehlen von HGF kénnte die
Hochregulation der Rezeptoren (c-Met) induzieren. Um diese Hypothese zu
untersuchen, ware eine Studie dieser Art jedoch mit Erweiterung um die HGF-

Expression winschenswert.

4.2.5 C-Met und Ausgang der Schwangerschaft

Die Schwangerschaftsausgange wurden in dieser Arbeit unterteilt in die
Lebendgeburten, Totgeburten (IUFT), spontane Aborte und induzierte Aborte.
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Wobei die induzierten Aborte, also die Schwangerschaftsabbriche auf Grund
unklarer Indikationen nicht bertcksichtigt und die Totgeburten mit den
spontanen Aborten zusammen gefasst wurden. In Deutschland wurden im
Jahre 2008 682.514 Lebendgeburten, 2.412 Totgeburten [108], 10.550
Spontanaborte [109] und 114.484 induzierte Aborte gezahlt. Die Grunde fir die
induzierten Abbruche beruhen in 97,4% auf dem Hintergrund der
Beratungsregel (111.474 im Jahr 2008 in der BRD), eine kriminologische
Indikation hatten 0,02% und nur 2,6% sind medizinisch indiziert gewesen [109].
Eine der wichtigsten Methoden zur Diagnosefindung des Spontanabortes ist
neben der 3-HCG-Bestimmung im Blut der Mutter [89, 2] der Ultraschall [88]
zum Nachweis kindlicher Vitalitatszeichen.

Bislang ist es aber immer noch ein Problem, das Risiko eines spontanen
Abortes in der Friuhschwangerschaft oder einer Totgeburt genau zu ermitteln
und zu quantifizieren. Daher war es auch in dieser Studie das Ziel nach einem
Marker fur ein moglicherweise erhdhtes Risiko eines Spontanabortes oder

eines IUFT zu suchen.

Erstmals konnten wir durch unsere Untersuchungen den Hinweis liefern, dass
die c-Met-Expression in Chorionzotten der Frihschwangerschaft bei
Lebendgeborenen im Gegensatz zu IUFT oder spontanen Aborten geringer ist.
Dieser Sachverhalt Iasst sich ebenfalls aufgrund der Funktion von c-Met als
Sensor fur ungunstige Umgebungsbedingungen erklaren. Vermutlich steigt die
Expression des Rezeptors von c-Met bei Bedarf, also in Mangelsituationen an,
um somit eine Verbesserung des Zustandes zu erzielen.

Wir erhielten sehr signifikante Werte im Rahmen der digitalen Bildanalyse der
grol3en Zotten im Kompartiment Stroma (p=0,01), aber auch in der gesamten
Zotte (p=0,03).

Das Integral unter der ROC-Kurve fiir das Bildanalyseverfahren der
Gesamtflache der grolien Zotten ergibt ein Wert von 0,68. Bei einem optimalen
Cut-off-point von 96,97 betragt die Sensitivitat 63,64% und die Spezifitat
64,71%. Der positive und negative Likelihood-Quotient weisen Werte von 1,80

und 0,56 auf und das relative Risiko errechneten wir auf 2,85. Das relative
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Risiko fur einen negativen Schwangerschaftsausgang ist demnach fur eine
Mutter, bei der die Farbeintensitat im Bildanalyse-Score der gesamten grof3en
Zotten von Uber 96,97 festgestellt wird, 2,85fach erhdht.

Ahnliche Ergebnisse liefert der Bildanalysescore des Stromas der grofen
Zotten. Hier ergab sich ein idealer Trennpunkt bei 67,52. Mit einer Sensitivitat
von 67,65% und einer Spezifitat von 54,55%), sowie einer positiven und
negativen Likelihood-Ratio von 1,69 und 0,67 bieten diese Werte ein
Testverfahren gleicher Glte, wie bei der Zottengesamtflache. Das Integral unter
der Winkelhalbierenden misst 0,716 und spricht fur eine akzeptable Gulte des
Diagnoseverfahrens. Eine Mutter mit einer c-Met-Intensitat im Stroma der
grolien Zotte von Uber 67,62 im Bildanalyse-Score hatte ein 2,28fach erhéhtes
relatives Risiko.

Die relativ geringen positiven Likelihood-Ratios von 1,80 und 1,69 weisen
darauf hin, dass die Qualitat dieser Tests nicht optimal ist. Ein optimaler Test
sollte einen Wert von Uber 3 haben, ein exzellenter Test einen Wert von uber 10
[58].

Trotz der insgesamt relativ geringen Gute dieses Testverfahren, ist die c-Met-
Expression moglicherweise in Kombination anderer Test ein wichtiger
Parameter fur ein erhdhtes Risiko spontaner Aborte oder Totgeburten. Die
c-Met-Expression konnte dann aber nur im Rahmen einer aus einem anderen
Grund indizierten CVS bestimmt werden, da die Risiken flr eine alleinige c-Met-

Bestimmung mittels CVS zu hoch waren.

4.2.6 C-Met und chromosomale Anomalien

Genetische Defekte der Zygote, wie Chromosomenaberrationen sind die
haufigste Ursache fur eine Fehlentwicklung des Embryos und flr die spontane
Fehlgeburt. Chromosomale Aberrationen verursachen wahrscheinlich eine
Anderung in der Plazentamorphologie und ihrer Funktion (wie zum Beispiel in
GrolRe, Form, Vaskularisierung und Trophoblasteneinwanderung). Sie wirken
maoglicherweise auf den Grad der Zellproliferation oder den programmierten
Zelltod (Apoptose) wahrend der Chorionzottendifferenzierung ein [93]. Ein

Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von c-Met in den Chorionzotten
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und der chromosomalen Anomalien beziehungsweise dem Karyotyp findet
bisher in der Literatur keine Erwahnung.

In dieser Arbeit zeigte sich, dass die Chorionzotten auffalliger Karyotypen eine
geringere c-Met-Expression aufweisen, als Feten mit einem unauffalligen
Karyotyp. Wir konnten erstmals zum Teil sogar hoch signifikante Unterschiede
fur beide Auswertverfahren darstellen. Im Bildanalyse-Score lieRen sich hoch
signifikante Werte flir den Zytotrophoblasten der gro3en und kleinen Zotten
(PunktescoreCTB_GR: p=0,006; PunktescoreCTB_KL: p=0,005) errechneten.
Aber auch der Synzytotrophoblast lieferte signifikante Werte
(PunktescoreSCTB_GR: p=0,045; PunktescoreSCTB_KL: p=0,029).

Die Ursache fur die verringerte c-Met-Expression bei Schwangerschaften mit
chromosomal auffalligen Feten in den Trophoblasten kdnnen durch uns nicht
sicher dargestellt werden. Als Erklarung konnte eine verminderte
Genexpression von c-Met moglicherweise durch Beeinflussung auf Grund der
Chromosomenstérung in Frage kommen. Das wirde auch dazu passen, dass
Feten mit einer Chromosomenstérung eher zu Aborten oder IUFT neigen

[90, 17], hier jedoch eine Hochregulation von c-Met nicht mdglich ist. Nahezu
50-60% aller Spontanaborte weisen laut Pauer et al.
Chromosomenaberrationen auf [90]. In unserer Studie wurden fur die
Untersuchung des Schwangerschaftsausganges schlief3lich nur karyotypisch
unauffallige Schwangerschaften mit eingeschlossen, um eine BIAS zu

verhindern, so dass hier keine ahnlichen Werte zu erwarten waren.

Allerdings erweist sich in der ROC-Analyse der Bildanalyse-Score flr den
Zytotrophoblasten (grofl3e Zotten) als nicht ganz optimales Testverfahren. Die
Flache unter der ROC-Kurve misst 0,735, die Sensitivitat und Spezifitat
kommen bei einem optimalen Cut-off-Punkt von 131,92 auf Werte von 72,22%
und 63,64%. Der positive und negative Likelihood-Quotient werden auf 1,99
und 0,44 errechnet und das Relative Risiko auf 3,88.

Das relative Risiko ist demnach 3,88fach erhéht, wenn bei einer Schwangeren
im Bildanalyse-Score des CTB der grof3en Zotten eine Intensitat unter 131,92

festgestellt wirde.
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Aus dem konventionellen Score Iasst sich fur den Zytotrophoblasten der grof3en
Zotten p=0,039 und fur die gesamte Zottenflache der kleinen Zotten p=0,042
ermitteln. FUr den konventionellen Score der kleinen Zottengesamtflache im
Hinblick auf den Karyotyp kénnen in der ROC-Analyse keine vergleichbaren
Werte wie im Bildanalyse-Score bestimmt werden. Der AUC betragt in diesem
Fall 0,633 und der optimale Trennpunkt liegt bei 2,87. Die Sensitivitat hat sich
auf 5,56% verringert, die Spezifitdt dagegen auf 85,53% erhoht. Der positive
Likelihood-Quotient mit 0,38 und der negative Likelihood-Ratio mit einem Wert
von 1,10 zeigen den Unterschied zum Bildanalyse-Score. Wenn die kleinen
Zotten in die Kategorie ,mittelstark gefarbt” einsortiert werden, bedeutet dies ein
0,38fach erhdhtes relatives Risiko der Schwangeren ein Kind mit einem
auffalligen Karyotyp auszutragen.

Dieser Test ware jedoch nur aus akademischen Interesse zur Erfassung der
Risikoerhdhung fur chromosomale Anomalien neben der Bestimmung der
Nackentransparenz und der Karyotypisierung denkbar, zumal die
Karyotypisierung ohnehin schon aus dem Material der CVS durchgefiihrt wird.
Die Nackentransparenz zeigt im Hinblick auf die Expression von c-Met leider
keine signifikanten Werte, so dass man dieses Ergebniss nicht durch eine
erniedrigte c-Met-Intensitat bei einer erhdhten Nackentransparenz unterstutzen

kann.

4.2.7 C-Met und miitterliche Einflussfaktoren

Unter den mutterlichen Faktoren spielt in unserer Arbeit insbesondere das
matterliche Alter eine bedeutende Rolle. Das hohere Alter der Frau kann neben
der verminderten Fruchtbarkeit einhergehen mit einer erhdohten Rate an
chromosomalen Anomalien aber auch spontanen Frahaborten, Totgeburten und
der perinatalen sowie maternalen Mortalitat [42, 68, 121]. Das Risiko fur
Gestationsdiabetes, Hypertonie, Beckenendlage, Plazenta praevia und SGA
sind ebenfalls erhoht [60].

Im Durchschnitt waren die Frauen zum Zeitpunkt der Chorionzottenbiopsie
34,95 Jahre alt und da ab dem 35. Lebensjahr eine Schwangerschaft als

Risikoschwangerschaft gewertet wird [32, 68], haben wir in dieser Studie den
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Cut-off an dieser Altersgrenze gesetzt und erhielten signifikante Ergebnisse in
beiden Auswertverfahren. Die Zotten der Uber 35-Jahrigen zeigen eine hohere
Farbeintensitat, als die Zotten der jingeren Schwangeren. Charakteristische
Unterschiede konnten in beiden Auswertmethoden besonders in den
Zytotrophoblasten der groRen und kleinen Zotten nachgewiesen werden.

In der Literatur finden sich bislang keine Daten zum Vorkommen von c-Met in
Verbindung mit dem Alter der Mutter in der Frihschwangerschaft, so dass in
dieser Arbeit erstmals dieser Zusammenhang untersucht wurde.

Auch hier konnte als Ursache fur die erhdhte Konzentration von c-Met ein
ungunstiger Umgebungszustand mit Zellhypoxie in Frage kommen, der zur
Hochregulation des Rezeptors und somit zur Optimierung der Bedingungen
fuhrt.

Die Ergebnisse des mutterlichen Alters in Korrelation zur Expression von c-Met
passen zu den Ergebnissen des Schwangerschaftsausganges. Denn in beiden
ungunstigen Fallen (hohes Alter und Abort/IUFT) erhalten wir eine erhdhte
Expression von c-Met, welches beispielsweise durch eine Hochregulation im
Rahmen eines Feedbackmechanismus zu erklaren ist. Wie bereits erwahnt fallt
ein auffalliger Karyotyp dabei aus dem Rahmen, allerdings konnte die
Minderexpression von c-Met hier genetisch bedingt und damit der

Feedbackmechanismus moglicherweise eingeschrankt sein.

Die beiden anderen mutterlichen Faktoren Nikotinkonsum und Alkoholkonsum
wahrend der Schwangerschaft zeigen keinen Unterschied in der c-Met-

Expression.

4.3 Zusammenfassung und Beurteilung dieser Studie

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Expression von c-Met in
Chorionzotten nach Chorionzottenbiopsie in der Frihschwangerschaft mittels
immunhistochemischer Farbung und damit verbunden erstmals die Analyse und
Darstellung des Zusammenhanges der Expressionsstarke mit dem Outcome

der Schwangerschaften, um so der Moglichkeit, c-Met als
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pranataldiagnostischen Marker besonders fur Frahgeburtlichkeit oder
Wachstumsretardierung einsetzen zu kdnnen, nachzugehen.

Der Umfang dieser Studie umfasste 183 Chorionzottenpraparate, die
immunhistochemisch mit einem c-Met-Antikorper gefarbt wurden. Nach
mikroskopischer Betrachtung wurde die Farbeintensitat durch zwei
verschiedene Analyseverfahren (konventioneller Farbescore mittels drei
unabhangiger Untersucher und digitales Bildanalyseverfahren) ermittelt. Mit
Hilfe des Statistikprogrammes SPSS wurden die Ergebnisse mit den Daten der
Probandinnen und deren Kinder korreliert.

In unseren Untersuchungen lie® sich der Rezeptor c-Met in allen Chorionzotten
der Frihschwangerschaft nachweisen. Er wird vermehrt in den Trophoblasten,
besonders in den Zytotrophoblasten, aber auch in den Kernen des Stromas
exprimiert.

Die Tabelle 13 gibt einen orientierenden Uberblick tber die Ergebnisse dieser
Arbeit.

c-Met | c-Met 1
Entbindungsalter | > 29.SSW | <25.SSW
Perzentile 5-95. > 95. (<5.)
Karyotyp auffallig | unauffallig
Ausgang lebend | Aborte/IUFT
Kopfumfang >33cm <33cm
BPD ! )
Femurlange > >
SSL > >
Nackentransparenz > A
Kindslange > >
Miitterliches Alter ! T

Tabelle 13: Uberblick der Ergebnisse

Eine signifikant hdhere c-Met-Expression lasst sich im Rahmen der digitalen
Bildauswertung fur die Gesamtflache der gro3en Zotten bei einem

Entbindungsalter von <25. SSW im Vergleich zu den termingerecht geborenen
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Kindern nachweisen. Unsere Auswertung ergab, dass ab einem Wert von Uber
112,85 im Bildanalyse-Score das relative Risiko fur eine Fruhgeburt 5,8fach
erhoht ist.

Der Zytotrophoblast der grof3en Zotten lieferte im konventionellen Scoring
signifikant erhdhte c-Met-Vorkommen fur die hypertrophen Kinder (>95.

Perzentile) im Gegensatz zu den normotrophen Kindern.

Das relative Risiko ist fur eine Schwangere mit der Kategorie ,stark gefarbt
(Trennpunkt von 2,67) im konventionellen Score, ein hypertrophes Kind zu
bekommen, fast dreifach erhoht.

Aufgrund mangelnder Relevanz der Hypertrophie im Gegensatz zur
Hypotrophie scheint der klinische Nutzen dieses Diagnoseverfahrens jedoch
eingeschrankt zu sein.

Ein weiterer statistisch sehr signifikanter Unterschied ergibt sich durch die
computergestutzte Auswertung der c-Met -Intensitat beim Vergleich der
unkomplizierten Ausgange (Lebendgeborenen/gewollte
Schwangerschaftsabbrichen) mit den komplizierten Ausgangen (Totgeburten/
spontanen Aborten). Die unkomplizierten Schwangerschaftsausgange weisen
dabei eine statistisch wesentlich geringere c-Met -Expressionsstarke auf, als die
komplizierten Ausgange. Das relative Risiko fur einen negativen
Schwangerschaftsausgang ist nach unseren Berechnungen fur eine Mutter, bei
der die Farbeintensitat im Bildanalyse-Score der gesamten grofden Zotten von
uber 96,97 festgestellt wird, 2,85fach erhoht.

Die Chorionzotten bei Kindern mit chromosomalen Anomalien zeigen in beiden
Auswertverfahren eine zum Teil statistisch sogar sehr signifikant geringere
c-Met -Expression als die Zotten eines unauffalligen Karyotyps.

Aus dem Bildanalyse-Score des CTB der grof3en Zotten beispielsweise lasst
sich errechnen, dass das relative Risiko 3,88fach erhoht ist, wenn bei einer
Schwangeren eine Intensitat unter 131,92 festgestellt wirde

Fir den konventionellen Score als auch fur den Bildanalysescore ergeben sich
im Hinblick auf das miutterliche Alter zum Zeitpunkt der CVS statistische
Signifikanzen. Die Zotten der Uber 35-Jahrigen zeigen eine hdhere

Farbeintensitat, als die Zotten der jingeren Schwangeren.
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Durch diese Ergebnisse konnte die immunhistochemische Bestimmung der
c-Met-Expression in humanen Chorionzotten der Frihschwangerschaft im
Rahmen der pranataldiagnostischen Untersuchungen in Kombination anderer
Methoden in Betracht gezogen werden, um moglicherweise Ansatze als
pradiktiven Aussagewert fur Frahgeburtlichkeit, Schwangerschaftsausgang oder
chromosomalen Anomalien zu schaffen. Da allerdings die Immunhistochemie
als klinisches Testverfahren aufgrund der schwierigen Quantifizierung nicht
umsetzbar ist, ware zu prifen, ob c-Met im Blut der Mutter bestimmt werden
kann. Im positiven Falle kdonnte man vielleicht in Verbindung weiterer Parameter

die c-Met-Bestimmung als pradiktiven Test etablieren.
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cffDNA circulating cell-free fetal DNA
c-Met mesenchymal-epithelial transition factor, HGF-Rezeptor
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CVS Chorionic villus sampling (Chorionzottenbiopsie)
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kDa kilodalton

M Mol

Mo. Monat

MmRNA messenger-Ribonukleinsaure

p.C. post conceptionem

PCR Polymerase-Chain-Reaction

pH pH-Wert, pouvoir hydrogéne (,Wasserstoffkraft®)
PIA Professional Image Archiving

p.m. post menstruationem

ras GAP Ras GTPase activating protein
ROC Receiver Operating Characteristics
SF scatter factor

SGA small for gestational age

SSL Scheitelsteilllange

SSW Schwangerschaftswoche

SZTB Synzytotrophoblast

Tab. Tabelle

TBS Tris Buffered Saline

TIFF Tagged Image File Format
Tyr1235 Tyrosinkinase 1235

Wo. Woche

ZTB Zytotrophoblast



Anhang

114

6.2 Abbildungsungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:

Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:
Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:
Abbildung 19:

Abbildung 20:

Abbildung 21:

Abbildung 22:

Abbildung 23:

Schema der Frihentwicklung der Plazenta.................ccccoevvnnnennn. 1
HGF-Rezeptor c-Met ... 17
Funktionen von HGF am c-Met-Rezeptor ............ccoovvvvieeennen. 19
Praparat der Patientin PO103, c-Met-Antikdrperfarbung, kleine
Zotte, links ohne Maske, rechts mit Maske ...............ccccvvnnnnnnn. 29
Alter der Patientin bei Chorionzottenbiopsie ..........ccccccceeeeeeenn. 34
Gestationsalter bei CVS ... 35
Body-Mass-Index der Patientinnen ..........cccccccvvvviiiiiiiiiiiiiinnnn. 36
Schwangerschaftsausgang mit absoluten Werten bei
unauffalligem und auffalligem Karyotyp .......ccccccovviiiiiiiiiiinnnnnn. 37
Entbindungsalter aller lebendgeborenen Kinder (chromosomal
auffallig und unauffallig) ...............eeeeeiiiiiiiiiiie 39
Geburtsgewicht der Lebendgeborenen ...............ccccoooiiiiiinnnnnnnn. 40
Normierte Perzentile der lebendgeborenen Kinder mit

Gaullscher Normalverteilungskurve .............c.ooovvvviiiiieeeeeieeennn, 41
Praparat Nr. BO602gr, c-Met, links ohne Maske, rechts

MIt MASKE ..o 42
Praparat Nr. 04.04gr, c-Met, links ohne Maske, rechts

MIt MASKE ..o 43
Praparat Nr. 205.01gr, c-Met, links ohne Maske, rechts mit
MASKE ... . 43
Praparat Nr. 197.02gr, c-Met, links ohne Maske, rechts mit
MASKE ... . 44

Mittelwerte des Bildanalyse-Scores fur die Zottengesamtflache
und die drei unterschiedlichen Kompartimente der grof3en und
KIEINEN ZOtEN.....uiiiii e 45
Mittelwerte des konventionellen Scores fir die
Zottengesamtflache und die drei unterschiedlichen
Kompartimente der gro3en und kleinen Zotten......................... 46
Zuordnung von Bildanalyse-Score in Bezug zu den Kategorien
des konventionellen Scores der grol3en Zotten......................... 47
Zuordnung von Bildanalyse-Score in Bezug zu den Kategorien
des konventionellen Scores der kleinen Zotten......................... 47
Mittelwerte des Bildanalyse-Score flr das Gestationsalter zum
Zeitpunkt der CVS der gesamten Zottenflache der gro3en (GR)
und kleinen Zotten (KL) ... 48
Mittelwerte des Konventionellen Scores fir das Gestationsalter
zum Zeitpunkt der CVS der gesamten Zottenflache der grof3en
(GR) und Kkleinen Zotten (KL) .........ooomiiiiiiiiieeieeeeie e 49
Mittelwerte des Bildanalyse-Score flr das Geschlecht in der
gesamten Zottenflache der groRen (GR) und kleinen

ZOHEN (KL 1ttt 50
Mittelwerte des konventionellen Score fur das Geschlecht in

der gesamten Zottenflache der groRen (GR) und kleinen (KL)

4 o) 1 (= o PP 50



Anhang

115

Abbildung 24:

Abbildung 25:

Abbildung 26:

Abbildung 27:

Abbildung 28:

Abbildung 29:

Abbildung 30:

Abbildung 31:

Abbildung 32:

Abbildung 33:

Abbildung 34:

Abbildung 35:

Abbildung 36:
Abbildung 37:
Abbildung 38:
Abbildung 39:

Abbildung 40:

Entbindungsalter im Bildanalyse-Score flr die Gesamtflache
der grof3en Zotten
ROC-Kurve fir das Entbindungsalter (<25. SSW versus >25.
SSW) in Bezug auf den Bildanalyse-Score der Gesamtflache
der grof3en Zotten
Boxplot fir das Entbindungsalter der Gruppen <25. SSW und
>25.SSW in Bezug auf den Bildanalyse-Score der grof3en
Zotten (gesamte Zottenflache) p=0,035 ............uuviiiiiiiiiiiiininnnnes
Konventioneller Score der gesamten Flache der grof3en und
kleinen Zotten fur lebendgeborene Kinder mit angeglichenen
Perzentilen
Konventioneller Score der gro3en Zotten mit Aufteilung in
die einzelnen Kompartimente flir lebendgeborene Kinder
mit angeglichenen Perzentilen
ROC-Kurve flr die angeglichenen Perzentile (5.-95. versus
>95. Perzentile) in Bezug auf den Konventionellen Score des
CTB (gr. Zotten) .....ccooeeeeee et
Bildanalyse-Score fur lebendgeborene Kinder mit <5., 5.- 95.
und >95. angeglichenen Perzentilen der gesamten Flache

der grofden und kleinen Zotten. ..............cceeeiiiiiiiiiiiiiiiiie 58
Mittelwerte der Bildanalyse-Scores der gesamten grof3en
Zotten und des Stromas der grof3en Zotten von
Lebendgeborenen versus Spontanaborte/Intrauterinen
Fruchttode ...
Boxplot flir den Schwangerschaftsausgang in Bezug auf den
Bildanalyse-Score der grof3en Zotten (gesamte Flache);
P=0,030 ...
ROC-Kurve fir die Schwangerschaftsausgange (lebend
versus IUFT/Abort) in Bezug auf den Bildanalyse-Score
(Gesamte grofRe Zotte)........uueieieeiiiiiiiicce e
Boxplot fir den Schwangerschaftsausgang in Bezug auf den
Bildanalyse-Score des Stromas der grof3en Zotten; p=0,010.... 63
ROC-Kurve fur die Schwangerschaftsausgange (lebend
versus I[UFT/Abort) in Bezug auf den Bildanalyse-Score
(Stroma der groRen Zotte).........coovvviiiiiiiiiiiiiiiiiie
Mittelwerte des konventionellen Scores von Lebendgeborenen
versus Spontanaborte/Intrauterinen Fruchttode.........................
Bildanalyse-Score fir den Karyotyp, es sind signifikante
Unterschiede dargestellt
ROC-Kurve flir den Karyotyp (unauffallig/auffallig) in Bezug
auf den Bildanalyse-Score (CTB der grof3en Zotten)................
Boxplot flr den Karyotyp in Bezug auf den Bildanalyse-Score
der grofden Zotten (CTB)........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiis
Konventioneller Score flr den Karyotyp, es sind signifikante
Unterschiede im Zytotrophoblasten der gro3en Zotten und in
der gesamten Zottenflache der kleinen Zotten dargestellt



Anhang

116

Abbildung 41:

Abbildung 42:

Abbildung 43:

Abbildung 44:

Abbildung 45:

Abbildung 46:

Abbildung 47:

Abbildung 48:

Abbildung 49:

Abbildung 50:

ROC-Kurve fir den Karyotyp (unauffallig/auffallig) in Bezug

auf den Konventionellen Score fur die kleinen Zotten

(gesamte Zottenflache) .........ccoooeiiiiiiiiiiii e 69
Mittelwerte des Bildanalyse-Scores und des konventionellen
Scores der Gesamtflache der groRen Zotten flr die

NackentranSparenz. .............cooei oo 71
Mittelwerte beider Scores der gesamten Flache der grol3en
Zotten fur den Biparietalen Durchmesser..............ccccoeveeiinnnnnnn. 72

Mittelwerte des Bildanalyse-Score und des konventionellen
Score der Gesamtflache der groRen Zotten fur die

Femurlange. ... 73
Mittelwerte des Bildanalyse-Score und des konventionellen
Score der Gesamtflache der groRen Zotten fur den

Kopfumfang. ... 74
Mittelwerte des Bildanalyse-Scores und des konventionellen
Scores der Gesamtflache der groRen Zotten fur die
ScheitelsteiBIANge. ..........ovveiiiieieeeeeece e 75
Mittelwerte der Bildanalyse-Scores der grof3en Zotten von
Patientinnen unter 35 Jahren und Uber 35 Jahren

(Risikoschwangerschaft) ..........ccccccoiiii 77
Mittelwerte der Bildanalyse-Scores der grof3en Zotten von
Raucherinnen und Nichtraucherinnen............ccccccoceeeiiiiiiinieenns 78

Vergleich der Mittelwerte des Konventionellen Scores der
Intensitat zwischen der gesamten Zottenflache der grofden und
KIEINEN ZOtEN.....eieeee e 84
Vergleich der Mittelwerte des Konventionellen Scores der
Intensitat zwischen der gesamten Zottenflache der grofden und
KICINEN ZOtEN.....eiiiee e 85



Anhang 117

6.3 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Mikroskopeinstellungen ..o 28
Tabelle 2: Durch die Bildanalyse ermittelte Parameter pro Praparat................ 30
Tabelle 3: Berechnete Parameter pro Praparat............ccooooiiiiiiiiiiiines 31
Tabelle 4: Chromosomale Verteilung der Feten mit

Schwangerschaftsausgang ............cceiiiiiiiiiiicc 38
Tabelle 5: Kreuztabelle fur Entbindungsalter und Bildanalyse-Score

(Zuordnung zur Gruppe der <25.SSW-geborenen Kinder).............. 53

Tabelle 6: Kreuztabelle fur die angeglichenen Perzentile und

Konventionellen Score (Zuordnung zur Gruppe der Kinder >95.

Perzentile) des CTB (gr. Zotten).........ccooevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 57
Tabelle 7: Kreuztabelle fur den Schwangerschaftsausgang und den

Bildanalyse-Score der gro3en gesamten Zotten (Zuordnung zur

Gruppe ABOM/IUFT) ..o 62
Tabelle 8: Kreuztabelle fur den Schwangerschaftsausgang und den

Bildanalyse-Score des Stromas der gro3en gesamten Zotten

(Zuordnung zur Gruppe ABOM/IUFT) ....coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 64
Tabelle 9: Kreuztabelle des konventionellen Scores der grol3en Zotten

(gesamte Flache) fur die Schwangerschaftsausgange (Chi-

Quadrat-Test p=0,48; Exakter Test nach Fischer: p =0,735).......... 65
Tabelle 10: Kreuztabelle fur den Karyotyp und Bildanalyse-Score

(Zuordnung zur Gruppe der chromosomalen Aberrationen) flr

das Kompartiment CTB der groRen Zotten............cccceeveueeininiinnnnnnnns 67
Tabelle 11: Kreuztabelle fir den Karyotyp und Konventionellen Score

(Zuordnung zur Gruppe der chromosomalen Aberrationen) fur

die gesamte Flache der kleinen Zotten................cccooieiiiiiii. 70
Tabelle 12: Kreuztabelle des konventionellen Scores des

Farbegesamteindruckes in Verbindung mit der Scheitelsteil’lange . 75
Tabelle 13: Uberblick der ErgebniSSe. .........cc.coeeueeueeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 98



Danksagung 118

7 Danksagung

Wahrend meiner Arbeit an der vorliegenden Dissertationsschrift erhielt ich von
vielen Seiten Hilfe und Unterstutzung, sowohl menschlicher als auch fachlicher
Natur. Daher mochte ich den Personen danken, ohne die diese Arbeit sicherlich

nicht entstanden ware.

An erster Stelle mochte ich mich bei Herrn PD Dr. med. J. Steinhard fur die
freundliche Uberlassung des Themas sowie die gute Unterstitzung wahrend

der gesamten Arbeite bedanken.

Fir die Ermoéglichung der Durchfihrung dieser Studie bin ich Herrn Prof. Dr.

med. W. Klockenbusch zu besonderem Dank verpflichtet.

Desweiteren gilt mein aulerordentlicher Dank Frau Dr. Anna Schmedt fur die
gute, zuverlassige und personliche Betreuung sowie die vielen hilfreichen

Ratschlage und Hilfestellungen.

Danken mochte ich auch Frau Insa Steinhard, ohne die ein Gelingen der

Antikdrperfarbung nicht vorstellbar gewesen ware.

Weiterhin danke ich Herrn Dr. rer. nat. M. Gétte fur die optimale Unterstlitzung

bei meiner Tatigkeit im Labor.

Nicht zuletzt danke ich meinen Eltern von ganzen Herzen fur die Ermoglichung

des Studiums und fur die unermudliche Unterstlitzung in jeglicher Hinsicht.

Abschliel3end gilt ein groRer Dank meinem Freund J. Hennig, der mich auf dem
gesamten Weg meines Studiums uneingeschrankt unterstutzt hat und vor allem
danke ich ihm fir die hilfreichen Anregungen beim Korrekturlesen der Arbeit

sowie der technischen Umsetzung.



Lebenslauf 119

8 Lebenslauf



