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1 Arbeitshypothese

1 Arbeitshypothese

Die menschliche Plazenta spielt als Barriere zwischen miitterlichem und kindlichem
Kreislauf eine wichtige Rolle fiir die ungestorte Entwicklung des Embryos bzw. Feten.
Gleichzeitig erfiillt sie eine Reihe von Transport- und Synthesefunktionen, die mit
einer hohen Stoffwechselaktivitit einhergehen. Trotz dieser hohen Energieumsatzrate
ist in der Vergangenheit wiederholt aufgefallen, dass die Plazenta eine iiberraschend
hohe Toleranz gegeniiber Mangelversorgung aufweist und auch nach lingeren Phasen
von Hypoxie/Ischdmie in der Lage ist, ihre Funktionen weitgehend ungestort wieder
aufzunehmen. Die Mechanismen dieser Hypoxietoleranz sind jedoch noch weitgehend
ungekldrt. Vereinzelte Literaturbefunde deuten darauf hin, dass sie zumindest teilweise
auf der Féhigkeit beruhen konnte, den Sauerstoffverbrauch als Reaktion auf ein
reduziertes Sauerstoffangebot ,,aktiv* zu drosseln. Damit wire die Plazenta das erste
menschliche Gewebe, das zu einem ,,hypoxischen Hypometabolismus* befdhigt wire,
wie er in fritheren Arbeiten beispielsweise auch als Mechanismus der erhdhten

Hypoxietoleranz bei neonatalen Kleinsdugern (Ratten, Mdusen) postuliert wurde.

Nachdem diese friiheren Arbeiten u.a. mit respirometrischer (Messung des O,-
Verbrauchs) und kalorimetrischer (Messung der Wairmeproduktion) Methodik
durchgefiihrt worden waren, sollte hier untersucht werden, ob dieselben Methoden
auch zur Untersuchung menschlicher Plazentaproben geeignet sind. Dabei sollte
zusdtzlich darauf geachtet werden, inwieweit sich aus der absoluten Hohe und dem
zeitlichen Verlauf der Energicumsatzraten, aus der Reaktivitidt des Stoffwechsels auf
Glukosezusatz und aus dem Verhéltnis von Sauerstoffverbrauch und Wéarmeproduktion
bereits Hinweise auf die erhohte Hypoxie-/Ischimietoleranz von menschlichem
Plazentagewebe und den mdglicherweise zugrundeliegenden Mechanismus gewinnen
lassen. Wenn die Plazentaproben tatsichlich eine besondere Uberlebensfihigkeit
aufweisen, sollte sich dies in einer entsprechend langsamen ,,Absterbekurve®, einer
lange erhaltenen Reaktivitit auf Glukosezufuhr, einem niedrigen, aber stabilen

Sauerstoffverbrauch und einer hohen anaeroben Wérmeproduktion dufern.
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2 Einleitung

2.1 Die Plazenta

Die Plazenta ist der Regulator zwischen dem miitterlichen Kreislauf und dem Kreislauf
des ungeborenen Kindes. Dabei erfiillt die Plazenta nicht nur die Funktion der
Sauerstoffversorgung, sondern dient auch der Aufrechterhaltung einer stabilen fetalen
Stoffwechselsituation und der Produktion verschiedener Hormone. Ohne eine
funktionsfahige Plazenta ist eine regelrechte Schwangerschaft und Entwicklung nicht

moglich.

2.1.1 Entwicklung und Funktionen

Zum besseren Verstindnis der in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse soll hier
zunidchst die Entwicklung und Physiologie der menschlichen Plazenta kurz

beschrieben werden.

Die Blastozyste beginnt etwa an Tag 6 mit der Implantation in das miitterliche
Endometrium. Zu diesem Zeitpunkt besteht die Blastozyste aus einer dulleren Hiille,
dem Trophoblasten und dem darin liegendem Embryoblasten. Der Trophoblast
wiederum besteht aus einem zweischichtigen Epithel, dem Synzytiotrophoblasten
(duBere Zellschicht) und dem Zytotrophoblasten (innere Zellschicht). Etwa am 13. bis
14. Tag (Gude et al. 2004) beginnt der Synzytiotrophoblast in das miitterliche
Endometrium einzuwachsen und Lakunen zu bilden, in welche arterielles, miitterliches
Blut einflie3t (primére Zotten). Der vendse Abfluss findet {iber Venen des miitterlichen
Endometriums statt. In die so entstandenen Plazentatrabekel wéchst nun auch der
Zytotrophoblast ein und kleidet den Synzitiotrophoblasten aus. In die primiren Zotten

dringt das embryonale Mesoderm ein (sekundire Zotten). Innerhalb des embryonalen
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Mesodermes entwickeln sich, etwa in der vierten Schwangerschaftswoche, erste
Blutkapillaren (tertidre Zotten). Ebenfalls von Mesoderm ausgekleidet ist die
Blastozyste (Chorionhdhle). Die Zotten bilden ein sich verzweigendes System, in
welchem einige Aste stoffwechselaktiv in den blutgefiillten Lakunen enden, andere,
die sogenannten Haftzotten, reichen bis an das maternale Endometrium heran und

verankern so die Plazenta und den Embryo.

Nach etwa 10 Wochen beginnt die Amnionhdhle sich stark zu vergroBern und die
Chorionhohle zu verdrangen. Wihrend die Zotten an der Uterus zugewandten Seite
sich weiter vergroflern und sich zur reifen Plazenta entwickeln (Chorion frondosum)
bilden sich die Zotten auf der gegeniiberliegenden Seite zum Chorion laeve zuriick. In

der 13. Schwangerschaftswoche ist die Plazenta dann vollstindig entwickelt.

Die ausgereifte, menschliche Plazenta ist ein etwa 500 Gramm schweres Organ, wobei
das Gewicht bei termingerechter Geburt eine hohe Schwankungsbreite aufweist. Bei
Untersuchungen von Laga et al. wurden 18 Plazenten mit einem Gewicht zwischen
275 g und 566 g gemessen. Das durchschnittliche Gewicht war hier 469 g (Laga et al.
1973). Thre Grofe betrdgt im Durchmesser etwa 20 cm bei einer Dicke von etwa 2-3
cm (Welsch 2005).

Als Bindeglied zwischen Mutter und Kind iibernimmt die Plazenta fiir den Feten
lebenswichtige Funktionen. Hauptsdchlich kann man dabei folgende Funktionen
unterscheiden (Gude et al. 2004):

- Transport von Sauerstoff und Nihrstoffen (Mutter — Kind)

- Transport von Kohlendioxid und Abfallprodukten (Kind — Mutter)

- Abschirmung des Kindes vor Infektionen

- Produktion von Hormonen.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dem plazentaren Stoffwechsel.

Daher soll hier zunéchst ein besonderes Augenmerk auf die Funktion der Plazenta als

Schaltzentrale des Atemgas- und Nihrstoffaustausches gelegt werden.
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2.1.2 Atemgas- und Nahrstoffaustausch

Der Austausch von Atemgasen und Néhrstoffen zwischen Mutter und Kind erfolgt im
Bereich der Plazentazotten; die gesamte fiir den Gasaustausch zur Verfiigung stehende
Austauschfldche betrigt etwa 1,8 m® und ergibt sich aus der an die Kapilaren

angrenzende Zottenoberfliche (Aherne und Dunnill 1966).

Ahnlich wie in Lunge oder Gehirn (Blut-Luft-Schranke, Blut-Hirn-Schranke) findet
sich auch in der Plazenta zwischen dem arteriellen Blut der Mutter im intervillosen
Raum und dem fetalen Blut in den Kapillaren eine Schranke, die sogenannte
Plazentaschranke, die sich aus verschiedenen Strukturen zusammensetzt. Diese
Abgrenzung ist notwendig, um den Fetus vor exogenen Noxen aus dem Blut der

Mutter zu schiitzen.

Fiir alle Substanzen gilt, dass sie folgende Strukturen iiberwinden miissen (Welsch
2005):

- die Synzytiotrophoblastenschicht,

- lokal vereinzelte Zytotrophoblasten,

- die Basallamina der Trophoblasten,

- das faserarme Bindegewebe der Zotten,

- die Basallamina der Kapillarendothelien und

- die Endothelzellen der Zottenkapillaren.

Der Austausch unterscheidet sich fiir Atemgase und fiir (Ndhr-)Stoffe darin, dass die
ersteren durch physikalische Diffusion, die letzteren durch aktiven Transport die

Plazenta passieren.
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2.1.2.1 Austausch der Atemgase

Fiir den Ubertritt von O, und CO, beriicksichtigt das Modell von Laga et al. (1973) die

Tatsache, dass die Atemgase zusétzlich durch die Membran der maternalen
Erythrozyten, das maternale Blutplasma, das fetale Plasma und die fetale
Erythrozytenmembran diffundieren miissen (Laga et al. 1973). Da jedes dieser
Kompartimente einen Widerstand darstellt, erhoht sich dementsprechend, mit
steigender Anzahl, auch der Gesamtwiderstand gemidll der Formel: Rges =
RI+R2+R3+Rn.

Durch den vergleichsweise hohen Diffusionswiderstand kommt es iiber der Plazenta zu
einem stdrkeren Partialdruckabfall, sodass der mittlere pO, im fetalen Kreislauf
lediglich 25-30 mmHg (gegeniiber 95-100 mmHg im arteriellen miitterlichen Blut)
betrdgt. Dieser Umstand ist frither (vor allem im Vergleich zur Lunge, in der sich der
Partialdruckabfall iiber der Blut-Luft-Schranke auf wenige mmHg belduft) als
»Insuffizienz* der Plazenta gewertet worden. Heute wird dagegen vermutet, dass der
Séugetierfet in der Evolution ,,absichtlich® in ein hypoxisches Kompartiment verlagert
wurde, um ihn (angesichts seiner noch unausgereiften Entgiftungssysteme fiir toxische
Sauerstoffradikale) vor den schidlichen Effekten von Sauerstoff zu schiitzen (Ar und
Mover 1994; Singer 2002; Burton 2009; Maltepe und Saugstad 2009). Im Gegenzug
verfiigen Séugetierfeten {iber die bekannten Adaptationsmechanismen (erhohter
Hamoglobingehalt im fetalen Blut und Linksverschiebung mit erhdhter
Sauerstoffaffinitit des fetalen Hamoglobins), die sicherstellen, dass trotz des niedrigen
Partialdruckes eine ausreichende Menge an Sauerstoff zu den Organen und Geweben

gelangt.
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2.1.2.2 Austausch von Nahrstoffen

Der Austausch von Néhrstoffen soll hier exemplarisch am Beispiel des Transportes von
Glukose behandelt werden, die den Hauptenergielieferanten fiir den Feten darstellt; fiir

andere Substrate gelten diese Verhéltnisse in analoger Weise.

Glukose wird durch vereinfachte Diffusion mittels verschiedener Transporter, entlang
des bestehenden Konzentrationsgradienten, zwischen Mutter und Kind transportiert.
Hierbei sind eine Vielzahl von Carrierproteinen am Glukosetransport beteiligt, deren

Lokalisation und Ausprigungszeitpunkt wihrend der Schwangerschaft variiert.

Nach Gude et al. (2004) handelt es sich im Einzelnen um folgende Transporter:
Glutl-Transporter: Der Glutl-Transporter ist nach aktuellen Erkenntnissen der
Haupttrager des Glukosestoffwechsels. Er befindet sich zum Zeitpunkt der Geburt
sowohl in der miitterlichen Membran wie auch in der fetalen, den Kapillaren
zugewandten, Membran (Illsley 2000)

Glut3-Transporter: Dieser Transporter ist hauptsdchlich in den arteriellen
Endothelzellen lokalisiert. Es wird vermutet, dass er eine wichtige Rolle in der
Regulation der Glukosekonzentrationen spielt (Illsley 2000).

Glut4-Transporter: Dieser Transporter befindet sich zum Zeitpunkt der Geburt
hauptsdchlich in den intravillosen Stromazellen. Sie treten in Zusammenhang mit
Insulinrezeptoren auf und reagieren ebenfalls auf Insulin (Xing et al. 1998).
Glut8-Transporter: Limesand et al. wiesen 2004 das Vorhandensein des Glut8-
Transporters im Plazentagewebe von Schafen nach. Obwohl er sowohl in der
Frithschwangerschaft wie auch am Termin exprimiert wird, scheint er in der friihen
Phase der Schwangerschaft keine wichtige Rolle zu spielen (Limesand et al. 2004).
Glutl2-Transporter: Im ersten Trimester findet man den Glutl2-Transporter bevorzugt
im Synzitiotrophoblasten sowie im extravillésen Trophoblasten. Im Verlauf der
Schwangerschaft verdndert sich die Expression. Am Termin wird der Glutl2-

Transporter in der glatten Muskulatur der villosen Gefdle und in den villésen

6
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Stromazellen exprimiert (Gude et al. 2003).
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2.1.3 Hormonproduktion

Neben dem Gas- und Stoffaustausch erfiillt die Plazenta auch wichtige endokrine
Funktionen. Zu den von der Plazenta gebildeten Hormonen gehort das humane
Choriongonadotropin (hCG), das die Progesteronausschiittung im Corpus luteum
stimuliert. Die B-Untereinheit wird im Rahmen der Schwangerschaftstestung
verwendet und kann bereits etwa eine Woche nach Schwangerschaftsbeginn im Blut
der Mutter nachgewiesen werden (Welsch 2005). Die Blutkonzentration erreicht ihren
Hohepunkt etwa nach 8 Wochen, féllt nach 12 Wochen wieder auf Minimalwerte ab,
steigt aber in der Spitschwangerschaft wieder an (Gude et al. 2004). Progesteron ist
durch seine Funktion, die Uteruskontraktion zu unterdriicken sowie durch
Unterdriickung der hypophysdren LH-Ausschiittung, fiir eine Fortfilhrung der
Schwangerschaft unabdingbar. Im Laufe der Schwangerschaft nimmt die Funktion des
Corpus luteums ab. Darauthin tibernimmt die Plazenta die Produktion des im Kreislauf
zirkulierenden Progesterons (Gude et al. 2004). Ein weiteres essentielles Hormon ist
das Ostrogen.

Die Plazenta produziert neben den oben genannten Hormonen noch viele weitere
endokrin, parakrin oder autokrin wirkende Substanzen: Human Placental Lactogen,
diverse Wachstumsfaktoren, Corticotropin Releasing Hormone, Thyreotropin-
Releasing Hormone, Gonadotropin-Releasing Hormone sowie verschiedene Cytokine,

Chemokine und Eicosanoide (Gude et al. 2004).
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2.1.4 Energiegewinnung

Wie jede Zelle des menschlichen Korpers ist auch die Plazenta auf Produktion von
Energie in Form von ATP angewiesen. Hauptséchlich wird diese Energie durch den
Verbrauch von Sauerstoff und Glukose in Glykolyse, Citratzyklus und oxidativer
Phosphorylierung bereitgestellt.

Das Prinzip der Energiegewinnung ist die Ubertragung von Elektronen der
energiereichen Verbindungen NADH und FADH, aus der Glykolyse, der
Fettsdureoxidation und dem Citratzyklus in der oxidativen Phosphorylierung. NADH
und FADH, besitzen ein Elektronenpaar, welches tliber die Proteinkomplexe I (NADH-
Dehydrogenase), III (Cytochrom-c-Reduktase) und IV (Cytochrom-c-Oxidase) der
Atmungskette durch die Trdger Coenzym Q10 und Cytochrom c transportiert und
durch den letzten Komplex auf ein Sauerstoffatom iibertragen wird. Dieses wird unter
Bildung von H,O reduziert. Ein Teil der von Komplex I auf Coenzym Q10
iibertragenden Energie stammt von der Succinat-Dehydrogenase aus der Reduktion
von Succinat zu Fumarat (Komplex II). Die bei der Ubertragung der Elektronen
freiwerdende Energie wird genutzt, um Protonen {iber die Membran aus der
mitochondrialen Matrix gegen einen Konzentrationsgradienten heraus zu pumpen.
Daraus resultiert ein pH-Gradient, welcher wiederum einen weiteren Enzymkomplex
(ATP-Synthase) antreibt, der beim Durchtritt der Protonen ATP aus ADP bildet (Berg
et al. 2007). Dieser Ablauf wird auch als Mitchell-Hypothese bezeichnet (Mitchell
1966). Die zugehorige Formel lautet:

Glukose + 31 ADP + 31 Pi + 31 H + 60, — 6 CO, + 31 ATP + 37 H.O

Insgesamt lauft die Reaktion mit einem Gewinn von 30 — 32 mol ATP pro mol Glukose
ab (Rolfe und Brown 1997). Die allgemeingiiltige Aussage von Mitchell, dass pro
Molekiil NADH, 3 ATP und pro Molekiil FADH, 2 ATP gebildet werden, kann nicht

als vollstindig korrekt angesehen werden, da Protonen durch die Membran zuriick in
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die Matrix gelangen, ohne an der Energiebildung beteiligt zu sein.

Beriicksichtigt man die Masse und den Sauerstoffverbrauch der menschlichen
Plazenta, befindet sich die durchschnittliche ATP-Synthese einer 400 g schweren
Plazenta bei etwa 2 mmol/min. Hierflir verbraucht die Plazenta etwa 40% des vom

Uterus aufgenommen Sauerstoffes (Carter 2000).

Den Hauptenergielieferanten nicht nur fiir den Feten, sondern auch fiir die Plazenta,
bildet die Glukose. Ohne eine ausreichende Glukoseversorgung ist eine normale
embryonale Entwicklung nicht mdglich. In der Entstehung der ,Intrauterinen
Wachstumsretadierung® wird neben vielen anderen endogenen und exogenen Faktoren
auch eine Storung in der plazentaren Glucoseversorgung (Belkacemi et al. 2010) bzw.
-verwertung (Limesand et al. 2004) vermutet. Ebenso ist eine Storung des
Plazentastoffwechsels an der Prieklampsie beteiligt (Bloxam et al. 1987). Die grofite
Glukosequelle der Plazenta ist der miitterliche Kreislauf. Im Fetus selbst findet noch
keine Glukoneogenese statt, wihrend die plazentare Glukoneogenese filir die
Versorgung nicht ausreichend ist (Illsley 2011). Von der Glukose, welche iiber den
miitterlichen Kreislauf in die Plazenta transportiert wird, verbraucht die Plazenta den
groBten Anteil fiir sich. Insgesamt verbraucht sie etwa 50 % in der Glykolyse, 2 % im
Pentosephosphatweg und etwa 2 % in Nicht-Triosephosphatwegen. Nur etwa 45 %
werden an den Fetus weitergegeben (Illsley 2011).

10
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2.1.5 Hypoxie-/lschamietoleranz

Die Plazenta ist, wie vorstehend beschrieben, ein hoch stoffwechselaktives Organ mit
einer Vielzahl von Funktionen, die fiir einen komplikationslosen Ablauf der
Schwangerschaft notwendig sind. Dariiber hinaus scheint die Plazenta aber auch in der
Lage zu sein, eine temporire Mangelversorgung im Interesse des Uberlebens der
Schwangerschaft teilweise zu kompensieren. So konnten Broad und Keverne zeigen,
dass die Plazenta von Mdusen bei mangelnder Nahrungsaufnahme des Muttertieres,
durch Drosselung des eigenen Stoffwechsels und Apoptose, die fiir die
Hirnentwicklung beim Feten essentiellen Proteine bereitstellen kann (Broad und

Keverne 2011).

Noch eindrucksvoller erscheint die Fahigkeit der Plazenta, lingere Phasen von
Hypoxie- bzw. Ischdmie zu liberdauern. So stellten Simmonds et al. (1982) fest, dass
der Gehalt an Adensoinnukleotiden in Plazentagewebe auch nach iiber 30 Minuten
Ischdmiezeit stabil blieb. Bloxam (1985) untersuchte Plazentagewebe, welches er 20-
45 Sekunden nach Abklemmen vom Blutkreislauf tiefgefroren hatte. Bei der
Untersuchung der Adenosinnukleotide zeigte sich ein frither Abfall sowohl der ATP-
Konzentration wie auch der sog. Energieladung (Verhéltnis der hoher phosphorylierten
zu den Gesamt-Adeninnucleotiden). Allerdings stellte sich nach dem schnellen Abfall
ein Plateau ein, welches ungefiahr 40-70% des Ausgangswertes betrug. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass zwar die Bildung von neuem ATP zunichst nicht ausreicht,
aber ab ungefdhr 10 Minuten Energieverbrauch und Energiebereitstellung eine neues
(voriibergehendes) Gleichgewicht erreichen. Gleichzeitig wurden ein Abfall von
Glykogen und ein Anstieg von Laktat, als Zeichen der anaeroben Glykolyse,
beobachtet, welche allem Anschein nach jedoch auch nicht ausreicht, um den
Verbrauch von ATP dauerhaft auszugleichen. Ahnliche Beobachtungen machten auch
Malek et al. (1995, 1996a). Sie ermittelten den ATP-Spiegel sowie den Gehalt an
anorganischem Phosphat in ex-vivo perfundierten Gewebeproben. Nach einer

Kontrollphase von 2 Stunden, in der die Ausgangswerte fiir ATP und Pi ermittelt
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wurden, lief die Messung noch insgesamt 10 Stunden, wobei eine Ischimiezeit von 2-4
Stunden in die Messung integriert wurde. Wihrend dieser Ischdmiezeit nahm, dhnlich
wie bei Bloxam, der ATP-Gehalt ab und zwar um etwas mehr als die Hilfte, eher er
sich auf einen stabilem Plateau einpendelte. In etwa dem gleichen Verhiltnis stieg auch
das anorganische Phosphat an. Nach Wiederanschalten der Perfusion nahmen sowohl
ATP wie auch Pi wieder ihre Ausgangswerte an. Weitere Untersuchungen von Illsley et
al. (1984) zeigten den Vergleich des Energiegehaltes zwischen frischem
Plazentagewebe, reperfundiertem Gewebe unter oxygenierten Bedingungen und unter
nicht oxygenierten Bedingungen. Die Messungen ergaben, dass der Energiegehalt
unter oxygenierten Bedingungen, wenn auch nur geringfiigig, hoher war als der der
anderen Proben; danach folgte die nicht oxygenierte Plazenta vor der frischen, nicht

perfundierten Probe.

Bei diesen Zusammenhingen ist, worauf Schneider (2011) hingewiesen hat, zu
bedenken, dass derjenige Oxygenierungszustand, der fiir eine ausreichende Versorgung
von Plazenta und Fetus bendtigt wird, sich je nach Zeitpunkt der Schwangerschaft
verandert: Wihrend in der Frithschwangerschaft noch wenig Sauerstoff bendtigt wird,
wiirde das gleiche Angebot zu einem spéteren Zeitpunkt bereits eine Hypoxie
bedeuten. Welche Mechanismen der bemerkenswert hohen Hypoxietoleranz, die der
Plazenta eine vollstindige Funktionsaufnahme auch nach lidngeren Ischdmiezeiten
erlaubt, im Einzelnen zugrundeliegen, ist nicht abschlieBend geklart: Neben der oben
genannten anaeroben Glykolyse scheint auch die Fahigkeit zur aktiven Drosselung des
Sauerstoffverbrauches bei Sauerstoffmangel beteiligt sein (Schneider 2009). Damit
wiirde die menschliche Plazenta {iber eine Féhigkeit verfiigen, die unter der
Bezeichnung ,,Oxykonformismus‘ oder ,,hypoxischer Hypometabolismus* bislang nur
als Adaptationsmechanismus bei bestimmten Hypoxie-exponierten Tieren und auch bei
einigen besonders hypoxietoleranten Sadugerneonaten (z.B. neugeborenen Ratten)
beschrieben wurde (Boutilier et al. 1997; Mortola 2004; Singer 2004; Singer und
Miihlfeld 2007).
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2.2 Methoden zur Untersuchung des Gewebsstoffwechsels

Zur Untersuchung des Gewebsstoffwechsels stehen — neben den vorstehend erwidhnten
biochemischen Methoden — zwei biophysikalische Messverfahren zur Verfligung, die
in dieser Arbeit zur Anwendung kommen und daher hier kurz in ihren Grundprinzipien
vorgestellt werden sollen; ndmlich die (Mikro-)Respirometrie und die (Mikro-)
Kalorimetrie. Bei der Respirometrie handelt es sich um die Messung des
Sauerstoffverbrauchs, bei der Kalorimetrie um die Messung der Warmeproduktion; der
Zusatz ,,Mikro-“ bedeutet jeweils, dass die Verfahren die Auflésung sehr niedriger

Sauerstoffverbrauchs- bzw. Warmeproduktionsraten erlauben.

2.2.1 Prinzip der Mikrorespirometrie

Das Prinzip der Mikrorespirometrie besteht darin, dass eine Probe in einem Medium
mit vorgegebenem Sauerstoffgehalt inkubiert und der Sauerstoftfverbrauch der Probe
indirekt {iber den Abfall des Sauerstoffgehaltes in der hermetisch abgeschlossenen

Messkammer bestimmt wird.

Das in der vorliegenden Arbeit genutzte Mikrorespirometer, der Oxygraph-2k
(Oroboros, Innsbruck, Austria) — ein Doppelkammergerdt, das zwei parallele
Messungen erlaubt — zeichnet sich dariiber hinaus durch einige besondere Merkmale

aus, durch die die Messgenauigkeiten stark erhoht wird (Abb. 1). Hierzu zihlen neben

der Verwendung von Materialien (Glas, Titan), die durch ihre geringe Reaktivitdt mit
Sauerstoff die Messung so wenig wie moglich verfalschen, der Verschluss der
Messkammern mittels PVDF-Dichtungen (Polyvinylidenfluorid), durch die die
Riickdiffusion (von Sauerstoff aus der Umgebung bei abnehmendem Sauerstoffgehalt
in der Messkammer) auf ein Mindestmal3 begrenzt wird. Dariiber hinaus wird durch
einen (ebenfalls aus dem weitgehend inertem PVDF gefertigten) Magnetriihrer, der mit
300 bis 900 Umdrehungen pro Minute betrieben werden kann, eine besonders

homogene Verteilung des Sauerstoffs in der Messkammer gewéhrleistet (Gnaiger
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2010).

Stopper of chamber B Titanium cannula

Peltier heat dissipation

plate
C-ring
Window of Polarographic oxygen
chamber A sensor (POS B)
Gold connection
Holder of POS A
Holder of POS B

Abb. 1: Schematische Darstellung des Oxygraph-2k (Gnaiger 2010).

Die Messung des Sauerstoffgehaltes erfolgt mittels eines miniaturisierten, 2 mm im
Durchmesser betragenden POS (polarographic oxygen sensor), der nach dem Prinzip

der Clark-Elektrode (Clark et al. 1953) arbeitet (Abb. 2). Diese besteht aus einer Gold-

oder Platin-Kathode und einer Silber-Anode, die {iiber eine Elektrolytlosung
miteinander in Verbindung stehen. Die angelegte Spannung betrdgt 0,6 — 0,8 V. Durch
eine diinne semipermeable Teflonmembran, durch die der Sensor vom Messmedium
getrennt ist, diffundiert Sauerstoff zur Kathode, wo er reduziert wird. Dadurch entsteht
ein Stromfluss, welcher erfasst und aufgezeichnet wird. Da der Fluss durch die
Membran und damit die Anzahl an reduzierten Sauerstoffverbindungen proportional
zum Sauerstoffpartialdruck im Messmedium ist, ldsst sich ein Riickschluss auf die
Sauerstoffkonzentration ziehen. Bedingt durch dieses Funktionsprinzip hat die Clark-

Elektrode einen gewissen ,,Eigensauerstoffverbrauch, der jedoch — von Ausnahmen

14



2 Einleitung

abgesehen — im Vergleich zur Atmungsaktivitdt der Proben vernachldssigbar gering ist

(Gnaiger 2008).

A =Platinelektrode
B =Hilse

C =Teflonmembran
D= Bezugselektrode

. —0 E = Dichtungsringe
A
7
—

E;——c

Abb. 2: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Clark-Elektrode (Bugger 2006).

|__-B

-

Durch das Anbringen eines ,,volume calibration ring* kann das Kammervolumen des
Oxygraph-2k zwischen 1,5 ml und 3,2 ml variiert und den jeweiligen Bediirfnissen
angepasst werden. Durch eine integrierte Kapillare ist es zudem moglich, auch
wéhrend eines laufenden Experimentes direkten Einfluss auf den Verlauf zu nehmen.
Die Messtemperatur wird {liber ein eingebautes Peltier-Element konstant gehalten; der
einstellbare Temperaturbereich betrdgt 2 — 45°C, die Temperaturstabilitit + 0,01 °C
(Gnaiger 2010).
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2.2.2 Prinzip der Mikrokalorimetrie

Die Messung der Wiarmeproduktion erfolgte in  einem ,isothermen
Wirmeflusskalorimeter. Dieses besteht im Prinzip aus einem groBen, hochgenau
thermostatisierten Wasserbad (,, Warmesenke®), in das eine kleine Messkammer mit der
darin befindlichen Probe eingetaucht ist (,, Warmequelle*). Dadurch, dass jegliche in
der Probe produzierte Warme unmittelbar in das Wasserbad abgeleitet wird, bleibt die
Temperatur in der Messkammer konstant (,,isotherm®). Der Wirmefluss von der
»Wiarmequelle® zur ,,Warmesenke*, der der Stoffwechselaktivitit der Probe entspricht,
wird iiber ein dazwischenliegendes Peltier-Element erfasst

(,, Warmeflusskalorimetrie®).

Bei dem eingesetzten Gerdt handelt es sich um einen mit vier Messzylindern
ausgestatteten 2277 ThermalActivityMonitor (TAM; Thermometric, Jérfilla,
Schweden), der sich aufgrund einer mehrstufigen Thermostatisierung (mit einem
externen Kiihl- und zwei internen Heizthermostaten) und dem sog.
Zwillingsmessprinzip (bei dem sich in jedem Messzyliner neben der Mess- zusétzlich
eine Referenzampulle befindet) durch eine besondere Empfindlichkeit und
Langzeitstabilitdt auszeichnet (Abb. 3 und 4).

In Abhéngigkeit von der Ausstattung ist das Gerét mit Probenvolumina von 1 bis 20 ml
bei Temperaturen von 15 bis 80 °C mit verschlossenen Glas- bzw. Edelstahlampullen
(batch mode) oder Titrier- und Riihrvorrichtungen einsetzbar. Dadurch, dass die mit
der Probe bestiickten Messampullen zundchst in einer Zwischenposition die
Temperatur des umgebenden Wasserbades annehmen miissen (,,thermische
Aquilibrierung®), vergehen zwischen der Priparation der Proben und den ersten

verwertbaren Messdaten allerdings ca. 20-30 Minuten.
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Abb. 3: Mit dem Mikrokalorimeter (TAM 2277) war es moglich, die Wérmeproduktion der
Plazentaproben in bis zu vier Messzylindern gleichzeitig zu untersuchen (Instruction Manual - 2277
Thermal Activity Monitor 2005).
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Arapullenheber )

Sqnilibrenings- —
position

Iesslerorner ;. -

———Peltier-Elerment

Abb. 4: Aufbau eines Messzylinders: Aus der thermischen Aquilibrierungsposition wird die Ampulle in
die Messkammer am Boden des Zylinders abgesenkt; die Temperatur wird durch das umgebende
Wasserbad konstant gehalten. Uber die Peltier-Elemente in der Wand der Messkammer wird die
Wirmeabgabe als elektrisches Signal an den PC iibertragen (Instruction Manual - 2277 Thermal Activity
Monitor 2005).

Im Gegensatz zur Mikrorespirometrie, bei der die Stoffwechselrate anhand des
Sauerstoffverbrauches bestimmt wird (,indirekte Kalorimetrie®), wird bei der
Mikrokalorimetrie die gesamte Stoffwechselwdrme unmittelbar erfasst (,,direkte
Kalorimetrie*). Sie umfasst nicht nur auf den aeroben (durch Sauerstoffverbrauch
erkldrbaren), sondern auch auf den anaeroben Anteil, der sich der Respirometrie
entzieht. Daher eignet sich die Kombination aus Respiro- und Kalorimetrie zur
Beurteilung des relativen Beitrages aerober und anaerober Prozesse zu der gesamten

Stoffwechselaktivitit einer Probe.
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2.3 Fragestellungen

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Pilotstudie, in der das

Stoffwechselverhalten der menschlichen Plazenta unter ischdmischen Bedingungen mit

mikrorespirometrischer und -kalorimetrischer Methodik untersucht werden soll. Im

Einzelnen sollen die Fragen beantwortet werden,

- ob sich die Hypoxietoleranz der menschlichen Plazenta anhand eines protrahierten

Abfalls der Stoffwechselrate unter ischdmischen (nicht-perfundierten) Bedingungen
belegen lésst;

- in welchem Verhidltnis der ischdmische Energieumsatz zu den aus
Perfusionsexperimenten bekannten ,,normalen* Stoffwechselrate der menschlichen
Plazenta steht;

- welche Anteile an dem ischdmischen Energieumsatz der Verwertung von
Restsauerstoff und der anaeroben Glykolyse zukommen; sowie

- ob sich der ischimische Energieumsatz durch Glucosezusatz zum
Inkubationsmedium beeinflussen ldsst.

Damit soll nicht nur gepriift werden, inwieweit sich respirometrische und

kalorimetrische Methoden tiberhaupt zum Studium von menschlichem Plazentagewebe

eignen. Es soll dariiber hinaus ausgelotet werden, ob sich eventuell bereits mit diesem
einfachen methodischen Ansatz weitere Hinweise auf den oben beschriebenen

»hypoxischen  Hypometabolismus®,  d.h. die  aktive  Reduktion  des

Sauerstoffverbrauches bei Hypoxie als besondere adaptive Fahigkeit der menschlichen

Plazenta gewinnen lassen.
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3.1 Material

3.1.1 Gerate

3 Material und Methoden

Folgende Gerdte wurden fiir die respiratorischen bzw. kalorimetrischen Messungen

genutzt:

Gerite

Mikrorespirometer

Mikrokalorimeter

Hersteller

Oxygraph-2k, Oroboros, Innsbruck, Osterreich

ThermoMetric 2277 Thermal Activity Monitor,
Jarfalla, Schweden

Fiir die Herstellung der Plazentaproben wurden verwendet:

Material

Skalpell

chirurgische Pinzette

Préazisionswaage

2 ml Reaktionsgefélle

10 ml Spritzen

Sterican Einmalkaniile

Hersteller
Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

BP221S, Sartorius, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
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Trockenschrank

Petrischale

3.1.2 Reagenzien

3 Material und Methoden

Heraeus, Hanau, Deutschland

Als Medium fiir die Messung bzw. zur Herstellung der 83 mg/dl Glukosel6sung wurde

verwendet:

Reagenzien

NaCl 0,9%

Glu-5%

Ringer-Losung

PBS (phosphate buffered saline)

Aqua ad iniectabilia

Ethanol 99% — 70%

Eis

Hersteller

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Baxter healthcare, Deerfield, Illinois, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
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3.1.3 Plazentaproben

Sdmtliche in dieser Arbeit verwendeten Proben wurden im Kreiflsaal des
Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf nach unten stehendem Schema gewonnen.
Dabei wurden sowohl Plazenten nach Spontangeburt, als auch nach Sectio caesarea
verwendet. Plazenten von Kindern mit pathologischen Hypoxiephasen unter, oder
respiratorischen Anpassungsstérungen nach der Geburt, wurden von der Untersuchung

ausgeschlossen.

3.2 Gewinnung der Biopsate

Zunidchst wurde im Labor der Transport der Proben vorbereitet. Mittels einer 10 ml
Einmalspritze wurden 4 ReaktionsgefiBe a 2ml mit dem Medium gefiillt, welches
spater auch fiir die Messung im Mikrokalorimeter bzw. Oxygraphen benutzt wurde.
Zur Zusammensetzung der Messmedien s.u..

Die Reaktionsgefde wurden verschlossen und in einer mit Eis gefiillten Isolierbox in
den ungefihr fiinf Minuten entfernten Krei3saal transportiert. Die eigentliche
Probenentnahme erfolgte direkt nach Geburt der Plazenta: Zunichst wurde die fetale
Seite der Plazenta aufgesucht. Um eine Probe mit moglichst guter Néhrstoffséttigung
zu gewinnen, wurde in unmittelbarer Nidhe zu einem Zweig der oberfldchlichen
ChoriongefaBlen das Chorion laeve und das Amnion entfernt und vier, im Durchmesser
etwa 1,5 cm grof3e Proben gewonnen. Dies geschah mittels Einmalskalpell und einer
chirurgischen Pinzette, um das Gewebetrauma moglichst gering zu halten. Die
gewonnenen Proben wurden jeweils in ein vorbereitetes Reaktionsgefa3 gegeben und
gekiihlt in das Labor transportiert. Die Kiihlung der Proben war notwendig, um die
Stoffwechselaktivitit der Probe zu reduzieren, um die ungefdhr 35 Minuten zwischen
Probengewinnung und Beginn der Messung zu iiberbriicken und um der befiirchteten,
durch Ischdmie verursachten, Gewebszerstorung entgegenzuwirken. Direkt nach

Ankunft im Labor wurden die Proben mit einer Feinwaage gewogen und mittels
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Skalpell und chirurgischer Pinzette auf die gewiinschte GroBle zugeschnitten. Nach

erneutem Wiegen waren die Proben fiir die Messung bereit.

Abb. 5: Fetale Seite der Plazenta. Eihdute erhalten.
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3.3 Durchfiihrung der Messungen

3.3.1 Mikrorespirometrische Messungen

In dieser Arbeit wurden insgesamt vier Messreihen durchgefiihrt. In den ersten drei
Messreihen wurde der Sauerstoffverbrauch unterschiedlich groBer Plazentaproben
mittels ,,High Resolution Respirometrie in verschiedenen Medien gemessen. Fiir jede
Messung wurde eine Probe aus einer anderen Plazenta benutzt. Die Proben in
Messreihe 1+2 wurden direkt nach der Geburt entnommen. Um den Unterschied der
Sauerstoffverbrauchsaktivitit zwischen verschiedenen Medien festzustellen, wurde in
Messrethe 1 Ringer-Losung und in Messreihe 2 Ringerldsung mit einem
Glukosezusatz von etwa 83 mg/dl benutzt. 83 mg/dl entspricht in etwa den
physiologischen Verhiltnissen im Nabelschnurblut, wo der Glukosegehalt etwa 70%
des miitterlichen Blutes betrdgt (Sitzmann 2007). Grundsétzlich gelten
Blutzuckerwerte bei Neugeborenen von ca. 50-60 mg/dl als normal (Sitzmann 2007).

In der dritten Messreihe wurden die Proben aus Plazenten entnommen, deren Geburt
bereits 1,5 — 2 Stunden zuriicklag, sich also in einer Langzeit-Ischdmie befanden. Bis
zum Messbeginn wurden sie bei Zimmertemperatur gelagert. Die anschlieBende
Messung erfolgte ebenfalls in Ringer-Losung mit einem zugesetzten Glukosegehalt

von 83 mg/dl.

Messreihe Medium Status

1 (n=8) Ringer (G-) Frisch

2 (n=11) Ringer+Glukose (G+) Frisch

3 (n=298) Ringer+Glukose (G+) Ischdmisch (1,5-2 Stunden postpartal
(p-p.)
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3.3.2 Vergleichende mikrorespirometrische und
mikrokalorimetrische Messungen

In einer weiteren Messreihe sollte der Zusammenhang zwischen der respiratorischen
und der kalorimetrischen Aktivitit als Marker fiir die Stoffwechselaktivitit der
Plazenta gemessen werden. Hierzu wurden vier Aliquots derselben Plazenta
entnommen. Jeweils zwei Proben wurden respirometrisch, die anderen beiden
kalorimetrisch untersucht. Das Messmedium war pro Methode einmal PBS und einmal
PBS mit Zusatz von Glukose (83 mg/dl). Entnommen wurden die Proben direkt nach

der Geburt.

Messreihe Medium Status
4 (n=6) PBS (G-) Frisch
4 (n=6) PBS + Glukose (G+) Frisch
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3.4 Herstellung der Medien

Bei der Ringer-Losung handelte es sich um eine Fertiglosung der Firma Braun mit
folgender Zusammensetzung:

- Natriumchlorid: 4,3 g

- Kaliumchlorid: 0,15 g

- Calciumchlorid 2 H,O: 0,17 g

- Wasser fiir Injektionszwecke

Entschprechend gilt:
- Natrium 147 mmol/l
- Kalium 4,0 mmol/l
- Calcium 2,2 mmol/l

- Chlorid 156 mmol/l

Die Ringer/Glukose-Losung wurde folgendermaBlen vorbereitet. 100 ml G5%
(entsprechend 5 g Glukose) wurde auf 500 ml Ringerlosung gegeben. Aufgrund der
Verdiinnung  durch  Zugabe der G5%  ergab sich eine  andere
Elektrolytzusammensetzung. Natrium 122,01 mmol/l, Kalium 3,32 mmol/l, Calcium
1,83 mmol/l und Chlorid 129,48 mmol/I.

Die PBS-Losung lag in zehnfach konzentrierter Form vor. Es wurden 100 ml einer
einfach konzentrierten Losung hergestellt. Auch die PBS/Glukose-Losung wurde auf
einfach konzentrierte PBS und G1 % verdiinnt. Hier wurden ebenfalls immer 100 ml

Losung hergestellt.
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3.5 Messung des Sauerstoffverbrauches

Die Messung des Sauerstoffverbrauches erfolgte mit dem Oxygraph-2k der Firma
Oroboros Instruments, Innsbruck, Osterreich. Die Datenaufzeichnung erfolgte mit dem

mitgelieferten Programm DatLab (Version 4.3.2.7).

3.5.1 Ablauf der ,High resolution — Respirometrie*

Da wihrend der Messpausen die Kammern mit Ethanol 70% gefiillt waren, wurde die
Kammer vor der Messung zunéchst durch dreimaliges Spiilen mit destilliertem Wasser
(Aqua dest.) gereinigt und anschlieBend noch zweimalig mit dem jeweiligen
Messmedium gespiilt, um auch geringfiigigste Verdiinnung durch das Aqua dest. zu
vermeiden. Anschliefend wurde die Kammer iibervoll mit Messmedium gefiillt und
mittels Magnetriihrer geriihrt. Der Magnetriihrer sorgt fiir eine gleichmaBige Verteilung
des Sauerstoffes im auf 37 °C temperierten Medium.

Die Proben wurden nun in die Messkammer gegeben. Zundchst musste das Gerit
Adquilibrieren. Die Aquilibrierung dauert etwa 15 — 20 Minuten. Wenn sich die O--
Verbrauchskurve sowie die Temperatur (Peltier-Anzeige) eingependelt hatten, konnte
die Kammer komplett geschlossen werden. Zur Aquilibrierung wurde der Verschluss
ganz  herunter gedriickt (Kammer geschlossen) und anschlieBend in
Aquilibrierungsposition gebracht. Da die Kammer iibervoll gefiillt wurde, wurde durch
kurzzeitiges Herunterdriicken des Verschlusses das entsprechende Kammervolumen
eingestellt und eine Gasphase, entsprechend der Umgebungsluft, zwischen Verschluss
und Messmedium gebildet.

Erste Probemessungen hatten gezeigt, dass eine Messung mit den mitgelieferten
Riihrern nicht mdéglich ist, da die Proben durch diesen zerstort werden. Daher wurde in
allen Messungen auf den Magnetrithrer verzichtet, auch wenn dadurch die
Sauerstoffversorgung der Probe verschlechtert wurde.

Die Messung wurde dann fiir mindestens 2 Stunden aufgezeichnet. Nach Ablauf der
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Messzeit wurde die Messung gespeichert und das Programm beendet. Die Probe wurde
aus der Kammer entnommen, das Medium abgesaugt und die Kammer dreimalig mit
Aqua dest. und anschlieend dreimalig mit Ethanol 70% gespiilt. Die Lagerung bis zur

nichsten Messung erfolgte wieder in Ethanol 70%.
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3.5.2 Kalibrierung des Sauerstoffsensors

Vor jeder neuen Messreihe wurde eine Kalibrierung mit dem neuen Messmedium
durchgefiihrt. Nach der oben beschriebenen Reinigung mit Ethanol und Aqua dest.
wurde die Kammer mit Medium gefiillt, verschlossen und mit dem mitgelieferten
Schliissel in air calibration (Aquilibrierung)“ Stellung gebracht. Wenn die
Sauerstoffverbrauchskurve sowie die Peltier-Anzeige (Temperatur) stabil waren
(abgeschlossene air calibration, R1-Markierung), wurde die Kammer verschlossen.
Aufgrund der Manipulation der Kammer musste einige Minuten abgewartet werden,
bis sich die O,-Kurve stabilisiert hat.

Um die 0-Kalibrierung, also eine moglichst maximale Sauerstoffausschopfung zu
erreichen, wurde Hefe als sauerstoffverbrauchender Organismus iiber die Kapillare
hinzugefiigt. Wenn die O,-Konzentration nicht weiter fiel und stabil bei 0 war, wurde
die zweite Markierung gesetzt (R0). Die RO und R1 Markierungen sind fiir die
automatische Korrektur und damit zur genauen Bestimmung des tatsédchlichen
Sauerstoffverbrauches von Bedeutung. Ebenfalls wurde der Faktor der
Sauerstoffloslichkeit des Mediums eingestellt. Es wurde in diesem Fall der Faktor
0,966 gewdhlt. Dieser wurde fiir alle Messreihen beibehalten und entspricht dem
Loslichkeitsfaktor von PBS, einem Ndhrmedium fiir Mitochondrien. In der Annahme,
dass der Loslichkeitsfaktor das Messergebnis fiir unsere Zwecke nur unwesentlich

beeinflusst, ist dieser vernachléssigt worden.
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3 Material und Methoden

3.5.3 Auswertung der Ergebnisse der mikrorespirometrischen
Messungen

Wiéhrend der online-Messung konnte der Versuchsablauf kontinuierlich verfolgt
werden. Nach Aufzeichnung der Messung, mittels der mitgelieferten DatLab Sofware
(Version 4.3.2.7), konnten die Daten als Excel-Datei heruntergeladen werden. Um die
,Unruhephase® nach Verschluss der Messkammer als mogliche Fehlerquelle
auszuschlieBen, wurden zur Auswertung nur die Werte zwischen Minute 30 und

Minute 120 benutzt.

Da die Messungen, wie sich zeigen wird, einen vergleichsweise konstanten
Sauerstoffverbrauch ergaben, wurde zundchst dessen Mittelwert bestimmt.
AnschlieBend wurde, um die Werte auf das Gewicht zu beziehen, die Einheit von
[pmol/(s*ml)] in [pmol/(min*mg)] umgerechnet. Auf diese Weise wurde in den
Messreihen 1-3 der spezifische Sauerstoffverbrauch pro mg Feuchtgewicht bestimmt.

In Messreihe 4 wurde der Verbrauch auf das Trockengewicht bezogen.
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3.6 Messung der Wéarmeproduktion

Die Ermittlung der Wirmeproduktion erfolgte mit dem  isothermen
Wiérmeflusskalorimeter 2277 Thermal Activity Monitor (TAM; Thermometric, Jérfalla,

Schweden) im sogenannten batch mode (verschlossene 4 ml - Edelstahlampullen).

3.6.1 Ablauf der Mikrokalorimetrie

Zunidchst wurde die Probe in eine Messampulle gegeben und diese mit 4 ml
Inkubationsmedium aufgefiillt. Sodann wurde die Ampulle verschlossen, duflerlich
sorgfdltig mit Ethanol gereinigt und zunéchst fiir 20 Minuten in die thermische
Aquilibrierungsposition des Kalorimeters eingebracht. Nach Erwéirmung auf 37 °C
wurde sie schlieBlich langsam in die Messkammer abgesenkt. Die gemessene
Wiérmeflussrate wurde iiber einen Zeitraum von 6 Stunden aufgezeichnet. Nach
Abschluss der Messung wurde die Ampulle wieder aus dem Messzylinder entfernt, die
Probe aus der Ampulle entnommen und diese sorgfiltig innerlich und &duBerlich

gereinigt.

3.6.2 Kalibrierung der Peltier-Elemente

Die Kalibrierung des Kalorimeters erfolgte iiber den am Boden des Messzylinders
eingebauten elektrischen Eichwiderstand. Hierzu wurde eine lediglich mit Medium
(ohne Probe) gefiillte Ampulle in die Messkammer abgesenkt und eine stabile Baseline
abgewartet (0-Eichung). Sodann wurde der Eichstrom eingeschaltet und — wiederum
nach Abwarten eines stabilen Wérmeflusssignals — der Messbereich auf 1000 pW

geeicht.
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3.6.3 Auswertung der Ergebnisse der mikrokalorimetrischen
Messungen

Die Messungen wurden auf mittels der zugehorigen Digitam Software (Version 1.0)
auf einem PC aufgezeichnet. Das Auswertungsprogramm registriert den Warmefluss
(in pWatt) und errechnet zudem die bis zu einem beliebigen Zeitpunkt kumulativ
freigesetzte =~ Wiarmemenge (in  mlJoule), entsprechend dem Integral der

Wirmeflusskurve. Auch diese Ergebnisse wurden als Excel-Daten heruntergeladen.

3.7 Ermittlung des Trockengewichtes

Um das Verhiltnis von Trocken- zu Feuchtgewicht zu erhalten, wurden die Proben, die
vor Messbeginn ausgewogen wurden, fiir 24 Stunden in einer Petrischale in einen
Trockenschrank gegeben. Dieser hat eine konstante Temperatur von 37 °C. Nach 24
Stunden wurde mittels Prazisionswaage erneut das Gewicht bestimmt.

Viele Untersuchungen in der Literatur beziehen sich, anders als unsere eigenen
Ergebnisse der Messreihen 1-3, auf das Trockengewicht der jeweiligen Proben. Die
Ergebnisse von Messreihe 4 wurden daher ebenfalls auf das jeweilig gemessene

Trockengewicht bezogen.

3.8 Ethikvotum

Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Arztekammer Hamburg als
unbedenklich eingestuft (WF031/11). Es handelt sich um eine Studie an ,,biologischem
Abfallmaterial“, welches anonymisiert im Rahmen der Grundlagenforschung

untersucht wurde.
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4 Ergebnisse

4.1 Sauerstoffverbrauch von Plazentaproben in Ringer-Lé6sung

In Tabelle 1 wird der spezifische, d.h. (feucht)gewichtsbezogene Sauerstoffverbrauch
von Plazentaproben in Ringer-Losung in pmol/min pro mg bzw. in ml/min pro kg,

sortiert nach Feuchtgewichten in aufsteigender Reihenfolge, gezeigt.

EG in mg O,-Verbrauch in pmol/(min*mg) O,-Verbrauch in ml/(min*kg)

6,10 31,32 4,53
12,60 28,38 4,10
42,90 18,72 2,71
60,60 14,91 2,16
94,50 9,15 1,32
210,00 4,22 0,61
230,00 6,30 0,91
280,00 1,20 0,17

Tab. 1: Feuchtgewichte und spezifische Sauerstoffverbrauchsraten von Plazentaproben in Ringer-
Losung (G-).

Man erkennt eine tendenzielle Abnahme des spezifischen Sauerstoffverbrauches mit
zunehmendem Feuchtgewicht, der fiir diese Art der Messungen — Gewebeproben in
einer geschlossenen Messkammer — charakteristisch ist (sog. crowding effect, siche

Kapitel 5.1.2).
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4 Ergebnisse

4.2 Sauerstoffverbrauch von Plazentaproben in Ringer-Lé6sung
unter Glukosezusatz

In der zweiten Messreihe wurde der Einfluss von Glukose auf den Sauerstoffverbrauch

von Plazentaproben untersucht. Dazu wurde dem Medium vor Versuchsbeginn

Glukose in einer Konzentration von etwa 83 mg/dl zugegeben. Tabelle 2 zeigt den

spezifischen Sauerstoffverbrauch von Plazentaproben, wiederum geordnet nach

aufsteigenden Feuchtgewichten, in Ringer-Losung unter Glukosezusatz.

FG in mg O,-Verbrauch in pmol/(min*mg) O,-Verbrauch in ml/(min*kg)

5,70 43,26 6,26
16,00 24,24 3,51
23,10 27,69 4,00
33,40 21,04 3,04
34,00 35,88 5,19
43,60 24,70 3,57
49,60 18,35 2,65
59,60 16,31 2,36
108,00 9,93 1,44
240,00 5,00 0,72
354,00 5,61 0,81

Tab. 2: Feuchtgewichte und spezifische Sauerstoffverbrauchsraten von Plazentaproben in Ringer-

Losung mit Glucosezusatz (G+).

Auch hier ist die tendenzielle Abnahme des spezifischen Sauerstoffverbrauches mit

zunehmendem Feuchtgewicht erkennbar (,,crowding effect”, siche Kapitel 5.1.2).
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4.3 Sauerstoffverbrauch von Plazentaproben in Ringer-Lé6sung
unter Glukosezusatz nach Langzeitischdmie

Die dritte Messreihe unterschied sich von Messreihe 2 dahingehend, dass die
verwendeten Plazentabiopsate erst etwa 1,5 — 2 Stunden nach der Geburt, ebenfalls
unter Zusatz von ca. 83 mg/dl Glukose, untersucht wurden. Durch den verzdgerten
Messbeginn wurde eine verldngerte Ischimiezeit simuliert. Tabelle 3 zeigt den
spezifischen Sauerstoffverbrauch in Ringer-Losung unter Glukosezusatz bei solchen

langzeitischdmischen Plazentaproben.

FG in mg O,-Verbrauch in pmol/(min*mg) O,-Verbrauch in ml/(min*kg)

4,5 53,93 7,80
16,9 31,15 4,50
36,0 25,11 3,63
52,0 16,88 2,44
68,0 15,70 2,27
104,5 13,80 2,00
156,8 8,26 1,20
264,8 5,41 0,78

Tab. 3: Feuchtgewichte und spezifische Sauerstoffverbrauchsraten von Plazentaproben in Ringer-
Losung mit Glucosezusatz (G+) nach einer Ischdmieperiode.

Bemerkenswerterweise liegen die Sauerstoffverbrauchsraten trotz der lédngeren
warmen Ischdmiezeit in der gleichen GrofBenordnung wie bei den unmittelbar
postpartal untersuchten Proben. Im iibrigen zeigt sich auch hier — wie in den
vorangegangenen Messreihen — wieder die tendenzielle Abnahme der spezifischen
Sauerstoffverbrauchsraten mit zunehmenden Feuchtgewichten (“crowding effect”,

siche Kapitel 5.1.2).
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4.4 Sauerstoffverbrauch und Wérmeproduktion von
Plazentaproben in PBS-L6sung

In einer vierten, gesonderten Messreihe wurden Plazentaproben sowohl
(mikrorespirometrisch) auf ihren Sauerstoffverbrauch als auch (mikrokalorimetrisch)
auf ihre Wiarmeabgebe untersucht. Die kombinierte Respirokalorimetrie erlaubt eine
bessere Differenzierung zwischen aeroben und anaeroben Stoffwechselvorgéngen. Mit
beiden Methoden wurde auch wieder der Einfluss von Glukosezusatz zum
Inkubationmedium {iberpriift, das in diesem Fall aus phosphatgepufferter Salzlosung
(PBS) bestand, einer isotonen Losung, welche den Proben aufgrund ihrer
Zusammensetzung und ihres konstanten pH-Wertes ein stabileres Umgebungsmilieu

bieten sollte.

Von n=6 Plazenten wurden je vier Aliquots vergleichbarer GroBe entnommen. Je zwei
dieser Proben wurden mikrorespirometrisch bzw. mikrokalorimetrisch untersucht, und

zwar einmal mit (G+) und einmal ohne Glukosezusatz (G-).

Im Unterschied zu den Messreihen 1-3 wurde der Sauerstoffverbrauch und die
Wiérmeproduktion hier nicht auf das Feuchtgewicht, sondern auf das Trockengewicht

(TG) bezogen.
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4.4.1 Sauerstoffverbrauch

Tabelle 4 zeigt den spezifischen, d.h. gewichtsbezogenen Sauerstoffverbrauch der in
PBS inkubierten Plazentaproben in pmol/(min*mgTG) bzw. ml/(min*kgTG), jeweils
mit (G+) und ohne (G-) Glukosezusatz.

Messung TG in mg pmol/(min*mg) ml/(min*kg)
01 G+ 26 37,22 5,38
01 G- 23 50,32 7,28
02 G+ 54 13,76 1,99
02 G- 48 13,38 1,93
03 G+ 11 63,44 9,17
03 G- 22 64,61 9,34
04 G+ 25 6,22 0,90
04 G- 65 2,64 0,38
05 G+ 12 157,60 22,79
05 G- 31 29,32 4,24
06 G+ 29 48,10 6,96
06 G- 33 41,07 5,94

Tab. 4: Trockengewichte und spezifische Sauerstoffverbrauchsraten von Plazentaproben in PBS mit
Glucosezusatz (G+) und ohne Glucosezusatz (G-).
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4.4.2 Warmeproduktion

In Tabelle 5 ist die spezifische Warmeproduktion in mJoule/mg TG der in PBS
inkubierten Plazentaproben mit (G+) und ohne (G-) Glukosezusatz aufgefiihrt. Da die
Wirmeabgabe, wie weiter unten noch gezeigt werden wird, im Laufe der Messungen
wesentlich stirker abfiel als der vergleichsweise konstante Sauerstoffverbrauch, wurde
als Mal} fiir die Stoffwechselaktivitit hier zunédchst die gesamte innerhalb des

Messzeitraumes freigesetzte Warmemenge gewihlt.

Messung TG in mg mJ/mg
01 G+ 47 7,38
01 G- 42 7,78
02 G+ 38 29,00
02 G- 29 21,26
03 G+ 37 47,13
03 G- 13 32,12
04 G+ 29 32,78
04 G- 55 24,36
05 G+ 33 38,69
05 G- 32 16,30
06 G+ 42 28,60
06 G- 37 26,28

Tab. S: Trockengewichte und spezifische Warmeproduktionssraten von Plazentaproben in PBS mit
Glucosezusatz (G+) und ohne Glucosezusatz (G-).

Aufgrund der homogeneren Gewichtsverteilung ist in diesen Messungen — sowohl in
den Sauerstoffverbrauchs- als auch in den Wirmeproduktionsraten — die {ibliche
Abnahme des spezifischen Energieumsatzes mit zunehmendem Probengewicht

(,,crowding effect”, siche Kapitel 5.1.2) nicht ohne weiteres erkennbar.
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4.5 Relativer Trockengewichtsanteil am Feuchtgewicht

Zur Bestimmung des Trockengewichtes wurden die untersuchten Plazentaproben
(n=24) tiber 24 Std. bei 37°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Ergebnisse
sind in Abb. 6 dargestellt. Der relative Trockengewichtsanteil am Feuchtgewicht
betrdgt danach im Mittel 15,5%, was den hohen Wasseranteil von plazentarem Gewebe

von rund 85% widerspiegelt.
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Abb. 6 Abhéngigkeit des Trockengewichtes vom Feuchtgewicht bei 24 Plazentaproben.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurden mikrorespirometrische und mikrokalorimetrische
Untersuchungen an humanem Plazentagewebe durchgefiihrt. Dabei wurden mit dem
Sauerstoffverbrauch und der Wérmeproduktion zwei wesentliche KenngréBen des
Energieumsatzes erfasst. Mit den respirokalorimetrischen Messungen an ischdmischen
Plazentaproben sollte gepriift werden, inwieweit sich die in der Literatur beschriebene
Hypoxietoleranz der Plazenta anhand einer lange erhaltenen Stoffwechselaktivitit

nachweisen ldsst, und welchen Beitrag dazu aerobe und anaerobe Prozesse leisten.

5.1 Methodenkritik

5.1.1 Probengewinnung

Bedingt durch die Umstidnde der Geburt konnte in der hier vorgenommenen Pilotstudie
kein ganz striktes zeitliches Protokoll eingehalten werden, sodass die Ischimiedauer
der Plazentaproben zu Beginn der Messungen in gewissen Grenzen variierte.
Grundsétzlich wird hier zwischen zwei Gruppen unterschieden, ndmlich a) unmittelbar
postpartal gewonnenen und b) nach einer ldngeren ,,Lagerung der Plazenta von ca. 1,5
Stunden entnommenen Proben. Es muss jedoch bedacht werden, dass auch innerhalb
dieser beiden Gruppen groflere zeitliche Variationen als Ursache einer natiirlichen

Streuung der Messergebnisse vorliegen.

Die Gewinnung der Proben erfolgte mit Hilfe eines Skalpells von der dem Fetus
zugewandten Seite der Plazenta, erkennbar am Ein- und Austritt der Nabelgeféle.
Auch wenn dabei auf eine standardisierte Vorgehensweise geachtet wurde, ist dadurch
keine ,,mikroskopisch prizise® Préparation garantiert. Es ist daher denkbar, dass die
gewonnenen Proben unterschiedliche Gewebeanteile der Plazenta in variierendem

Ausmal enthielten.
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5.1.2 ProbengroBe (,,crowding effect®)

Bei Messungen an Gewebeproben ist weiterhin zu beriicksichtigen, dass, auch wenn
mit zunehmender Probengréfe die Absolutwerte von Sauerstoffverbrauch bzw.
Wiérmeproduktion ansteigen, doch die spezifischen (d.h. auf das Probengewicht
bezogenen) Sauerstoffverbrauchs- oder Warmeproduktionsrate bei groBeren Proben im
Allgemeinen niedriger ausfallen als bei kleineren. Als Ursache fiir diesen zunédchst an
Zellkulturen beschriebenen (Hedeskov und Esmann 1966; Sand et al. 1977) und spiter
auch an Gewebeproben reproduzierten (Singer et al. 1991, 1995; Singer 2006) Effekt
gelten die verschlechterten Diffusionsbedingungen in einer ,,iiberfiillten*
Messampulle, die zu einem Uberwiegen von anaeroben gegeniiber aeroben
Stoffwechselanteilen filhren (,,crowding effect). Dadurch, dass anaerobe
Stoffwechselraten grundsétzlich kleiner sind als aerobe, kommt es mit zunehmender

Probengrofle zwangslaufig zu einem Absinken des spezifischen Energieumsatzes.

Das Absinken des spezifischen Energieumsatzes mit zunehmender Probengréf3e konnte
auch bei den hier untersuchten Plazentaproben beobachtet werden, und zwar vor allem
in den mikrorespirometrischen Messungen (bei den mikrokalorimetrischen Messungen
wurde dieser Effekt durch eine mdglichst einheitliche Probengroe minimiert) (Abb.
7). Damit entsprechen diese Befunde den fritheren Ergebnissen von Malek et al.
(1996b), die ebenfalls Plazentagewebe unterschiedlicher Grofe (0,3 cm? gegen 0,03
cm?®) untersucht und dabei einen analogen Zusammenhang zwischen Probengrof3e und,
in ihrem Fall, Glukoseverbrauch gefunden hatten. Um den ,crowding effect zu
beriicksichtigen, werden die spezifischen Sauerstoffverbrauchsraten hier grundsitzlich
iiber den zugehorigen Probengroflen aufgetragen, und zwar im doppeltlogarithmischen
Plot, wo es dann typischerweise zu einer ,,Linearisierung® der Daten kommt (siche

Abb. 9).
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Abb. 7: Abnahme des spezifischen Sauerstoffverbrauches mit zunehmender Probengrofle. Dargestellt
sind die Ergebnisse der Messreihe 1 (frische, in Ringer-Losung inkubierte Plazentaproben ohne
Glukose-Zusatz (G-)). Fir den ,crowding effect® ist charakteristisch, dass er sich im
doppeltlogarithmischen Plot linearisieren lésst (siche Abb. 9).

5.1.3 Inkubationsbedingungen

Um eine Zerstorung der Gewebeproben zu vermeiden, ist in den vorliegenden
Versuchsreihen weder in der mikrorespirometrischen Messkammer, noch in den
mikrokalorimetrischen Messampullen, ein Magnet- oder elektrischer Riihrer verwendet
worden. Da in einem ungeriihrten Medium jedoch schlechtere Diffusionsbedingungen
herrschen, diirften die gemessenen Stoffwechselraten (Sauerstoffverbrauch bzw.
Wirmeproduktion) niedriger ausgefallen sein, als sie bei Verwendung eines Riihrers

gewesen waren.

Sowohl in dem Oroboros Oxygraphen als auch in dem ThermalActivityMonitor
wurden die Plazentaproben also — unter Verwendung iiblicher, mit Umgebungsluft-
aquilibrierter Medien (Ringer, PBS) — in hermetisch abgeschlossenen Messkammern
bzw. Messampullen inkubiert (,,batch mode*). Infolge des Sauerstoffverbrauches der

Proben kommt es dabei zu einer fortschreitenden O,-Depletion, die in den groBeren
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Mikrokalorimetrie-Ampullen naturgeméf langsamer erfolgt als in der kleineren
Mikrorespirometerkammer (wo sie Grundlage der Messung ist). Insofern sind also die
Inkubationbedingungen nicht vollstdndig vergleichbar, wobei, nachdem der Sauerstoff
schon in der (kleineren) Mikrorespirometerkammer wiahrend der Messdauer niemals
vollstindig aufgebraucht wurde, auch fiir die (groBeren) Mikrokalorimetrie-Ampullen

keine vollstindige O,-Depletion angenommen werden muss.
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5.2 Mikrorespirometrische Messungen

5.2.1 Kurvenverlaufe und ,,crowding effect*

Die mikrorespirometrischen Messkurven, der in der beschriebenen Weise gewonnenen
und inkubierten Plazentaproben, zeigten einen weitgehend einheitlichen Verlauf mit
einem anndhernd linearen Abfall des Sauerstoffgehaltes in der Messkammer,

entsprechend einer mehr oder weniger konstanten O,-Verbrauchsrate (Abb. 8).
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Abb. 8: Beispiel fiir den Kurvenverlauf der mikrorepirometrischen Messungen. Es sind sowohl die O»-
Konzentration (blaue Linie) als auch der O,-Verbrauch (rote Linie) gegen die Zeit aufgetragen. Der fiir
die Messung beriicksichtigte Zeitraum erstreckt sich von Minute 30 bis Minute 120. Die Markierung
,.close** kennzeichnet den Zeitpunkt, zu dem die Kammer nach Aquilibrierung geschlossen wurde.

Somit scheinen sich die Plazentaproben bzw. — genauer — deren durch Diffusion aus
dem Inkubationsmedium versorgten AuBenschichten in einem (voriibergehenden)
aeroben Gleichgewicht zu befinden. Dass dieser vergleichsweise konstante
Sauerstoffverbrauch nur eine &dullere Randschicht der Probe betrifft, die mit
zunehmender Probengrofle immer weniger ins Gewicht fillt, zeigt der ausgeprigte

~crowding effect, d.h. die Abnahme des spezifischen (gewichtsbezogenen)
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Sauerstoffverbrauches mit ansteigendem Feuchtgewicht, die in Abb.9 in typischer

Weise (Linearisierung im doppeltlogarithmischen Plot) dargestellt ist.
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Abb. 9: Spezifischer Sauerstoffverbrauch in pmol/(min*mg Feuchtgewicht) von in Ringer-Losung ohne
Glukose-Zusatz (G-) inkubierten, frischen Plazentaproben; es handelt sich um die gleichen Daten wie in
Abb. 7, jedoch hier in doppeltlogarithmischer und dadurch linearisierter Darstellung.
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5.2.2 Einfluss von Glukosezusatz und Ischamiedauer

Vergleicht man anhand der jeweiligen Beziehungen zum Feuchtgewicht den
spezifischen Sauerstoffverbrauch mit und ohne Glukosezusatz im Inkubationsmedium,
so zeigt sich eine tendenzielle (statistisch nicht signifikante) Erniedrigung der
Stoffwechselrate in der zuckerfreien gegeniiber der zuckerhaltigen Elektrolytlosung

(Abb. 10 und 11).
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Abb. 10: Spezifischer Sauerstoffverbrauch in pmol/(min*mg Feuchtgewicht) von frischen, in Ringer-
Losung ohne Glukose-Zusatz (G-) inkubierten Plazentaproben. Es zeigt sich eine tendenzielle Abnahme
der Stoffwechselrate im glukosefreien gegeniiber dem glukosehaltigen Inkubationsmedium.
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Abb. 11: Spezifischer Sauerstoffverbrauch in pmol/(min*mg Feuchtgewicht) von frischen, in Ringer-
Losung mit Glukose-Zusatz (G+) inkubierten Plazentaproben. Es zeigt sich eine tendenzielle Abnahme
der Stoffwechselrate im glukosefreien gegeniiber dem glukosehaltigen Inkubationsmedium

Eine nahezu deckungsgleiche Beziehung zwischen spezifischem Sauerstoftverbrauch
und Probengréfe ergab sich auch in den Proben, die vor der Messung 1,5 bis 2 h
ischidmisch gelagert worden waren. Es ergaben sich rechnerisch &hnliche
Sauerstoffverbrauchswerte wie bei frischen, in Ringer-Losung mit Glukose-Zusatz

(G+) inkubierten Plazentaproben (Abb. 12).

47



5 Diskussion

100 7

10 A

Sauerstoffverbrauch in pmol/(mg*min)

1 T T T
1 10 100 1000
Feuchtgew icht in mg

Abb. 12: Spezifischer Sauerstoffverbrauch in pmol/(min*mg Feuchtgewicht) von in Ringer-Losung
mit Glukose-Zusatz (G+) inkubierten Plazentaproben, die nach ca 1,5-stiindiger Ischdmie untersucht
wurden.

Aus diesen Befunden kann gefolgert werden, dass ischdmisches Plazentagewebe
offenbar in der Lage ist, bei entsprechendem Angebot (welches vermutlich auch in der
Phase der Lagerung durch den Kontakt mit der Umgebungsluft fortbestand) iiber

Stunden einen gleichbleibenden Sauerstoffverbrauch aufrechtzuerhalten.
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5.2.3 Vergleich der Messergebnisse mit Literaturdaten

Zur Einordnung der hier erhobenen Befunde soll ein Vergleich mit Literaturdaten zum

Sauerstoffverbrauch von Plazentagewebe vorgenommen werden.

Entsprechende Untersuchungen sind seit den 1950er Jahren durchgefiihrt worden,
wobei grundsétzlich zwischen in vivo-Untersuchungen, in denen tierexperimentell der
Sauerstoffverbrauch des graviden Uterus untersucht wurde, und ex vivo-Studien, in
denen die meist menschliche Plazenta extrakorporal perfundiert wurde, unterschieden
werden kann; hinzu kommen einige Untersuchungen, in denen — wie hier — Biopsien in

vitro auf ihren Sauerstoffverbrauch untersucht wurden.

In vivo-Studien zeigten einen durchschnittlichen Sauerstoffverbrauch von 0,58 mmol/
min (Carter 2000; Illsley 2011). Neuere Untersuchungen bestétigten dies und zeigten
dhnliche Werte von 0,53 +/- 0,09 mmol/min (Postigo et al. 2009; Zamudio et al. 2007).
Diese Werte sind also insgesamt etwas hoher als die Ergebnisse der in vitro Studien
(0,1 — 0,5 mmol/min), wobei bedacht werden muss, dass bei in vivo Messungen
ebenfalls der Sauerstoffverbrauch des Uterus gemessen werden miisste (Illsley 2011).
Insgesamt verbraucht die Plazenta dabei ungefar 37 % (Illsley 2011) beziehungsweise

40 % (Carter 2000) des gesamten, den Uterus erreichenden Sauerstoffes.

Die Ergebnisse der ex vivo/in vitro-Studien sind in Tab. S zusammengefasst. Zur
besseren Vergleichbarkeit mit den in dieser Arbeit erhobenen Daten wurden alle
Ergebnisse in die Einheit mlO,/min/kg umgerechnet. Dabei ist zu bedenken, dass bei in
vitro-Messungen auch bei einem maximalen Sauerstoffangebot lediglich 1/3-1/2 des
moglichen in-vivo Sauerstoffverbrauches erzielt werden kann (Schneider 2000).
AulBlerdem weisen die Literaturangaben in Abhingigkeit von der jeweiligen Methodik

erhebliche Schwankungen zwischen etwa 3 und 11 mlO,/min/kg auf (Schneider 2000).
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Autor Methodik Medium mlO,/min/kg
Villee 1953; Tissue slices Buffer, 95% O, 2,92 -4,83
MacKay 1958;
Challier et al. 1976 Perfusion, fetal and|Buffer 95% O, 5,3+/-0,7
maternal side
Challier et al. 1976 Perfusion, maternal | Blood, air 10,9 +/- 1,8
side
Challier et al. 1976 Perfusion, fetal side Buffer 95% O, 2,2+/-0,3
Mover-Lev et al. 1996 |Perfusion, fetal side Perflourocarbon, 95%6,6
0,
Diese Arbeit Tissue slices PBS Bulffer, air 0,17-9,34

Tab.S O--Verbrauchsraten von humanem Plazentagewebe (n. Schneider 2000)

Einer der ersten Untersuchungen fiihrte C.A.Villee im Jahr 1953 durch. Er nutzte
humane Plazentaproben am Termin mit einer Gréfe von 0,5 mm und einem Gewicht
von 200 mg. Villee kam dabei ungefahr auf einen Sauerstoffverbrauch um 1,9 — 2 ul/h/
mg (Villee 1953). MacKay wies eine durchschnittliche Verbrauchsrate am Termin von
etwa 1,4 ul/kg/h (+/- 0,26) nach (MacKay 1958). Mit ~ 10 ml/min/kg haben Challier
et al. bisher die hochsten Werte ermittelt (Challier et al. 1976; Schneider 2000).
Jiingere Untersuchungen von Mover-Lev et. al zeigten Verbrauchsraten von etwa 6,6

ml/min/kg (Mover-Lev et al. 1996).

Aus theoretischen Griinden wére zu erwarten, dass die hochsten der hier gemessenen
Sauerstoffverbrauchsraten (an den kleinsten und daher am vollstindigsten mit
Sauerstoff versorgten Proben) den Verhéltnissen an der perfundierten Plazenta am
nichsten kommen sollten. Tatsdchlich liegen die hier gemessenen Werte von bis zu 9,3
mlO,/min/kg in der GroBenordnung derjenigen Werte, die an perfundierten
menschlichen Plazentapriparaten (unter hypoxischen Bedingungen) bestimmt wurden,
sodass die mikrorespirometrische Methode trotz aller methodischen Einschriankungen

eine realistische Vorstellung von den zu erwartenden Sauerstoffverbrauchsraten liefert.
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Insgesamt kann aus den hier erhobenen mikrorespirometrischen Messergebnissen im
Vergleich mit den vorliegenden Literaturdaten also gefolgert werden, dass die
untersuchten Plazentaproben in ihren per diffusionem sauerstoffversorgten
Randschichten offenbar eine Restaerobiose aufweisen, die nicht nur auBBergewo6hnlich
konstant verlduft, sondern — dazu passend — auch nach langerdauernder Ischimie des

Gesamtorgans noch nahezu unveréndert nachgewiesen werden kann.
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5.3 Vergleichende respirokalorimetrische Messungen

5.3.1 Mikrokalorimetrische Kurvenverlaufe und Einfluss von
Glukosezusatz

Betrachtet man die mikrokalorimetrischen Messkurven der untersuchten
Plazentaproben, so erkennt man — nach einem kurzen, methodisch bedingten initialen
Anstieg (Aufbau des thermischen Gradienten iiber den Peltier-Elementen in der
Messkammer) — einen stetigen Abfall der Warmeproduktionsraten (Abb. 13), der sich
deutlich von den weitgehend stabilen mikrorespirometrischen Messkurven
unterscheidet. Es handelt sich hierbei um den fiir ischdmische Gewebeproben
typischen Kurvenverlauf, der den fortschreitenden Zusammenbruch des grofBtenteils
anaeroben und daher nicht mehr im Gleichgewicht befindlichen Stoffwechsels

(,,Absterbekurve*) anzeigt.
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Abb. 13: FErgebnisse der mikrokalorimetrischen Messungen. Wird die Warmeproduktion der
Plazentaproben gegen die Zeit aufgetragen, erkennt man den fiir ischdmische Gewebe charakteristischen
Kurvenverlauf; der initiale Anstieg dieser ,,Absterbekurve® ist messmethodisch bedingt.
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Da in dieser Versuchsreihe auf eine einheitliche Probengrof3e geachtet wurde, spielt der
fiir mikrokalorimetrische und -respirometrische Messungen bedeutende ,,crowding

effect” (vgl. Kapitel 5.1.2) hier keine oder eine untergeordnete Rolle.

Durch den Zusatz von Glukose zum Inkubationsmedium kommt es zu einer
geringfiigigen ,,Parallelverschiebung* der mikrokalorimetrischen Absterbekurven,
ohne dass deren Verlauf dadurch grundsitzlich verdndert (verlangsamt oder

beschleunigt) wiirde (Abb. 14).
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Abb. 14  Ergebnisse der mikrokalorimetrischen Messungen. Tridgt man die Mittelwerte der
Messungen mit und ohne Glukosezusatz gegen die Zeit auf, erhdlt man zwei ,parallel-

verschobene* Absterbekurven.

Dem steht eine durchschnittliche (wenn auch nicht in jedem Einzelversuch gleich
ausgeprigte) Anhebung der Sauerstoffverbrauchsraten unter Glukosezusatz gegeniiber
(Abb. 15), die sich im Ttbrigen in dieser vergleichenden respirokalorimetrischen
Messserie nicht anders verhalten haben als in den vorstehend beschriebenen

Versuchen.
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Abb. 15: Verhiltnis der mittleren Sauerstoffverbrauchsraten mit (G+) und ohne Glukosezusatz (G-) bei
den parallelen respirokalorimetrischen Messungen. In vier von sechs Messungen erkennt man einen
erhohten Sauerstoffverbrauch unter Zusatz von Glucose in das Messmedium.

Aus diesen Befunden kann vorsichtig gefolgert werden, dass die
,Parallelverschiebung®* der mikrokalorimetrischen Absterbekurven moglicherweise
lediglich die geringe Steigerung widerspiegelt, die der aerobe Stoffwechselanteil in
den untersuchten Gewebeproben durch den Glukosezusatz zu erfahren scheint. Dies
wire auch insofern plausibel, als vermutlich die gleichen AuBlenschichten der Probe,
die per diffusionem mit Sauerstoff aus dem Umgebungsmedium versorgt werden, von

der zugesetzten Glukose erreicht werden.
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5.3.2 Vergleich der mikrokalorimetrischen Messwerte mit
Literaturdaten

Ein echter Vergleich der hier gemessenen Wiarmeproduktionsraten mit Literaturdaten
ist nicht moglich, da weder von humanen noch von tierischen Plazentaproben bisher
mikrokalorimetrische Messungen publiziert wurden. Vergleicht man die in dieser
Arbeit erhobenen Werte jedoch mit den Ergebnissen mikrokalorimetrischer Arbeiten an
ischdamischen Geweben anderer Herkunft, so fallt die fiir die lange Ischimiedauer
ungewohnliche Hohe der Wéarmeproduktion auf. Tatséchlich erreicht die humane
Plazenta in  der  mikrokalorimetrischen  Verlaufsmessung  ischdmische
Wirmeproduktionsraten,  wie  sie  vergleichsweise = an  protektioniertem
(kardioplegischem) Hundemyokard gefunden wurden (Abb. 16) — was als indirekte
Bestitigung ihrer von anderen Autoren beschriebenen, ungewohnlich hohen

Hypoxietoleranz angesehen werden kann.
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Abb. 16: Mikrokalorimetrische ,,Absterbekurven® von protektioniertem (kardioplegischem) Hunde-
und Rattenmyokard (Singer et al. 1995).
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5.3.3 Vergleich zwischen Warmeproduktion und Sauerstoff-
verbrauch

Vergleicht man die unter — soweit messmethodisch moglich — vergleichbaren
Bedingungen bestimmten Wérmeproduktions- und Sauerstoffverbrauchsraten, so zeigt
sich noch einmal der schon weiter oben angedeutete qualitative und quantitative

Unterschied (Abb. 17):
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Abb. 17: Ergebnis der vergleichenden respirokalorimetrischen Messungen. Man erkennt, dass die
(anaerobe) Wirmeabgabe (im Proben-,,Kern®) stetig abfallt, wihrend der Sauerstoffverbrauch (in der
Proben-,,Schale*) weitgehend konstant bleibt.

Qualitativ zeigt sich zum einen eine weitgehend konstante Sauerstoffverbrauchsrate,
die vermutlich den anhaltenden aeroben Stoffwechsel in der — durch Diffusion aus dem
Inkubationsmedium — mit Sauerstoff versorgten ,,Schale der Plazentaproben
widerspiegelt, zum anderen erkennt man eine stetig abfallende Warmeproduktion, die
den ,,Absterbevorgang* des anaeroben Proben-“Kerns* reflektiert und sich dennoch —
vor allem angesichts der Tatsache, dass die Proben schon zuvor eine mindestens 30-

miniitige Ischdmie von der erfolgten Nachgeburt bis zur Inkubation in der
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Messkammer hinter sich gebracht hatten — in erstaunlicher Hohe bewegt (vgl. oben).

Quantitativ trigt die Sauerstoffverbrauchsrate von 1,0-1,5 pmol/(mgld), wenn man sie
mit einem mittleren oxykalorischen Agquivalent von rund 450-480 kJ/mol O,
umrechnet, nur 0,5-0,75 puW/mg zur Warmeproduktion bei, sodass die aerobe Schale
lediglich einen Bruchteil der Gesamtstoffwechselaktivitdt der Probe ausmacht. Dabei
ist allerdings zu bedenken, dass der Sauerstoffverbrauch notgedrungen auf das gesamte
Probengewicht bezogen wurde, sich in Wirklichkeit aber nur in der dulleren Randzone
abspielt, sodass er — wenn er korrekterweise durch das (unbekannte) Gewicht des

aeroben Probenanteiles dividiert wiirde — auch entsprechend hoher ausfallen wiirde.

Die Tatsache, dass diese Restaerobiose noch iiber das Absterben des anaeroben Kerns
hinaus weitgehend konstant bleibt, ldsst (im Gegensatz zu anderen hypoxischen
Geweben, bei denen sie ebenfalls vergleichsweise rasch abfillt) indirekt erkennen, dass
das Plazentagewebe optimal an die Verwertung von Restsauerstoff angepasst sein
muss. Dies konnte mit dem von anderen Autoren vorbeschriebenen ,hypoxischen
Hypometabolismus®, d.h. der Fihigkeit zusammenhingen, den Eigensauerstoffbedarf

variabel an das Sauerstoffangebot anzupassen.

Diese Féhigkeit ist unter dem Namen ,,Oxykonformismus®“ fiir Amphibien und
intertidale Invertebraten (wirbellose Bewohner der Gezeitenzone, z.B. bestimmte
Wiirmer) beschrieben worden (Boutilier et al. 1997; Buchner et al. 2001) und
unterscheidet sich von konventionellen physiologischen Vorstellungen, denen zufolge
ein bestimmter Sauerstoffverbrauch zur Aufrechterhaltung von Struktur und Funktion
zwingend erforderlich ist und — wenn er nicht gedeckt wird — unweigerlich eine

kritische Unterversorgung resultiert.

Allerdings scheint ein analoges Phdnomen auch bei neonatalen Saugetieren
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vorzukommen und zu deren erhohter Hypoxietoleranz beizutragen, wie von Rohlicek
et al. (1998) an neugeborenen Hunden und von Singer et al. (2002, 2004) an

neugeborenen Mausen und Ratten gezeigt wurde.

Wie in der FEinleitung bereits erwédhnt, ldsst auch die menschliche Plazenta
offensichtlich einen ,hypoxischen Hypometabolismus® erkennen, indem sie ihren
Eigensauerstoffverbrauch bei abnehmenden Sauerstoffangebot weitgehend zu drosseln
vermag (Schneider 2000, 2009, 2011). Dies erscheint angesichts des vergleichsweise
hohen Anteils von ca. 40% des von der feto-plazentaren Einheit verbrauchten
Sauerstoffs (Carter 2000; Illsley 2011) auch insofern ,,sinnvoll®, als im Falle einer
kritischen Versorgungssituation der verbleibende Sauerstoff praferentiell fiir den Feten
zur Verfiigung stehen sollte, anstatt von der Plazenta selber verbraucht zu werden.
Tatséchlich konnte nachgewiesen werden, dass beispielsweise bei Schwangerschaften
im Hochgebirge die Synthesefunktionen der Plazenta — auch unter Inkaufnahme eines
weniger guten fetalen Wachstums — eingeschriankt werden, wogegen die Durchleitung

von Sauerstoff zum Feten weitgehend unbeeintréchtigt bleibt (Murray 2012).

Dieser ,,biochemische Schutzreflex* wird, auch wenn er primir der Abschirmung des
Feten gegeniiber Sauerstoffmangel dient, doch auch die Hypoxietoleranz der Plazenta
erhdhen, indem er, wie es von den ,niederen Tieren bekannt ist, die Uberdauerung
von hypoxischen Phasen ohne Akkumulation einer hohen ,,Sauerstoffschuld* erlaubt
und zudem die Diffusionsbedingungen fiir Sauerstoff verbessert. Der letztgenannte
Effekt gibt sich in den hier durchgefiihrten respirokalorimetrischen Versuchen an
Plazentaproben in der konstanten Verwertung von Restsauerstoff aus dem

Umgebungsmedium zu erkennen.

Zusammenfassend diirfte die auBergewdhnlich hohe Hypoxie-/Ischdmietoleranz des
humanen Plazentagewebes, die den Ausgangspunkt der hier vorgelegten
Untersuchungen darstellte, also auf einer Kombination aus einer ungewdhnlich hohen

anaeroben Glykolysekapazitit (erkennbar an dem langamen Abfall mit entsprechend
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hohen Wérmeproduktionsraten in der Mikrokalorimetrie) und einer besonders
sparsamen Verwertung von Restsauertoff (erkennbar an der weitgehend konstanten

Verbrauchsrate in der Mikrorespirometrie) beruhen.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund und Fragestellung: Die Plazenta ist als Grenzflaiche und Schaltzentrale
zwischen maternalem und fetalem Kreislauf nicht nur fiir den Atemgas- und
Stoffaustausch zwischen Mutter und Kind verantwortlich, sondern erfiillt auch
zahlreiche, z.B. endokrine Kontrollfunktionen fiir die intakte Schwangerschaft. Trotz
der damit einhergehenden hohen Stoffwechselrate scheint die humane Plazenta eine
auflergewohnlich hohe Ischdmietoleranz aufzuweisen, die u.a. auf der Fahigkeit
beruhen konnte, ihren Eigensauerstoffverbrauch in Anpassung an ein vermindertes O»-
Angebot aktiv zu drosseln (sog. ,hypoxischer Hypometabolismus®). In der
vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob sich mittels mikrorespirometrischer
und mikrokalorimetrischer Messungen an humanen Plazentaproben Hinweise auf die
gesteigerte  Ischdmietoleranz  und den  moglicherweise  zugrundeliegenden

Mechanismus finden lassen.

Material und Methoden: Zur Beantwortung dieser Frage wurde in insgesamt vier
Messreihen die Stoffwechselaktivitit von ex vivo entnommenen Plazentabiopsien
untersucht. Die mikrorespirometrischen Messungen wurden mit dem Oxygraph-2K
(Oroboros, Innsbruck, Osterreich) durchgefiihrt. In Messreihe 1 und 2 wurde der
spezifische Sauerstoffverbrauch, jeweils bezogen auf die Probengrofle, in Ringer-
Losung ohne (n=8) bzw. mit Glukosezusatz (n=11) bestimmt, in Messreihe 3 (n=8) der
Sauerstoffverbrauch nach einer ca. 1,5-stiindigen Verzogerung zwischen Entnahme und
Messbeginn (,,Langzeitischdmie®, n=8) untersucht. In Messreihe 4 (n=12) wurden pro
Plazenta jeweils vier Aliquots entnommen, von denen zwei ebenfalls
mikrorespirometrisch auf ihren Sauerestoffverbrauch und die anderen beiden parallel
dazu mikrokalorimetrisch auf ihre Wairemeproduktion untersucht wurden (2277
Thermal Activity Monitor, Thermometric, Jarfalla, Schweden); als Inkubationsmedium

wurde in diesem Fall PBS, wieder ohne und mit Glukosezusatz, verwandt.

Ergebnisse: In den mikrorespirometrischen Messungen zeigen die Plazentabiopsien

einen mit steigender Probengrofe abnehmenden (sog. ,,crowding effect™) spezifischen
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Sauerstoffverbrauch, der sich mit zunehmender Ischdmiedauer kaum verdndert und
durch Glukosezusatz zum Inkubationsmedium noch gesteigert werden kann. In den
mikrokalorimetrischen Untersuchungen findet sich eine langsam abfallende spezifische
Wirmeabgabe, die durch Glukosezusatz zum Inkubationsmedium nur geringfiigig
erhoht werden kann (vermutlich nur um den Betrag, um den sich der aerobe
Stoffwechselanteil in der Probenschale steigern ldsst) und — in Relation zu den
gemessenen  Sauerstoffverbrauchsraten — auf einen  hohen  anaeroben

Stoffwechselanteil im Probenkern hindeutet.

Diskussion und Schlussfolgerung: Die auch im Vergleich zu anderen, protektionierten
Warmbliitergeweben ausnehmend langsamen mikrokalorimetrischen ,,Absterbekurven*
bestétigen die hohe Ischdmietoleranz von humanem Plazentagewebe. Wie sich aus den
vergleichenden respirokalorimetrischen Messungen ableiten ldsst, beruht diese
Ischdmietoleranz offenbar auf der Kombination aus einer hohen anaeroben
Stoffwechselkapazitit (im Probenkern) und einer langanhaltenden Restaerobiose (in
der Probenschale). Da die letztere von der Eindiffusion von Sauerstoff aus dem
Umgebungsmedium abhéngt, konnte sie durch die von anderen Autoren beschriebene,
aktive Absenkung des Sauerstoffverbrauches bei abnehmendem Sauerstoffangebot
(,.,hypoxischer Hypometabolismus®) beglinstigt werden. Insgesamt scheinen
mikrorespirometrische und mikrokalorimetrische Methoden damit zur Untersuchung

der metabolischen Eigenschaften von menschlichem Plazentagewebe geeignet zu sein.
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8 Anhang

8.1. Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
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ADP
ATP

aqua dest.
FADH
KCL

LH
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mmol

uW/nw

NaCl
NADH
PBS

Pi
pmol

p-p-

Abbildung
Adenosinmonophosphat
Adenosindiphospaht
Adenosintriphosphat
destilliertes Wasser
Flavin-Adenin-Dinukleotid
Kaliumchlorid
luteinisierende Hormon
Mikroliter

Millimol
Mikrowatt/Nanowatt
Mikrojoule

Anzahl der Messungen

Natriumchlorid

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

phosphate buffered saline
anorganischer Phosphor
Picomol

post partum/postpartal
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POS Polarographic Oxygen Sensor
pO; Sauerstoffpartialdruck

PVDF Polyvinylidenfluorid

\% Volt
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8.2 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Schematische Darstellung des Oxygraph-2k. (S. 14)
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13:

14:
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Schematische Darstellung des Aufbaus einer Clark-Elektrode. (S. 15)

Das Mikrokalorimeter (TAM 2277). (S. 17)

: Aufbau eines Messzylinders des TAM 2277. (S. 18)
: Fetale Seite der Plazenta. Eihédute erhalten. (S. 23)

: Abhingigkeit des Trockengewichtes vom Feuchtgewicht bei 24 Plazenta-

proben. (S. 39)

: Abnahme des spezifischen Sauerstoffverbrauches mit zunehmender

Probengrofle in Messreihe 1. (S. 42)
Beispiel fiir den Kurvenverlauf der mikrorepirometrischen Messungen (S. 44)

Spezifischer Sauerstoffverbrauch in pmol/(min*mg Feuchtgewicht) von in
Ringer-Losung ohne Glukose-Zusatz (G-) inkubierten, frischen
Plazentaproben in doppeltlogarithmischer Darstellung. (S.45)

Spezifischer Sauerstoffverbrauch in pmol/(min*mg Feuchtgewicht) von
frischen, in Ringer-Losung ohne Glukose-Zusatz (G-) inkubierten
Plazentaproben in doppeltlogarithmischer Darstellung. (S. 46)

Spezifischer Sauerstoffverbrauch in pmol/(min*mg Feuchtgewicht) von
frischen, in Ringer-Losung mit Glukose-Zusatz (G+) inkubierten
Plazentaproben in doppeltlogarithmischer Darstellung. (S. 47)

Spezifischer Sauerstoffverbrauch in pmol/(min*mg Feuchtgewicht) von in
Ringer-Losung mit Glukose-Zusatz (G+) inkubierten Plazentaproben, die
nach ca 1,5-stiindiger Ischdmie untersucht wurden. (S. 48)

Ergebnisse der mikrokalorimetrischen Messungen. (S. 52)

Ergebnisse der mikrokalorimetrischen Messungen mit ,,parallelverschobene
Absterbekurven. (S. 53)

Verhiéltnis der mittleren Sauerstoftverbrauchsraten mit (G+) und ohne
Glukosezusatz (G-) bei den parallelen respirokalorimetrischen Messungen.
(S. 54)
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Abb. 16: Mikrokalorimetrische ,,Absterbekurven® von protektioniertem
(kardioplegischem) Hunde- und Rattenmyokard. (S. 55)

Abb. 17: Ergebnis der vergleichenden respirokalorimetrischen Messungen. (S. 56)

70



8 Anhang

8.3 Lebenslauf

Entfernt aus datenschutzrechtlichen Griinden.
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