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Einleitung

1 Einleitung

Zur Ordnung der Proboscidae gehoren der Asiatische Elefant (Elephas maximus) und der
Afrikanische Elefant (Loxodonta africana). Die Weltnaturschutzunion (IUCN) klassifiziert
den Afrikanischen Elefanten als gefdhrdet und schitzt die Zahl der in freier Wildbahn
lebenden Tiere auf 400.000 bis 660.000. Der Wildbestand des Asiatischen Elefanten wird auf
25.000 bis 32.000 Tiere geschitzt und als stark gefidhrdet eingestuft (WWF FACHBEREICH
BIODIVERSITAT u. HOMES 2006).

Methoden zum organisierten Arterhalt gewinnen unter Betrachtung der Bestandszahlen
zunechmend an Bedeutung. Erfolgreiche Reproduktionsmedizin kann nur auf Basis
wissenschaftlich fundierter Kenntnisse {iiber Physiologie und Pathophysiologie der
Triachtigkeit erfolgen. Fiir die Beschreibung funktioneller Aspekte sind morphologisch-
strukturelle Erkenntnisse grundlegend notwendig. Die Plazenta stellt ein hochkomplexes
Organ des Stoffaustausches und Stoffwechsels zur Versorgung der Frucht dar. In der
internationalen Fachliteratur sind gegenwirtig nur sehr wenige, vereinzelte Beschreibungen
zur Plazenta des Elefanten zu finden. Ein Grund hierfiir liegt in der schwierigen Bereitstellung
des Untersuchungsmaterials. Ein Grofteil der bisherigen Forschungsergebnisse beziehen sich
auf den Afrikanischen Elefanten. Aufgrund von wissenschaftlich begriindeten und gut
organisierten ,,Culling programmes* waren systematische Untersuchungen von Plazenten
unterschiedlicher Entwicklungsstufen moglich (AMOROSO u. PERRY 1964, ALLEN et al.
2002, ALLEN et al. 2003b, ALLEN et al. 2005, WOODING et al. 2005). Im Rahmen der
Programme wurden in afrikanischen Nationalparks ausgewihlte Elefantenherden in ihrer
Gesamtheit zum Zweck der wissenschaftlichen Bestandsregulierung getotet.

Eine licht- und ultrastrukturelle Untersuchung physiologisch ausgetragener Plazenten von
gesunden, vitalen Elefantenkélbern liegt weder fiir den Afrikanischen, noch fiir den
Asiatischen Elefanten vor. Detaillierte Beschreibungen der Feinstruktur und funktionellen
Morphologie der Plazenta des Asiatischen Elefanten wurden bisher noch nicht publiziert.

Ziel dieser Dissertation war die erstmalige, systematisch vergleichende licht- und
elektronenmikroskopische Untersuchung und Charakterisierung der unter physiologischen
Bedingungen ausgetragenen Placenta fetalis gesunder Kilber des Asiatischen Elefanten
(Elephas maximus). Die licht- und elektronenmikroskopische Charakterisierung der fetalen
Fruchthiillen von vier Plazenten des Asiatischen Elefanten erfolgte von 2003 bis 2007.

Des Weiteren wurden immunhistochemische Analysen ausgewihlter Anteile der fetalen

Eihiillen des Asiatischen Elefanten durchgefiihrt.
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Einleitung

Zielstellung der lichtmikroskopischen, ultrastrukturellen und immunhistochemischen
Untersuchungen war:

Die makroskopische Beschreibung und Dokumentation der ausgetragenen Placenta fetalis des
Asiatischen Elefanten

Die vergleichende licht- und ultrastrukturelle Analyse der Morphologie des gesamten
Chorions, unter besonderer Beriicksichtigung funktioneller Aspekte

Die vergleichende licht- und ultrastrukturelle Analyse der inneren Fruchthiillen, Amnion und
Allantois

Die immunhistologische Untersuchung von mit Formalin fixiertem Plazentagewebe und

immunhistochemischer Nachweises von plazentarem Gonadotropin
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2 Literaturiibersicht

2.1 Allgemeine Plazentamorphologie und Klassifizierung

Mit dem Begriff ,Placenta” beschrieb erstmalig Realdus Columbus (1516-1559)
(PSCHYREMBEL 1998) die menschliche Plazenta als kreisrundes, kuchenartiges Gebilde
residualen Materials. Im Laufe der Jahrhunderte wurde der Begriff Plazenta auch in der
Veterindrmedizin etabliert. Die Plazenta umfasst das Austauschorgan zwischen dem Embryo
bzw. Fetus und dem maternalen Organismus, der Gebarmutter (Uterus).

MOSSMAN (1937) definierte die Plazenta als ,,jede Art der innigen Apposition oder Fusion
von fetalem mit maternalem Gewebe zum Zwecke des physiologischen Stoffaustauschs®. Die
Plazenta besteht somit aus einem fetalen Anteil (Placenta fetalis) und einem maternalen
Anteil (Placena materna) (VON BAER 1828, MOSSMAN 1937, MOSSMANN 1987, FINN
et al. 1994, SCHNORR u. KRESSIN 2006). Die Placenta materna geht aus dem, sich in der
praimplantativen Phase proliferierenden, Mesoderm des Miiller-Ganges abstammenden
Endometrium hervor (WOODING u. FLINT 1994, SCHNORR u. KRESSIN 2006). Die
Placenta fetalis leitet sich dagegen vom ektodermalen Trophoblastepithel (priméres Chorion)
ab, welches durch die Blastozyste gebildet wird (STARK 1965, FINN et al. 1994, SCHNORR
u. KRESSIN 2006). Die frithe Bildung des Mesoderms, des Dottersackes und der Allantois
fiihren zu einer Fusion des Ektoderms mit dem parietalen Blatt des lateralen Mesoderms
(sekundires Chorion) und der Allantois (tertidres Chorion). Die Vereinigung des Chorions mit
den Membranen des Dottersackes fiihrt zur Bildung einer choriovitellinen Plazenta, die
Vereinigung mit der Allantois zur chorioallantoiden Plazenta. An der Bildung des
funktionsfihigen, tertidaren Chorions sind somit Anteile aller drei Keimblitter beteiligt (FINN
et al. 1994, SCHNORR u. KRESSIN 2006).

Aufgrund der groflen Unterschiede der strukturellen und funktionellen Ausbildung der
Plazenten der Ordnungen und Arten der Sdugetiere sowie der Innigkeit der fetomaternalen
Verbindung ist eine einheitliche Klassifikation der Plazenten nicht moglich.

Eine grundlegende Typisierung der Plazenten erfolgte anhand der beteiligten
Embryonalhiillen. Die Plazenten wurden in Placenta chorioallantoica, Placenta
choriovitellina, Placenta choronica (AMOROSO 1952) und Placenta chorioamniotica
(SCHNORR u. KRESSIN 2006) eingeteilt.

Die Placenta chorioallantoica (Allantoisplazenta) ist als ,,ein Teil des durch Allantoisgefilie

vaskularisierten Chorions definiert, welches mit der Uterusschleimhaut eng verbunden oder
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verwachsen ist und als Ort des physiologischen Stoffaustausches dient (FRANKLIN 1944,
AMOROSO 1952, SCHNORR u. KRESSIN 2006).

Die Struktur der Chorionoberfliche der geburtsreifen Plazenta ist ein morphologisch-
deskriptives Einteilungskriterium. So wird zwischen einer Placenta diffusa (completa/
incompleta), Placenta multiplex s. cotyledonaria, Placenta zonaria und Placenta discoidalis
(AMOROSO 1952, AMOROSO 1959, SCHNORR u. KRESSIN 2006) unterschieden.
Funktionelle Aspekte werden hierbei nicht beriicksichtigt (WISLOCKI 1929, MOSSMAN
1937, WOODING u. FLINT 1994). Verallgemeinerungen zur Plazentamorphologie der
Ordnungen oder Familien konnen nur bedingt getroffen werden. So bilden Wiederkéuer in der
Regel eine Placenta multiplex, Fleischfresser eine Placenta zonaria, Unpaarhufer eine
Placenta diffusa aus (SCHNORR u. KRESSIN 2006). Dagegen besitzt der Braunbir eine
Placenta discoidalis (STARK 1965, WOODING u. FLINT 1994), das Kamel eine Placenta
diffusa (AMOROSO 1952) und der Elefant eine Placenta zonaria (ASSHETON u. STEVENS
1905, ASSHETON 1906, FINN et al. 1994).

Eine Hauptfunktion der Plazenta ist es, den Stoffaustausch zwischen fetalem und maternalem
Blut zu gewihrleisten. Uber die Plazenta vollzieht sich aber auch der Gasaustausch. Sie ist
befidhigt, Hormone zu bilden und besitzt immunologische Funktionen (SCHNORR u.
KRESSIN 2006). Eine Klassifizierung der Plazenta aus funktioneller Sicht, unter
Beriicksichtigung der Gewebeschichten zwischen den beiden Zirkulationssystemen, wurde
erstmals von GROSSER (1909, 1927) beschrieben und von MOSSMAN (1937) und Enders
(1965) modifiziert (vergleiche SCHNORR u. KRESSIN 2006). Die histologische
Beschreibung von GROSSER (1927) bezieht sich auf den Kontakt der maternalen
Grenzschicht (maternales Epithel, maternales Bindegewebe, maternales Endothel) mit dem
fetalen Chorion (Trophoblast). Aus dieser histologischen Klassifizierung ergeben sich vier
Kategorien: = Placenta  epitheliochorialis,  Placenta  syndesmochorialis, = Placenta
endotheliochorialis und Placenta haemochorialis (MICHEL 1986, FINN et al. 1994). Die
Placenta syndesmochorialis, als Ubergangsform zur deziduaten Plazenta, wurde aufgrund
lichtmikroskopischer Befunde in der Vergangenheit als Plazentaform von Schaf und Ziege
klassifiziert. Elektronenmikroskopische Untersuchungen konnten jedoch eine Reorganisation
und den vollstandigen Funktionserhalt eines synzytialen Uterusepithels nachweisen. Die
Placenta syndesmochorialis wird deshalb aus funktioneller Sicht heute als Placenta
epitheliochorialis klassifiziert (MOSSMAN 1937, MOSSMANN 1987, SCHNORR u.
KRESSIN 2006). Eine Placenta endothelioendothelialis und eine Placenta
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haemoendothelialis, die durch Verlust des Chorions entstehen sollen, konnten durch
elektronenmikroskopische Untersuchungen nicht bestaetigt werden (FINN et al. 1994).
STRAHL (1906) teilte die Sdugerplazenten nach dem Verlust maternalen Gewebes wihrend
der Geburt in Halbplazenten (Semiplacenta) und in Vollplazenten (Placenta vera) ein.

Andere Einteilungen, basierend auf verschiedenen Einzelkriterien, haben sich in der Praxis als
nicht hinreichend sinnvoll und wissenschaftlich korrekt erwiesen. Vielmehr werden aktuell
verschiedene Klassifikationen parallel verwendet, um die Plazenten unter Einbeziehung

verschiedener Kriterien genau beschreiben zu konnen.

Tab. 1 Klassifikationsmoglichkeiten der Plazenten (modifiziert nach AMOROSO 1952, FINN et al. 1994,
SCHNORR u. KRESSIN 2006)

AuBere Form Strahl (1906)  Verlust maternalen Histologische Strukturen  Beispiele
Gewebes unter der zwischen maternalen und
Geburt (Huxley's fetalen Gefillen
Klassifikation) Grosser (1906, 1927)
Placenta diffusa Semiplacenta Adeziduate Plazenta Placenta epitheliochorialis Perissodactyla
(completa/incompleta) (Unpaarhufer)
Placenta multiplex s.  Semiplacenta Transitionale Form (Placenta Caprinae
cotyledonaria syndesmochorialis) (Ziegenartige)
Placenta zonaria Placenta vera Deziduate Plazenta Placenta Carnivora
endotheliochorialis
Placenta discoidalis ~ Placenta vera Deziduate Plazenta Placenta haemochorialis Primaten

2.2 Plazenta der Elefanten
2.2.1 Plazenta des Asiatischen und Afrikanischen Elefanten

Zur Plazenta des Asiatischen Elefanten (Elephas maximus) wurde nur sehr wenig publiziert.
Die Charakterisierung von zwel ausgetragenen, vollstindigen Plazenten des Asiatischen
Elefanten wurde bisher nur durch COOPER et al. (1964) durchgefiihrt. Weitere Aussagen zur
Morphologie der Elefantenplazenta beziehen sich fast ausschlieBlich auf den Afrikanischen
Elefanten (Loxodonta africana).

BENIRSCHKE (2008) betont die groBe Ahnlichkeit der Plazenten beider Spezies und stellt
die in der Literatur beschriebenen Unterschiede in Frage. Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse
von Loxodonta africana auf Elephas maximus ist bisher nicht sicher nachgewiesen. Eine
vergleichende Studie der Plazenten beider Spezies erarbeiteten DAVIS und BENIRSCHKE
(1991).

AMOROSO und PERRY (1964) untersuchten acht Plazenten unterschiedlicher
Entwicklungsstadien von getoteten afrikanischen Elefantenkiihen im Rahmen eines ,,Culling-
programme*. PERRY (1974) beschrieb an neun Proben die Implantation und die friihe

plazentare Entwicklung des Afrikanischen Elefanten. Frithere Veroffentlichungen sind in den
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histologischen und anatomischen Beschreibungen nicht vollstindig, beziehen sich auf
Plazenten ungleichen Entwicklungsstandes, auf unvollstindige Plazenten oder lediglich auf
Plazentateile. Die Art der Elefanten wird in den Verdffentlichungen hédufig nicht ausreichend
beschrieben (OWEN 1857, CHAPMAN 1880, ASSHETON u. STEVENS 1905).

MOSSMAN (1937) beschrieb die Plazenta des Indischen Elefanten als ,,Giirtelplazenta mit
Zottenbiischeln an beiden Enden des Chorionsackes. Die Plazentation des Afrikanischen
Elefanten wurde sehr ausfiihrlich durch ALLEN et al. (2002, 2003b) untersucht. Dabei
analysierten die Autoren speziell endokrinologische Aspekte sowie die morphologischen
Veridnderungen im Uterus und der Plazenta wihrend der Triachtigkeit. Ultrastrukturelle sowie
funktionelle Aspekte der Plazenta von Loxodonta africanus wurden von WOODING et al.

(2005) dargestellt.
2.2.2 Makroskopische Charakterisierung

Wird im weiteren Text nicht ausdriicklich auf den Asiatischen oder den Afrikanischen
Elefanten verwiesen, sind die Literaturangaben fiir beide Arten zutreffend.

Die Plazenta des Elefanten wird als gro83, schwer und massig mit einem Gewicht von 8,3 kg
bis 22,2 kg beschrieben (COOPER et al. 1964, DAVIS u. BENIRSCHKE 1991, FLUEGGER
et al. 2001). Die durchschnittliche Linge der Nabelschnur variiert beim Afrikanischen
Elefanten zwischen 65 cm (DAVIS u. BENIRSCHKE 1991) und 170 cm (SOMA u.
KAWAKAMI 1991). Mossmann (1987) beschrieb eine kurze Nabelschnur beim Elefanten
ohne eine Linge anzugeben. BENIRSCHKE (2008) konnte diese Befunde nicht bestitigen.
Der Nabelstrang schlieit auf der fetalen Seite zwei Arterien, eine Vene und den Allantoisstiel
ein. Jedes GefdB hat einen Durchmesser von ca. 1 cm. Die GefiBBwénde werden im Gegensatz
zu UmbilikalgefidBen anderer Spezies durch zahlreiche Vasa vasorum durchzogen, dhnlich
denen der Delphine (BENIRSCHKE 2008). Die Gefifle verzweigen sich in vier arteriovendse
Paare, von denen zwei Paare im Randbereichen und zwei Paare im Zentrum des Giirtels
inserieren (COOPER et al. 1964, DAVIS u. BENIRSCHKE 1991).

AMOROSO u. PERRY (1964) fanden beim Afrikanischen Elefanten vier Nabelstranggefilie
(zwei Arterien und zwei Venen), ohne den genauen Ort der Probenentnahme zu
dokumentieren. Bei der physiologischen Geburt reiit die Nabelschnur spontan und der
Abgang der Plazenta findet bis zu 10 Stunden spiter statt (FLUEGGER et al. 2001,
BENIRSCHKE 2008).

Der Elefant bildet eine Placenta zonaria et endotheliochorialis mit braungriin gefidrbtem
Randsaum aus (AMOROSO u. PERRY 1964, COOPER et al. 1964, LUDWIG u. BAUR
1967, PERRY 1974, DAVIS u. BENIRSCHKE 1991, ALLEN et al. 2003a, ALLEN et al.
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2003b). Morphologische Beschreibungen von Elefantenplazenten mit haemochorialer
Struktur (MOSSMAN 1937, RAMSEY 1975) wurden von den meisten Autoren kontrovers
diskutiert (COOPER et al. 1964, ALLEN et al. 2003a, ALLEN et al. 2003b, BENIRSCHKE
2008). Der Plazentagiirtel der geburtsreifen Plazenta ist in seiner Ausprdgung nicht
regelmiBig und kann unvollstindig, mehrfach gelappt oder vollstindig ausgebildet sein
(ASSHETON u. STEVENS 1905, AMOROSO u. PERRY 1964, COOPER et al. 1964,
SOMA u. KAWAKAMI 1991). Dies resultiert aus einer vollstindigen oder teilweisen
Verschmelzung der drei primédr vorhandenen Kontaktstellen zwischen Endometrium und
Trophoblast. Das Vorkommen zottiger chorio-maternaler Kontaktstellen an den
Chorionsackenden wurde erstmals durch OWEN (1857) fiir den Asiatischen Elefanten
beschrieben. Seine Ergebnisse wurden mehrfach bestitigt (TURNER 1876, CHAPMAN
1880, ASSHETON u. STEVENS 1905, MOSSMAN 1937, MOSSMANN 1987). Die Theorie
eines gemeinsamen Auftretens von Placenta zonaria und Placenta diffusa (ASSHETON u.
STEVENS 1905) sowie das Vorkommen entsprechender Bereiche beim Afrikanischen
Elefanten wurden nicht bestitigt (AMOROSO 1959, AMOROSO u. PERRY 1964,
MOSSMANN 1987).

Die Allantois der Elefantenplazenta bildet vier miteinander kommunizierende Hohlrdume und
umschlieft die Frucht vollstindig. Die vier Gefdl3paare des Nabelstranges teilen durch ihren
divergierenden Verlauf die Allantoisblase in vier ungleich grole Kammern. Die eingestiilpte
Allantoismembran legt sich um die Abzweige des Nabelstranges und beide Membrananteile
fusionieren miteinander. Diese komplexe Struktur wird beim Afrikanischen Elefanten bereits
im zweiten bis dritten Trachtigkeitsmonat ausgebildet (OWEN 1857, AMOROSO u. PERRY
1964, PERRY 1974, DAVIS u. BENIRSCHKE 1991, ALLEN et al. 2002, ALLEN et al.
2003b).

Die beiden grofleren Allantoiskammern liegen dem Choriondquator an und erstrecken sich
iber die laterale Oberfliche des Amnions. Die kraniale und kaudale Amnionoberfldche wird
durch die zwei kleineren Allantoiskammern bedeckt, die sich in die jeweiligen Enden des
Chorionsackes stiilpen (AMOROSO u. PERRY 1964). An ihren Kontaktstellen mit dem
Chorion kommt es zu einer intensiven Verschmelzung beider Anteile und zur Ausbildung der
stark vaskularisierten Allantochorion-Membran. Auch in den Bereichen, an denen Amnion
und Allantois in Kontakt treten, verbinden sich deren mesodermale Anteile miteinander und
bilden das Allantoamnion, das im Vergleich mit dem Allantochorion wesentlich geringer

vaskularisiert ist (AMOROSO u. PERRY 1964). Abweichende Angaben finden sich bei
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Asheton (1905), wonach eine Allantoisblase iiberhaupt nicht ausgebildet wird. Dieser
morphologische Zustand soll durch ein Verschmelzen von Amnion und Allantois mit dem
Chorion entstechen (CHAPMAN 1880, ASSHETON u. STEVENS 1905). Eine Verbindung
von Amnion mit dem Chorion im Bereich des Choriongiirtels wurde von (COOPER et al.

1964) beschrieben.

Plazenta
chorioallantoica

-

g NN

lanta:

Allantois

Dottersack

Abb. 1 Schematische Darstellung plazentarer Strukturen des Klippschliefers (Procavia capensis) Die Allantois
wird durch Septenbildung in vier Kammern geteilt (nach WISLOCKI 1930, CARTER u. ENDERS 2004)

Auf den Amnion- und Allantoismembranen werden diffus verteilte Verdickungen
beschrieben. Ahnliche Strukturen auf der fetalen Seite des Amnions sind auch fiir einige
andere Spezies dokumentiert worden. In der Literatur sind fiir diese Strukturen verschiedene
Bezeichnungen bekannt: ,,amniotic plates or bodies® (TURNER 1875), ,,amniotic villi*
(WISLOCKI u. VAN DER WESTHUYSEN 1940, WISLOCKI u. ENDERS 1941), ,,amniotic
pustels” (ASSHETON u. STEVENS 1905, AMOROSO 1952), ,amniotic verrucae“
(AMOROSO u. PERRY 1964, DAVIS u. BENIRSCHKE 1991), ,,amniotic plaques* (SINHA
et al. 2005). Die Amnionpusteln sind irreguldr iiber das gesamte Amnion verteilt und stehen
mit den Blutgefdfen in keinem rdumlichen Zusammenhang. Sie haben eine Grofle von bis zu
5 mm, sind perlmuttfarben und werden von vergroBerten, teilweise vakuolisierten
Amnionepithelzellen iiberzogen (AMOROSO u. PERRY 1964). Vergleichbare Verdickungen
werden auch an der inneren Seite des Allantochorion ausgebildet. Diese Allantoisbildungen
sind in der horizontalen Ebene oval und in vertikaler Ebene eichel- bis pilzformig. Zum
Zeitpunkt der Geburt sind sie bis zu 1 cm grof3. Sie wurden als ,,subcircular bodies* (OWEN
1857), ,.disk-like bodies (ASSHETON u. STEVENS 1905), ,.cotyledons®“ (CHAPMAN
1880) und ,allantoic pustels or bodies“ (AMOROSO u. PERRY 1964, SOMA u.

-8-



Literaturiibersicht

KAWAKAMI 1991) beschrieben. Die Allantoisbildungen sind vor allem unterhalb des
Plazentagiirtels und entlang der Gefdle am Allantochorion zu finden. Sie bestehen zum
groBten Teil aus feinen Fasern (TURNER 1876). Beim Afrikanischen Elefanten treten
verschieden groBle, pendelnde ,,Polypen®, mit einer Linge bis zu 27 cm auf (SOMA u.
KAWAKAMI 1991). Fiir die Entstehung der Allantoismodifikationen geben AMOROSO u.
PERRY (1964) zwei Erkldrungsmoglichkeiten. Zum einen gehen sie von einer
Spezialisierung der Adventitia der plazentaren Gefille aus, zum anderen gleichen sich die
Fibrozyten der ,,allantoic bodies* mit denen des mesodermalen Bindegewebes und konnen so
aus diesem hervorgegangen sein. Die Allantoisbildungen besitzen ein kubisches Epithel.
Blutgefdae finden sich nur im basalen Bereich (AMOROSO u. PERRY 1964). TURNER
(1876) verglich die Strukturen in der Allantois mit jenen bei der Stute, die sich zu
Hippomanes entwickeln. ASSHETON (1905) zweifelt diese Analogie an. Fiir die Seekuh
(Florida manatee) wurden dhnliche Allantoisbildungen beschrieben (WISLOCKI 1935). Thre
Funktion ist bis heute ungeklirt.

Die Riickbildung des Dottersackes beginnt beim Elefanten sehr frith mit der Ausbildung des
Mesoderms. Bei einem Fetalgewicht von zwei Gramm, das entspricht einem fetalen Alter von
ca. ein bis zwei Monaten (CRAIG 1984, HILDEBRANDT et al. 2007), liegt er geschrumpft
zwischen  den  benachbarten  Allantoiskompartimenten.  Bereits in  diesem
Entwicklungsstadium ist keine Verbindung mit dem Chorion mehr nachweisbar (AMOROSO
u. PERRY 1964). Morphologisch verinderte entodermale Zellen in einem Teilbereich der
Dottersackwand lassen jedoch auf einen choriovittelinen Kontakt zu einem fritheren
Zeitpunkt, vor Ausbildung des extraembryonalen Coeloms, schlieBen. Der Dottersack ist im
dritten Trichtigkeitsmonat (Fetalgewicht von 10 g) oder mit Beginn der Proliferation des
Allantochorions vollstindig obliteriert (PERRY 1974, MOSSMANN 1987, SOMA u.
KAWAKAMI 1991). Ein bis zur Geburtsreife persistierender Dottersack wurde ebenfalls
beschrieben (COOPER et al. 1964, BENIRSCHKE 2008)).

2.2.3 Histologische Charakterisierung
2.2.3.1 Trophoblast und Plazentarlabyrinth

Zur histologischen Struktur des Trophoblasten wurden sehr unterschiedliche Ergebnisse
publiziert. Die jiingsten Befunde von ALLEN et al. (2003b) und Wooding et al. (2005) fiir
den Afrikanischen Elefanten zeigten, dass der Trophoblast wéihrend der gesamten
Entwicklung vollstindig und immer ganzheitlich als Zytotrophoblast ausgebildet wird.

Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen belegen eine epitheliale Anordnung
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des Zytotrophoblasten. Dieser grenzt an die maternalen Blutsinus. (SOMA u. KAWAKAMI
1991). Wihrend der Triachtigkeit entstehen durch endometriale Proliferation Lamellen oder
Plazentarfalten. Maternale Gefidfe werden von Zytotrophoblastzellen mit unterliegendem
fetalem GefidBnetz umschlossen. Diese funktionellen Einheiten bilden die Plazentarlamellen.
Im Verlauf der Trachtigkeit verliert der Zytotrophoblast an Hohe. Die fetalen Kapillaren
dringen sich wihrend der weiteren Entwicklung immer dichter an den Zytotrophoblasten,
wobei der bindegewebige Lamellenstock zwischen dem Chorionepithel stark reduziert wird.
Diese Entwicklung reduziert den Abstand zwischen maternalen und fetalen Kapillaren. Die
Anzahl der an der Plazentaschranke beteiligten Membranen bleibt jedoch unveridndert
(WOODING et al. 2005).

Fir den Asiatischen Elefanten beschreiben COOPER et al. (1964) ein einschichtiges,
hochprismatisches Epithel. Alle weiteren Veroffentlichungen zur Elefantenplazenta berichten
von einem in weiten Bereichen ausgebildeten Synzytiotrophoblasten (ASSHETON u.
STEVENS 1905, ASSHETON 1906, AMOROSO u. PERRY 1964, PERRY 1974).
ASSHETON u. STEVENS (1905), sowie AMOROSO u. PERRY (1964) gliedern den

Plazentagiirtel in drei Regionen bzw. Zonen.

Histologische Charakterisierung des Plazentagiirtels in Regionen nach ASSHETON u.
STEVENS (1905)

Region A: Diese ist der Allantois zugewandt und besteht aus amorphfibrosem Bindegewebe,
in das Blutgefiae eingelagert sind. Die GefdaBwinde sind durch eingelagerte Muskelfasern
stark verbreitert. Vom fibrosen Bindegewebe der Region A gehen Faserstringe ab, die in
Richtung der fetomaternalen Kontaktzone verlaufen. Einige dieser Lamellen sind von feiner,
flacher Form, enden in Region B und schliefen ein zartes kapilldres Netzwerk ein. Andere
verlaufen bis in die Region C und besitzen dicke, plumpe Enden mit groeren Geféallen.
Region B: Die Lamellen werden hier von einer synzytialen Gewebsschicht iiberzogen und
grenzen an maternale Blutsinus. Diese verlaufen in Schleifen zwischen den Lamellen. Die
Winde der maternalen Blutsinus entsprechen in ihrer Stidrke einem Drittel des
Erythrozytendurchmessers und farben sich homogen eosinophil. Die kréftig angefirbten
Kerne an der Innenseite der Sinuswénde dhneln in ihrem Erscheinungsbild abgeflachten, sich
gegen die GefiBwand schmiegenden Leukozyten.

Region C: Diese beschreibt den Bereich der fritheren Kontaktstelle zwischen Plazenta und
Uterus. Hier sind keine maternalen Blutsinus vorhanden. Die Lamellenenden mit ihrem

verstiarkten Bindegewebsstock erscheinen im Vergleich zu denen der Region B dick und
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plump. Die groBeren Gefille liegen zentral im Bindegewebe. Das Epithel iso- bis

hochprismatisch und durch deutliche Zellgrenzen charakterisiert.

Histologische Charakterisierung des Plazentagiirtels in Zonen nach AMOROSO u. PERRY
(1964)

allantoic  allantoic ut. ut.
endoderm partition muscle mucosa

™ B

Freure 1. Diagrammatic transect of placental band.
Abb. 2 Zonen des Plazentagiirtels (nach AMOROSO u. PERRY 1964)

Zone I: Die Synzytiotrophoblastzone erstreckt sich iiber die gesamte allantoisseitige Breite
der Giirtelplazenta und macht den groften Anteil des Plazentarlabyrinths aus. Sie besteht aus
Lamellen mit einem synzytialen Trophoblast, der tibergangslos in die zelluldren Zonen II und
IIT iibergeht. Die Lamellen umschlieBen gewundene maternale Kapillaren. An die Zone I
angrenzend, dem Uterus zugewandt befindet sich der basale Zytotrophoblast, die Zone II.
Zone II: Die Trophoblastzellen in der Zone II, basale Zytotrophoblastzone, sind
phagozytotisch aktiv und besitzen eine variable Morphologie. Sie befinden sich an den
proliferativen Spitzen der synzytialen Lamellen. Tiefer in der dem Endometrium zugewandten
Zone, ,junctional s. necrotic zone“, besitzen die Lamellen einen stumpfen, blétterformigen
Charakter mit einem kréftigen, stark vaskularisierten Bindgewebsstock.

Zone 1II: Die Zone des Grenzzytotrophoblasten erstreckt sich vom Rand des Giirtels
unterschiedlich weit zentral unter Zone 1. Der Zytotrophoblast geht wie in der Zone II
kontinuierlich in den Synzytiotrophoblast der Zone I iiber. Auf der maternalen Seite
umschlieft er Lakunen, die mit miitterlichem Blut gefiillt sind und der histiotrophen

Ernédhrung des Fetus dienen.

Die synzytialen Lamellen der Elefantenplazenta verlaufen zum Zeitpunkt der Mitte der
Triachtigkeit zum groten Teil parallel zueinander und senkrecht zur Chorionplatte. Sie bilden
Anastomosen und verzweigen sich so stark, dass unabhingig von der Schnittebene ein
vergleichbares histologisches Bild entsteht (ASSHETON u. STEVENS 1905). Die fetalen

Kapillaren liegen ldngsorientiert in den Lamellen und unterscheiden sich durch das
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Vorhandensein kernhaltiger roter Blutzellen von maternalen Gefiaf3en. In den GefiBBwinden der
Chorionplatte und in den Zottenstimmen sind elastische Fasern zu finden, die in den
Abzweigungen der Lamellen auslaufen (HOFMAN 1967). Die mit Blut gefiillten maternalen
GefiBle schlieBen hdufig eine grole Anzahl Leukozyten ein. Die Schichten der maternalen
GefiBwinde werden durch den Trophoblasten bis zur Basalmembran abgebaut. Der
prominenten Basalmembran liegen abgeflachte Endothelzellen an. Die verdickte
Basalmembran besitzt luminal eine glatte Oberfliche. Thre dem Trophoblastepithel
zugewandten Seite zeigt eine raue Oberfliche. Diese UnregelméBigkeiten in der
Oberflachenstruktur entstehen aufgrund des stindigen Abbaus durch den Trophoblasten und
durch den Aufbau von neuen Basalmembrankollagenen durch das Endothel (AMOROSO u.
PERRY 1964, COOPER et al. 1964).

2.2.3.2 Paraplazentares Allantochorion

Das Allantochorion auBlerhalb des Plazentargiirtels ist nicht fest mit der Uteruswand
verbunden. Die Chorionepithelzellen besitzen eine polymorphe Gestalt. Es gibt polygonale,
hochprismatische bis abgeflachte Zellmorphologien, die zum Teil auch Vakuolen enthalten
konnen. Beim Afrikanischen Elefanten finden sich auflerhalb des Choriongiirtels keinerlei
Hinweise fiir eine Zottenproliferation (AMOROSO u. PERRY 1964). Dagegen wurden fiir
den Asiatischen Elefanten Zottenbiischel an den Chorionsackenden beschrieben (OWEN
1857, CHAPMAN 1880, ASSHETON u. STEVENS 1905). Bis auf die Untersuchungen der
bereits beschriebenen Allantoisbildungen, die von einem kubischen Epithel iiberzogen

werden, war die Allantois bisher nicht Gegenstand histologischer Untersuchungen.
2.2.3.3 ,Haemophagous Zone*

Im Verlauf der Plazentaentwicklung kommt es trotz eines beachtlichen lateralen Wachstums
des Plazentagiirtels zu keiner wesentlichen Verbreiterung des maternalen Plazentahilus,
nachdem der Fetus ein Gewicht von ca. 5 - 10 kg erreicht hat. Die Labyrinthlamellen an den
beiden Seitenbereichen des Giirtels beginnen sich dadurch lateral zu biegen und legen sich
tiber die luminale Oberfliche der Uteruswand. Hierbei entsteht ein blindsackartiges
Kavernensystem zwischen Endometrium und Plazentaoberfliche. In diesen lateralen
Kavernen sammelt sich freies, maternales Blut. Die Epithelzellen des Endometriums sowie
des Trophoblasten nehmen eine hochprismatische Form an. Die Trophoblastzellen haben ein
vakuolisiertes Zytoplasma und nehmen aktiv rote Blutzellen auf. Der Austritt maternalen
Blutes und die Phagozytose durch den Trophoblasten bleiben mit fortschreitender
Triachtigkeit bestehen (PERRY 1974, ALLEN et al. 2003b). Es kann als bewiesen angesehen
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werden, dass die Einblutungen aus maternalen Plazentargefillen stammen. Blutungen aus
erodierten bzw. zerrissenen uterinen Gefidlen (wie bei den Carnivoren) konnen
ausgeschlossen werden, da das extraplazentare Uterusepithel beim Elefanten wéhrend der
gesamten Trichtigkeit intakt bleibt (AMOROSO u. PERRY 1964, ALLEN et al. 2003b).
Maternale Kapillaren konnten innerhalb der Labyrinthlamellen bis zu den Lakunen verfolgt
werden, mit denen sie offen in Verbindung treten. Die Blutansammlungen und deren
Phagozytose durch den Trophoblasten tragen zur histiotrophen Erndhrung des Fetus bei
(AMOROSO u. PERRY 1964). Zum Ende der Trichtigkeit verschlieen sich die maternalen
GefiBle im Labyrinth, wodurch der Blutfluss in die Lakunen verringert wird. In vielen
Bereichen enthalten diese zur Geburtsreife keine Blutzellen mehr (AMOROSO u. PERRY
1964, PERRY 1974).

2.2.3.4 Pigment

Pigmentansammlungen sind vor allem im zentralen Bereich der Plazenta (Region B nach
ASSHETON u. STEVENS 1905) lokalisiert. Diese braungelben Einschliisse finden sich im
Bindegewebe der Lamellen, in den Leukozyten und den Trophoblastzellen. Das Pigment soll
eisenfrei sein (ASSHETON u. STEVENS 1905) bzw. der Eisennachweis war nur lokal positiv
(BENIRSCHKE 2008). Dagegen zeigten COOPER et al (1964) beim Asiatischen Elefanten,
dass der Eisennachweis in den Randbereichen der Plazenta mit der Berliner-Blau-Féarbung
(Prussian blue) positiv ausfillt. Ahnliche Befunde publizierten auch Wooding et al. (2005) fiir
den Afrikanischen Elefanten. Die ,,Pearls Prussian Blue* Reaktion zeigte Prizipitate in der
Basalmembran des Trophoblasten in der himophagozytiren Randzone der Plazenta. Diese
Ergebnisse wurden transmissionselektronenmikroskopisch gesichert. MOSSMAN (1987)
vertritt die Meinung, dass die Fiarbung des Gewebes durch abgelagertes Biliverdin verursacht
wird. Auch ASSHETON u. STEVENS (1905) verwiesen auf die Moglichkeit der Existenz
eines exkretorischen Produktes als Quelle fiir das Pigment. In seiner Theorie spielen die
Leukozyten eine vorrangige Rolle. Sie sollen das Pigment vom Synzytiotrophoblasten bzw.
aus dem Lamellenstroma in die maternalen Gefi3e transportieren und dort in das maternale

Blut abgeben.
2.2.4  Ultrastrukturelle Charakterisierung
2.2.4.1 Elektronenmikroskopie

Die in der Literatur beschriebenen TEM - Untersuchungen wurden bisher ausschlieBlich an

der Plazenta des Afrikanischen Elefanten durchgefiihrt. Befunde
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rasterelektronenmikroskopischer (REM) Untersuchungen wurden bisher weder fiir Plazenten

des Afrikanischen noch des Asiatischen Elefanten publiziert.

Der Trophoblast ist wihrend der gesamten Tréichtigkeit als Zytotrophoblast ausgebildet. Die
Trophoblastzellen sind im frithen Tréachtigkeitsstadium hochprismatisch und werden im
Verlauf der Entwicklung in ihrer Zellhohe unregelméBig. In der frithen Triachtigkeit schieben
sich die Zytotrophoblastzellen wunter das luminale Uterusepithel und unter das
Uterusdriisenepithel. Der Zytotrophoblast phagozytiert die kondensierten, fragmentierten
maternalen Epithelzellen. Der Trophoblast ersetzt so nach und nach das Uterusdriisenepithel in
entgegengesetzter Polaritdt. Im apikalen Zytoplasma liegen zahlreiche Mitochondrien. Im
basalen Bereich dominiert das raue endoplasmatische Retikulum, das mit fortschreitender
Trichtigkeit eine verstiarkte Ausbildung erfihrt (WOODING et al. 2005). Im Trophoblasten
finden sich Phagolysosomen und Fetteinschliisse. Zwischen den Zellwdnden der
Trophoblastzellen waren im apikalen Bereich zahlreiche Zell-Zell-Kontakte ausgebildet.
Pseudopodien an der apikalen Zelloberfliche penetrieren mit fortschreitender Gestation die
epitheliale Basallamina und dringen in das Uterusstroma vor. Im ersten Drittel der Tréachtigkeit
wurden maternale Kapillaren und deren Perizyten von einem lockeren Verband von
Basalmembranmaterial und kollagenen Fasern umgeben. Im Verlauf der Trachtigkeit wird
dieses zu einem kohidrenten Verband amorphen Materials umgeformt, das fetales und
maternales Gewebe innerhalb des Plazentarlabyrinths trennt (WOODING et al. 2005). Dieser
Verband amorphen Materials um miitterliche Gefaendothelien wird von anderen Autoren als
stark verbreiterte Basalmembran angesprochen (WISLOCKI u. AMOROSO 1956,
AMOROSO u. PERRY 1964). Schmale Trophoblastzellfortsitze penetrieren in regelméfigen
Abstinden die verbreiterten Basalmembranen, ohne das besondere Kontaktstrukturen zwischen
den Trophoblastzellfortsidtzen und miitterlichen Endothelien entstanden. Die Diffusionsstrecke
zwischen fetalen und maternalen Kapillaren war in vielen Bereichen auf weniger als 3um
reduziert. Wihrend der gesamten Tréichtigkeit bliebt jedoch eine endotheliomonozytochoriale
Grenzschicht zwischen miitterlichem und fetalem Kreislaufsystem erhalten (SOMA u.

KAWAKAMI 1991, ALLEN et al. 2003b, JONES et al. 2004, WOODING et al. 2005).

Die Trophoblastzellen im Bereich der Randzone des Plazentargiirtels zeigten die Fahigkeit der
Erythrophagozytose. Im Bereich der Basalmembran konnten in diesen Bereichen

elektronendichte Strukturen nachgewiesen werden (WOODING et al. 2005).
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2.2.5 Histochemische und immunhistochemische Charakterisierung

Die ersten Angaben zu histochemischen Untersuchungen der Plazenta des Asiatischen
Elefanten finden sich bei COOPER (1964). Die Autoren beschreiben das positive
Farbeverhalten der Trophoblastzellen im Labyrinthbereich fiir alkalische Phosphatase,
Adenosintriphosphatase und Succinyldehydrogenase. Die Trophoblastzellen der Randbereiche
reagieren positiv auf Nachweise von saurer Phosphatase, Fetten und Eisen.
Immunhistochemische =~ Untersuchungen  der  Labyrinthepithelien  auf  humanes
Choriongonadotropin (hCG) und saure Phosphatase waren beim Afrikanischen Elefanten
negativ (SOMA u. KAWAKAMI 1991).

ALLEN et al. (2002) verdffentlichten eine umfangreiche Studie zum endokrinologischen
Verhalten der Plazenta des Afrikanischen Elefanten. In Gefrierschnitten konnten vier Enzyme
der Steroidbiosynthese immunhistochemisch nicht nachgewiesen werden. In wissrigen
Homogenisaten von Plazentaproben konnten ALLEN et al. (2002) in drei verschiedenen
Testverfahren kein Gonadotropin detektieren. Ein Nachweisverfahren fiir das equine
Choriongonadotropin (eCG) war das ,,amplified enzyme-linked immunoassay* (AELIA)
(URWIN u. ALLEN 1982). ALLEN et al. (2002) beschreiben eine endokrinologisch inaktive
Giirtelplazenta beim Afrikanischen Elefanten.

Die funktionellen Zusammenhidnge zwischen der Struktur der Fruchthiillen und ihren
Transport- und Austauschprozessen in der Plazenta des Afrikanischen Elefanten wurden in
der Arbeit von WOODING et al. (2005) erstmalig umfassend analysiert. Die Autoren
untersuchten mit immunhistochemischen Verfahren das Vorkommen und die Verteilung des
Glukose-Transporter-Proteins GLUT-1 und GLUT-3 sowie des Kalzium-Bindungs-Proteins.
GLUT-1 zeigte eine apikale Verteilung in den Trophoblastzellen der Giirtelplazenta und im
extraplazentaren Chorion. Mit fortschreitender Trichtigkeit zeigte sich auch eine basale
Markierung. In den zur Erythrophagozytose befihigten Trophoblastzellen der lateralen
Randbereiche des Plazentagiirtels, sowie in Zellen endometrialen Ursprungs konnten keine
GLUT-1 Proteine nachgewiesen werden. An der apikalen Oberfliche von Trophoblastzellen,
die mit maternalen Basalmembranen in Kontakt stehen, war GLUT-3 nachweisbar. Der
Nachweis des Kalzium-Bindungs-Proteins (9 kDa) konnte in allen Anteilen der Plazenta nicht
erbracht werden. Der Einfluss von Wachstumsfaktoren (Epidermal growth factor und Insulin-
like growth factor II) auf das Wachstumsverhalten der Plazenta des Afrikanischen Elefanten
wurde an Proben verschiedener Entwicklungsstadien mit Hilfe der In-situ-Hybridisierung

untersucht.
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2.2.6 Implantation und Plazentaentwicklung
2.2.6.1 Anatomie des Uterus

Die Anatomie des weiblichen Genitaltraktes des Afrikanischen Elefanten ist mit der des
Asiatischen Elefanten vergleichbar (BALKE et al. 1988). Die Elefantenkuh besitzt einen
Uterus bicornis. Der Verlauf der Cornua uteri ist vergleichbar mit dem der Stute. Die
Uterushorner sind dhnlich denen des Rindes iiber ein Ligamentum intercornuale miteinander

verbunden (PERRY 1953, CRAIG 1984, ALLEN et al. 2003b).

e 5 -g\,,'}

Abb. 3 Schematische Darstellung des Genitaltrakts von a) Pferd und b) Elefant (nach ALLEN et al. 2003b)

Die Liangsfalten des Endometriums ziehen vom Uteruskorper in die Uterushorner (BALKE et
al. 1988). Der nichttriachtige Uterus ist von sehr derber Konsistenz mit einem hohen
myometrialen Tonus. Der hohe Uterustonus fiihrt zu einem sternformig verschlossenen
Uteruslumen. Es ist dem der Karnivoren &dhnlicher als dem Uteruslumen der Huftiere
(AMOROSO u. PERRY 1964, PERRY 1964). Das Uterusepithel in den ,,Sternstrahlen* liegt
sehr eng aufeinander. Diese spezifische Architektur entspricht dem histologischen Befund des

Hasenuteruses (MOSSMANN 1987, ALLEN et al. 2003b).

2.2.6.2 Implantation

Der Embryo des FElefanten wird zentral im Uterus implantiert (MOSSMANN 1987,
BENIRSCHKE 2008). Per definitionem handelt es sich bei der zentralen Implantation um die
Einnistung im Zentrum des Uteruslumens (SCHNORR u. KRESSIN 2006). Die Blastozyste
nimmt vor der Implantation stark an Umfang zu und vergroBert so die Kontaktfliche zur
Uteruswand (FINN et al. 1994). Die Blastozyste des Elefanten gelangt iiber das zentrale
Uteruslumen zur Implantationsstelle, die meist am Scheitelpunkt beider Uterushorner liegt

(PERRY 1964, PERRY 1974, ALLEN et al. 2003b). Es wurde beschrieben, dass die
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Blastozyste sich in eine der drei Seitenfalten des Uterus einnistet (PERRY 1974). ALLEN et
al. (2003b) erkldarten die Lokalisation der Blastozyste in einer der drei lateralen
Schleimhautfalten mit ihrer wachstumsbedingten Ausbreitung. Der Embryonalknoten ist zum
Grund der Schleimhautseitenfalte gerichtet. Der abembryonale Pol der Blastocyste ist dem

Zentrum des Uteruslumens zugewandt (PERRY 1974).

Uterus
Endometrium

Keimscheibe
Dottersack

endometriale
Schleimhautfalte

Abb. 4 Der Querschnitt durch den triachtigen Uterus (grau) zeigt die rdumliche Orientierung der Blastozyste (rot)
wihrend der zentralen Implantation. Die Keimscheibe ist der Schleimhautseitenfalte zugewandt.

Die Orientierung der Keimscheibe ist verantwortlich fiir die Position des spiteren
Plazentargiirtels (PERRY 1964, ALLEN et al. 2003b). Fiir die Positionierung der primér mit
dem Endometrium in Kontakt tretenden Trophoblastzellen diskutieren ALLEN et al. (2003b)
zwei Theorien.

I: Es kommt zur Differenzierung der inneren Membranen im Zusammenhang mit uterinem
Wachstum, unabhiéngig vom @ueren Druck.

II: Die Position der Keimscheibe wird bereits durch den intrauterinen Druck determiniert.

Die Uteruswand erfihrt keine regionale Spezialisierung. Es kommt lediglich zu einer lokalen
Schwellung der Schleimhaut durch eine einfache Verlingerung und Streckung der
Uterindriisen in unmittelbarer Nachbarschaft zur Blastozyste. Zu diesem Zeitpunkt ist noch
keine strukturelle Verbindung zwischen Trophoblast und Endometrium ausgebildet. Im
Bereich der Offnungen der Uterindriisen kommt es zum ersten engeren Kontakt zwischen
Schleimhautepithel und der sonst frei aufliegenden embryonalen Membran (PERRY 1974).
Die lokale Schwellung ist auch von auBBen am sezierten Uterus als ovale Umfangsvermehrung
sichtbar. Diese wird im weiteren Verlauf melonenformig und fiillt das gesamte tragende
Uterushorn aus, wobei das nicht gravide Horn und der Uteruskorper stets frei bleiben
(ALLEN et al. 2003b).

Kurz vor der Entwicklung des lateralen Mesoderms, kommt es zu einem Erosionsprozess des
Uterusepithels der gesamten Kontaktregion mit dem Trophoblasten. PERRY (1974) beschrieb
eine Auffaserung der Basalmembran des Uterusepithels. Die Epithelzellen disorganisieren,
16sen sich ab, schwellen an und degenerieren. Die Trophoblastzellen nehmen apikal eine

gelappte Struktur an, was wahrscheinlich der Absorption des Materials dient. Auf
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ultrastruktureller Ebene wurde dokumentiert, dass Trophoblastzellen aktiv das Uterusepithel
sowie das Epithel der Uterindriisen unterwandern, um die Epithelzellen von ihrer
Basalmembran zu l6sen. Es kommt zur Phagozytose durch den Trophoblasten und zur
Verbindung mit der maternalen Basallamina in umgekehrter Polaritidt der Zellen (WOODING
et al. 2005). Diese Entwicklung fiihrt zu einer immer engeren Verbindung des Trophoblasten
mit dem miitterlichen Gewebe in einem breiten bandférmigen Bereich, der sich giirtelférmig
um den gesamten Konzeptus erstreckt. AuBlerhalb dieses sich innig verbindenen Bereiches

bleibt das Uterusepithel intakt (ALLEN et al. 2003b, WOODING et al. 2005, ALLEN 2006).
2.2.6.3 Entwicklung und weitere Differenzierung der Plazenta

Wihrend der gesamten Trichtigkeit und der fortschreitenden Entwicklung des
Plazentargiirtels bleibt der maternale Plazentahilus mit ca. 4 cm Breite in seiner Grof3e nahezu
konstant. Ein signifikantes Wachstum des Plazentahilus wird nur bis zu einem fetalen
Gewicht von 5 - 10 kg verzeichnet. Der Giirtel nimmt dagegen bis zur Geburt an Grofe zu.
Der Hilus, der durch zottenformige Auswiichse des endometrialen Bindegewebes entsteht,
bildet die eigentliche Kontaktstelle zwischen Plazenta und Uterus. Er schlieBt eine stetig
wachsende Anzahl von sich vergroBernden uterinen Gefidf3en ein. Diese Struktur wurde mit
dem Plexus pampiniformis zur Versorgung der Hoden verglichen (ALLEN et al. 2003b).

In einem frithen Entwicklungsstadium, in dem der Embryo ca. 15 Somiten und eine Scheitel-
Stei3-Linge von 5 mm aufweist, sind verschiedene feto-maternale Verbindungen ausgebildet.
So konnen bilaminare und trilaminare Dottersackbereiche und ein vollstindig ausgebildetes
Allantochorion gleichzeitig auftreten. In einigen Bereichen der choriovittelinen Plazenta
liegen die kubischen Trophoblastzellen dem endometrialen Epithel eng an und beginnen in
Form stumpfer Vorwdlbungen sich zwischen dieses zu schieben. Dieses Stadium wurde mit
Beginn des Auswachsens des extraembryonalen Mesoderms zwischen Trophoblast und
Dottersackentoderm  beschrieben (PERRY 1974). In anderen Bereichen der
Dottersackplazenta waren die Vorwdlbungen zu fingerformigen Auswiichsen differenziert,
die sich unter das Epithel schoben und dieses von der Basalmembran abheben. Das
Uterusepithel wird vollstindig durch den Trophoblasten ersetzt. An anderen Stellen wichst
der Trophoblast in die verldngerten, leicht verzweigten und erweiterten Uterindriisen ein und
l6st auch hier das Epithel von der Basallamina. Uterusseitig kommt es zu bindegewebigen
Auswiichsen, die GefidBle fiilhren und sich in die embryonalen Vorwdlbungen einstiilpen.
Erstere sind die Urspriinge des spiteren ,,pampiniformen® Stranges des Plazentahilus
(AMOROSO u. PERRY 1964, PERRY 1974, ALLEN et al. 2003b). Nur in der sehr frithen

Triachtigkeit dringen Trophoblastzellen in die apikalen Uterindriisen vor und penetrieren den
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epithelialen Zellverbund im Bereich des spiteren Plazentahilus. Vermutlich fiihrt dies zu
einem Verschluss der Uterindriisen zur Sicherstellung einer unbeeintrichtigten Proliferation
der maternalen Gefil3e im Plazentahilus. Die Regulation dieser Proliferationsprozesse ist noch
nicht vollstindig geklart. Ein Zusammenspiel verschiedener Wachstumsfaktoren (Insulin-like
growth factor-II, Transforming growth factor-p 1) wird angenommen (WOODING et al.
2005).

Uterusepithel wird durch Trophoblast ersetzt

Endometriumauswiichse mit Kapillaren

Verldngerung und Verzweigung der Lamellen

Bildung der EVZ an den lateralen Enden des Giirtels

vollstindig ausgebildeter Plazentargiirtel

Abb. 5 Schematische Darstellung der morphologischen Verdnderungen wihrend der Bildung der Giirtelplazenta
beim Elefanten (nach ALLEN et al. 2003b)

Im Gegensatz zu ASSHETON et al. (1905), die groere Ansammlungen von Leukozyten
innerhalb der Plazenta fanden, wiesen ALLEN et al. (2003b) explizit darauf hin, dass weder
zu einem frithen, noch zu einem spiteren Zeitpunkt eine maternale zelluldre Immunreaktionen
auf den Trophoblasten stattfinden.

Die Y-artig angeordneten Schleimhautfalten im Inneren des Uterus und die Entwicklung der
Keimblase zwischen diesen, bedingen die Entwicklung von drei rdumlich voneinander
getrennten Kontaktstellen zwischen Uterusschleimhaut und Trophoblast. Sie sind dquatorial
um die Keimblase angeordnet, so dass sich das proliferierende Plazentaband transversal zur
Uterusachse entwickelt. Die Kontaktbereiche nehmen im Verlauf der Trachtigkeit an Umfang
zu und verschmelzen mehr oder weniger vollstindig miteinander. Die oft beschriebenen
Unterbrechungen des Giirtels korrespondieren mit groer Wahrscheinlichkeit mit der Position

der endometrialen Falten. Mit fortschreitender Trichtigkeit reduziert sich trotz stetigen
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Wachstums die Breite des Plazentagiirtels relativ zum sich ebenfalls vergro3ernden
Chorionsack (PERRY 1974). Das Fliachenverhiltnis von Plazentagiirtel und Chorionsack

verkleinert sich somit kontinuierlich.

Im Alter von ca. vier Monaten betrdgt die Giirtelbreite 3 cm. Die einfachen wedelartigen
Vorwolbungen des endometrialen Stromas werden von Trophoblastzellen iiberzogen und
beginnen sich an den Spitzen zu verzweigen. Auf beiden Seiten des Giirtels legen sich die
lateralen Stromalamellen um. Es entstehen blind endende Kavernen. In diese Kavernen
kommt es zum Austritt maternalen Blutes. Die Blutbestandteile werden durch differenzierte,
hochprismatische, vakuolidre Trophoblastzellen phagozytiert (WOODING et al. 2005). Die
Uterindriisen im subplazentaren Gewebe sind in der Mitte der Tréichtigkeit gering entwickelt
und spielen in der weiteren Entwicklung der Plazenta eine untergeordnete Rolle. Somit hat die
histiotrophe Erndhrung iiber die Uterindriisen keine wesentliche Bedeutung als
Versorgungsquelle des Fetus mehr (AMOROSO u. PERRY 1964).

Mit fortschreitender Graviditidt nehmen die Stromalamellen in ihrer Ldnge, Verzweigung und
Komplexitdit ~zu. Durch ihre starke  Schldngelung wird eine  maximale
OberflachenvergroBerung von Trophoblast und maternalen Kapillaren erreicht. Dabei erfahrt
das endometriale Lamellenstroma eine starke Reduzierung, sodass der Zytotrophoblast in

direkten Kontakt mit den maternalen Kapillaren treten kann (ALLEN et al. 2003b).

2.3 Verwandtschaftliche Beziehungen der Elefanten zu anderen Siugern und

vergleichende Betrachtungen der Elefantenplazenta zu anderen Siugerplazenten

Die Ordnung der Proboscidia (Elefanten) gehort zur Uberordnung der Afrotheria, die mit
Hilfe von DNA Sequenzanalysen klassifiziert und eingehend untersucht worden ist (CARTER
2001, MURPHY et al. 2001, WADDELL et al. 2001, DOUADY et al. 2002, ARCHIBALD
2003, CARTER et al. 2004b). Neben der Ordnung der Proboscidia werden fiinf weitere
Ordnungen von Saugetieren unter den Afrotheria eingeordnet: Hyracoidea (Schliefer), Sirenia
(Seekiihe), Tubulidentata (Erdferkel), Macroscelidea (Elefantenspitzméuse) sowie die
Ordnung Afrosoricida oder Tenrecomorpha (Familie Chrysochloridae: Goldmulle, Familie
Tenrecidae: Tenreks) (ENDERS u. CARTER 2004, CARTER u. ENDERS 2004, CARTER et
al. 2004a, CARTER et al. 2004b).
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Tab. 2 Eigenschaften der Plazentation der Uberordnung der Afrotheria (nach CARTER et al. 2004b)

Taxon Arten Plazentaform Plazentarschranke Extravasatzone
Ordn. Elephas, Loxodonta Giirtelfomig Endotheliochorial Lateraler Bereich des
Proboscidea Giirtels
Ordn. Hyracoidea Procavia, Heterohyrax Giirtelfomig Hémochorial Keine
Ordn. Sirenia Trichechus Giirtelfomig Endotheliochorial? Labyrinthoberfldche
Ordn. Orycteropus Giirtelfomig Endotheliochorial Lateraler Bereich des
Tubulidentata Giirtels
Ordn. Rhynchocyon, Diskoidal mit Héamochorial Keine
Macroscelidea, Petrodromus, sekundéarer
Macroscelides, Giirtelbildung
Elephantulus
Ordn.
Tenrecomorpha
Familie Chrysochloris, Eremitalpa  Diskoidal Hémochorial Keine
Chrysochloridae
Familie Tenrec, Hemicentetes, Diskoidal mit Himochorial Zentral
Tenrecidae Setifer, Echinops, sekundérer (zentral im Labyrinth
Potamogale, Giirtelbildung bei Otterspitzmaus)
Micropotamogale

Verwandtschaftliche Beziehungen zwischen den Ordnungen der Schliefer, der Seekiihe und
der Elefanten wurden am hiufigsten diskutiert, ebenso wie vergleichende Betrachtungen der
Morphologie und der Entwicklung der Plazenta zwischen Carnivora (Fleischfresser) und
Proboscidia (ASSHETON u. STEVENS 1905, WISLOCKI u. VAN DER WESTHUYSEN
1940, AMOROSO u. PERRY 1964, PERRY 1974, ALLEN et al. 2003b).

Anhand der Ergebnisse von CHAPMAN (1880), ASSHETON et al. (1905) und BOKER
(1907) postulierten WISLOCKI u. VAN DER WESTHUYSEN (1940), dass die Ordnungen
der Schliefer, Seekithe und Elefanten in Hinblick auf ihre Plazentation zu einer eng
verwandten Gruppe gehoren. Als weitere Gemeinsamkeit betonten sie den vermeintlich
himochorialen Charakter der Elefantenplazenta mit der Plazenta der Seekiihe und der
Schliefer (siehe Tab. 2).

Dagegen beschriecben AMOROSO u. PERRY (1964) die Plazenta des Afrikanischen
Elefanten als Plazenta endothelio- oder vasochorialen Typs, vergleichbar mit der der
Carnivora. Einen Uberblick iiber die Variationen des Trophoblastepithels in Bezug zur
maternalen Plazenta und den Vergleich der Ordnungen der Afrotheria geben die Arbeiten von

CARTER u. ENDERS (2004) und CARTER et al. (2004b) (siehe Tab.3).
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Tab. 3 Variationen des Trophoblasten im Bereich der Plazentarschranke der choroallantoiden Plazenta (nach
CARTER u. ENDERS 2004)

Plazenta Typ Trophoblast Bestandteile Beispiele
Hiamomonochorial =~ Synzytialer Trophoblast, Zotten Armadillo; hoher Primaten
Synzytialer Trophoblast, Labyrinth Meisten hystricomorphen Nager (z.B.
Meerschwein), sciuromorphe Nager (z.B.
Eichhornchen)
Zelluldrer Trophoblast Hyrax; Tenreks;
Bulldoggfledermduse;einige myomorphe
Nager (Miuseverwandte)
Himodichorial Synzytialer (maternal gerichtet) und zelluldrer =~ Lagomorphas (Hasenartige),
Trophoblast Glattnasenflederméuse
Hémotrichorial Zelluldrer Trophoblast (maternal gerichtet) und Meisten myomorphe Nager (Mausartige)
zwei Schichten synzytialen Trophoblasten
Endotheliochorial ~ Synzytialer Trophoblast (fenestriert) Faultier, Spitzmaus
Trophoblast (nicht fenestriert) Carnivoren, Robben
Zelluldrer Trophoblast Elephanten; einige sciuromorphe Nager
(Hornchenverwandte), einige
Flederméuse (Saccopteryx)
Epitheliochorial Zelluldrer Trophoblast Niedere Primaten; einige Artiodactyla
(z.B. Schwein)
Zelluldrer Trophoblast mit trophoblastischen Einige Perissodactyla (Equiden, z.B.
Giirtelzellen Pferd)
Synepitheliochorial = Zelluldrer Trophoblast; Fusion von binucledren  Einige Artiodactyla (Wiederkéduer, z.B.

Trophoblaszellen mit Uterusepithel

Schaf, Kuh)

Der Schliefer besitzt, wie auch der Elefant, eine Giirtelplazenta und eine vierfach gekammerte
Allantois, auf der es nicht zur Ausbildung von Allantoispusteln kommt. Nach einer zentralen
Implantation spielen auch beim Klippschliefer die Uterindriisen keine wesentliche Rolle in der
fetalen Versorgung (WISLOCKI u. VAN DER WESTHUYSEN 1940, AMOROSO u. PERRY
1964). Im Gegensatz zum Elefanten zeigen die Uterindriisen weder eine Tendenz zur
Hypertrophie, noch bieten sie dem Trophoblasten eine Leitschiene fiir sein Wachstum (PERRY
1964). Das Uterusepithel wird beim Schliefer hingegen nicht durch Zottenproliferation
abgebaut, sondern durch gleichmiBige Dickenzunahme des Trophoblasten, was zu sphérischen
Trophoblastkissen fithrt. Zu Beginn der Entwicklung bilden sich auf dem gesamten Chorion
Zotten aus, die sich iiber den polaren Choriongebieten wieder zuriickbilden, was zur Bildung
der Giirtelplazenta fiihrt (AMOROSO u. PERRY 1964)

Auch die Seekuh besitzt eine hdmochoriale Giirtelplazenta. Die Bildung des Plazentabandes
dhnelt den Vorgingen beim Schliefer. Als Fragmente dieser Entwicklung lassen sich kleine
Plazentaareale mit einem Durchmesser von ca. 4 mm feststellen. Auch bei der Seekuh spielen
die Uterindriisen eine untergeordnete Rolle in der Plazentaentwicklung (PERRY 1974). Im
Hinblick auf die Anordnung der Labyrinthlamellen dhneln sich die Plazenten der Elefanten
und der Seekiihe (WISLOCKI 1935). Diese besitzt auch eine durch Nabelgefifie gekammerte
Allantoisblase.
WISLOCKI u. VAN DER WESTHUYSEN (1940) beschriebenen das Auftreten grof3er

Auf der Allantoismembran sind kleine Allantoispusteln vorhanden.

Allantoispusteln bei der GroBten und ein Fehlen bei der Kleinsten der verwandten Spezies.
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Eine Funktion bleibt aber vollstandig unbewiesen und unbekannt (AMOROSO u. PERRY
1964, PERRY 1974). Das freie Austreten von maternalem Blut aus Gefdf3en, die das
Plazentarlabyrinth durchzogen haben, fiihrt zur der Entstehung von Randhdmatomen, die
beim Elefanten einzigartig sind. Auch bei der Seekuh entstehen maternale Einblutungen aus
labyrinthartig, sich kreuzenden Gefidllen in der Plazenta. Diese von WISLOCKI (1935)
beschriebenen mit maternalem Blut gefiillten ,,sonderbaren Trophoblastarkaden* sind jedoch
an der fetalen Grenze der Labyrinthlamellen lokalisiert. Eine zum Elefanten
korrespondierende marginale Region ist bei der Seekuh nicht vorhanden (AMOROSO u.
PERRY 1964). Der plazentare Trophoblast kann auch bei der Seekuh in drei unterschiedliche
Regionen eingeteilt werden. So ist auf der Wachstumsseite der Plazenta ein Zytotrophoblast
ausgebildet. Auf der fetalen Seite des Labyrinths ist ein Synzytiotrophoblast entwickelt. Die
Arkaden, die das freie maternale Blut umschlieBen, sind ebenfalls von einem
Synzytiotrophoblast bekleidet (WISLOCKI 1935, PERRY 1974).

Die am stirksten herausragende Gemeinsamkeit zwischen der Plazenta der Carnivoren und
der Elefanten, abgesehen von der himochorialen Plazenta der Hydne (AMOROSO 1959), ist
die Ausbildung einer endotheliochorialen Giirtelplazenta mit ausgepriagtem Randhdmatom.
Beim Fleischfresser kommt es ebenfalls zur zentralen Implantation der Blastozyste. Die
Positionen der Blastozysten werden iiber den Prozess der intrauterinen Migration
symmetrisch in beiden Uterushornern verteilt (PERRY 1974, LEISER 1979a, LEISER
1979b). Wie bei den Fleischfressern wird auch beim Elefanten das Amnion durch
Abfaltungsprozesse gebildet. Die Aus- und Riickbildung des Dottersackes sowie das Fehlen
eines Sinus terminalis, wie er fiir das Pferd beschrieben ist, sind weitere Gemeinsamkeiten.
Bei der Katze fiihrt die Invasion des Trophoblasten wihrend der Implantation bzw.
Plazentation zur Fusion und Degeneration der luminalen sowie glanduldren Epithelzellen
(LEISER 1979a) und zur Formung des ,,Symplasma*“ (AMOROSO 1952). Die Basalmembran
wird durchbrochen und der synzytiale Trophoblast dringt mit fortschreitender Tréachtigkeit
tiefer in Uterindriisen und Uterusstroma vor (WOODING u. FLINT 1994). Beim Elefanten
wurde eine geringere Invasivitidt des Trophoblasten beschrieben. Ursdchlich konnte das mit
dem Zusammenhalt der Zellen sowie einem Enzym- und Rezeptormangel erkldart werden
(ALLEN et al. 2003b). Weiterhin ist die unterschiedliche Expression von Wachstumsfaktoren
und/oder deren Rezeptoren als mogliche Ursache denkbar (WOODING et al. 2005). Die bei
den meisten Carnivoren und der Familie der Elephantidae auftretenden Randhdmatome
unterliegen jeweils einer unterschiedlichen Genese. Wihrend es beim Elefanten zur

ZerreiBung intraplazentarer miitterlicher Kapillaren kommt (ALLEN et al. 2003b,
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WOODING et al. 2005), entstehen die Einblutungen beim Fleischfresser durch Erosion der
miitterlichen Endothelien und bedingt durch das voriibergehende Einreilen der Gefdfe im
paraplazentaren Bereich (LEISER u. ENDERS 1980a, LEISER u. ENDERS 1980b,
WOODING u. FLINT 1994).

AMOROSO u. PERRY (1964) verwiesen auf einen weiteren Unterschied zwischen Carnivora
und Proboscidaeca. Die durch eine Dickenzunahme verbreiterte Basalmembran der
miitterlichen Plazentargefile wird als amorph erscheinende, interstitielle Membran
beschrieben (,,interstitial membrane*) (WOODING u. FLINT 1994). Sie ist nicht nur fiir die
Carnivorenplazenta (ANDERSON 1969), sondern auch bei der Seekuh und beim Schliefer
(WISLOCKI 1935, WISLOCKI u. VAN DER WESTHUYSEN 1940) beschrieben worden.
Der Stoffaustausch zwischen miitterlichen und fetalen Gefidflen stellt einen weiteren, noch
ungeklirten Aspekt beim Vergleich der Placentae zonariae verschiedener Spezies dar. Beim
Elefanten ziehen die grofen maternalen Hilusarterien durch das gesamte Plazentarlabyrinth,
um sich dann in ein reich verzweigtes Kapillarnetz aufzuzweigen. Sie vereinigen sich zu
Venen und verlaufen zuriick zum Hilus. Der Verlauf der fetalen Plazentargefde ist
wahrscheinlich der Gleiche nur mit umgekehrter BlutfluBrichtung (ALLEN et al. 2003b), dem
sogenannten ,,counter-current flow* Prinzip. Fiir die endotheliochoriale Plazenta der Katze
wurde dagegen in einer rasterelektronenmikroskopischen Studie das ,.cross-current flow*
Prinzip nachgewiesen (LEISER u. KOHLER 1983, LEISER u. KOHLER 1984, WOODING
u. FLINT 1994). Zur Analyse des Blutflussmusters in der Elefantenplazenta schlagen ALLEN
et al. (2003b) eine ,,corrosion-cast Studie der Plazentargefif3e vor (LEISER et al. 1997).
Weitere vergleichende Betrachtungen der Plazenta des Elefanten mit anderen Spezies sind
bekannt. So besitzen die Erdferkel (Orycteropus afer, Ordnung der Rohrenzédhner) eine
endotheliochoriale Giirtelplazenta mit Randhdmatomen und eine quatrilobuldre Allantoisblase
(MOSSMAN 1957, PERRY 1974, WOODING u. FLINT 1994). Letztere findet sich auch bei
den Lemuren (HILL u. BURNE 1922, HILL 1932). WISLOCKI u. VAN DER
WESTHUYSEN (1940) weisen aber darauf hin, dass die umbilikale Anordnung keine
phylogenetische Signifikanz oder evolutiondre Tendenz besitzt (AMOROSO u. PERRY
1964).

Die Proliferation der lamellenartigen Vorwolbungen des Endometriums im Bereich des
spiteren Giirtels und deren beginnende Verzweigung in der frithen Fetalentwicklung
(Fetalgewicht ca. 2 g) des Elefanten erinnert an die Mikrokotyledonenbildung bei der Stute.
Auch die Destruktion der luminalen und glanduldren Epithelien ist mit den Vorgidngen beim

Pferd (Ausbildung der ,,endometrial Cups®) zu vergleichen. Im Gegensatz zum Elefanten
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kommt es bei der Stute zu einer tiefen Invasion von zweikernigen Giirtelzellen ins
endometriale Stroma und zur Proliferation der ,,endometrial cups® (ALLEN u. MOOR 1972,
ALLEN et al. 1973, ALLEN et al. 2003b).

2.4 Humanes Chorion-Gonadotropin (hCG)

Das Vorkommen eines gonadotropen Hormons im Blutserum und Harn von schwangeren
Frauen wurde von Aschheim und Zondek (1928) beschrieben. Zwei Jahre spiter entdeckten
Wissenschaftler des Departments of Animal Science, University of California
Choriongonadotropin auch im Serum von Pferdestuten. Endokrinologen versuchten in den
darauf folgenden Jahren eine Gonadotropinaktivitdt im Blut anderer Spezies (Rind, Schwein,
Hund oder Katze) nachzuweisen .Diese Versuche blieben ohne Erfolg. (ROSER 1999)

Das humane Choriongonadotropin (human Chorionic Gonadotropin, hCG) ist ein
Glykoproteinhormon. Es gehort zu einer Gruppe von vier homologen Glykoproteinen, die aus
je zwei nicht identischen Untereinheiten bestehen. Die a-Untereinheit besteht aus 92
Aminoséduren und wird von einem einzelnen Genlocus auf Chromosom sechs kodiert. Die -
Untereinheit der Hormone unterscheidet sich in Struktur und Aminosédurensequenz. Die
Anzahl der Aminosduren variiert zwischen ca. 102 und 145 (hCG). Die B-Untereinheiten von
hCG und dem humanen luteinisierenden Hormon (hLH) werden von derselben Lokalisation
auf Chromosom 19 kodiert, unterscheiden sich jedoch durch das Fehlen von 34 Aminosiuren
bei hLH am C-Terminus. Die vier Hormone der Gruppe sind das hCG, das hLH, das humane
follikelstimulierende Hormon (hFSH) und das humane schilddriisenstimulierende Hormon
(hTSH). Das hCG und hLLH kénnen von dem gleichen Rezeptor im Ovar und Testis gebunden
werden. Die Funktion von hCG ist die Stimulation des Corpus luteum zur Produktion von
Steroidhormonen zum Erhalt der Schwangerschaft. Eine Bindung von hCG an den Rezeptor
mit nachfolgender Signaltransduktion ist moglich, solange die o- und B-Untereinheiten
zusammengehalten werden, auch wenn das Glykoprotein schon in Primér- und Tertidrstruktur
geschidigt worden ist (BIRKEN et al. 1999). Die Halbwertszeit der Hormone im Serum wird
durch die Zuckerreste an den Kettenenden bestimmt. Unter den vier Hormonen besitzt hCG
mit 29 bis 30 h die lingste Halbwertszeit (biologische Halbwertszeit 8 h) (PSCHYREMBEL
1998, BIRKEN et al. 1999). Im Serum nicht schwangerer Menschen konnte ebenfalls hCG
nachgewiesen werden. Der Bildungsort dieser kleinen Mengen an hCG ist die Hypophyse.
Weitere Formen von hCG werden in verschiedenen Tumoren der Gonaden, aber auch des
nicht reproduktiven Gewebes gefunden.

Untersuchungen zum Nachweis von Gonadotropinen in der Plazenta des Elefanten verliefen

bisher erfolglos (SOMA u. KAWAKAMI 1991, ALLEN et al. 2002). Der Nachweis von
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gonadotropen Substanzen im Urin oder Serum trichtiger Elefantenkiihe wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Im Urin von trichtigen Elefantenkiihen konnten mit Hilfe des Latex-
Agglutinationstest zum Nachweis von hCG kreuzreagierende Substanzen nachgewiesen

werden (FUJIMOTO et al. 1970, KOCH et al. 1988).
2.5 Plazentare Alkalische Phosphatase (PLAP)

Die Phosphatasen gehoren zur Gruppe der Esterasen. Sie hydrolysieren organische
Phosphorsdureester und bilden als Reaktionsprodukt anorganisches Phosphat. Phosphatasen
setzen sich aus zahlreichen Isoenzymen zusammen. In der klinischen Diagnostik
unterscheidet man zwei Gruppen: die alkalischen Phosphatasen (AP) mit einem pH-Optimum
von acht bis zehn, und die sauren Phosphatasen mit einem Reaktionsoptimum bei pH fiinf
(PSCHYREMBEL 1998, KRAFT u. DURR 1999).

Die alkalische Phosphatase besitzt als Bestandteil und Cofaktor das Element Zink (LOFFLER
u. PETRIDES P.E. 1997). Alkalische Phosphatasen sind in fast allen Geweben des
Organismus in unterschiedlicher Aktivitit membrangebunden zu finden. (KRAFT u. DURR
1999).

Das in der Plazenta gebildete Isoenzym, die plazentare alkalische Phosphatase (PLAP), kann
am Biirstensaum sowie am basalen Plasmalemm des menschlichen Syncytiotrophoblasten, am
marginalen Chorion und am freien Amnion der humanen Plazenta nachgewiesen werden. Die
Aktivitdt der alkalischen Phosphatase nimmt mit fortschreitender Schwangerschaft zu und
verlduft parallel mit einer Zunahme im miitterlichen Plasma. Die Funktionen der alkalischen
Phosphatase (Substratphosphorylierung bei Resorption und Exkretion, die Katalysation der
Spaltung energiereicher Phosphatverbindungen) lassen eine Beziehung zwischen
Phosphatasegehalt und aktiven Stofftransport der Plazenta erkennen. Ein hoherer
Posphatasegehalt der geburtsreifen Plazenta im Vergleich zur entwickelnden Plazenta
entspricht dem gestiegenen Stoffaustausch am Ende der Schwangerschaft (HEMPEL u.
GEYER 1969).

Der histochemische Nachweis von alkalischer Phosphatase sowie auch saurer Phosphatase in
der Plazenta des Asiatischen Elefanten ist in der Literatur bisher erst einmal beschrieben
worden (COOPER et al. 1964). SOMA u. KAWAKAMI (1991) konnten keine saure

Phosphatase in den Labyrinthtrophoblastzellen nachweisen.
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Tiere und Material
3.1.1 Plazenten

Fiir die Untersuchungen standen vier geburtsreife und ausgetragene Plazenten des Asiatischen
Elefanten (Elephas maximus) zur Verfiigung. Die Nachgeburten stammten aus dem Tierpark
Hagenbeck in Hamburg, Gemeinniitzige Gesellschaft mbH, sowie dem Zoo Leipzig, GmbH.
Die Plazenta des Leipziger Elefanten (E1) wurde am 05.04.2002 ca. fiinf Stunden p.p.
vollstindig aufgefunden und in das Veterindr-Anatomische Institut der Universitit Leipzig
transportiert. Reprisentative Anteile der fetalen Fruchthiillen wurden entnommen und in 4 %
igem Paraformaldehyd (PFA) sowie 2 % igem Glutardialdehyd (GA) in 0,1M PBS-Puffer (pH
7,4) fiir zwei Stunden und anschliefend in 4 % igem PFA in 0,1M PBS-Puffer (pH 7,4)
immersionsfixiert. Die iibrigen Plazentaanteile wurden in 4 % igem neutral gepufferten
Formalin fixiert.

Aus dem Tierpark Hagenbeck stammten drei Nachgeburten.

Die Plazenta eines Hagenbecker Elefanten (E2) wurde am 14.05.2003 gegen 08:30 Uhr, ca.
90 min p.p. vollstindig aufgefunden. Die Entnahme reprisentativer Plazentaproben erfolgte
durch den Zootierarzt Dr. Fliigger. Die gewonnenen Proben wurden zeitnah in eine 4 % ige
Formalinlosung tiberfiihrt und bei 6 °C gelagert. Am 16.05.2003 wurden die Proben fiir zwei
Stunden in 4 % igem PFA und 2 % igem GA in 0,1M PBS-Puffer (pH 7,4) und anschlieBend
in 4 % igem PFA in 0,1M PBS-Puffer (pH 7,4) immersionsfixiert. Die iibrigen Plazentaanteile
wurden in 4 % igem neutral gepufferten Formalin fixiert. Der Transport in das Veterinér-
Anatomische Institut der Universitit Leipzig erfolgte am 16.05.2003.

Die Proben der dritten Plazenta (E3, Tierpark Hagenbeck) wurden direkt vor Ort p.p. aus
repriasentativen und vergleichbaren Arealen entnommen und in 4 % iger Formalinlosung
fixiert. Im fixierten Zustand wurden die Teilstiicke dem Veterindr-Anatomischen Institut der
Universitit Leipzig zur Verfiigung gestellt. Aus diesen Plazentaanteilen wurden Proben zur
weiteren Einbettung gewonnen und in 4 % igem neutral gepufferten PFA (pH 7,4) nachfixiert.
Die Proben fiir die elektronmikroskopischen Untersuchungen wurden in 2,5 % igem
Glutardialdehyd (GA) in 0,1M PBS-Puffer (pH 7,4) fiir zwei Stunden immersionsfixiert und
anschlieBend in 4 % iges Paraformaldehyd in 0,1M PBS-Puffer (pH 7,4) verbracht.

Die vierte Plazenta (E4) stammt ebenfalls aus dem Tierpark Hagenbeck. Sie wurde
vollstiandig aufgefunden, in 4 % iger Formalinlosung immersionsfixiert und in das Veterinér-

Anatomische Institut der Universitidt Leipzig transportiert. Die Fruchthiillen waren zum
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Zeitpunkt des Eintreffens im Veterindr-Anatomischen Institut in ihrem makroskopisch
strukturellen Erhalt geschidigt. Hier erfolgte die Probenentnahme und Nachfixierung in 4 %
igem neutral gepufferten PFA (pH 7,4). Die Fixation und Nachbehandlung fiir die
elektronenmikroskopische Aufarbeitung der Proben erfolgte entsprechend dem Protokoll fiir
die Proben E1 - E3.

Die Lagerung der immersionsfixierten Proben erfolgte bei 6 °C.

Fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurde humanes Plazentagewebe als
Positivkontrolle bendtigt. Das Material wurde von einer freiwilligen Spenderin nach der
Geburt ihres Kindes zur Verfiigung gestellt. Die Plazenta wurde ca. 15 min nach Entwicklung
der Nachgeburt in 4 % igem neutralgepufferten PFA (pH 7,4) immersionsfixiert. Die
Probenentnahme erfolgte 120 min p.p. Es wurden zwei 1 x 1 x 1 cm groBBe Gewebestiicke aus
dem Bereich des plazentaren Allantochorions entnommen. Das Probenmaterial wurde in 4 %

igem neutral gepufferten PFA (pH 7,4) gelagert.
3.1.2 Angaben zur Trichtigkeit, Geburt, Neugeborenen und Plazenta

Bei den Plazenten handelt es sich um physiologisch ausgetragene Nachgeburten. Die
Triachtigkeit der Mutterkiihe sowie die Geburtsvorginge verliefen nach Auskunft der
Tierdrzte jeweils komplikationslos. Die Aufzucht der Kilber verlduft erfolgreich.

Die Plazenten E2, E3 und E4 wurden nach einer Gruppengeburt entwickelt. Die Hagenbecker
Mutterkuh hatte bereits drei erfolgreiche Nachzuchten. Die Geburt im Jahre 2003 (E2) war fiir
sie jedoch die erste Gruppengeburt. Hierunter versteht man ein Ereignis, bei dem die Geburt
in einer Gruppe aus mehreren Elefantenkiihen dhnlich den natiirlichen Gegebenheiten erfolgt.
Fiir die Leipziger Mutterkuh war es die erste Geburt.

Die Daten wurden mit Hilfe eines Anamnesebogens erhoben und dokumentiert (siehe Anhang

VIID).
3.1.3 Probenauswahl

Fir die Auswahl der Proben aus den Plazenten waren morphologisch und funktionell
unterschiedliche Lokalisationen entscheidend. Fiir die verschiedenen mikroskopischen
Techniken wurden Proben in direkter Nachbarschaft zueinander oder zu korrespondierenden
Probenlokalisationen entnommen. Aus einer funktionell einheitlichen Struktur wurden bei
unterschiedlicher Morphologie mehrere Proben entnommen. Die Auswahl der
Probenlokalisationen war fiir die Plazenten E1, E2 und E4 identisch.

Die Probennahme der dritten Plazenta (E3) erfolgte unmittelbar nach der Geburt im Tierpark

Hagenbeck. Tierarzt Dr. Fliigger orientierte sich bei der Entnahme der Proben an den
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beschriebenen Probelokalisationen der ersten zwei Plazenten. Die Proben wurden in das
Veterinidr-Anatomische Institut der Universitit Leipzig tiberstellt. Die restlichen Plazentateile

verblieben vor Ort.

Allantois

Amnion

extraplazentares Allantochorion

Extravasatzone

Girtel, oder
plazentares Allantochorion NabelgefiBe

Abb. 6 Schematische Darstellung der Giirtelplazenta des Elefanten mit einer Ubersicht zur Darstellung der
Stellen der Probenentnahme. Vergleiche auch Abb. 8. Die makroskopische Fotographie entspricht der
schematischen Darstellung der Zirkumferenz des Plazentagiirtels.

3.2 Methoden
3.2.1 Makroskopische Untersuchungen

Bei der makroskopischen Untersuchung wurden die Fruchthiillen unter Kunstlicht inspiziert.
Die Fotodokumentation erfolgte mit einer Spiegelreflexkamera (50 mm Objektiv) und einer

Fotolichtanlage zur optimalen Ausleuchtung relevanter Strukturen.
3.2.2 Lichtmikroskopische Untersuchungen

Die Proben wurden aus dem in 4 % igem neutral gepufferten Formalin immersionsfixierten
Material entnommen. Die Paraffineinbettung der Proben E1 und E2 erfolgte nach einem
Standardprotokoll. Die Proben E3 und E4 wurden in Kunststoff (Technovit, Fa. Aeraeus
Kulzer GmbH, Wehrheim) nach einem Standardprotokoll eingebettet. Mit einem
Rotationsmikrotom (Fa. Leica Instruments GmbH, Nussloch) wurden von den in Paraffin
eingebetteten Proben 5 um starke Schnitte angefertigt und auf Eiweill - Glyzerin beschichtete
Objekttriager aufgezogen. Von den Proben der Kunststoffeinbettung wurden 2 bis 3 um starke
Schnitte angefertigt und auf handelsiibliche, unbeschichtete Objekttriger aufgezogen.

Die Probe der humanen Plazenta wurde entsprechend den Proben der Elefantenplazenten
ebenfalls mit neutral gepuffertem 4 % igem Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und 5 wm

starke Schnitte hergestellt.
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Als Ubersichtsfirbung wurde die HE — Firbung durchgefiihrt. Zur detaillierten histologischen
Charakterisierung des Gewebes wurden eine Trichromfirbung nach Goldner, Resorcinfuchsin
Farbung nach Weigert sowie eine PAS - Firbung nach McManus durchgefiihrt. Die
lichtmikroskopische Vorauswahl der zu dokumentierenden Schnitte erfolgte mit einem
Olympus CH2 Standardmikroskop. Die Bilddokumentation wurde unter Verwendung des
Hellfeldverfahrens und der Differentiellen Interferenzkontrastmethode (DIC) an einem
Axiophot (Fa. Zeiss, Jena) mit fest montierter Digitalkamera (4.3 Shot Color, Fa. Diagnostic
Imaging Inc.) durchgefiihrt. Die Bilder wurden mit der Software Spot Insight 4.0 (Fa.
Diagnostic Imaging Inc) aufgenommen und im Bitmap-Format fiir die spitere digitale
Bearbeitung gespeichert.

Bei der Differentiellen Interferenzkontrastmethode werden die Differenzen in der optischen
Wellenldnge, die zwischen Pridparat und Einschlussmedium bestehen, in einen Reliefkontrast
umgesetzt. Der Aufbau des Interferenzkontrastmikroskopes entsprach dem Aufbau nach

Nomarsky.
3.2.3 Immunhistochemische Untersuchungen

Die Anfertigung der 5 um starker Paraffinschnitte erfolgte wie unter 3.2.2 beschrieben. Drei
Schnitte wurden auf silanisierte Objekttriger aufgezogen und bei 40°C iiber Nacht im
Thermoschrank getrocknet.

Mit Hilfe der Avidin-Biotin-Komplexmethode (ABC) wurde die Expression der f-Kette von
humanem Choriongonadotropin (B-hCG) und alkalischer Phosphatase (PLAP) in der Plazenta
des Asiatischen Elefanten untersucht. Bei der ABC-Methode werden biotinylierte
Sekundirantikorper eingesetzt, an die prédinkubierte Avidin-Peroxidase-Komplexe binden
konnen. Die gebundene Peroxidase oxidiert unter Zugabe von Wasserstoffperoxid ein zur
Visualisierung der Antigen-Antikorper-Komplexe verwendetes Chromogen (DAB).

Die eingesetzten Antikorper, ihre Konzentrationen und das Reaktionsprotokoll der ABC —
Methode sind im Anhang aufgefiihrt (IX - XI).

Pro Objekttrager wurden je zwei Schnitte der entsprechenden Plazentaprobe (Test und
Negativkontrolle) und ein dritter vom Chorion frondosum einer humanen Plazenta

(Positivkontrolle) aufgezogen.
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3 Schnitte pro Objekttriger

U020

T = Testpriparat

- = Negativkontrolle

+ = Positivkontrolle

Abb. 7 Darstellung des Probenbesatzes der Objekttriger

Die Negativkontrollen wurden nach dem gleichen Verfahren wie die untersuchten Priparate
behandelt, jedoch ohne den Einsatz der gegen die zu untersuchende Proteinstruktur
gerichteten spezifischen Antikorper. Positivkontrollen entstammten Gewebeproben, die mit
Sicherheit das zu untersuchende Antigen enthalten und wurden ebenfalls nach dem gleichen
Verfahren wie die Priparate aus den Elefantenplazenten behandelt.

In Vorversuchen wurde die geeignete AK-Konzentration fiir den Nachweis der Antigene
bestimmt. Die Immunkompetenz des Gewebes wurde mit Hilfe von Aktin-Antikorpern
gepriift. Dabei zeigte sich eine spezifische Markierung in den GefiBBwinden von Arteriolen.
Die Spezifitit der AK fiir die zu untersuchenden Proteinstrukturen wurde an Gewebeschnitten
aus Lunge, Darm und Muskel des Schafes durchgefiihrt.

Das Untersuchungsmaterial und die Positivkontrollen wurden mit der ausgetesteten AK-
Konzentration beschickt. Die Negativkontrollen wurden parallel mit 5 % Magermilch (5 g

Magermilchpulver in 100 ml PBS Puffer, pH 7,4) inkubiert.
3.2.3.1 Auswertung der Immunhistochemie

Als positiv wurden hell- bis dunkelbraune Reaktionsprodukte in der Schnittebene gewertet,
die in den Negativkontrollschnitten nicht nachweisbar waren. Homogene beige Fiarbungen im
Bereich der Plasmainsudationen und des Detritus, sowie pigmentartige Ablagerungen in Form
von scholligen Strukturen, die sich auch in den Negativkontrollschnitten zeigten, wurden als
negativ bewertet. Eine Ubersicht der zu erwarteten Reaktionsmuster der verwendeten

Antikorper ist in Tabelle 4 ausgewiesen.

Tab. 4 Zu erwartende Reaktionsmuster der verwendeten Antikorper (KRAFT u. DURR 1999)

Antikorper Lokalisation in Trophoblastzellen
hCG intrazytoplasmatisch
PLAP membrangebunden

Die immunhistochemische Auswertung erfolgte mit einem CH2-Lichtmikroskop (Fa.

Olympus). Fiir die Bilddokumentation wurde ein Axiophot (Fa. Zeiss, Jena) mit fest
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montierter Digitalkamera (4.3 Shot Color, Fa. Diagnostic Imaging Inc.) verwendet. Die Bilder
wurden mit der Software Spot Insight 4.0 (Fa. Diagnostic Imaging Inc) aufgenommen und im
Bitmap-Format fiir die spétere digitale Bearbeitung gespeichert.

Ohne Beriicksichtigung der Intensitit der einzelnen AK-Nachweise wurde der Anteil der
antigen- exprimierenden Zellen an der Gesamtzellpopulation der Trophoblastzellen geschitzt.
Die Ermittlung der Zellzahlen erfolgte entspechend der graduellen Einteilung nach MAAR
(2003), siehe Tabelle 5.

Tab. 5 Graduelle Einteilung der quantitativen Schitzung der Antigen exprimierenden Zellen

(+) vereinzelte Zellen, maximal 5 - 10% der Gesamtzellzahl
+ einzelne Zellen, maximal 20% der Gesamtzellzahl

+(+) mehrere Zellen, maximal 40% der Gesamtzellzahl

++ viele Zellen, maximal 60% der Gesamtzellzahl

++(+) sehr viele Zellen, maximal 80% der Gesamtzellzahl

+++ (fast) alle Zellen, 80 - 100% der Gesamtzellzahl

(+) sehr geringgradig; + geringgradig; +(+) gering- bis mittelgradig;

++ mittelgradig; ++(+) mittel- bis hochgradig; +++ hochgradig

3.2.4 Elektronenmikroskopische Untersuchung
3.2.4.1 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die in 4 % igem PFA und 2 % igem GA fixierten Proben wurden in 1 % igem
Osmiumtetroxid in 0,1M Phosphatpuffer (Fa. Roth, Karlsruhe) nachfixiert und im Verlauf der
Dehydrierung mit 1 % igem Uranylacetat (Fa. Serva, Heidelberg) in 70 % Ethanol
nachkontrastiert. Die Einbettung wurde nach einem Standardverfahren im Kunststoff
Durcupan (Fa. Fluka, Buchs, CH) vorgenommen. Von den bei 80 °C polymerisierten Blocken
wurden mit einem Ultramikrotom (Ultracut UCT, Fa. Leica Instruments GmbH, Nussloch)
800 nm starke Semidiinnschnitte angefertigt, auf beschichtete Objekttriger aufgezogen
(Superfrost® Plus, Menzel Gléaser, Deutschland) und mit 1 % igem Toluidin blau gefirbt. Zur
Herstellung von 50 bis 60 nm starken Ultradiinnschnitten wurden die Blocke entsprechend
den am Semidiinnschnitt ausgewihlten Bereichen erneut getrimmt (Ultratrimm, Fa. Leica
Instruments GmbH, Nussloch). Die Ultradiinnschnitte wurden auf 0,5 % ige Pioloform
beschichtete (Fa. Mikrotechnik EM GmbH, Miinchen) (gelost in Dichlorethan) Copper Slot
Grids (Fa. Agar Scientific) (Griddurchmesser: 3,05 mm, Slot Grofle: 2 mm x 1 mm)

aufgezogen.
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Die Auswertung und Dokumentation der Semidiinnschnitte erfolgte mit einem Axiophot (Fa.
Zeiss, Jena) mit fest installierter CCD-Kammera. Die Bilder wurden mit Hilfe der
Bildanalysesoftware ,,analySIS Pro“ ausgewertet. Die Ultradiinnschnitte wurden mit dem
Transmissionselektronenmikroskop EM 900 (Fa. Carl Zeiss, Oberkochen) bei 80 kV und
1.500 bis 20.000 facher VergroBerung ausgewertet. Fiir die Dokumentation der Ergebnisse
wurden Kodak Elektron Microscope Filme (Kodak co. 4489, Rochester, NY, USA)

verwendet.
3.2.4.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Fiir die rasterelektronenmikroskopische Bearbeitung wurden die Proben iiber drei Tage in
4 % igem neutral gepuffertem PFA (pH 7,4) mit 30 % igem Saccharosezusatz (Gefrierschutz)
verbracht. Zur weiteren Priparation wurde die Kryobruchmethode angewandt. Die
Gewebeblocke wurden in fliissigem Stickstoff (-176°C) gefroren, gebrochen und direkt mit
1 % igem Osmiumtetroxid in 0,1M Phosphatpuffer (Fa. Roth, Karlsruhe) 60 Minuten
nachfixiert. AnschlieBend wurden die Proben dreimal, jeweils 10 min in 0,1M Phosphatpuffer
gewaschen und iiber eine aufsteigende Alkoholreihe entwissert. Die Pridparate wurden zur
vollstandigen Dehydrierung dem ,,Critical-Point-Drying* Verfahren (CPD) unterzogen. Um
jeglichen Luftkontakt auszuschlieBen, wurden die Proben in ein Zwischenmedium (Ethanol)
tiberfiihrt, und in den Priparatekorb des CPD-Gerites (BAL-TEC CPD 030) verbracht. Der
Ersatz des Zwischenmediums erfolgte durch mehrmaliges Zufiihren von fliissigem CO; und
Abfiihren des Ethanols unter nicht-atmosphirischen Druckverhiltnissen. Die anschlieBende
Trocknung der Priparate wurde durch den Ubergang des CO, vom fliissigen in den
gasformigen Aggregatzustand gewdhrleistet (kritischer Punkt bei 73,8 bar und 31 °C). Die
getrockneten Priparate wurden auf kohlenstoffbeschichtete Trigerelemente (Stubs)
aufgebracht und mit Leitsilber umrandet, so dass eine gute Leitfdhigkeit zwischen Préparat
und Tréger existiert. Die Oberfliche der Proben wurde dann mit einem Goldfilm beschichtet
(BAL-TEC MED 020 Coating System) und in das Rasterelektronenmikroskop (LEO 1430
VP) eingesetzt. Die Bilderzeugung erfolgte mit der Software ,,LEO32*. Die Bilder wurden im
JPEG-Format gespeichert.
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4 Ergebnisse

4.1 Angaben zur Geburt

Die fetalen Plazenten stammen aus Nachzuchten von im Tierpark Hagenbeck in Hamburg,

Gemeinniitzige Gesellschaft mbH, und im Zoo Leipzig, GmbH. gehaltenen Elefantenkiihen.

Die Nachgeburten wurden unter physiologischen Bedingungen geboren und durch das

tierpflegerische Personal geborgen. Nihere Angaben zur Geburt sind der Tabelle sechs zu

entnehmen.

Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde beziehen sich auf den fixierten Zustand des Gewebes.

Tab. 6 Angaben zur Geburt und zu den Plazenten

El E2 E3 E4

Standort Leipzig Hamburg Hamburg Hamburg

Geburtsdatum 05.04.2002 14.05.2003 26.11.2004 11.04.2007

Geburtszeit 04:30 Uhr 05:53 Uhr 22:19 Uhr 06:10 Uhr

Geburtsverlauf Normalgeburt ~ Normalgeburt  Normalgeburt = Normalgeburt

Gewicht der Plazenta 19 kg 20 kg 23,5kg 13,6 kg

Wann aufgefunden? Shp.p. 2,5hp.p. unmittelbar unmittelbar
p-p- p-p-

Wie aufgefunden? vollstindig vollstindig vollstindig vollstindig

Name des Kalbes Voi Nam Kandy Thai Shila

Gewicht des Kalbes 120 kg 120 kg 140 kg geschitzt

70 — 100 kg

Krankheiten des

Kalbes p.p. keine keine keine keine

Allgemein- und

Entwicklungszustand

des Kalbes gut gut gut gut
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4.2 Allantois
4.2.1 Makroskopische Ergebnisse

Die grofle, massige Fruchthiille der Asiatischen Elefantenkilber war auf der inneren, fetalen
Seite vollstindig von einer stark vaskularisierten, rot-grauen Allantoismembran ausgekleidet
(Abb. 8, 10).

Der Nabelstrang enthielt drei GefidBle, zwei Aa. umbilicales und eine V. umbilicalis mit
Durchmessern von 1 bis 1,5 cm und Wandstiarken zwischen 2 und 5 mm (Abb. 8, 9). Die
Nabelgefile zweigten sich in der Plazenta auf. Vier Gefdfpaare zogen in divergierender
Richtung in die Plazenta.

Die Allantoismembran {iiberzog die Nabelgefdpaare und vereinigte sich zu freien
Allantoisdoppellamellen. Am Chorion trennten sich beide Allantoismembranen voneinander
und vereinigten sich mit dem Chorion. Die Allantois und das Chorion waren in allen
Bereichen fest miteinander verwachsen und bildeten das Allantochorion (tertidres Chorion).
Die Doppellamellen unterteilten das Allantoislumen in vier Kompartimente. Die Dicke der
Allantoislamellen war lokal unterschiedlich und konnte maximal eine Stirke von 1 cm
erreichen. Aufgrund der ZerreiBungen wihrend der Geburt war eine rdumliche
Rekonstruktion der Allantoisabteile nicht mehr moglich (Abb. 10, 11). Zentral bestand eine
rdaumliche Verbindung zwischen den einzelnen Kompartimenten.

Unmittelbar unter der Allantois verliefen zahlreiche Geféafle mit einem Durchmesser bis zu 1,5
cm und weillgrauer Farbe, die sich in das Lumen der Allantoishohle vorwolbten. Die
zahlreichen kleineren Gefdlle zeichneten sich deutlich am Allantochorion sowie an den
verwaschenen rotgrauen, freien Allantoismembranen als blaulila GefidBstralen ab. An der
luminalen Oberfliche des Allantochorions waren narbenzugéhnliche Bildungen vorhanden.
Sie waren diffus verteilt, oval geformt und besallen eine unterschiedliche GroBe. Thre
maximale Ausdehnung betrug 5 x 2 cm (Abb. 12). Die allantoisseitige Oberfliche war glatt
und wolbte sich unterschiedlich stark ins Allantoislumen vor. lhre Farbe war weill bis
perlmuttfarben, die Konsistenz derb-elastisch. Im Anschnitt erschien die Schnittfliche glatt

und nicht erhaben.
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Abb. 8 Die Nabelschnur (Pfeil) zweigt sich in vier GefdBstringe (Sterne) auf und stiilpt die Allantoismembran
ein, wodurch sich vier Allantoiskammern formen, welchen geburtsbedingt nicht mehr intakt sind.

Abb. 9 Nabelgefille des Nabelstranges. Die Vena umbilicalis (Pfeil) zweigt sich in das erste Venenpaar auf. Aa.
umbilicales zeichnen sich durch eine sriarkere Gefalwand aus.
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Abb. 10 Einblick in die eroffneten chhtiillen. Allantoismembranen (All) formen vier Allantoiskammern.
Versuch der Rekonstruktion einer Allantoiskammer. Am Allantochorion (All-Chr) sind ,,narbenzugihnliche*
Bildungen deutlich zu erkennen (Pfeile).

Abb. 11 Rekonstruktionsversuch einer utér der Geburt zerrissenen Allantoiskammer. Gut sichtbar ist der hohe
Grad an Vaskularisation der Allantoismembranen.
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Abb. 12 Narbenzugihnliche Bildungen der Allantois uf der fetalen eite des Alntchoions (Pfeile). Die
Gefille des Allantochorions haben eine blaulila Farbe und sind deutlich vom umliegenden Gewebe zu
unterscheiden.

4.2.2 Lichtmikroskopische Ergebnisse

Die Allantois wurde von einem einschichtigen, in einigen Bereichen mehrreihig
erscheinenden, iso- bis hochprismatischen Epithel bekleidet (Abb. 13, 14). Der Zellkern war
rund bis ovoid und heterochromatinreich. Die Zellen hatten eine Breite von 3 bis 15 pm. Im
Bereich der freien Allantoissepten waren die Epithelzellen zum groften Teil isoprismatisch
und in ihrer GroBe heterogen. Dagegen war das Allantochorion von einem vermehrt
hochprismatischen Allantoisepithel mit ZellgroBen von ca. 5 x 5 x 15 um bekleidet (Abb. 14).
Die Oberfliche des Allantoisepithels erschien im lichtmikroskopischen Bild
kopfsteinpflasterartig, wobei sich der apikale Bereich der Epithelzelle hervorwdlbte und die
Zellrinder zur Basalmembran hin abfielen. Zelloberflichenmodifikationen in Form von
Mikrovilli waren lichtmikroskopisch vereinzelt als Biirstensaum zu differenzieren (Abb. 17).
Einige Epithelzellen zeigten apikale Zytoplasmaausstiilpungen. Der Zellkern konnte sich in
diesen Protrusionen befinden. In diesen Fillen waren die Zellausstiilpungen nur noch durch
unterschiedlich breite Zytoplasmastiele mit der Mutterzelle verbunden. Wenige Protrusionen
schienen zwei Kerne zu enthalten. Auch waren Zellen und Zellreste zu finden, bei denen die
Ausstiilpungen mit oder ohne Nukleus am Stiel abgelost worden sind (Abb.15). Vereinzelt
konnten an der Allantois zottenartige Gebilde gefunden werden. Diese Strukturen bestanden
zentral aus Bindegewebe, bedeckt mit Allantoisepithel. Das Epithel sal3 einer mit der PAS-
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Farbung deutlich darstellbaren Basalmembran auf. Sie war bis auf wenige lokale
Unterbrechungen durchgehend ausgebildet. Die Basallamina erschien bei hoherer
Vergroferung zum subepithelialen Gewebe hin aufgefasert.

Die Lamina subepithelialis entsprach eine sehr schmale Gewebsschicht. Der feinfibrilldre
Faseranteil war in diesem Bereich deutlicher ausgebildet als im darunter liegenden
interlaminiren Bindegewebe. Neben den zum groBiten Teil vorkommenden kollagenen Fasern
waren mit Hilfe der Elastika-Firbung auch vereinzelte elastische Faseranteile nachweisbar.
Der Anteil der Stromazellen stellte sich im subepithelialen Bereich deutlich hoher dar als im
Bindegewebsgrundstock zwischen beiden Epithellagen. Einige der zahlreichen Kapillaren
reichten direkt an die Basalmembran. Die lokalen Unterbrechungen der Basalmembran lie3en
keinen Zusammenhang mit subepithelialen GefidBBen erkennen.

Im lockeren interlaminéren Bindegewebe nahmen die elastischen Fasern einen hoheren Anteil
am Gesamtfasergehalt ein. Die Verteilung der elastischen Fibrillen erschien unsystematisch
und lie keinen Bezug zu anderen Strukturen erkennen. Vereinzelte Stromazellen hatten eine
abgeflachte, spindelformige Gestalt. Zentral im interlaminiren Bindegewebe waren zahlreiche
groere  Gefidle lokalisiert, die eine durchgehende GefdBschicht bildeten. Eine
Differenzierung zwischen Arteriolen und Venolen war nicht moglich.

Die am Allantochorion beschriebenen ,,narbenzugihnlichen* Bildungen waren mikroskopisch
als kollagene ,Bindegewebskissen“ zu charakterisieren. Muskelzellen konnten nicht
nachgewiesen werden. Das Allantoisepithel und auch das Chorion zeigten in direkter
Nachbarschaft zu diesen Verstirkungen die gleiche Morphologie wie in anderen Bereichen.
Am Ubergang zwischen regulir ausgebildeten Allantoisepithel und den Bindegewebskissen
kam es zu einer Kontinuitdtsunterbrechung des Epithels. Die bindegewebigen Zubildungen
erschien in weiten Teilen nicht mit Epithel bedeckt (Abb. 16). Die Bestindigkeit der
Basalmembran war in diesen Bereichen unterbrochen. Chorionseitig waren viele Gefélie

lokalisiert. In den Wiénden der grofleren Geféle lieBen sich elastische Fasern nachweisen.
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Abb. 13 Allantois mit hochprismatischem Epithel und Zellprotrusionen. Die Basalmembran ist deutlich
dargestellt und grenzt das Epithel vom darunter liegenden kollagenen Bindegewebe ab. (E3 ,HE)

Abb. 14 Alltoisepithel mit hochprismatischem und in einigen Bereichen zweireihigem Erscheinungsbild.
Zellprotrusionen mit apikal gelegenen Zellkernen (E4, HE, DIC)
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Abb. 15 Gestlelte—Allant01sep1thelzelle (Pfell) Der Zellkern ist in dle Protrus1on einbezogen. Daneben sind
Zellen mit abgelosten Protrusionen dargestellt. (E4, HE, DIC)

P ; ‘ i
Abb. 16 Narbenzugahnhche Bmdegewebsverdlckung Das Allantmseplthel ist unterbrochen (Pfelle) Kaplllaren
unterlagern das Bindegewebskissen (Sterne), (E1, Trichrom-Masson-Goldner-Fzarbung)
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Abb. 17 Allantoisepithelzellen mit lichtmikroskopisch deutlich darstellbaren durch Mikrovilli gebildeten
Biirstensaum (Pfeile). Das Epithel ist leicht horonzital angeschnitten, wodurch der falsche Eindruck einer

Mehrschichtung des Epithels (linke Bildseite) und langer Mikrovilli (rechts unter den zwei Pfeilen) entsteht (E4,
HE, DIC).

4.2.3 Elektronenmikroskopische Ergebnisse

Die Epithelzellen besaBen eine strukturierte Oberfldche. Transmissionselektronen-
mikroskopisch konnten unregelmiBig verteilte Mikrovilli unterschiedlicher Linge
nachgewiesen werden, welche im Inneren Actinfilamente aufwiesen.
Rasterelektronenmikroskopisch waren neben Mikrovilli auch Mikroplicae nachweisbar (Abb.
23, 28). Die kopfsteinpflasterartige Epitheloberfliche sowie die polymorphe Gestalt der
Zellen stellten sich rasterelektronenmikroskopisch deutlich dar. Die erwihnten
Oberflichenmodifikationen erstreckten sich bis in die Tiefe der Interzellularrdume. An den
Kontaktstellen benachbarter Zellen waren die Zellgrenzen deutlich nachzuvollziehen. Beide
Zellen bildeten entlang der Zellgrenze eine erhabene Zellmembranleiste, die zur Kontaktstelle
der Zellmembranen hin abfiel. Die Kontaktstelle lieB sich als feine Linie im
rasterelektronischen Bild nachvollziehen (Abb. 22, 23). Die auf lichtmikroskopischer Ebene
beschriebenen  Zellprotrusionen  konnten  ebenfalls  rasterelektronenmikroskopisch
nachgewiesen werden. Die gesamte Zelloberfldche wurde von dicht gelagerten Mikrovilli und
Mikroplicae bedeckt. Nach Ablosung der Zellprotrusionen aus dem Epithelverband entstand

ein konvexes Zellfach, in dem in einigen beobachteten Fillen der verbliebene Stiel noch
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erkennbar war. Die Oberflache der lichtmikroskopisch gezeigten zottenartigen Strukturen war
rasterelektronenmikroskopisch different. Sie erschien als Konglomerat mehrerer Epithelzellen
(Abb. 21). Die beschriebenen Oberflichenmodifikationen waren in diesen Bereichen weniger
stark ausgebildet oder fehlten vollstindig. Auch waren die Zell-Zellgrenzen zum Teil nicht
mehr nachvollziehbar. Diese Verdnderungen konnten eine unterschiedliche Anzahl von Zellen
betreffen und sich in unterschiedlichem Malle vom Epithelniveau hervorheben. Auf den
Allantoisepithelzellen im Bereich des Allantochorions fanden sich die im weiteren Text fiir
das Amnion beschriebenen blindsackartigen Protrusionen wieder (Abb. 27).

Im transmissionselektronenmikroskopischen Bild stellen sich die Oberflachenstrukturen meist
als Mikrovilli dar. Auf der Zelloberfldche fanden sich auch elektronendichte Granula, die sich
in unterschiedlichen Stadien des Membrandurchtritts befanden. Im Zytoplasma waren ,,dense*
und ,,multivesicular Bodies* anzutreffen, die am wahrscheinlichsten als Pinozytosevesikel
und Phagosomen anzusprechen sind. Die ,,dense Bodies*“ waren elektronendicht, ovoid und
von unterschiedlicher Grofle (Abb. 24). Die ,multivesicular Bodies* lieBen sich von der
Zellmembran bis zur basalen Seite der Zelle verfolgen. In der Basalmembran waren zwar
keine Einschliisse aber hindurchtretende Vesikel nachweisbar. Im Zytoplasma kamen auch
optisch leere Vakuolen vor. Zell-Zell-Kontakte waren iiberwiegend in Form von Zonulae
adhaerentes ausgebildet. Des Weiteren fanden sich einige Desmosomen und ,.tight junctions*
(Abb. 25). Die Zellkerne hatten meist ein helleres euchromatinreiches Zentrum. Das
elektronendichtere Heterochromatin lag in Form polymorpher Konglomerate an die
unterbrochene Kernmembran gedridngt.

Im interlaminédren Bindegewebe kamen Stromazellen mit zwei charakteristischen Zellformen
vor. Zum einen faden sich dort fibrozytendhnliche, spindelférmige Zellen mit einer glatten
Oberflache, zum anderen kamen polymorphe Zellen mit pseudopodienartigen
Zellausstiilpungen vor. Die Oberflache dieser Zellen erschien unregelmélig. Der Zellkern
passte sich den Verhiltnissen der jeweiligen Zellform an. Die Bindegewebsmatrix schloss
zwischen den locker angeordneten Fibrillen amorphes Material ein. Die Fasern liefen eine
Querstreifung erkennen.

Das Endothel der Kapillaren erschien abgeflacht und es fanden sich Pinozytosebldschen im
Zytoplasma. Die Zellen waren iiber Zonulae occludentes miteinander verbunden. Die

Basalmembran der Gefidlle war vollstindig ausgebildet.
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Abb. 18 Hochprismatisches Allantoisepithel. Korrespondenz zwischen licht- und elektronenmikroskopischen
Befunden (E3, HE)

¥

Abb. 19 Hochprismatisches Allantoepithel mit subepithelialen Bindegwesfasern. Aufsicht auf eine
Gewebsbruchfliche (E2, REM)
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Abb. 20 Uersicht auf das lantoisepithel. ‘ Iund
Zelloberflichenmodifikationen. (E2, REM)

Abb. 21 Allantoiszotten mit verstrichenen Zell-Zell-Grenzen (Sterne). gestielte Epithelzelle (Pfeil) (E4, REM)
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Abb. 22 Kopfstelnpﬂasterartlge Epitheloberfliche mit unterschledhch hohen Zytolasmaprotrusmnen (Stern) und
deutlichen Zell-Zell-Grenzen (Pfeile) (E3, REM)

b

\

Abb. 23 Detail aus Abb. 22. Oberﬂachenmodlflkatlonen sind bis in die Tiefe der Interzellularspalten zu
verfolgen. An Kontaktstellen benachbarter Zellen sind Zellgrenzen (Pfeile), als Zelloberflichenmodifikationen
sind Mikroplicae und Mikrovilli (Pfeilképfe) deutlich nachzuvollziehen. (E3, REM)
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Abb. 24 Zell-Zell-Kontakte des Allantoisepithels sind in Form von Zonulae adhaerentes und vereinzelten
Desmosomen (Pfeile) darstellbar. Im Zytoplasma sind multivesicular Bodies (Pfeilkdpfe) von apikaler bis
basaler Zellmembran sowie dense Bodies (Stern) nachvollziehbar. (E2, TEM, x1200)

&
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Abb. 25 Queranschnitt benachbarter Epithe

lzelle, Zell-Zell-ontakte in Form von esmosomen (Pfeile) und
Zellmembraninvaginationen (rechts oben).  Multivesicular Bodies sind im Zytolpasma sowie beim
Zellmembrandurchtritt zu beobachten (Pfeilkopfe). (E2, TEM, x1600)
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Abb. 26 Gestielte Allantoisepithelzelle, Korrespondenz zwischen licht- und elektronenmikroskopischen
Befunden. Die Zellprotrusion enthélt den Zellkern. (E4, HE, DIC)

j % i ‘ - o 3
Abb. 27 Allantoisepithel des Allantochorions. Oberflichenmodifikationen (Mikroplicae und Mikrovilli) sind auf
der gesamten gestielten Zellprotrusion nachvollziebar. Verlust der Oberflichenmodifikationen sowie
blindsackartige Zytoplasmaausstiilpungen sind auf einigen Epithelzellen zu erkennen. (E4, REM)
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Abb. 28 Zellprotrusion und abgerissener Allantoisepithelzellstiel. Ein Erythrozyt liegt zwischen zwei
benachbarten Epithelzellen. (E2, REM)

4.2.4 Zusammenfassung der Befunde

® Iso- bis hochprismatisches Allantoisepithel

e Vereinzelt zweireihige Epithelabschnitte

¢ Allantoiszotten und oberflachen erhabene, narbenzugihnliche Bildungen
¢ Polymorphe Epithelzellen

o Kopfsteinpflasterartige Epitheloberflache

e Qestielte Zellausstiilpungen, die kernhaltig sein kdnnen

¢ Intakte Basallamina

e Zelloberflichenmodifikationen in Form von Mikrovilli und Mikroplicae

¢ Desmosomen und Zytoplasmaeinschliisse
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4.3 Amnion
4.3.1 Makroskopische Ergebnisse

Auf der Innenseite der Plazenta des Asiatischen Elefanten konnten morphologisch zwei
Membransysteme unterschieden werden. Zum einen wurden stark vaskularisierte, rotgraue
Membranen gefunden, die als Allantoismembranen beschrieben wurden. Daneben waren
pergamentartige, durchscheinende, diinne Membranen zu differenzieren, die im Weiteren als
Amnion bezeichnet werden. Makroskopisch sichtbar waren in diesen Membranstrukturen
keine, oder nur kapillidre Blutgefde eingebettet. Die prapartalen raumlichen Verhéltnisse der
Membransysteme der Plazenta waren im fixierten, postpartalen Zustand nicht mehr
nachvollziehbar. In einigen Bereichen war eine makroskopische Differenzierung zwischen
Amnion und Allantois aufgrund der geburtsbedingten ZerreiBungen nur schwer bis gar nicht
moglich. Es ist davon auszugehen, dass ein Teil des Amnions im Rahmen der Geburt von der

restlichen Nachgeburt getrennt wurde und dehalb nicht mehr vorhanden war.
4.3.2 Lichtmikroskopie

In der lichtmikroskopischen Untersuchung stellte sich das Amnion als bindegewebige
Membran dar, die auf beiden Oberflichen von einer Lamina epithelialis bekleidet wurde. In
das interlaminare Bindegewebe waren Gefile eingebettet (Abb. 29). Die Gefille hatten
unterschiedliche Lumina. Neben Kapillaren fanden sich auch kleine Arteriolen und Venolen.
Im subepithelialen Gewebe erschienen die Bindegewebsfasern dichter angeordnet als im
Zentrum der Amnionmembran. Zwischen beiden Epithellagen im zentralen Bereich fanden
sich im Gegensatz zur Allatois keine groleren Gefdfle. Das Epithel war als einschichtiges,
iso- bis hochprismatisches Epithel ausgebildet (Abb. 30, 31). Die Zellen hatten eine Hohe von
10 bis 25 um. Auf der apikalen Seite zeigten einige Epithelzellen Zytoplasmavorwdlbungen.
Dies konnte einzelne Zellen oder lokal einen Teil des Epithels betreffen (Abb. 31). Das lokale
Verteilungsmuster der Zytoplasmaprotrusionen folgte keiner Systematik. Sie waren
unterschiedlich stark ausgebildet. Die Hohe der Protrusionen konnte die der Zellkorper bis um
das Zweifache iiberschreiten. In diesen Regionen erschienen die Zellkerne zum Teil
undeutlich und nicht scharf vom umliegenden Zytoplasma abgegrenzt. Die Zellkerne waren
von runder bis ovaler Form, vermehrt heterochromatinreich und lagen im basalen Drittel der

Zelle.
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4.3.3 Elektronenmikroskopische Ergebnisse

Das Amnion wurde von einem einschichtigen Epithel bedeckt, dessen Oberfliche in der
Rasterelektronenmikroskopie kopfsteinpflasterartig erschien. Auf den Epithelzellen waren
Oberflachenmodifikationen in Form von Mikroplicae und Mikrovilli regellos angeordnet.
Diese Oberflichenmodifikationen bedeckten dabei nicht nur die apikale freie Zelloberfléache,
sondern konnten auch an den Zellwédnden in den Interzellularspalten gesehen werden. Neben
den Mikroplicae und Mikrovilli waren blindsackartige Zellmembranausstiilpungen zu
beschreiben. Sie wiesen eine eingefallene, an Backpflaumen erinnernde Oberfliche ohne
Mikrovilli und Mikroplicae auf (Abb. 36, 37). Ohne ein bestimmtes Verteilungsmuster
erkennen zu lassen, kamen sie auf einzelnen Zellen oder lokal auf Epithelzellverbdnden vor.
Diese Befunde korrelieren mit den in der Lichtmikroskopie dargestellten
Zytoplasmavorwolbungen. Kam es zur Ablosung der Protrusionsmembran, blieben rundliche
Areale auf den Epithelzellen zuriick. Sie wurden von einer wallartigen Struktur eingegrenzt,
die als Ansatzstellen der Protrusionsmembran angesehen werden konnten. In den
umschriebenen Arealen waren Mikroplicae und Mikrovilli zu erkennen, die im Vergleich zu
denen der restlichen Zelloberfldche kleiner erschienen (Abb. 33). In Regionen, die etwas
tiefer zum allgemeinen Epithelniveau lagen, war eine dritte Form von
Oberflichenmodifikationen darzustellen. Kleinere Vergroflerungen erweckten den Eindruck
einer verschmutzten Epitheloberfliche. In hoheren VergroBerungen waren die
Oberflachenverianderungen jedoch eindeutig als feinste filiforme Zytoplasmafortsitze zu
charakterisieren. Diese villosen Strukturen konnten an ihrem Ende aufgetrieben sein. Diese
Auftreibungen waren zum Teil abgelost und lagen frei auf der Epitheloberfliche (Abb. 38,
39).

Das fiir die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung angewandte Prédparationsverfahren
erzeugte Bruchkanten an den Amnionprdparaten. An diesen Bruchkanten konnte das
Zellinnere dargestellt werden. Zwischen den Epithelzellen waren deutliche Zell-Zellgrenzen
erkennbar. Spezielle Zell-Zellkontakte waren auf REM-Ebene nicht eindeutig zu
differenzieren. Das Zytoplasma erschien dicht granuldr und hatte ein heterogenes
Erscheinungsbild. Die granuldre Grundsubstanz wurde von Lochern und tubulédren Strukturen
durchsetzt. Im Zytoplasma fanden sich des Weiteren sphérische Impressionen, deren Inhalt
priparationsbedingt verloren ging. Sie stammten am wahrscheinlichsten von herausgelosten
Zellorganellen, wie Mitochondrien oder Ribosomen (Abb. 35, 40, 41). Das Innere der
Zellkerne erschien homogen granuldr. In einigen aufgebrochenen Kernen lieen sich

homogen glatte Kernkorperchen darstellen. In anderen Zellen waren die Nuclei
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herausgebrochen und hinterlieBen groflere sphérische Impressionen. In den Wéinden der
kuppelartigen Vertiefungen lieBen sich rinnenformige Eindriicke darstellen, die als tubulire
Strukturen in die Tiefe der Zelle zogen. Die Impressionen waren am wahrscheinlichsten dem
Endoplasmatischen Retikulum zuzuordnen (Abb. 40).

Unterhalb des Epithels stellte sich das Bindegewebe als ein ungeordnetes, fibrilldres
Netzwerk dar. Das Bindegewebe schloss Erythrozyten enthaltende Gefédlle ein. Vergleichend
mit den lichtmikroskopischen  Untersuchungen erschienen die subepithelialen

Bindegewebsfibrillen dichter als im weiter zentral gelegenen Bindegewebe.
4.3.4 Zusammenfassung der Befunde

¢ Die Differenzierung zwischen Amnion und Allantois ist in vielen Bereichen der
ausgetragenen Plazenta nur schwer moglich.

¢ Einschichtiges, iso- bis hochprismatisches Amnionepithel

e Kopfsteinpflasterartige Epitheloberfliche

e Epithelzellen tragen Mikrovilli und Mikroplicae

e Backpflaumenartige Zytoplasmaprotrusionen
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Abb. 29 Amnionmembran. Das ungeordnete Bindegewebe schlieit groBere Gefille ein und ist beiderseits mit
einem einschichtigen, iso- bis hochprimatischen Epithel bekleidet. (E4, HE)

-52-



Ergebnisse

Abb. 30 Isoprismatisches Amnionepithel. Die Oberfldche erscheint kopfsteinpflasterartig. Unter dem Epithel
liegt ungeordnetes kollagenes Bindegewebe mit Kapillaren und Fibroblasten. (E2, HE)

¥ : = * A

Abb. 31 Amnionepithel mit apikale Zytoplasmaroionen (3, HE DIC)
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Abb. 32 Kopfsteinpflasterartige Epitheloberfliche. Interzellularspalten sind sehr weit. Vereinzelt liegt nicht zum
Epithel gehoriges Material auf der Oberfldche. (E3, REM)
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Abb. 33 Oberflichenmodifikationen — Mikroplicae, Zytoplasmaprotrusionen, abgeloste, wallformige
Protrusionsmembran (Pfeile) (E3, REM)
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kollagenem Bindegewebe auf. (E3, REM)

-, y o TR . -
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Abb. 35 Detail aus Abb. 34. Relief einer aufgebrochene Amnionepithelzelle, mit freiliegendem Nukleus und

zytoplasmatischen Eindriicken von Zellorganellen. (E3, REM)

-55-



Ergebnisse

oy A R VISRIEL R SR AR T

Abb. 36 Lichtthikroskopische Darstellung von Zytoplasmaprotrusiohen am Amnionepithel, korrespondieretid zu
Abb. 38 (E3, HE, DIC)

Abb. 37 Backpflaumenartige Zytoplasmaprotrusionen ohne Oberflichenmodifikationen. An der Bruchkante
links im Bild ist eine aufgebrochene Epithelzelle mit dargestelltem Nukleus, Nukleolus sowie Zellorganellen zu
erkennen. (Detail siche Abb. 41) (E3, REM)
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Abb. 38 Epitheiéﬁerﬂﬁce mit éingesenkt r Epitﬂelregion. Zellen unte:
deutlich mehr supraepitheliale Strukturen. (E3, REM)
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Abb. 39 Detail aus Abb. 38. Backpflaumenartige Zytoplasmaprotrusionen, Mikrovilli, filiforme
Zytoplasmafortsitze mit aufgetriebenen Enden, die zum Teil frei dem Epithel aufliegen (E3, REM)
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Abb. 40 Aufgebrochene Zelle mit heraus gebrochenem Zellkern. tubulidre Impressionen des Endoplasmatischen
Retikulums (Pfeilspitzen), Basalmembran (Pfeile) (E3, REM)

o~

-

..?i'»'f‘" : u “ V. % j - -
Abb. 41 Detail zu Abb. 37. In der aufgebrochenen Zelle mit aufgebrochenem Zellkern und Kernkorperchen
(Stern) sind Zellorganellen und deren zytoplasmatischen Impressionen (Pfeile) sowie Zell-Zellgrenzen
(Pfeilspitzen) zu erkennen. (E3, REM)

-58 -



Ergebnisse

4.4 Paraplazentares Allantochorion
4.4.1 Makroskopische Untersuchungen

Unter paraplazentarem Allantochorion versteht man die Bereiche der @u3eren Fruchthiille, die
beiderseits neben dem Plazentargiirtel liegen und den ,,Chorionsack® bilden. Sie machten den
flaichenmaBig groBten Anteil des Allantochorions aus (Abb. 42).

Chorionseitig war die Membran von grauweiler bis graubrauner Farbe, in einigen Bereichen
transparent, in anderen durch Gewebeverstirkungen milchig weil und undurchsichtig. Die
Membran erschien im fixierten Zustand von derber, unelastischer, lederner Konsistenz, und
wurde durch ein reiches Netz groBerer und kleinerer Gefdle durchzogen. Die Oberfldache war
unterschiedlich strukturiert. Die transparenten Bezirke zeigten sich eihautartig glatt. An
anderen Stellen bedeckten samtartige, gelbgraue Uberziige das Chorion. Die samtigen Gebiete
waren klein, nur einige Millimeter im Durchmesser, und lokal begrenzt oder sie kamen in
flaichiger Ausdehnung vor (Abb. 44). Ein Bezug zu speziellen Strukturen, wie
GefiBverldaufen, konnte nicht festgestellt werden. Die transparenten sowie die samtartigen
Bereiche kamen in diffuser Anordnung auf dem gesamten extraplazentaren Allantochorion
vor. Neben diesen samtartigen Bereichen fanden sich lokal vereinzelte, nur einige Millimeter
grofle, oberflichenerhabene, glatte, grauweille Auflagerungen, die fest mit dem Chorion
verbunden waren.

An den Chorionsackenden befanden sich granuldre bis plaqueartige, oberflichenerhabene
Auflagerungen auf dem Chorion (Abb. 43). Diese waren bei der Nachgeburt einer Hamburger
Elefantenkuh — E2 — stidrker ausgeprigt. Diese unterschieden sich sehr deutlich von den
samtartigen Strukturen. Erstere waren von schmutzig lilagrauer Farbe und diffus verteilt. Die
Auflagerungen formten kornige bis plattenartige Gebilde, die einer glatten Chorionmembran
aufsaBBen. Die Belidge konnten nur unter Substanzverlust von der Unterlage abgelost werden
und waren somit als Oberflachenbildungen des Chorions anzusehen.

An den geburtsbedingten ZerreiBungsstellen des Allantochorions hangen kleine feine Fasern
unterschiedlicher Lange sowie kleine Gefédlle fransenartig an den Risskanten.

Die allantoisseitige Fldache entsprach den unter Punkt 3.1.1 gemachten Angaben.
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Abb. 42 Plazenta auf dem Querumfang des Girtels (Pfeil) liegend. Extraplazentares Allantochorion in Form des
l}llantochorionsackes, ist ausgebreitet und zeigt Regionen mit unterschiedlichen Oberflichen (A, B). Am
Ubergang zwischen Giirtel und Chorion laeve ist die Extravasatzone sichtbar (Stern).

Abb. 43 Granulidre bis plaqueartige, oberflichenerhabene Auflagerungen auf dem Chorion (Pfeile). Deutlich zu
erkennen ist die unterschiedliche Gewebecharakteristik im Vergleich mit Bild B.
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Abb. 44 Flichige Ausdehnung samtartiger Chorionbereiche (Sterne), dazwischen eihautartige, glatte Bereiche

4.4.2 Lichtmikroskopische Ergebnisse

Das paraplazentare Allantochorion war auf seiner gesamten chorialen Oberfldche mit kleinen,
unterschiedlich gestalteten Zotten besetzt. Zum einen gingen plump gestaltete Zotten mit
breiter Basis aus dem Bindegewebsstock hervor. Diese fanden sich vor allem in den
makroskopisch samtartigen Bereichen. Zum anderen fanden sich sehr feine, schmale Zotten.
Unabhingig von der Morphologie besalen die Zotten ein bindegewebiges Zentrum, welches
BlutgefiBle enthielt. Diese zogen bis in die Zottenspitzen. Ein spezielles regionales
Verteilungsmuster der unterschiedlichen Zottenmorphologien konnte nicht gefunden werden
(Abb. 47, 49, 51). In den als samtartig beschriebenen Bereichen fanden sich jedoch eine
hohere Zottendichte als auf der eihautartigen Chorionoberfliche. In allen ausgewerteten
lichtmikroskopischen Priparaten verzweigten sich die Zotten des paraplazentaren
Allantochorion maximal bis zweiten Grades. Ein groBer Anteil der Zotten blieb jedoch
unverzweigt. Die Zotten waren zum Teil in amorphes Material eingebettet (Abb. 49). Dieses
bestand aus undifferenzierbaren Zelltrimmern und strukturloser fibrinoider Masse. Zellen mit
erhaltener Struktur waren als Erythrozyten, Granulozyten und abgeloste Epithelzellen zu

differenzieren.
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Der Bindegewebsstock und die aus ihm hervorgehenden Zotten wurden von einem
einschichtigen, isoprismatischen bis abgeflachten Epithel bekleidet. Sehr vereinzelt nahmen
Epithelzellen auch hochprismatischen Charakter an (Abb. 50). Die Chorionzotten stellten sich
in gro3en Bereichen epithelfrei bzw. epithellos dar (Abb. 51, 52). Das erhaltene Epithel war
in allen Regionen als Zytotrophoblast ausgebildet. Der Zellkern lag zentral im Zytoplasma,
hatte runde bis ovoide Gestalt und war in der Mehrzahl der Fille heterochromatinreich.
Zellfortsdtze oder Oberflachenmodifikationen waren lichtmikroskopisch nicht darstellbar. In
einigen Bereichen, zum Beispiel am Zottengrund, fanden sich ballonierte Zellen. In dem
ballonartig aufgetriebenen Zytoplasma stellten sich die Zellkerne zum Teil karyolytisch dar.
Das Trophoblastepithel, sofern noch erhalten, sall einer mit der PAS-Reaktion sehr deutlich
darstellbaren Basalmembran auf (Abb. 56). In Abhingigkeit von der Probe, der Lokalisation
und der Struktur war das Epithel zum Teil vollstindig von seinem Untergrund abgelost.
Wesentliche Unterschiede zwischen den beprobten Plazenten wurden nicht gefunden. In
diesen Bereichen lag die unterschiedlich starke Basalmembran frei an der Oberflidche. In den
Zottentdlern, welche geschiitzt von mechanischen Einwirkungen (zum Beispiel unter der
Geburt) lagen, war das Epithel noch erhalten (Abb. 46). Die Basalmembran wies einige
wenige lokale Unterbrechungen auf. Sie war sonst jedoch durchgingig im Schnitt zu
verfolgen. Thre Konturschirfe und ihre Stirke waren verschieden. In einigen Bereichen
erschien die Basallamina sehr fein und scharf begrenzt, in anderen Bereichen stark
aufgefasert.

Dem Epithel waren zahlreiche Kapillaren unterlagert, die sich dicht an bzw. zwischen die
Epithelzellen dringten (Abb. 54, 55). Trophoblastzellen in direkter Nachbarschaft zu den
Kapillaren erschienen oftmals abgeflacht. Ansammlungen unterschiedlich groBer Gefille
befanden sich direkt unter einigen bindegewebigen Zottenurspriingen. Das subepitheliale
Gewebe konnte nicht als separate Schicht abgegrenzt werden. Es bestand aus einem dichten
Geflecht kollagener Fasern, die parallel zum Epithel orientiert waren. Elastische Fasern
konnten weder im subepithelialen Gewebe, noch in den zahlreichen Kapillaren oder
GefidBansammlungen unterhalb der Zotten nachgewiesen werden.

Der bindegewebige Grundstock verband das Chorion fest mit der Allantois. Er schloss in
seinem Zentrum groBe Gefidle ein. In den Winden dieser groBen GefidBle fanden sich
elastische Fasern, welche sich bei Verzweigung der Gefdlle verloren. Der Anteil elastischer
Fasern nam im Bindegewebe von der Allantois zum Chorion hin ab, so dass im Zottenstroma

keine elastischen Faseranteile mehr zu finden waren. Im Bindegewebe waren abgeflachte,
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fibrozytentypische Stromazellen differenzierbar. Daneben fanden sich im Gewebe auch
polymorphe Zellen, die als Makrophagen angesprochen werden konnten.

Die Blutgefile waren zum Teil sehr stark mit Blut gefiillt. Es fanden sich hauptsichlich
Erythrozyten. Vereinzelte Granulozyten konnten angetroffen werden. Lymphozyten fehlten
dagegen vollstindig.

Makroskopisch wurden granuldre bis plaqueartige Auflagerungen auf dem Chorion
beschrieben, die im Weiteren als Chorionpustel bezeichnet werden. Im histologischen Bild
erschienen sie als amorphe, mit basophilen, kerndhnlichen Strukturen diffus durchsetzte
Massen. Sie verteilten sich multifokal auf der Chorionoberfliche. Das amorphe Material
farbte sich eosinophil. Im Bereich der Auflagerungen waren die Trophoblastzellen verdndert.
Sie erschienen abgelost, abgeflacht, in die Zubildung mit einbezogen oder sie waren nicht
mehr differenzierbar. Die Basalmembran loste sich von den Réndern zum Zentrum hin auf
(Abb. 55, 56, 57). Im basalen Abschnitt der Auflagerungen konnten unterschiedliche
Mitosephasen der Trophoblastzellen beobachtet werden (Abb. 57, 58). Das histologische Bild
erinnerte an lokale Hyperkeratose.

Makroskopisch zeigten sich einige Millimeter grofle, glatte, oberflichenerhabene, weille
Auflagerungen auf dem Chorion. Mikroskopisch konnten diese als lokale ,,Verwirbelungen*
der Bindegewebsfasern charakterisiert werden. Die sonst parallel zum Epithel verlaufenden
Fasern verwirbelten sich hier und nahmen einen zum Epithel senkrechten Verlauf an. Die
Verdickungen enthielten keine elastischen Fasern. Die Dichte an Bindegewebszellen und
Gefdlen war in diesen Strukturen stark vermindert. Die Oberfliche dieser Strukturen war
epithel- und basalmembranlos und ging aus dem Bindegewebe hervor. Die Basalmembran
konnte bis zu der Zubildung verfolgt werden, verliert sich dann aber vollstindig.

Die Allantois entsprach den unter Punkt 3.1 gemachten Aussagen.
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200 pm

Abb. 45 Paraplazentares Allantochorion. Chorionepithel ist zum Teil abgelost (Pfeilspitzen).
Zusammenhidngende Epithelverbinde sind nur noch sehr vereinzelt vorhanden. Allantois mit
Zytoplasmaprotrusionen. (E4, HE)

g &

Abb. 46 Vorwiegend epithellose Chorionoberfiche. An mechanisch geschtzten Stellen sind noch Epithelinseln
darstellbar, hier in einer Vertiefung der Chorionoberflidche. Korrespondierend zu Abb. 47 (E4, HE)
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Abb. 47 Ch Zottenmorphologie. Auf der gegeniiberliegenden Seite ist das

Allantochorion mit Allantoisepithel bekleidet. (E2, HE)

2 .f-':‘l-.‘..:-' 2 . f
Abb. 48 Ubersicht auf die Oberfliche des Chorion. Chorionzotten (Pfeil) sind zum Teil in Detritus (Stern)
eingeschlossen. Korrespondenz zu Abb. 49 (E4, REM)
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Abb. 49 Stark skularisierte, plumpe Chorionzotten, eingebettet in amorphes Material und Zelldetritus. Der
Trophoblast (TB) ist in vielen Bereichen von Basalmembran und Zottenstock abgelost. Die gegeniiberliegende
Membranoberfliche wird von Allantoisepithel bekleidet. (E3, HE)
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Abb. 50 Hochprismatischer bis stark abgeflachter Zytotrophoblast (TB) mit intraepithelialen Kapillaren. Fetale
Kapillaren (fKap) dringen dicht unter und zwischen das Trophoblastepithel. (E3, HE)
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Abb. 51 Unverzweigte Mikrozotten mit abgeldstem Trophoblasten. Mikrozotten weisen einen hohen Grad an
Vaskularisation auf (fetale Kapillaren gekennzeichnet mit Stern). Das untenliegende Allantoisepithel zeigt
zahlreiche gestielte Zellen. (E2, HE)

Abb. 52 Unverzweigte Mikrozotte mit fast Vllsténdig abgelostem Trophoblst (TB) (E4, REM)
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Abb. 53 Detail aus Abb. 52. Die Zelloberfldche des Zytotrophoblasten weist Mikroplicae und Mikrovilli auf.
Die Trophoblastzellen sind unterschiedlich stark in amorphe Substanz (Detritus) eingebettet. (E4, REM)
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Abb. 54 Intraepitheliale Kapillaren (fKap) im Bereich des Trophoblasten (Pfeile) an de
extraplazentaren Chorionzotte. (E2, HE)
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Abb. 55 Eine fetale Kaplllare (fKap) drangt aus ;dem Blndegewebe des extraplazentaren Allantochorions
zwischen den Zytotrophoblasten (TB). Eosinophile, amorphe Massen (Stern) sind Bestandteil der makroskopisch
beschriebenen Auflagerungen. (E2, Trichrom Masson-Goldner Farbung)

Abb. 56 Darstellung der Basalmembran (Pfeil) im Bereich einer Chorionpustel (CP). Deutlich erkennbar ist der
Kontinuititsverlust der Basalmembran unterhalb der Auflagerungen (Sterne). (E2, PAS — Féarbung)
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Abb. 57 Chorionpuste

1 (CP) auf dem paraplazentaren Chorion (All-Chr). Im basalen Abschnitt sind
Mitosefiguren (Pfeil) in Trophoblastzellen (TB) zu erkennen. (E2, HE)
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4.4.3 Elektronenmikroskopische Ergebnisse

Transmissionselektronenmikroskopisch erschien die Zytotrophoblastoberfldache strukturiert.
Es fanden sich einfache Zytoplasmaausstiilpungen sowie zahlreiche Mikrovilli mit
erkennbarer Innenstruktur. Die Oberflaichenmodifikationen kamen in unregelmifBiger
Anordnung vor. Rasterelektronenmikroskopisch erschien der GroBteil der Oberfldache
epithellos. Die Basallamina in diesen Bereichen war reliefartig aufgeworfen. (Abb. 52, 59). In
einigen Regionen waren der Oberfliche amorphe Partikel oder Substanzverbinde aufgelagert.
Rasterelektronenmikroskopisch konnten vereinzelt Epithelzellen und
Zytotrophoblastepithelverbiande gefunden werden (Abb. 46, 53). Die Epithelzellen trugen
Mikrovilli.

Auf den Zelloberflachenstrukturen waren elektronendichte granulidre Strukturen zu finden,
welche in die Zelle inkorporiert wurden. Zwischen den Mikrovilli waren Pinozytosevesikel
darstellbar, welche im TEM hell und weniger elektronendicht wirkten. Die Trophoblastzellen
waren durch Desmosomen und ,tight junctions* miteinander verbunden. Zwischen den
Epithelzellen konnten sehr hiufig Interzellularrdume gesehen werden (Abb. 61).

Das Zytoplasma schloss weniger elektronendichte strangartige Strukturen ein. Diese
erschienen lokal vesikuldr aufgetrieben und wurden als raues endoplasmatisches Retikulum
angesprochen. Freie Ribosomen und Mitochondrien lieBen sich nicht darstellen. Die Zellkerne
waren heterogen gestaltet. Das Heterochromatin war in einigen Kernen zentral lokalisiert, in
anderen diffus im Kern verteilt. Die Form der Zellkerne war ebenfalls nicht einheitlich.

Im Zytoplasma waren zahlreiche zytoplasmatische Einschliisse vorhanden, elektronendichte,
transmissionselektronenmikroskopisch dunkel dargestellte Partikel unterschiedlicher Grof3e
und ,,optisch leere®, nicht elektronendichte, vakuolidre Strukturen. Diese Einschliisse dhnelten
den granuldren Strukturen und Pinozytosebldschen auf den Zelloberfldchen.

Die Basalmembran liel sich elektronenmikroskopisch durchgehend als feine Linie mit
annidhernd gleichméBiger Stirke darstellen. Die elektronendichten Granula, die von der
Zelloberflidche bis ins Zytoplasma nachvollziehbar waren, erschienen in der Basalmembran
als lokale, polymorphe Einschliisse.

Im subepithelialen Bindegewebe waren verschiedene Zelltypen zu differenzieren.
1. Langgestreckte, abgeflachte Zellen mit einer glatten Oberfliche und einem ebenfalls
abgeflachten Kern, der nahezu die gesamte Zelle ausfiillt. Sie konnten als Fibrozyten
angesprochen werden. 2. Verzweigte, polymorphe Zellen. Der Kern lag zentral. Auf den
Zytoplasmafortsdatzen waren Vesikel lokalisiert. Das Zytoplasma enthielt raues

endoplasmatisches Retikulum und zahlreiche, mehr oder weniger -elektronendichte,
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Einschliisse unterschiedlicher Gré8e. Diese Zellen waren sehr wahrscheinlich als Fibroblasten
anzusprechen. 3. Abgerundete, plumpe Zellen, ohne einheitliche Morphologie. Die Lage des
Kerns war polarisiert und das Zytoplasma enthielt zum Teil vakuoldre Riume. Bei diesen
Zellen konnte es sich um Makrophagen handeln, was die lichtmikroskopischen Ergebnisse
bestitigen wiirde (Abb. 62).

Die interzelluldre Bindegewebsmatrix bestand aus Fibrillen und ungeordneten Faserbiindeln.
Die kollagenen Fasern lieBen im Langsschnitt eine deutliche Querstreifung erkennen.

Das Bindegewebe enthielt zahlreiche Kapillaren. Das geschlossene Endothel wolbte sich nur
geringgradig bis gar nicht in das Gefalumen vor. Die Zellkerne erschienen abgeflacht. Als
Zell-Zell-Kontakte waren Desmosomen und Zonulae occludentes ausgebildet. Die
Basalmembran war nicht immer vollstindig nachvollziehbar. Perizyten kamen unregelmiBig

vor. Ebenso waren Zellorganellen nur vereinzelt darstellbar.
4.4.4 Zusammenfassung der Befunde

e Makroskopisch heterogen strukturierte Chorionoberfldache

e Mikroskopisch Chorionzotten unterschiedlicher Morphologie auf der gesamten
Oberfliache

¢ Chorionepithel in weiten Teilen abgelost

e Subepitheliale Kapillaren

e Zytotrophoblastzellen mit Oberflachenmodifikationen

e Mitosefiguren im Bereich der granuliren bis plaqueartigen Auflagerungen

¢ Als Makrophagen anzusprechende Zellen im subepithelialen Bindegewebe
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Abb. 59 bhﬂonzotten (Pfeile) auf der Oberﬂche der epithelose Chorioplatte, sowie in Detrius eingebettete
Trophoblastzellen (Stern) (E3, REM)

Abb. 60 Chorion mit nahezu vollstindig abgeloétfn Trophoblast. Es sind nur noch vereinzelte Epithelzellen
darstellbar (Pfeilkopfe). Unter der freiliegenden Basallamina stellen sich deutlich kapillire Gefifle mit darin
enthaltenen Erythrozyten dar (Pfeile). (E3, REM)
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Abb. 61 Trophoblastzellen (B) mi Vakuléiren Zytoaeinschliissen (Pfeile) und Mikrovilli (Sterne) als
Oberflaichenmodifikation. Interzellularriume zwischen den Epithelzellen (E1, TEM)

S s A = Fai s iy
Abb. 62 Fibrozyt (FZ) und Makrophage (Stern) mit groflem Zellkern (ZK) im Bindegewebesstroma des
Allantochorions (E1, TEM)
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4.5 Plazentares Allantochorion (Giirtel)
4.5.1 Makroskopische Ergebnisse

Das plazentare Allantochorion bestand aus einem breitfldchigen, braun bis rotgrauen, zottigen
Bereich der die Frucht giirtelférmig umgab. Die Giirtelplazenta erschien in ihrer Gesamtheit
in einer recht briichigen Konsistenz. Der Ubergang von der Giirtelplazenta zum
paraplazentaren Allantochorion wurde von einem 3 bis 5 cm breiten, griinbraun geférbten
Randsaum gebildet, der als Extravasatzone (EVZ) oder Randhé@matom bezeichnet wird (Abb.
63). In diesem Bereich fanden sich keine Zotten und er war samtartig glatt. Die
Extravasatzone wird unter 4.6 niher beschrieben.

Dem Giirtel saen auf der ehemaligen Kontaktfliche mit dem Endometrium (im Weiteren als
distal bezeichnet) fransenartigen Zotten auf. Die Zotten hatten unterschiedliche Lingen (bis 5
cm) und geringe Durchmesser (einige Millimeter). Sie wurden unterlagert von zahlreichen
kleinen und groBen Gefallen mit einem Durchmesser bis zu einem cm. Auf der fetalseitigen
Flache (im Weiteren als proximal bezeichnet) iiberzog die Allantois den Giirtel. Die
Oberfldche war hier glatt und glinzend, von weillgrauer Eigenfarbe. Sie erschien milchig-
transparent, wobei das Braun des Giirtels durchschien. Es fanden sich hier die unter Punkt 4.1
beschriebenen narbenzugihnlichen Bildungen.

Die Schnittfliche des Giirtels war faserig und briichig. Sie wurde durch eine Vielzahl von
GefidlBen durchzogen. Die grofleren Gefdlle hatten im Anschnitt eine weillgraue Farbe.

Die Ausmalle des Giirtels der Plazenta E1 und E2 sind in der Tabelle sieben zusammen

gefasst.

Tab. 7 AusmaBe des Plazentargiirtels der beiden Elefantenplazenten E1 und E2, die Langenangaben sind
gerundet und beziehen sich auf den fixierten Zustand

Breite Stéarke Umfang Durchmesser
El Leipzig 35 cm 4 cm 125 cm 40 cm
E2 Hagenbeck 40 cm 5cm 160 cm 50 cm
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Abb. 63 Aufsicht auf den Giirtel und das extraplazentare Allantochorion. Der Giirtel wird in seiner Breite
(Pfeilkopfe) von der EVZ (Sterne) eingegrenzt. Der Nabelstrang (Pfeil) ragt aus der eroffneten Fruchthiille.

4.5.2 Lichtmikroskopischen Ergebnisse

Der Querschnitt des Giirtels konnte in zwei Bereiche eingeteilt werden (Abb. 64). Der erste
Bereich umfasste etwa das erste Drittel der Strecke von der maternalen Kontaktfliche des
Giirtels zur Allantois (distal). Die makroskopisch beschriebenen Zotten gingen in die
Labyrinthlamellen iiber oder entsprangen aus ihnen. Die Zotten und Labyrinthlamellen distal
der Giirtelplazenta waren von amorphen, fibrinoiden, eosinophilen, PAS positiven Massen
umgeben, im weiteren Text als Plasmainsudationen bezeichnet. Diese waren mit
Zelltrimmern und Blutzellen durchsetzt. Die Lamellen wiesen einen hohen
Verzweigungsgrad auf, wobei die Zotten eher unverzweigt waren. Die Labyrinthstruktur in
diesem ersten Drittel war aufgelockert, so dass relativ groe interlamelldre Spaltriume
entstanden. Zwischen den Lamellen waren grofere GefidBle eingebettet. Einige Gefille
enthielten elastische Fasern. Sie lieBen sich in allen Schichten des Giirtels finden. Eine
Differenzierung zwischen einer Lamina elastica interna oder externa war nicht moglich. Die
Zotten und Lamellen bestanden aus einem kollagenen Bindegewebszentrum ohne elastischen
Faseranteil. Im Bindegewebe waren Kapillaren eingeschlossen. Diese Kapillaren lieen sich
bis in die Spitze der Lamellen und Zotten verfolgen und legten sich dicht an das

Trophoblastepithel (Abb. 67, 68). Die Kapillarendothelien und das Trophoblastepithel sal3en
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einer zarten, gleichméBig starken Basallamina auf. Das Epithel war in vielen Lokalisationen
abgelost. Es waren vor allem die Bereiche betroffen, die unter der Geburt und wihrend der
Préparation starker mechanischer Beanspruchung ausgesetzt waren. Die Zotten lagen hiufig
fast vollstindig epithellos vor, dagegen waren die proximalen, weiter fetal liegenden
Labyrinthlamellen in ihrer morphologischen Kontinuitit sehr gut erhalten. Die
Trophoblastzellen wiesen in keiner der untersuchten Proben eine Tendenz zum Fusionieren
oder die Bildung eines Synzytiums auf. Die Zellgrenzen zwischen benachbarten
Trophoblastzellen konnten als kontinuierliche zarte Linien dargestellt werden. Sie
entsprachen in ihrem histologischen Erscheinungsbild den freien Zellmembranen (Abb.67).
Der Trophoblast war lichtmikroskopisch als Zytotrophoblast zu charakterisieren. Die
Zellkerne der Trophoblastzellen besalen eine ovoide Gestalt und zeigten ein hetero- und
euchromatisches Farbmuster. Im Zellkern der die Zotten bedeckenden Trophoblastzellen war
in der Mehrzahl ein deutliches Kernkorperchen enthalten.

Zwischen dem oben beschriebenen distalen Drittel des plazentaren Chorions und den zwei
folgenden, fetal gelegenen (proximalen) Dritteln des Giirtels konnte ein markanter Ubergang
gefunden werden (Abb. 64, 65). Die interlamelldren Abstidnde gingen verloren. Das Labyrinth
wurde dichter. Die Plasmainsudationen wurden geringer bzw. verschwanden vollstindig. Das
Trophoblastepithel ~war isoprismatisch bis abgeflacht und wirkte zum Teil
kopfsteinpflasterartig. Die Trophoblastzellkerne waren ovoid-rund, zentral gelegen und gut
von den lang gestreckten, spindelférmigen Bindegewebszellkernen zu unterscheiden. Der
Bindegewebsstock der Lamellen war sehr fein und in der Trichromfiarbung gut differnzierbar.
Es wurden zahlreiche Kapillaren eingeschlossen, die sich dem Zytotrophoblasten dicht
anlegten oder das Epithel invadierten und als intraepitheliale Kapillaren vorlagen (Abb. 67,
73). Die Plazentarschranke wurde in ihrer raumlichen Ausdehnung in einigen Bereichen auf
eine Strecke von 2 um reduziert (Abb. 75). Neben den Lamellen fanden sich groflere
Bindegewebsinseln, von denen die Lamellen entsprangen. In diesen Bindegewebsinseln lagen
groBere Gefille eingebettet, die keine elastischen Faseranteile in den Winden einschlossen.
Die Trophoblastzellen saBlen der Basallamina auf und grenzten an das lamelldre
Bindegewebe. Sie nahmen apikal direkt Kontakt mit den maternalen Gefidlen auf, die vom
Trophoblast eingeschlossen wurden. In den groBen maternalen Gefdlen konnten lokale
Lymphozytenansammlungen gefunden werden.

Die markante Unterteilung des Plazentargiirtels in einen distalen und proximalen Anteil, liefl
sich mit der PAS-Fiarbung bestitigen (Abb. 65). Im distalen Drittel des Plazentarlabyrinthes

waren die den GefdBendothelien unterliegenden Basalmembranen, maternal wie fetal,
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einheitlich fein und scharf abgrenzbar. Im Unterschied dazu waren im verdichtet
erscheinenden, proximalen Labyrinth zwei Typen von Basallamina-Morphologien
nachweisbar. In den Lamellen und den groeren Bindegewebsinseln waren die
Basalmembranen der fetalen Gefdfe als feine, zarte, gleichmifBige Strukturen ausgebildet.
Daneben fanden sich GefdBe, die von breiten Basalmembranen eingefasst wurden. Die
Basalmembranen wirkten unregelméBig dick, an der AuBlenseite zerkliiftet, zerfranst (Abb.
66). Diese Gefille waren maternaler Herkunft.

In der schmalen Bindegewebsplatte fanden sich Gefdle und einzelne elastische Fasern. Die

Allantois entsprach in ihrer Ausbildung den unter 4.2 gemachten Aussagen.

3 .

e

Abb. 64 Markanter -Ubérga-l‘lg zwischen distalem und proximale Abschnitt des Pazentargiirtls. Im
aufgelockerten, distalen Drittel stellen sich Plasmainsudationen (Sterne) zwischen den Plazentarlamellen (Pfeile)
dar. (E1, HE)
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Abb. 65 Unterschiedliche Basallaminamorphologie im distalen nd promaen Abschnitt. Proximal (unterer
Bildabschnitt) ist die Verdickung der Basalmembranen der maternalen BlutgefiBe deutlich erkennabar. (E2,
PAS-Firbung, korrespondierend zu Abb. 72)

-

Abb. 66 Detail aus Abb. 73. Die Verdiékten Basalmembranen der maternalen Gefie (pr) sind kréftig
angefirbt. Im Vergleich dazu die deutlich schmaleren Basallaminae der fetalen Gefille (Stern). (E2, PAS)
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Abb. 67 Fetale Labyrinthlamelle im proximalen Gurtelberelch mit Bmdegewebszellen (Sterne). Die fetalen
Kapillaren (fKap) legen sich unterschiedlich dicht an und zwischen den Zytotrophoblast (TB). (E3, HE)

Abb. 68 Trophoblastlamelle (TBL) im Berelch des dlstalen Gurtelberelches SlC wird agert von
Plasmainsudationen (Sterne). (E3, HE)
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4.5.3 Elektronenmikroskopische Ergebnisse

Elektronenmikroskopisch waren die Unterschiede zwischen der distalen und proximalen
Region des Plazentargiirtels ebenfalls nachvollziehbar. Im distalen Bereich waren
rasterelektronenmikroskopisch ~ weitestgehend epithellose  Zotten darzustellen. Die
Chorionzotten zeigten korrespondierend zur Lichtmikroskopie einen einfachen, plumpen bis
filigranen Aufbau (Abb. 69). Ihr Verzweigungsmuster war einfach. Vereinzelt lieBen sich
Trophoblastepithelzellen auf den Zotten darstellen. Diese waren jedoch in amorphes Material
eingeschlossen und im rasterelektronenmikroskopischen Bild so nicht objektiv zu
charakterisieren (Abb. 70). Transelektronenmikroskopisch lieBen sich Zell-Zell-Kontakte
zwischen den Trophoblastzellen nachweisen. Vorrangig kamen Desmosomen vor. Im fetal
gerichteten Teil des Plazentargiirtels waren die Zellgrenzen der Trophoblastzellen nicht
regelrecht und kontinuierlich nachvollziehbar. Die Desmosomen schienen hier ohne Bezug zu
Zellgrenzen regellos im ,,Gewebe* zu liegen. Im proximalen Bereich der Plazenta waren
dagegen kontinuierlich nachvollziehbare Zellgrenzen sowie Interzellularriume zwischen den
Trophoblastzellen differenzierbar. In diesem Bereich konnten auch Zonulae occludentes und
Zonulae adhaerentes nachgewiesen werden. Im Zytoplasma der Trophoblastzellen aller
Plazentargiirtelregionen war raues endoplasmatisches Retikulum (rER) lokalisiert. Das rER
war in einigen Bereichen zu groBen endoplasmatischen Zisternen aufgetrieben. Das Innere
dieser Zisternen erschien transelektronenmikroskoppisch flokulent und wolkig mit einem
elektronendichten bis optisch leeren Inhalt. Neben diesen durch das rER gebildeten Zisternen
fanden sich optisch leere, nicht elektronendichte Vakuolen im Zytoplasma, die von glatten
Membranen begrenzt wurden. Des Weiteren waren im Zytoplasma unregelmifBig
angeordnete, elektronendichte Granula, unterschiedlicher Grofe lokalisiert. Im Vergleich zu
den beschriebenen intrazytoplasmatischen Einschliissen wurden regelmifBig ovoid geformte
Strukturen mittlerer Gréf3e im mittleren und distalen Bereich der Plazenta gefunden und als
Mitochondrien beschrieben. Eine Innenstruktur war nicht differenzierbar. Die Mitochondrien
fanden sich héufig in Nachbarschaft zu an die Zelle grenzenden GefidBen. Der Zellkern war
polymorph, grol und zum groffiten Teil heterochromatinreich. Die Oberfliche des
Giirtelparenchyms erschien sehr stark vaskularisiert und erinnert an die eines Schwammes.
Zwischen den Plazentarlamellen erstreckten sich im apikalen Drittel lakunenartige Freirdume,
die im rasterelektronenmikroskopischen Pridparat in aller Regel keine Blutbestandteile
enthielten (Abb. 71). Die Lakunen wurden im proximalen Giirtelanteil immer kleiner und
verschwanden vollstindig (Abb. 72). Wie im lichtmikroskopischen Bild konnte eine mehr

oder weniger scharfe Trennlinie zwischen dem aufgelockerten distalen und dem verdichteten

-81-



Ergebnisse

proximalen Teil des Plazentarlabyrinthes gesehen werden. Proximal war das Parenchym stark
verdichtet. Die Strukturen lagen sehr eng aneinander, die Gefil3e zeigten eine starke Blutfiille
und das schwammartige Erscheinungbild ging verloren.

Um fast alle Gefdlle fanden sich unterschiedlich breite, amorphe, mittelelektronendichte (im
TEM grau erscheinend) Zonen. Es handelte sich hierbei um Basalmembranen, welche die
Gefdle zum angrenzenden Bindegewebe abgrenzten. Das Erscheinungsbild der Basallaminae
der Blutgefdlle war heterogen. Zum einen zeigten die fetalen Kapillaren gleichmiéBig schmale,
feine Laminae. Zum anderen waren die Basalmembranen zwischen Trophoblastzellen und
angrenzenden maternalen Blutgefilen verdickt (Abb. 73, 74). In einigen Bereichen wolbten
sich in diese Membranen Trophoblastzellen vor. Die fetalen Kapillaren wurden durch eine
zum groBten Teil geschlossene Endothellage ausgekleidet. Die Zellmembranen lagen in Form
von Zonulae occludentes aufeinander oder wurden in einigen wenigen Stellen im proximalen
Plazentarbereich von Desmosomen verbunden. Die Endothelzellen waren abgeflacht oder
wolbten sich sehr stark ins GefdBlumen vor (Abb. 76). Die Endothelzellkerne waren
polymorph. Im Zytoplasma fanden sich zytoplasmatische Einschliisse in Form von optisch
leeren und elektronendichten polymorphen, meist runden Strukturen, unterschiedlicher GroBe.
Die endotheliale Auskleidung der groBBeren Gefdfle war hiufig gefenstert. In vielen Bereichen
dringten die fetalen Kapillaren in das Trophoblastepithel vor und wurden als intraepitheliale
Kapillaren angesprochen (Abb. 73, 74). Die rdumliche Ausdehnung der Plazentarschranke fiir
den Stoffaustausch zwischen maternalem und fetalem Blutkreislauf wurde so in einigen
Bereichen auf 2 um reduziert. Ein Kontakt zwischen beiden Endothellagen kam in keinem
Bereich vor (Abb. 75, 76).

Das intralamelldre Bindegewebe bestand aus einer fibrilliren Grundsubstanz. Die Fibrillen
waren unregelmiflig angeordnet und somit im Quer- und Lingsschnitt im Priparat sichtbar.
Im Liangsschnitt der Fibrillen war eine deutliche Querstreifung zu finden. Im Bindegewebe
waren kleinste BlutgefdBe und zahlreiche Bindegewebszellen eingebettet. In einigen
Bereichen konnte der Kontakt zwischen Trophoblast und subepithelialen Gewebe dargestellt
werden. Der Trophoblast erschien an seiner basalen Seite gezahnt und in dem

darunterliegenden Gewebe verankert.
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Abb. 69 Einfache, filigrane Zotte im Bereich der Choriongiirteloberfliche. Das Epithel ist nahezu vollstindig
abgelost. Einzelne Epithelzellen sind in Detritus eingeschlossen. (E4, REM)

Abb. 70 Detail aus Abb. 69. Chorionepithelzellen sind mit Detritus bedeckt. (E4, REM)
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Abb. 71 Plazentarlabyrinth aus dem distalen Giirtelbereich. Deutlich erkennbar die aufgelockerte Struktur. Aus
den Raumen zwischen den Plazentarlamellen ist das maternale Blut préiparationsbedingt heraus gewaschen. (E4,
REM)

¢ = b : : 4 i
Abb. 72 Plazentarlabyrinth aus dem proximalen Giirtelbereich. Die Plazentarlamellen und maternalen Gefifle
liegen sehr viel dichter, verglichen mit dem distalen Bereich (Abb. 84) (E3, REM).
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Abb. 73 Die maternale Gefilbasallamina ist deutlich als verdickte Membran zu charakterisieren. Fetale
Kapillaren (fKap) dringen zwischen die Trophoblastzellen (TB). Im maternalen Gefdl (mKap) sind zwei
eosinophile mononukledre Zellen dargestellt (Sterne), die wahrscheinlich als junge eosinophile Granulozyten
angesprochen werden konnen (E3, HE).

Abb. 74 Maternales Gefdll im proximalen Giirtelabschnitt. Das Gefdll wird umschlossen von einer verdickten
Basallamina, daran angrenzenden Trophoblastepithelzellen und fetalen Kapillaren. Korrespondenz zu Abb. 86
(E3, HE)
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Abb. 75 Plazentarschranke (Pfe‘ile). Korrespondierende lichtnﬁkroskopische Darstellung zu Abb. 89 (E3, HE)

~ a N . b . :
Abb. 76 Plazentarschranke. Maternales und fetales Gefdll werden vom trophoblastirem Zytoplasmasaum

getrennt. An der GefiBwand des miitterlichen Gefiales (mKap) mit der verdickten Basallamina (Pfeile) ist eine

Endothelzelle (EZ) dargetellt. Die Zellgrenzen zwischen zwei Trophoblastzellen sind deutlich dargestellt (Stern).
(E3, REM)

B ' » ' - » |
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Abb. 77 Maternale Kapillare (mKap) mit verdickter Basallamina. In der angrenzenden Trophoblastepithelzelle
ist der Trophoblastzellkern (ZK) mit Nukleolus deutlich zu erkennen. Das Zytolpasma enthélt vakuoldre Vesikel.
Angrenzend liegt das fetale Bindegewebe (fBG). (E1, TEM)

4.5.4

Zusammenfassung der Befunde

Makroskopisch als breiter, brauner bis rot-grauer, zottiger, giirtelformiger Bereich zu
charakterisieren
Mikroskopische Zweischichtung des Giirtels
o Lage innerhalb der Giirtelplazenta
o Morphologien der Basalmembranen
o Plasmainsudationen
Zahlreiche Zell-Zell-Kontakte zwischen den Trophoblastzellen
Intraepithelialen Kapillaren im Trophoblastepithel
Distanz zwischen maternalen und fetalen GefdBen auf 2 um reduziert

Erhalt der Schichten der Plazentarschranke in allen untersuchten Regionen
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4.6 Extravasatzone (EVZ)
4.6.1 Makroskopische Ergebnisse

Die Extravasatzone konnte auf beiden Seiten des Plazentargiirtels lokalisiert werden.
Der 3 -5 cm breite Randsaum war von griinbrauner Farbe und zottenfreier, samtartig glatter
Oberfliche. Die Stirke der Extravasatzone, das heiflit die Ausdehnung zwischen der
maternalen Kontaktzone und der Allantois, nahm vom zentralen Giirtelbereich zum
paraplazentaren Allantochorion kontinuierlich ab. Der Ubergang zwischen der EVZ und dem
paraplazentaren Allantochorion war abrupt und an der deutlich unterschiedlichen
Gewebsmorphologie zu erkennen. Die Konsistenz war sehr briichig. Im Gegensatz zum
zottenbesetzten Giirtel stellten sich die Bruchkanten nicht faserig dar, sondern eher sandartig,
granuldr. Der Randsaum wies eine ungleichmiBige, regellose griinbraun bis rotbraun

marmorierte Farbverteilung innerhalb des Gewebes auf.

Abb. 78 Extravasatzone (zwischen den Pfeilenkopfen) flankiert den Plazentargiirtel und ist frei von
Chorionzotten und grenzt an das extraplazentare Allantochorion.
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4.6.2 Lichtmikroskopische Ergebnisse

Die kleinen Zotten des paraplazentaren Allantochorion gingen am Ubergang zur EVZ in die
Lamellen des Plazentarlabyrinthes iiber. Die innere Labyrinthstruktur war dhnlich der des
zentralen Glirtelbereichs. In der EVZ fanden sich zwischen den Lamellen zahlreiche
Plasmainsudationen und Einblutungen (Abb. 79, 80). Diese waren im histologischen Bild als
amorphe, strukturlose, meist eosinophile Massen zwischen den Lamellen sichtbar. In diesen
konnten, wie auch in den angeschnittenen GefidB3en Erythrozyten, Granulozyten und vereinzelt
auch Lymphozyten gefunden werden. Im Bindegewebe der Labyrinthlamellen fanden sich in
der HE — Farbung griin bis griinbraune Verfarbungen.

Der Zytotrophoblast war als einschichtiges, iso- bis hochprismatisches Epithel ausgebildet.
Der Zellkern war rund bis oval und lag zentral. Im Bereich der Insudationen fanden sich
Vakuolen in den Trophoblastzellen. Es konnten granuldre, zytochrome intrazytoplasmatische
Einschliisse in den Trophoblastzellen dargestellt werden (Abb. 82).

Das Trophoblastepithel sal einer diinnen, gleichméBig starken, scharf abgegrenzten
Basalmembran auf. In dem darunter liegenden kollagenen Bindegewebe waren feine
Kapillaren eingelagert. Das Endothel dieser Kapillaren war ebenfalls von einer gleichméaBig
zarten Basallamina unterlagert. Neben diesen schmalen PAS-positiven Strukturen waren auch
stark verdickte Basalmembranen zu finden. Diese lagen in direkter Nachbarschaft zu den
Trophoblastzellen auf deren apikaler Seite. Besonders deutlich wurde dies im Bereich der
groferen Bindegewebsinseln, welche schon unter 4.5.2 beschrieben wurden. An diesen
Bindegewebsinseln hatten Labyrinthlamellen ihren Ursprung.

Der regelrechte Aufbau der plazentaren Grenzstruktur, das heiB3t fetale Gefi3endothelien mit
Basallamina, eventuelle feine Bindegewebsschicht, Trophoblast mit Basallamina, maternale
GefiBBendothelien mit Basalmembran, war in einigen Bereichen der EVZ gestort. In den
Gebieten mit den beschriebenen Insudationen und griin-braunen Pigmentablagerungen waren
feine bindegewebige Lamellen mit Trophoblastepithel darstellbar, die in direkten Kontakt mit
Blutzellen traten. Sie ragten in Blutriume ohne endotheliale Auskleidung, in denen die
Trophoblastzellen von Blut umspiilt wurden (Abb. 79 — 82).

Das Gewebe der EVZ war bis auf die Wénde der groen Gefidle frei von elastischen Fasern.
Am Ubergang zum paraplazentaren Allantochorion verloren die Lamellen an Hohe und
verstrichen. Zwischen den zwei Plazentastrukturen war eine deutliche strukturelle Trennung

zu erkennen.
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4.6.3 Elektronenmikroskopische Ergebnisse

Das rasterelektronenmikroskopische Erscheinungsbild der Extravasatzone war vergleichbar
mit dem des distalen Giirtelbereiches. Zwischen den Lamellen erstreckten sich groBrdumige
Lakunen, die im Unterschied zum Giirtel vollstandig mit amorphem Material und Blutzellen
ausgefiillt waren (Abb. 81). Eine regulidre endotheliale Auskleidung der Blutrdume war nicht
nachvollziehbar. Epithelzellverbinde konnten nur vereinzelt dargestellt werden. Das
Zytoplasma der Trophoblastzellen erschien sehr stark vakuolarisiert und nahm ein schaumiges
Aussehen an. Die Zellkerne waren heterogen geformt und lagen im basalen Drittel der Zellen.
Die Zelloberflichen waren in das amorphe Material der Insudationen und Einblutungen
eingebettet, so dass eine Beschreibung der Zelloberfldche nicht moglich war (Abb. 83, 84). Es
lieBen sich des Weiteren Zotten mit plumper Morphologie und einfachen Verzweigungsgrad

darstellen. Die Zotten prisentieren sich meist ohne Epithel.
4.6.4 Zusammenfassung der Befunde

Ca. 3-5 cm breiter, grilnbrauner Randsaum auf beiden Seiten des zottenbesetzten Giirtels
Amorphe, strukturlose, eosinophile Massen zwischen den Labyrinthlamellen
Chromaffine, granuldre Ablagerungen unterschiedlicher GroBle im Zytoplasma der
Trophoblastzellen
Stark vakuolisiertes Zytoplasma der Epithelzellen

e Stark verbreiterte PAS-positive Membranstrukturen auf der apikalen Seite der

Trophoblastzellen
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Abb. 79 Plazentarlabyrinth i
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Abb. 80 Das fetale Bindegewebe der Plazentarlamellen ist griin gefirbt und schliefit fetale Kapillaren
(Pfeilkopfe) ein. Die Einblutungen (Sterne) stellen sich rot dar. Korrespondierend zu Abb. 90 (E1, Trichrom

Masson-Goldner Firbung)
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Abb. 81 Ubersicht dr Oberfliche der Extravasatzone. Die Labyrinthlamellen (Pfeile) werden von freiem Blut in
Blutlakunen und Plasmainsudationen umschlossen (Sterne). (E3, REM)

/2 ,r‘»?' X < s
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Abb. 82 Chromaffine Ablagerungen (griin ophoblastzellen

eingelagert. (E4, HE, DIC)
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Abb. 83 Trophoblasteplthel im Berelch einer Plazentarlamelle oder Chononsepte (CS) Das Zytoplasma der
Trophoblastzelle (Stern) ist stark vakuolisiert. Freie Erythrozyten liegen artifiziell, priparationsbedingt auf der
Gewebeoberfliche. (E3, REM)
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Abb. 84 Detail aus Abb. 83. Trophoblastepithelzelle mit stark vakuolisiertem Zytoplasma und deutlichem
Zellkern (ZK). Mit Stern gekennzeichnet sind zwei Erythrozyten. (E3, REM)

4.7 Immunhistochemische Ergebnisse

Der Nachweis der plazentaren alkalischen Phosphatase (PLAP) verlief in allen untersuchten
Regionen positiv. Die Zellen zeigten ein intrazytoplasmatisches Reaktionsmuster.

Die semiquantitative Analyse der antigenexprimierenden Zellen des extraplazentaren
Allantochorion ergab einen mittelgradigen Anteil an der Gesamtzellzahl. In einigen
Epithelzellen war eine geringgradige apikale Konzentration an den Zottenspitzen vorhanden.
Eine generell verstiarkte basale oder apikale Lokalisation der alkalischen Phosphatase
innerhalb der Zelle, wie etwa in den humanen Trophoblastzellen, konnte nicht festgestellt
werden. Im plazentaren Allantochorion einschlieBlich der Extravasatzone lagen die
Reaktionsprizipitate in granuldrer Struktur diffus im Zytoplasma der Trophoblastzellen. Eine
lokale Konzentration in der Zelle war nur in einigen Giirtelbereichen zu beobachten. Die
Expression der alkalischen Phosphatase wurde als gering bis mittelgradig eingeschitzt.
Unterschiede in der Expression beziiglich der Lokalisation innerhalb des Giirtels waren nicht
festzustellen. Alkalische Phosphatase war im Trophoblast sowohl im Bereich der Zotten, als

auch im Labyrinth nachweisbar.

Im Gewebe des Allantochorion konnten innerhalb der Trophoblastzellen positive
Reaktionsprodukte auf den immunhistologischen Nachweis von hCG gezeigt werden. Die
positiven Farbreaktionen waren intrazytoplasmatisch, perinukledr bzw. nukledr nachweisbar.
Es wurden auch geringgradig positive Befunde in Endothelzellen gefunden. Im Bereich des
plazentaren Allantochorions unterschied sich die Verteilung der positiven Reaktionsprodukte
des immunhistologischen Nachweises von hCG innerhalb der Trophoblastzellen abhingig von
der Lokalisation im Giirtelbereich. Im proximalen Bereich des Giirtels war der Nachweis von
hCG nur perinukledr und nukleédr positiv. Zur endometrialen Kontaktzone hin fanden sich

zunehmend intrazytoplasmatisch markierte, granulidre Reaktionsprizipitate.
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Abb. 85 Allantoisepithel, PLAP — Immunhistochemie. Gut sichtbar sind granuldre, intrazytoplasmatische
Reaktionsprizipitate (Pfeile). (E1, Methylenblaufarbung)

Abb. 86 Positivkontrolle an der humanen Plazentaprobe, PLAP — Immunhistochemie. Die Reaktionsprizipitate
konzentrieren sich auf den apikalen Zellbereich.
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Abb. 87 Paraplazentares Allantochorion, PLAP — Immunhistochemie im Bereich einer quer geschnittenen
Chorionzotte (fBG). Die positiven Prizipitate (Pfeil) liegen granuldr im Zytoplasma der Trophoblastzellen (TB).
(E2)

wiLT >y -

Abb. 88 Paraplazentares .Allantochorion, ohne Priméirantifcbrper,- mit Milchprotein inkuberte Negativkontrolle
im korrespondierenden Schnitt. Der Spaltraum zwischen Trophoblast und fetalen Bindegewebe ist artifiziell
praparationsbedingt erweitert. (E2)
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Abb. 89 Plazentares Allantochorion, PLAP — Immunhistochemie. Die granuldren Reaktionsprézipitate liegen im
Zytoplasma der Trophoblastzellen (Pfeile). (E2)

Abb. 90 Plazentares Allantochorion, mit Milchprotein inkubierte Negativkontrolle in korrespondierendem
Schnitt (E2)
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Abb. 91 EVZ, PLAP
Trophoblastzellen. (E2)

P

Immunhistochemie.
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Abb. 92 Paraplazentares Allantochorion, hCG — Immunhistochemie. Die positiven Reaktionsprizipitate in den
Trophoblastzellen sind braun angefirbt (Pfeile). (E2)

Abb. 93 Paraplazentares Allantochorion, ohne Primérantikdrper, mit Milchprotein inkubierte Negativkontrolle
im korrespondierenden Schnitt (E2)
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Abb. 94 Plazentares Allantochorion, hCG — Immunhistochemie im Bereich einer fetalen Labyrinthlamelle (BG).
Die positiven Reaktionsprizipitate von brauner Farbung liegen im Zytoplasma des Trophoblasten. Eine

Farbreaktion ist auch perinukledr sowie nukledr zu erkennen. (E2)

Abb. 95 Plazentares Allantochorion, ohne Prim’cirantigén, t Milchprotein inkubierte Negatkontrolle im
korrespondierenden Schnitt (E2)
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Abb. 96 Plazentares Allantochorion, hCG — Immunhistohemie. Die granuldren Reaktionsprizipitate liegen im
Zytoplasma der Trophoblastzellen (Pfeile) sowie perinukleér. (E1)

Abb. 97 EVZ, hCG — Immunhistochemie. Positive Farbreaktisind im Zytoplasma, perinukledr und nukleér
dargestellt. (E1)
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Farbreaktion im Zytoplasma der Trophoblastzellen zu erkennen.
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5 Diskussion

5.1 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die makroskopische, licht- und elektronenmikroskopische
Charakterisierung der fetalen Fruchthiillen der Plazenta des Asiatischen Elefanten. Hauptziel
der Untersuchungen war die vergleichende licht- und rasterelektronenmikroskopische
Charakterisierung der fetalen Fruchthiillen. Des Weiteren wurde eine immunhistochemische
Charakterisierung ausgewihlter Anteile der fetalen FEihdute vorgenommen. Die
Untersuchungsergebnisse bilden eine wesentliche Grundlage fiir das weitere Verstindnis der

Struktur-Funktions-Beziehungen und der Morphologie der fetalen Plazenta von Elephas

maximus.
Erstmalig konnten an vier ausgetragenen Plazenten vergleichende
Untersuchungungsverfahren zur lichtmikroskopischen und ultrastrukturellen

Charakterisierung angewendet werden. Fiir den Asiatischen Elefanten beschriecben COOPER
et al. (1964) an zwei und DAVIS u. BENIRSCHKE (1991) an drei ausgetragenen Plazenten
die Morphologie basierend auf Ergebnissen lichtmikroskopischer und makroskopischer
Untersuchungen.

Transmissionselektronenmikroskopische Ergebnisse und immunhistochemische Befunde
wurden fiir den Afrikanischen Elefanten veroffentlicht (SOMA u. KAWAKAMI 1991,
WOODING et al. 2005). Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungsbefunde an der
Plazenta sowohl des Asiatischen als auch des Afrikanischen Elefanten wurden noch nicht
publiziert.

Eine vergleichende Analyse der Plazenten des Asiatischen und des Afrikanischen Elefanten

war nicht Ziel der Untersuchungen.
5.2 Kritische Beurteilung des Probenmaterials und der Methoden

Im Europdischen Zuchtbuch fiir den Asiatischen Elefanten wurden im Zeitraum vom
01.01.2002 bis 31.08. 2007 in Deutschland 14 Geburten verzeichnet (BELTERMAN u.
DORRESTEYN 2007). Vier dieser Plazenten standen fiir die hier beschriebenen und
ausgewerteten Untersuchungen zur Verfiigung.

Die vier Plazenten der Asiatischen Elefanten wurden nach der physiologischen Geburt eines
iberlebensfihigen weiblichen oder ménnlichen Kalbes durch die Mutterkuh selbststéindig
geboren. Die Elterntiere der geborenen Kéilber stammen aus unterschiedlichen zoologischen

Einrichtungen und Zuchtgruppen. Bei Geburten von Zoo- und Wildtieren ist das Eingreifen
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durch den Menschen ohne medizinische Indikation stérend und héufig nicht moglich. Die
Entnahme der Nachgeburt wihrend der Geburt oder aus der Stallung sofort nach der Geburt
ist daher nicht moglich bzw. aus Griinden des Arbeitsschutzes und des Schutzes von
Muttertier und Neugeborenem nicht praktikabel. Die Geburten, die Lagerung der Plazenten
sowie die Zeiten bis zur Fixierung waren bis zur definitiven Probengewinnung sehr
unterschiedlich. Umweltbedingte Einfliisse auf die Plazenten bis zur Fixierung, wie
Temperatur, mechanische Belastungen, Verschmutzungen, miissen daher beriicksichtigt
werden.

Erstmalig wurden rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen zur Morphologie der
fetalen Plazenta des Asiatischen Elefanten durchgefiihrt. Eine vergleichende Betrachtung mit
anderen, bereits vorliegenden transelektronenmikorskopischen Ergebnissen zur Ultrastruktur
(SOMA u. KAWAKAMI 1991, WOODING et al. 2005) ist insbesondere unter
Beriicksichtigung der fiir ultrastrukturelle Untersuchungen suboptimalen
Fixationsbedingungen nur bedingt moglich.

Die untersuchten Anteile der Placenta fetalis wiesen in den ausgewihlten Regionen weder
makroskopische noch wesentliche mikroskopische Unterschiede auf. Die erstmalig
durchgefiihrte vergleichende licht- und ultrastrukturelle REM-Analyse von vier fetalen
Plazenten liefert wertvolle Befunde iiber den Feinaufbau der fetalen Membranen und des
plazentaren Giirtels. Die Art und Weise der Probengewinnung limitierte jedoch die
ultrastrukturellen Analysen des Gewebes. Eine statistische Auswertung war aufgrund der
relativ geringen Anzahl der Plazenten nicht Ziel dieser Arbeit.

Die immunhistochemisch untersuchten Plazentaproben wiesen im Vergleich zueinander kein
unterschiedliches Firbeverhalten auf. Verschieden lange Lagerungszeiten der Gewebeproben
in neutralgepufferten Formalin scheinen die untersuchten antigenen Proteinstrukturen im
Hinblick auf das Reaktionsverhalten nicht maB3geblich zu beeinflussen. Immunhistochemische
Untersuchungen zum Nachweis bestimmter Proteinstrukturen in der Elefantenplazenta
wurden bisher nur fiir den Afrikanischen Elefanten beschrieben (SOMA u. KAWAKAMI
1991, ALLEN et al. 2002, WOODING et al. 2005).

ALLEN et al. (2002) und WOODING et al. (2005) benutzen dabei frische, d.h. unfixiert
gefrorene Gewebeproben. Zum erfolgreichen immunhistochemischen Nachweis von
Kalzium-Bindungsprotein und Glukose-Transportproteinen wurden von WOODING et al.
(2005) fixierte Gewebeschnitte benutzt. Diese wurden in Bouin's Fixanz oder einer Losung
aus 1% Glutardialdehyd und 3% Paraformaldehyd fixiert. Aus den Beschreibungen von
SOMA u. KAWAKAMI (1991) zum Nachweis von hCG und saurer Phosphatase kann kein
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Riickschluss auf die Untersuchungsbedingungen gezogen werden. Der Nachweis auf hCG und
saurer Phosphatase verlief in ihren Untersuchungen negativ.

In den eigenen Untersuchungen konnte somit erstmalig gezeigt werden, dass
immunhistochmische Untersuchungen an formalinfixiertem Gewebe der Elefantenplazenta

grundsitzlich als Testverfahren moglich sind.
5.3 Diskussion der Ergebnisse
5.3.1 Makroskopische Beurteilung der Plazenta des Asiatischen Elefanten

Die vorliegende Arbeit bestitigt zum Teil die in der Literatur gemachten Angaben zum
makroskopischen Erscheinungsbild der Plazenta des Asiatischen Elefanten. Es finden sich
aber auch zahlreiche Differenzen (COOPER et al. 1964, DAVIS u. BENIRSCHKE 1991,
FLUEGGER et al. 2001). Es konnte gezeigt werden, dass der Asiatische Elefant eine
Giirtelplazenta mit braungriin gefirbtem Randsaum ausbildet. Die Plazenta des Asiatischen
Elefanten war massig und vollstindig giirtelformig und entspricht den Eigenschaften der
Placenta zonaria. Das makroskopische Erscheinungsbild des Plazentargiirtels ist — abgesehen
von der GroBe — vergleichbar mit dem der Canidae und Felidae. Ein Vergleich mit der
Plazenta der Ordnung der Seekiihe oder der Schleifer ist nur bedingt moglich, da beide
Ordnungen keine Randhdmatome am vollstindigen Plazentargiirtel ausbilden (AMOROSO u.
PERRY 1964). Der Plazentargiirtel des Asiatischen Elefanten wies in keiner der vollstindigen
Proben eine Unterbrechung auf.

Dieses Ergebnis unterscheidet sich von den von DAVIS u. BENIRSCHKE (1991) und
COOPER et al. (1964) gemachten Beobachtungen an zwei bzw. drei untersuchten,
ausgetragenen Plazenten, dass der Plazentargiirtel in den iiberwiegenden Fillen unterbrochen
bis mehrfach gelappt sei.

DAVIS u. BENIRSCHKE (1991) sagten aus, dass das Gewicht der ausgetragenen Plazenta
des Afrikanischen Elefanten generell gro3er sei als das der asiatischen Elefantenplazenta. Die
Autoren beziehen sich hierbei auf die von COOPER et al. (1964) gemachten Angaben zu zwei
Proben mit einem Gewicht von 11,3 kg und 11,8 kg. Im Rahmen der eigenen Untersuchungen
kann jedoch gezeigt werden, dass das Gewicht der Proben E1 und E2 mit durchschnittlich
19,5 kg fast das Doppelte der in der Literatur angegebenen Werte betriagt. Auch FLUEGGER
et al. (2001) beschrieben das Gewicht von acht ausgetragenen Plazenten des Asiatischen
Elefanten zwischen 10,0 kg bis 21,5 kg. Fiir die ausgetragene Plazenta des Afrikanischen
Elefanten finden sich Gewichtsangaben von 10,5 kg und 13 kg (SOMA u. KAWAKAMI
1991).
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Somit kann die von DAVIS u. BENIRSCHKE (1991) formulierte Behauptung, das Gewicht
der ausgetragenen Plazenta des Afrikanischen Elefanten sei generell groBer als das der
asiatischen Elefantenplazenta, widerlegt werden. Angaben zu Zusammenhingen zwischen
Plazentagewicht und Elefantenkalb lassen sich in der Literatur nicht finden und kénnen auch
im Rahmen dieser Arbeit nicht gegeben werden.

In den untersuchten Nabelstringen sind fetalseitig drei Gefdle eingeschlossen, eine V.
umbilicalis und zwei Aa. umbilicales. Dies passt zu den Befunden in der Literatur (COOPER
et al. 1964, DAVIS u. BENIRSCHKE 1991). Dagegen werden beim Afrikanischen Elefanten
auch vier Gefile beschrieben, je zwei Nabelarterien und -venen (AMOROSO u. PERRY
1964). Die Fusion der Venae umbilicales findet tierartspezifisch in unterschiedlichen
Bereichen des Nabelstranges statt. Beim Pferd und Schwein vereinigen sie sich im vom
Amnion bescheideten Teil des Nabelstranges. Bei anderen Tierarten kommt es erst beim
Eintreten in die Leibeshohle zu einer Fusion (MCGEADY et al. 2006). Fiir den Elefanten sind
diesbeziiglich keine Daten verdffentlicht. AMOROSO u. PERRY (1964) beschrieben vier
NabelgefiBe an einem 3 kg schweren und 109 cm grolen Embryo. Der Unterschied zwischen
den eigenen Ergebnissen und denen zum Afrikanischen Elefanten ist mit Sicherheit auf das
unterschiedliche Alter der Frucht sowie die Probenlokalisation zuriickzufiihren.

Die Differenzierung der inneren Fruchthiillen in Allantois und Amnion ist in den eigenen
Untersuchungen nur in einigen Bereichen moglich. Die prépartalen rdumlichen Verhiltnisse
der Membransysteme sind im fixierten, postpartalen Zustand teilweise nicht mehr
nachvollziehbar und erschweren eine makroskopische Differenzierung zwischen Amnion und
Allantois. Eine Abgrenzung zwischen Amnion und Allantois ist makroskopisch nur bedingt
moglich. Eine Beschreibung der Morphologie der Amnionmembran ist in der Literatur nicht
zu finden. Die Verbindung zwischen Allantois und Amnion an deren Kontaktstellen zum
Allanto - Amnion (AMOROSO u. PERRY 1964) kann nicht ausgeschlossen werden. Somit
miissten sich an den Fusionsstellen von Allatois und Amnion Reste von drei Membranen
finden. Aufgrund der mehrfach erwihnten ZerreiBungen der Fruchthiillen unter der Geburt, ist
die Differenzierung eines moglichen Allanto - Amnion nicht eindeutig moglich.

An den untersuchten Plazenten wurde gezeigt, dass die Allantois des Asiatischen Elefanten
gekammert ist. In der Literatur wird die Allantois des Afrikanischen Elefanten als
vaskularisierte Membran beschrieben, die sich in vier Kammern unterteilt (AMOROSO u.
PERRY 1964, PERRY 1974, SOMA u. KAWAKAMI 1991, ALLEN et al. 2002, ALLEN et
al. 2003b). Die Topographie der Allantoisblase ist mit hoher Wahrscheinlichkeit innerhalb der

zwei Arten vergleichbar. Fiir den Afrikanischen Elefanten ist die Entstehung der vier
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Kammern der Allantoisblase umfassend beschrieben (AMOROSO u. PERRY 1964, PERRY
1974, ALLEN et al. 2002, ALLEN et al. 2003b). Es ist davon auszugehen, dass auch beim
Asiatischen Elefanten ein Ummanteln der Nabelgefdle durch die sich bildende Allantois zu
einer quadrilokularen Fruchtblase fiihrt. Die eigenen Untersuchungen zur Topographie der
Fruchthiillen des Asiatischen Elefanten widerlegen die Hypothese, einer fehlenden
Allantoisblase bedingt durch das Verschmelzen von Amnion, Allantois und Chorion
(CHAPMAN 1880, ASSHETON u. STEVENS 1905).

ASSHETON u. STEVENS (1905) beschreiben nicht die Vollstindigkeit der von ihnen
untersuchten Plazenta. Fiir die mikroskopischen Untersuchungen standen ihnen nur einige
kleine Stiicke einer ausgetragenen Plazenta zur Verfiigung. Daher sind ihre Aussagen zur
Gestalt und Ausbildung der Allantoisblase kritisch zu beurteilen.

Die Ubertragbarkeit der Topographie der Allantoisausbildung beim Afrikanischen Elefanten
auf den Asiatischen Elefanten gilt als sehr wahrscheinlich. Um diese Vermutung zu beweisen
sind Studien in Anlehnung an die Untersuchungen von ALLEN et al. (2003b) nétig.

An den von mir untersuchten Proben waren die Topographieverhiltnisse der Amnion- und der
Allantoismembranen aufgrund der geburtsbedingten ZerreiBungen stark verdndert. Unter
Beriicksichtigung  makroskopisch  unterschiedlicher ~Gewebestruktur  wurden  beide
Membranen differenziert. Bei Hund und Katze reifit die Amnionblase nicht unter der Geburt.
Die Fruchthiille wird aktiv durch das Belecken des Muttertieres entfernt. (ARNOLD 2000).
An der Nachgeburt der fetalen Plazenta ist bei diesen Tieren somit keine Amnionmembran
mehr zu finden. Ein dhnlicher Geburtsablauf beim Elefanten konnte ein mogliches Fehlen der
Amnionmembran an der ausgetragenen Plazenta des Elefanten begriinden.

Das makroskopische Erscheinungsbild der Allantoisbildungen erinnert sehr stark an
Narbenbildung der duleren Haut unter Bildung von Narbenkeloid. Der Begriff Pustel wird in
der Dermatologie und Pathologie in einer festgeschriebenen Definition benutzt und
bezeichnet einen kleinen, erhabenen, gut umschriebenen, mit Eiter gefiillten Hohlraum der
Haut oder der Kornea (BLOOD u. STUDDERT 1999). In dieser Studie wird deshalb der
Begriff ,,narbenzugédhnliche Bildungen* anstelle ,,Allantois Pusteln* verwendet. Die Befunde
zur Morphologie der narbenzugihnlichen Verdickungen auf dem Allantochorion stimmen mit
den Beschreibungen der in der Literatur als ,,allantoic bodies* bezeichneten (AMOROSO u.
PERRY 1964, SOMA u. KAWAKAMI 1991), allantoidalen Bildungen iiberein. Die eigenen
Untersuchungen konnten zeigen, dass die Allantoisbildungen diffus auf dem Allantochorion
verteilt sind, und nicht wie von AMOROSO u. PERRY (1964) beschrieben, vor allem

unterhalb des Plazentagiirtels und entlang der Gefidl3e am Allantochorion zu finden sind. Diese
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Diskrepanz ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass in der vorliegenden Studie
ausgetragene Plazenten von Elephas maximus untersucht wurden; in den Untersuchungen von
AMOROSO u. PERRY (1964) dagegen Plazenten unterschiedlicher Entwicklungsstadien von
Loxodonta africana.

Das Vorkommen zottiger chorion-maternaler Kontaktstellen auf den Enden des
Chorionsackes (OWEN 1857, TURNER 1876, CHAPMAN 1880, ASSHETON u. STEVENS
1905, MOSSMAN 1937, MOSSMANN 1987) kann in der vorliegenden Untersuchung

makroskopisch nicht bestétigt werden.
5.3.2 Lichtmikroskopische und ultrastrukturelle Beurteilung der inneren Fruchthiillen

Erstmals wurden vergleichende Untersuchungen der inneren Fruchthiillen auf
lichtmikroskopischer und vorwiegend rastererelektronenmikroskopischer Ebene durchgefiihrt.
Eine Differenzierung der Membranen von Allantois und Amnion wurde aufgrund der noch
vorhandenen Topographie und der strukturellen Unterschiede vorgenommen. Die
ausfiihrlichste Beschreibung der Allantois des Elefanten findet sich bei AMOROSO u.
PERRY (1964). Die Autoren gehen auf die Entwicklung und makroskopische Beschaffenheit
der Allantois ein. Beschreibungen histologischer Charakteristika finden sich lediglich in
Bezug auf in der Literatur als ,,Allantois Pusteln® bezeichneten Bildungen (TURNER 1876,
ASSHETON u. STEVENS 1905, AMOROSO u. PERRY 1964).

Im histologischen Schnitt erscheinen die narbenzugihnlichen Bildungen der Allantois als
kollagene Bindegewebskissen, ohne einen Anteil an elastischen Fasern und Muskelzellen.
GefiBe sind nur basal, d.h. chorionseitig zu finden. Fiir die von AMOROSO und PERRY
(1964) als Amnion Pusteln bezeichneten Zubildungen berichten die Autoren von einem
proliferierten Epithel vergroferter und vakuolisierter Epithelzellen. Diese Epithelbereiche
unterschieden sich deutlich von den iibrigen.

In den von mir untersuchten Proben stellten sich die narbenzugihnlichen Bildungen epithellos
mit diskontinuierlicher Basalmembran dar. Mechanische Einwirkungen wihrend der
Trichtigkeit, unter der Geburt oder bei der Probengewinnung und Priparation kdnnten zu dem
Verlust des Epithels im Bereich der epithellosen Allantoisbildungen gefiihrt haben. In
Anlehnung an die Befunde von AMOROSO und PERRY (1964) fiir die Amnion Pusteln ist
auch ein entwicklungs- und proliferationsbedingter Epithelverlust denkbar.

Die Moglichkeit der Entstehung der narbenzugihnlichen Bildungen aus der Adventitia der
plazentaren Gefde, wie von AMOROSO u. PERRY (1964) postuliert, ist aufgrund der
diffusen Anordnung, ohne erkennbares Verteilungsmuster nicht sehr wahrscheinlich. Dagegen

spricht auflerdem, dass die Gefile und deren Winde im basalen Bereich der
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Allantoisbildungen regelrecht aufgebaut sind. Eine tibermifige lokale Produktion kollagener
Fasern durch mesodermale Fibrozyten (AMOROSO u. PERRY 1964) ist ein moglicher
Erkldrungsversuch. Die Funktion dieser Allantois Bildungen ist bisher ungeklirt. Eine
Analogie dieser Strukturen mit denen beim Pferd als Hippomanes bezeichneten Bildungen
(TURNER 1876) ist nicht vollstandig ausgeschlossen. Hippomanes sind jedoch meist gestielt
an der inneren Allantois oder als grofle freie Gebilde in der Allantoisblase lokalisiert. Eine
Erhohung der Stabilitit der Allantoismembran des Allantochorions, in Form von
proliferativen Reaktionen des Bindegewebes auf iibermifige, lokale, mechanische Reize
durch den Fetus ist als Moglichkeit in Betracht zu ziehen.

Eine Analogie der beschriebenen narbenzugihnlichen Bildungen mit ,,Amniotic Plaques*
(AMOROSO 1952, AMOROSO u. PERRY 1964, DAVIS u. BENIRSCHKE 1991) ist
auszuschliefen. Zum einen konnten an als Amnion angesprochenen Membranen
makroskopisch keine derartigen Strukturen nachgewiesen werden. Zum anderen entspricht
der mikroskopische Aufbau der narbenzugihnlichen Bildungen nicht dem der von SINHA et
al. (2005) beschriebenen Amniotic Plaques. Die Autoren beschrieben die ,,Amniotic Plaques*
des WeiBBwedelhirsches, als zwischen 2 bis 4 mm grof3e, aus bis zu 15 Zelllagen bestehende
Strukturen. Im basalen Bereich der Plaques sind Mitosen der Epithelzellen nachvollziehbar.
Mikroskopisch wurden die Amnionbildungen mit dem histologischen Erscheinungsbild der
duBeren Haut verglichen. Die Autoren betonen, dass die ,,Amniotic Plaques* des
Weillwedelhirsches sich deutlich von der ,Allantochorionpusteln® des Afrikanischen
Elefanten (AMOROSO u. PERRY 1964) unterscheiden. Diese Aussagen werden als
Bestitigung der eigenen Schlussfolgerungen angesehen.

Das Allantois- und Amnionepithel ist einheitlich einschichtig und ein iso- bis
hochprismatisches Epithel. Das Allantoisepithel im Bereich des Allantochorion erscheint
dagegen meist hochprismatisch. Die Epithelzellen beider Membranen zeigen
zytoplasmatische  Zellausstiilpungen. In einigen der  Zellprotrusionen  der
Allantoisepithelzellen sind Zellkerne eingeschlossen. Dies wurde jedoch am Amnion nicht
gefunden.

Am Amnionepithel sind die Protrusionen rein zytoplasmatisch und stellen sich
rasterelektronenmikroskopisch als blindsackartige Vorwoélbungen ohne Oberflichen-
modifikationen dar. Blindsackartige Vorwolbungen konnten auch am Allantoisepithel im
Bereich des Allantochorions dokumentiert werden. Die im TEM und REM erstmalig
nachgewiesenen morphologischen Korrelate, die auf einen mdoglichen transzelluldren

Transportweg hindeuten, sowie die Zelloberflichenmodifikationen sind sehr hinweisend fiir
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die Beteiligung der Amnion- und Allantoisepithelzellen an Stoffwechselprozessen innerhalb
der Elefantenplazenta. Zytoplasmaausstiilpungen der Epithelzellen stehen mit hoher
Wahrscheinlichkeit mit Sekretionsvorgingen in Verbindung. Die Protrusionen ohne darin
liegenden Zellkern stehen sehr wahrscheinlich mit apokriner Sekretion der Epithelzellen und
Beteiligung an der Produktion der Amnion- oder Allantoisfliissigkeit in Zusammenhang. Freie
blindsackartige Amnionepithelzellausstiilpungen und deren rasterelektronenmikroskopisch
nachgewiesenen Ablosungsrinder sind als Nachweis fiir Sekretionsprozesse mit partiellem
Zytoplasmaverlust anzusehen.

Zytoplasmaausstiilpungen mit Zellkern konnen méglicherweise in Verbindung mit selektiven
Regenerationsprozessen des Epithels gesehen werden. Es konnten auch holokrine
Sekretionsvorgédnge einzelner Epithelzellen ursdchlich an den Zytoplasmaprotrusionen
beteiligt sein. Dafiir spricht das Auftreten kernloser Zellreste, bei denen die Protrusion am
Stiel abgelost ist. Das Entstehen dieses Zustandes aufgrund mechanischer Beanspruchung des
Gewebes unter der Geburt, wihrend der Priparation, ist in Betracht zu ziehen. Gegen
Zellregeneration als Begriindung der Zellausstiilpungen spricht der in den Protrusionen stets
unveridndert vorliegende Zellkern. Rasterelektronenmikroskopisch vergleichbare Strukturen
sind fiir die Epithelzellen der Driisenkammern der Hundeplazenta im zweiten
Trachtigkeitsdrittel beschrieben (GRETHER et al. 1998). Funktionell deuten die Autoren die
Protrusionen als apokrine Sekretionsvesikel. Abschniirungen von Zellkernen wurden in der
Studie von GRETHER et al. (1998) nicht beschrieben. Dagegen zeigten die Autoren das
gemeinsame Auftreten von apokriner und merokriner Sekretion an einer Epithelzelle. Fiir das
Amnion und die Allantois des Asiatischen Elefanten werden aufgrund eigener
mikroskopischer Analysen apokrine sowie holokrine Sekretionsprozesse postuliert.

Die Ausbildung eines Allantoamnions in bestimmten Bereichen der fetalen Plazenta konnte
nicht bewiesen werden, ist aber nicht auszuschlieBen. Wenn das Amnion sich mit der
Allantois an gemeinsamen Kontaktstellen verbindet und die Epithelien beider Membranen
morphologisch different sind, wire das daraus resultierende Ergebnis eine Membran mit
unterschiedlichem Epithel auf jeder Seite.

In den eigenen Untersuchungen ist das Epithel der freien Membranen auf beiden Seiten
identisch, was gegen die oben genannte Hypothese spricht. In den eigenen licht- und
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde fiir beide Epithelien eine #hnlichen
Charakterisik beschrieben: einschichtig, iso- bis hochprismatisch, Zytoplasmaprotrusionen.
Bei den untersuchten inneren Fruchthiillen konnte zwischen den beiden Epithellagen lockeres

Bindegewebe gesehen werden. Im Zentrum der Membran waren groflere Arteriolen und

- 110 -



Diskussion

Venolen eingebettet. In diesen Bereichen konnte sehr hdufig eine Divergenz des benachbarten
Gewebes gesehen werden, ohne dass das subepitheliale Bindegewebe und das Epithel
artifiziell veridndert waren. Mechanische ZerreiBungsprozesse erscheinen daher als mogliche
Ursache sehr unwahrscheinlich. Die Verschmelzung beider Eihdute zum Allantoamnion und
die daraus resultierende lockere Gewebestruktur im Bereich der ehemaligen Kontaktzone
beider Epithelien ist aufgrund der lichtmikroskopischen Befunde moglich.

AMOROSO u. PERRY (1964) beschreiben die Allantoiskammerwinde als Allantoisdoppel-
lamellen, die durch das Einstiilpen der Umbilikalgefae entstehen. Diese Aussagen
bekréftigen den als sicher anzusehenden Befund, dass in den vorliegenden Proben der
Hauptanteil der freien Membranen als freie Allantoissepten angesprochen werden miissen.
Die Unterschiede in der Zellmorphologie sind mit groer Sicherheit auf Unterschiede der
Epithelzellen in ihrer Funktion, wie Resorption und Sekretion, zuriickzufiihren. In der
vorliegenden Studie beschriebene zottenartige Gebilde am Allantoisepithel dienen
moglicherweise  der  Oberflichenvergrolerung und  somit  einer  verstdrkten
Stoffwechselleistung des Epithels. Fir diese Vermutung sprechen die zahlreichen

subepithelialen Kapillaren.

5.3.3 Lichtmikroskopische und ultrastrukturelle Beurteilung des paraplazentaren

Allantochorions

Alle fir die Lichtmikroskopie an verschiedenen Lokalisationen des extraplazentaren
Allantochorion entnommenen Proben weisen Zotten unterschiedlicher Morphologie auf. Die
Zottendichte ist in den samtartigen Bereichen hoher verglichen mit den eihautartigen Arealen.
Ein spezifisches Verteilungsmuster der Zotten oder der Zottenmorphologie wurde nicht
gefunden.

Dieser Befund steht im Gegensatz zu fast allen Angaben fiir den Afrikanischen Elefanten, fiir
den die paraplazentare Zone als vollstindig zottenfrei charakterisiert ist und auch im
Gegensatz zu den Angaben zum Asiatischen Elefanten, fiir den nur Zotten an den Sackenden
beschrieben werden (OWEN 1857, ASSHETON u. STEVENS 1905, AMOROSO u. PERRY
1964). Einzig LUDWIG u. BAUER (1967) beschreiben die paraplazentare Zone der nicht
geburtsreifen Plazenta des Afrikanischen Elefanten als von kurzen stummelformigen Zotten
gebildete Membran. Die Chorionzotten sind héaufig in amorphes Material eingebettet, das als
Geburtsdetritus angesehen werden muss. Sie besitzen ein bindegewebiges Zentrum mit
BlutgefdBen. Die Kapillaren dringen sich an das Epithel, das dort abgeflacht erscheint. In
einigen Bereichen finden sich auch Kapillaren im Epithelverband. Beide Mechanismen fiithren

zu einer Reduktion der Diffusionsstrecke zwischen fetalen Gefien und der Uteruswand bzw.
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maternalen Blutgefilen. Eine Verschmilerung der Schichten muss als Erleichterung von
Stoffwechsel- und Stoffaustauschvorgingen interpretiert werden.

Fiir die Placenta diffusa incompleta des Schweins ist eine morphologisch - strukturelle
Optimierung der Absorptionsbedingungen beschrieben (FRIESS et al. 1980, LEISER u.
DANTZER 1988). Intraepitheliale Kapillaren sind fiir die epitheliochoriale Placenta diffusa
des Alpaca ,Lama pacos* am Ende der Trichtigkeit in Zusammenhang mit erhohtem
Stoffaustausch beschrieben worden (OLIVERA et al. 2003a, OLIVERA et al. 2003b). Die
Autoren fiithren diese morphologischen Verianderungen auf den erhohten Sauerstoffbedarf des
Fetus unter Lebensbedingungen in extremen Hohen zuriick.

Es ist davon auszugehen, dass auch im Bereich des paraplazentaren Allantochorions des
Asiatischen Elefanten ein histiotropher Stoffaustausch zwischen maternalem und fetalem Blut
stattfindet. Die Bedeutung und der Anteil an der Versorgung des Elefantenfetus bleiben
ungeklart.

Ultrastrukturell konnen Modifikationen der Oberfliche des kontinuierlich als Zytotrophoblast
ausgebildeten Epithels nachgewiesen werden. Mikrovilli, Mikroplicae und einfache
Zytoplasmaausstiilpungen sprechen fiir die aktive Resorptionsfahigkeit der Zellen. In weiten
Bereichen des paraplazentaren Allantochorions ist rasterelektronenmikroskopisch eine gyrus-
bis plattenartig strukturierte Oberfldche zu erkennen. In diesen Bereichen ist das Epithel fast
vollstindig abgelost und die dargestellten Oberflidchen sind als subepitheliale Basallamina,
mit unterlagertem Bindegewebe anzusprechen. Wihrend der Geburt kommt es zu einer
Losung des Trophoblastepithels von der Uterusschleimhaut. Da geburtsnah eine Verbindung
zwischen Plazenta- und Uterusepithel besteht, kann die Ablosung des Epithels vom
Untergrund geburtsbedingt sein. Eine priparationsbedingte Zerstorung des Chorionepithels ist
ebenfalls nicht unwahrscheinlich.

Die Abschnitte des Trophoblasten, die von einem Biirstensaum bedeckt werden, bezeichnet
LUDWIG (1968) als ,,enteroide Stellen*. Dagegen zeichnen sich Regionen mit Epithelplatten
durch Diffusionsstoffwechsel aus und werden als ,,nephropneumoide Regionen bezeichnet.
Die Paraplazenta des Asiatischen Elefanten ist aufgrund der Oberflachenmorphologie ihres
Epithels (Mikroplicae, Mikrovilli, intraepitheliale Kapillaren) mit sehr hoher Wahrscheinlich-
keit als ein aktiv resorbierendes ,enteroides Epithel” zu definieren. Fiir den Hund sind
ebenfalls Oberflachenmodifikationen der Trophoblastzellen in der Freipolarzone beschrieben.
Man geht von einer Beteiligung dieser Region am Stoffwechsel der Plazenta bei Hund und

Katze aus (LEISER u. ENDERS 1980a, LEISER u. ENDERS 1980b, STOFFEL et al. 1998).
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Weitere Hinweise auf aktive Stoffwechselbeteiligung des Chorionepithels des Asiatischen
Elefanten im extraplazentaren Bereich sind die zahlreichen zytoplasmatischen Einschliisse,
die von der Zelloberfliche bis an die Basalmembran nachvollziehbar sind, wie auch die
Vesikelbildung am endoplasmatischen Retikulum. Die transelektronenmikroskopisch
nachweisbaren Spaltrdume zwischen den Trophoblastzellen, lassen interzellulédre
Transportvorgidnge sehr wahrscheinlich erscheinen. Degenerative Gewebsverdnderungen und
Préparationsartefakte sind nicht auszuschlie3en.

Es ist daher moglich, dass die geschilderten Befunde nicht den morphologisch
physiologischen Charakter der untersuchten plazentaren Strukturen wiederspiegen. Aufgrund
der Befunde der vorliegenden Studie muss dennoch eine Beteiligung des extraplazentaren
Allantochorion am Stoffaustausch wihrend der Tridchtigkeit als sehr wahrscheinlich
angesehen werden. Die Diskrepanz der eigenen Untersuchungen mit den Ergebnissen von
AMOROSO u. PERRY (1964) lieBe sich mit den verschiedenen Reifegraden der Plazenten
erklaren. Wihrend in der frithen Tréachtigkeit der Nihrstoffbedarf durch den Stoffaustausch
im Plazentagiirte]l gedeckt werden kann, kommt es womdoglich zum Ende der Tréachtigkeit
aufgrund des erhohten Niahrstoffbedarfs zur Nutzung aller stoffwechselfdhigen Oberfldchen.
Die plaqueartigen Auflagerungen auf dem Chorion wurden in der vorliegenden Studie
erstmalig beschrieben. Sie sind vergleichbar mit den als ,,Amniotische Plaques* bezeichneten
Plattenepithelinseln an der inneren Amnionauskleidung (SINHA et al. 2005). Sie finden sich
bei anderen Spezies, ohne die Graviditit oder Geburt zu beeinflussen (BAUTZMANN u.
SCHRODER R. 1955, WOODING u. FLINT 1994, SINHA et al. 2005). Sie wurden auch fiir
den WeiBlwedelhirsch (SINHA et al. 2005) beschrieben. Aussagen iiber die Physiologie oder
Pathologie dieser keratinisiert erscheinenden Herde konnen nicht getroffen werden. Ihre

Funktion ist unbekannt.

5.3.4 Lichtmikroskopische = und  ultrastrukturelle = Beurteilung des  plazentaren

Allantochorions

Der Plazentargiirtel ist deutlich in zwei Schichten unterteilt. Aufgrund didaktischer
Uberlegungen und funktioneller Gesichtspunkte wurde der den Giirtel flankierende Randsaum
(EVZ) als Region separat beschrieben. Dabei handelt es sich um eine willkiirliche Einteilung.
Der Randsaum ist morphologisch und funktionell ein Teilstiick des plazentaren
Allantochorions. Somit besteht der Plazentargiirtel aus drei Zonen:

Die maternal orientierte (distale) Zone des aufgelockerten Plazentarlabyrinths,

Die fetal orientierte (proximale) Zone des stark verdichteten Plazentarlabyrinths,

Die Extravasatzone (EVZ), deren Befunde unter 5.3.5 diskutiert werden.
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Die Zone I nimmt das distale Drittel des Plazentargiirtels ein und tritt mit der
Uterusschleimhaut in Verbindung. Chorionzotten, die aus Plazentarlamellen hervorgehen
stellen eine innige Verbindung zwischen Placenta fetalis und Placenta maternalis her. Im
Vergleich mit den Plazentarlamellen zeigen die Zotten einen geringeren Verzweigungsgrad.
Dies ist moeglicherweise mit einem verstirkten Léangenwachstum der distalen
Labyrinthlamelle wihrend der Plazentaentwicklung zu begriinden (ALLEN et al. 2003b).
Zwischen den Lamellen sind groe Mengen an Plasmainsudationen mit zelluldren
Bestandteilen eingeschlossen.

Diese Befunde stimmen zum Teil mit den Beschreibungen durch AMOROSO u. PERRY
(1964) iiberein. Die Autoren beschreiben fiir den Bereich des Grenzzytotrophoblasten relativ
viele miitterliche Blutlakunen, die von dem Lamellensystem eingeschlossen werden. Es kann
somit davon ausgegangen werden, dass die aufgelockerte Labyrinthstruktur des maternal
orientierten Giirtelbereiches nicht durch Einblutungen oder Transsudationsvorginge unter der
Geburt entsteht, sondern ein schon pripartales Charakteristikum darstellt. Eine funktionelle
Bedeutung der Plasmainsudationen oder Blutleckagen wird in der Literatur nicht eindeutig
beschrieben.

Im Rahmen der eigenen Untersuchungen bleibt ein strukturell-funktioneller Zusammenhang
weitgehend offen. Es ist wahrscheinlich, dass das Material vom Trophoblast aufgenommen
und dem Plazentarstoffwechsel zugefiihrt wird. Eine Analogie mit der Funktion der
Extravasatzone ist moglich.

Die Lamellen und Gefédfle im fetalen Bindegewebe schlieBen, wie auch im extraplazentaren
Allantochorion, keine elastischen Fasern ein. Dagegen besitzen zwischen den Lamellen
gelegene, groflere Gefidlle elastische Faseranteile in ithrer Wand und sind in allen Schichten
des Plazentargiirtels zu finden. Es handelt sich bei diesen GefidBlen mit Sicherheit um
maternale Gefidle. Nach den Angaben von ALLEN et al.(2003b), findet zu keiner Zeit eine
maternale zelluldre Immunreaktion auf den Trophoblasten statt. In eigenen Untersuchungen
wurden lokale Lymphozytenansammlungen in maternalen Gefdflen gefunden. In der oben
genannten Publikation beschrieben ALLEN et al.(2003b) Plazenten von getoteten Elefanten.
In der vorliegenden Arbeit wurden dagegen ausgetragene, geburtsreife Plazenten untersucht.
Lymphozytenansammlungen in der ausgetragenen Plazenta sind mit Sicherheit geburtsbedingt
vorhanden. Eine pathologische Immunreaktion ist unwahrscheinlich.

Die Zone II nimmt die fetal orientierten, der Allantois zugewandten zwei Drittel des
Plazentargiirtels ein. Hier gehen die Plasmainsudationen vollstindig verloren und die

Labyrinthlamellen liegen den maternalen GefiBlen direkt an. Die Unterteilung des
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Plazentarlabyrinths wird mit der Darstellung der Basallaminae noch deutlicher. Wéhrend im
apikalen Drittel die Morphologie der Basalmembranen der fetalen wie maternalen Gefal3e
einheitlich ist, kommt es in den basalen zwei Dritteln zur unregelmifigen Verdickung der
maternalen Basalmembranen. Ursdchlich hierfiir ist der erosive oder digestive Charakter des
Chorionepithels (WISLOCKI u. AMOROSO 1956, AMOROSO u. PERRY 1964). Wihrend
der Trophoblast die Kollagenfasern der Basallamina angreift und deren Integritit verloren
geht, werden durch die  maternalen  Endothelzellen  kontinuierlich  neue
Basalmembrankollagene nachgebildet. Verdickte Basalmembranen der maternalen Gefille
werden auch in der Plazenta der Fleischfresser beobachtet und als ,,intermediate Membrane*
oder ,,Zwischenmembran‘ bezeichnet (WOODING u. FLINT 1994, ALLEN et al. 2003b).
Lichtmikroskopisch, wie auch ultrastrukturell, ist der Trophoblast im gesamten Chorion als
Zytotrophoblast ausgebildet. Zwar scheinen die Zellgrenzen transelektronenmikroskopisch im
basalen Teil nicht kontinuierlich nachvollziehbar, jedoch sind reproduzierbar Zellmembran-
doppellamellen und Zell-Zell-Kontakte, vorwiegend Desmosomen, nachweisbar. Ein
partieller Verlust von Zellmembranen ist mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit
bedingt durch die Verhiltnisse unter der Geburt, die Priparation und die anschlieende
technische Bearbeitung der Proben.

Die Ausbildung eines Synzytiotrophoblasten beim Asiatischen Elefanten wie von
AMOROSO u. PERRY (1964) beschrieben, kann mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Die
eigenen Untersuchungen in diesem wesentlichen Punkt bestitigen die Befunde neuerer
Literaturangaben beim Afrikanischen Elefanten (SOMA u. KAWAKAMI 1991, ALLEN et al.
2003b, WOODING et al. 2005). Interzellularraume zwischen den Trophoblastzellen dienen
dem Stofftranport oder sind artifiziell entstanden. Fiir eine erhohte Stoffwechselaktivitit der
Trophoblastzellen spricht auch das lokal zu Zisternen erweiterte endoplasmatische Retikulum
(ROHEN u. LUTJEN-DRECOLL 1990), das als glattes endoplasmatisches Retikulum
angesprochen werden muss. Auch hier ist eine artifiziell entstandene Strukturdnderung der
Trophoblastzelle nicht auszuschliessen.

Die eigenen Analysen zeigen, dass sich der Zytotrophoblast dicht an maternale Gefidlle
anlagert und zum Teil lokal in deren Basalmembran vordringt. Die Trophoblastzellen sind
isoprismatisch bis abgeflacht. Fetale Kapillaren lagern sich auf der basalen Seite dicht an die
Trophoblastzellen, und dridngen in einigen Bereichen zwischen das Epithel. Fetale und
maternale Gefde kommen so in engen Kontakt miteinander. Intraepitheliale Kapillaren sind
ein auffallendes Merkmal in der geburtsreifen Plazenta des Elefanten (AMOROSO u. PERRY

1964). Ein direkter Kontakt zwischen fetalen und maternalen Kapillaren konnte nicht

- 115 -



Diskussion

nachgewiesen werden. Eigene Untersuchungen zeigen, dass zwischen fetalen und maternalen
GefidBBen stets ein schmaler Zytoplasmasaum des Trophoblasten erhalten bleibt. Die
Grenzstrukturen der Plazentarschranke einer endotheliochorialen Plazenta bleiben in allen
untersuchten Regionen erhalten. Verdickte Basalmembranen maternaler Gefil3e konnen von
fingerformigen Zytoplasmafortsitzen der Trophoblastzellen unterbrochen werden. Diese
Befunde decken sich mit denen von WOODING et al. (2005) fiir den Afrikanischen
Elefanten. Die verkleinerte Diffusionsstrecke von ca. 1 - 2 um verbessert die
Stoffaustauschbedingungen zwischen fetalem und maternalem Blut.

Die Plazenta des Asiatischen Elefanten kann auf Grundlage der eigenen Untersuchungen und
in Ubereinstimmung mit den meisten Literaturangaben als Placenta endotheliochorialis

definiert werden.
5.3.5 Lichtmikroskopische und ultrastrukturelle Beurteilung der Extravasatzone (EVZ)

Labyrinthlamellen des zentralen Giirtelbereiches gehen kontinuierlich in das Lamellensystem
der EVZ iiber. Der Zytotrophoblast ist als ein iso- bis hochprismatisches Epithel ausgebildet.
ALLEN et al. (2003b) beschreiben einen hochprismatischen Zytotrophoblasten in diesem
Bereich. Eine gewisse Diskrepanz ist moglicherweise mit der unterschiedlichen Reife der
Plazenten und der damit verbundenen unterschiedlichen Stoffwechselaktivitit des
Trophoblasten zu begriinden. Auch der Ubergang in das extraplazentare Allantochorion ist
flieBend. Verfarbungen im Bindegewebe der Lamellen sind in der Literatur beschrieben
(ASSHETON u. STEVENS 1905).

Ein Zusammenhang der Verfarbungen mit Leukozyten wie von ASSHETON u. STEVENS
(1905) angenommen, konnte in den eigenen Untersuchungen nicht bestitigt werden. Die
spezifische Zusammensetzung der Ablagerungen wurde von den Autoren nicht untersucht.
Nach BENIRSCHKE (2008), COOPER et al. (1964), WOODING et al. (2005) ist
eisenhaltiges Pigment als Ursache der Verfiarbungen sehr wahrscheinlich. Dies wiirde den in
der eigenen Untersuchung dargestellten, in der HE-Féarbung griinbraunen,
intrazytoplasmatischen Ablagerungen der Trophoblastzellen entsprechen. Zwischen den
Labyrinthlamellen konnten Plasmainsudationen und Blutansammlungen in groBerem Umfang
dargestellt werden. Im lichtmikroskopischen Bild erscheinen die Plasmainsudationen als
eosinophile, fibrinoide Masse. Dies passt zu den Befunden von AMOROSO u. PERRY
(1964), die ein vermehrtes Auftreten von Fibrin in den maternalen Gefidlen und den
interlamelldren R@umen zum Ende der Trichtigkeit beschreiben. Eventuelle fibrinose
Verdnderungen der feto-maternalen Kontaktstellen am Trichtigkeitsende und ein

Zusammenhang zwischen den lichtmikroskopischen Ergebnissen der Extravasatzone sowie
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dem maternal orientierten plazentaren Allantochorions und der anstehenden Geburt sind
moglich (NOAKES et al. 2001, MCGAVIN u. ZACHARY 2007).

Der Vorgang der Plazentalosung von der Uteruswand ist fiir den Elefanten noch nicht
beschrieben. Die in der vorliegenden Arbeit als Extravasatzone bezeichnete Region entspricht
der durch AMOROSO u. PERRY (1964) beschriebenen Zone des Grenzzytotrophoblasten.
Eine Homologie mit der von ASSHETON u. STEVENS (1905) beschriebenen Region B ist
unwahrscheinlich, da die Autoren die Region im zentralen Bereich der Plazenta definierten.
Die Diskrepanz zwischen ASSHETON u. STEVENS (1905) und AMOROSO u. PERRY
(1964) und den entsprechenden eigenen Untersuchungen liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit
am Probenumfang. ASSHETON u. STEVENS (1905) untersuchte nur einige Teilstiicke einer
ausgetragenen Elefantenplazenta. Es ist also sicher anzunehmen, dass eine rdumliche
Zuordnung dieser Plazentateilstiicke fiir die Autoren nur schwer bis gar nicht moglich war.
ASSHETON u. STEVENS (1905) konnten auch keine eingehende makroskopische
Beschreibungen der Elefantenplazenta vornehmen.

Eosinophile Massen und viele Blutzellen wurden zwischen den Lamellen und im direkten
Kontakt mit dem Zytotrophoblast gefunden und dokumentiert. Es kann sehr sicher postuliert
werden, dass es sich hierbei um freies maternales Blut handelt. Die Entstehung der
Blutlakunen wurde von PERRY (1974) und ALLEN et al. (2003b) ausfiihrlich fiir den
Afrikanischen Elefanten beschrieben. Eine offene Verbindung zwischen maternalen Gefidl3en
und den Blutlakunen konnte in den eigenen Untersuchungen nicht bestitigt werden. Diese
Diskrepanz wird wahrscheinlich funktionell verursacht, da sich unter der Geburt am Ende der
Trichtigkeit die maternalen GefidBe verschlieBen (PERRY 1974, ALLEN et al. 2003b).

Im Zytoplasma der Trophoblastzellen sind vermehrt Vakuolen zu finden. Als Ursache wurde
die aktive Aufnahme von Blutbestandteilen und die damit verbundene Beteiligung an der
himatotrophen und histiotrophen Erndhrung des Fetus beschrieben (AMOROSO u. PERRY
1964, PERRY 1974, ALLEN et al. 2003b, WOODING et al. 2005). Elektronmikroskopische
Untersuchungen des Randhimatoms der Katzenplazenta zeigten eine aktive Aufnahme von
Erytrozyten durch die Trophoblastzellen (LEISER u. ENDERS 1980a, MALASSINE 1982).
Pseudopodenartige Zellmembranmodifikationen der Trophoblastzellen umschlieBen dabei die
freien maternalen Erythrozyten. Phagolysosomale Verdauung und eine Teilung der
Erythrolysosomen fiihrt zur Entstehung von kleinen Phagolysosomen mit elektronen-dichtem
Inhalt.

In den Trophoblastzellen wurden Hadmosiderin Ablagerungen im Zytoplasma und basal

gelegene, membrangebundene ,dense bodies* beschrieben. Letztere enthielten
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Ferritinpartikel. MALASSINE (1982) verweist in diesem Zusammenhang auf die Bedeutung
der maternalen Erythrophagozytose und der Verstoffwechselung maternalen Himoglobins als
hauptsédchliche Eisenquelle des Fetus. Das in den eigenen Untersuchungen gezeigte schaumig,
vakuoldre Zytoplasma der iso- bis hochprismatischen Trophoblastzellen ist sehr
wahrscheinlich durch Phagolysosomen bedingt. Eine Aufnahmephase, wie von MALASSINE
(1982) beschrieben, konnte nicht gezeigt werden, jedoch ist die Phagozytose und Pinozytose
von maternalen Blutbestandteilen als sehr warscheinlich anzusehen. Die in der eigenen Arbeit
beschriebenen intrazytoplasmatischen, chromaffinen Ablagerungen stiitzen diese Hypothese.
Die Eisenversorgung des Elefantenfetus ist bisher nicht ausreichend geklirt. Auf Grundlage
der eigenen Ergebnisse und der vorliegenden Literatur ist der Extravasatzone der
Elefantenplazenta eine bedeutende Rolle bei der Eisen- und Néhrstoffversorgung des Fetus

zuzuschreiben.
5.3.6 Beurteilung der immunhistochemischen Ergebnisse

Phosphatasen nehmen eine zentrale Position in Stoffwechsel- und Stofftransportvorgéingen
der Zelle ein (HEMPEL u. GEYER 1969, LOFFLER u. PETRIDES P.E. 1997, KRAFT wu.
DURR 1999). Ein Nachweis der Expression von Phosphatasen im epithelialen
Plazentagewebe gibt somit einen Riickschluss auf die Stoffwechselleistung der Trophoblast-
und Allantoisepithelzellen. COOPER et al. (1964) berichten von einem positiven
histochemischen Nachweis fiir alkalische Phosphatase in den Trophoblastzellen des
Labyrinths des Indischen Elefanten. Der Autor geht dabei jedoch weder auf die genaue
Lokalisation im Labyrith noch auf Qualitit und Quantitit des Enzymnachweises ein.

Zur Beurteilung eventueller Unterschiede in der zelluldren Stoffwechselaktivitit der einzelnen
Plazentaregionen und zur Beschreibung der Stoffwechselaktivitit der Plazenta zum Zeitpunkt
der Geburt wurden in der vorliegenden Arbeit weiterfiihrende Untersuchungen zum
Vorkommen der Plazentaren Alkalischen Posphatase (PLAP) durchgefiihrt. Unter
Verwendung der ABC-Technik waren 1im Zytoplasma der Trophoblast- und
Allantoisepithelzellen positive Reaktionsprodukte nachweisbar. In den Allantoisepithelzellen
ist eine schwichere Farbreaktion im Zytoplasma festzustellen als im Zytoplasma der
Trophoblastzellen. Ein weniger stark ausgebildetes Reaktionsmuster ldsst auf einen
geringerern PLAP Gehalt schlielen. Die granuldren Reaktionsprodukte treten lokal zum Teil
apikal oder basal konzentriert in der Zelle auf. Ein generell membrangebundenes Auftreten
der PLAP, wie von KRAFT u. DURR (1999) beschrieben, konnte nicht dokumentiert werden.
Die Plazenta des Asiatischen Elefanten ist bis zur Geburt des Kalbes ein stoffwechselaktives

Organ, dessen Epithelien aktiv Stoffe durch ihr Plasmalemm aufnehmen und abgeben. Der
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Anteil an immunhistochemisch PLAP-positiven Trophoblastzellen an der Gesamtzellzahl der
Trophoblastzellen ist mittel- bis hochgradig. Eine spezifische Aktivitatsverteilung wurde nicht
beobachtet. Das Reaktionsmuster der Trophoblastzellen auf den PLAP—Antikorper ldsst nur
bedingt auf die komplexen Stoffwechselvorgidnge der Zelle schlieBen. Das gleichartige
Reaktionsverhalten der plazentaren und paraplazentaren Trophoblastzellen deutet auf eine
equivalente Stoffwechselaktivitit. Eine aktive Beteiligung des gesamten Trophoblasten an der
Versorgung des Fetus ist anzunehmen.

Im geburtsreifen Zustand findet sich in der menschlichen Plazenta ein hoherer
Phosphatasegehalt als zu einem fritheren Funktionszustand, bedingt durch den gesteigerten
Stoffaustausch am Schwangerschaftsende (HEMPEL u. GEYER 1969). Ein Ubertragen dieses
Sachverhaltes auf den Asiatischen Elefanten ist sehr wahrscheinlich, kann jedoch auf
Grundlage der vorliegenden Untersuchungen nicht bewiesen werden.

Der physiologische Gehalt von Enzymen, die als Indikator fiir stoffwechselaktive Prozesse
gesehen werden konnen (z.B. die Plazentare Alkalische Phosphatase), kann moglicherweise
als Kiriterium bei der pathologischen Beurteilung von Plazenten nach Aborten oder
Todgeburten genutzt werden. Die untersuchten Proben dieser Studie stammen von asiatischen
Elefantenkilbern, die ausgetragen und lebend geboren wurden und in der Aufzucht
iberlebten. Die oben beschriebenen Ergebnisse konnen somit als physiologische Daten

betrachtet und bei der Beurteilung von pathologischen Verdnderungen herangezogen werden.

Choriongonadotropine sind Glykoproteinhormon. Sie regen den Gelbkorper zur Produktion
von Steroidhormonen an und tragen so zum Erhalt der Schwangerschaft bei.
Choriongonadotropine (CG) bestehen aus 2 Untereinheiten. Sie unterscheiden sich jedoch in
ihrem Aufbau. Die a-Untereinheit des equinen CG besteht aus 96 AS und die B-Untereinheit
aus 149 Aminosduren. Beim Menschen wurden fiir die a-Kette 92 Aminosduren und fiir die -
Kette 102 bis 145 Aminosduren beschrieben (ROSER 1999, BIRKEN et al. 1999). Auch ist
der Glycosylierungsgrad der Proteine unterschiedlich. Das equine CG ist im Gegensatz zum
humanen CG am C-Terminus mit einem Glycosylrest ausgestattet (ROSER 1999). Die
Homologie zwischen eqinen CG und humanen CG liegt zwischen 70-80 %. Der hohe
Glycosylierungsgrad  befdhigt das hCG an die apikale Zellmembran des
Synzytiotrophoblasten zu binden und in den maternalen Kreislauf abgegeben zu werden
(EVAIN-BRION u. MALASSINE 2003).

Mit dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass in den Zellen der ausgetragenen Plazenta

des Asiatischen Elefanten eine Kreuzreaktion mit B-hCG Antikorpern stattfindet. Wie oben
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beschrieben werden die gonadotropinen Proteinstrukturen des hCg und des eCG im
endoplasmatischen Retikulum der Trophoblastzellen mit Kohlenhydratseitenketten versehen.
Somit ist ein intrazytoplasmatisches Reaktionsmuster zu erwarten. In den eigenen
immunbhistologischen Untersuchungen war im Zytotrophoblast meist ein zytoplasmatischer
Nachweis mit perinukledrer Konzentration moglich. Es konnten auch nukledre
Reaktionsprizipitate in den Trophoblastzellen, vereinzelt in den Endothelzellen der fetalen
und maternalen Gefidfle und in den Bindegewebszellen gesehen werden.

Das Vorkommen eines choriongonadotropen Hormons beim Elefanten ist umstritten und
konnte bisher nicht belegt werden. In den eigenen Untersuchungen wurde somit versucht mit
einem definierten Antikdrper ein noch nicht bekanntes Antigen in fiir diese Fragestellung
unbekanntem Gewebe zu detektiern. Die Konzentration des Reaktionsmusters auf das
Trophoblastepithel spricht fiir eine spezifische Reaktion des AntikOrpers mit einer in den
Trophoblastzellen vorkommenden Proteinstruktur. Bei der Interpretation der Ergebnisse muss
beriicksichtigt werden, dass die Probengewinnung — und damit der Erhalt des Gewebes — fiir
immunhistochemische Untersuchungen suboptimal war. Unter Beriicksichtigung der
Fragestellung und den Untersuchungsvoraussetzungen wurden die Proben jedoch nach
maximalen Moglichkeiten der immunhistochemischen Untersuchung zugefiihrt. Es muss
davon ausgegangen werden, dass in der Zeit bis zur Fixierung des Gewebes Lyseprozesse mit
der Folge von Gewebe- und Proteinverdnderungen stattgefunden haben. Es besteht somit die
Moglichkeit einer unspezifischen Proteinmarkierung.

Wird aber unter experimentellen Bedingungen versucht in einem Gewebe ein Antigen in
unbekannter Lokalisation mit einem noch nicht als spezifisch definiertem Antikorper
nachzuweisen, so miissen positive Ergebnisse mit groBBer Vorsicht akzeptiert werden (POLAK
u. VAN NOORDEN 1997). Absorptionskontrollen mit gereinigtem Antigen, verwandten und
nicht verwandten Antigenen und Aminosduren sind notig, um ein positives Ergebnis zu
validieren. Weisen verschiedene Antikorper das zu untersuchende Antigen in derselben
Gewebelokalisation nach, kann das als Bestédtigung des Antigennachweises gewertet werden
(POLAK u. VAN NOORDEN 1997). Ein derartiges Nachweisverfahren und derartiger
Versuchsaufbau war unter Beriicksichtigung der Fragestellung dieser Arbeit und der zur
Verfiigung stehenden Ressourcen nicht méglich.

Es ist zu vermuten, dass vor allem Proteinstrukturen im endoplasmatischen Retikulum mit den
B-hCG Antikorpern reagierten, und dadurch eine perinukledre Darstellung der
Reaktionsprodukte entstand. Die nukledren Reaktionsprezipitate konnen ein unspezifisches

Reaktionsmuster darstellen. Es ist aber auch moglich, dass perinuklére Prizipitate in den Kern
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projiziert werden, da in der Lichtmikroskopie entsprechend den Schichtdicken der
Gewebeschnitte immer ein Summationsbild vorliegt. Die positive immunhistologische
Anfarbung einzelner Endothelzellen kann ebenfalls unspezifisch sein.

Wird jedoch postuliert, dass in der Elefantenplazenta ein Choriongonadotropin gebildet wird,
wiirde ein positives Ergebnis fiir eine exokrine Hormonsekretion in das maternale
GefiBsystem sprechen. Die positiven Reaktionsprodukte der immunhistologischen Reaktion
mit dem [B-hCG Antikorper verteilen sich im Bereich des Giirtels innerhalb der
Trophoblastzellen unterschiedlich. Die Haufung intrazytoplasmatisch markierter, granuldrer
Reaktionsprizipitate in der maternal orientierten Region des Giirtels konnte auf eine
vermehrte Abgabe der Proteinestrukturen aus diesem Bereich der Plazenta hindeuten. Eine
mogliche luteotrope Funktion und Wirkung wire somit moglich. Riickschliisse auf
funktionelle Besonderheiten der unterschiedlichen Giirtelregionen lassen sich allerdings nicht
sicher ziehen.

Damit wurde fiir den Elefanten erstmalig der Nachweis einer mit B-hCG Antikorpern
kreuzreagierenden Proteinstruktur in den Trophoblastzellen erbracht.

Die Plazenta des Afrikanischen Elefanten wurde als endokrinologisch vollstindig inaktiv
beschrieben (ALLEN et al. 2002). Die Autoren benutzten fiir ihre Versuche
Gewebshomogenisate von 2,5 — 11 Monate entwickelten Plazenten. Mit Hilfe verschiedener
Testverfahren versuchten ALLEN et al. (2002) FSH, eCG, und equines hypophysires LH
nachzuweisen; jedoch ohne Erfolg. Der Altersunterschied der Plazenten und die
unterschiedlichen Testverfahren und Antiseren konnen als mogliche Griinde fiir die
verschiedenen Ergebnisse angesehen werden. SOMA u. KAWAKAMI (1991) berichteten von
einem negativen Reaktionsergebnis beim immunistochemischen Nachweis von hCG an der
Plazenta des Afrikanischen Elefanten. Es finden sich jedoch keine Angaben iiber die Art des
Antikorpers, iiber das Detektionsverfahren oder die Lokalisation der Probenentnahme. Hier
konnen Griinde fiir die Diskrepanz zu den eigenen Ergebnissen liegen.

Ein Unterschied zwischen den Spezies ist eher unwahrscheinlich, da eine Paarung zwischen
Asiatischen und Afrikanischen Elefanten und die Geburt eines lebenden und lebensfihigen
Kalbes beschrieben worden ist (HOWARD 1979, BENIRSCHKE 2008). Die Plazenten der
beiden Arten miissten im Hinblick auf diesen endokrinologischen Aspekt funktionell
gleichartig sein. Im Serum trdchtiger Elefantenkiihe wurden von SUKUMURA PILLAY
(1976) gonadotrope Aktivititen nachgewiesen. HODGES (1998) bezweifelt das Vorkommen
von Gonadotropin beim Elefanten, da die wenigen existierenden Daten innerhalb der

untersuchten Tiere nicht {ibereinstimmen oder auf ungenauen Trichtigkeitszeitpunkten
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beruhen. Der gescheiterte Versuch, die Existenz plazentarer Gonadotropinaktivitit an
Plazentaproben von fiinf Afrikanischen Elefantenplazenten nachzuweisen (ALLEN et al.
1996, ALLEN et al. 2002) stiitzt seine Hypothese. Auch BROWN (2008) weist darauf hin,
dass es keine Beweise fiir einen gonadotropinartigen Faktor in der Elefantenplazenta gibt. Die
Bildung neuer Follikel und Corpora lutea im vierten bis fiiften Trichtigkeitsmonat beim
Afrikanischen Elefanten (HILDEBRANDT et al. 2000) macht weiterfithrende
Untersuchungen fiir das Verstindnis der postkonzeptionalen endokrinen Funktionen notig
(BROWN 2008).

Durch die Entwicklung humaner Trophoblastzellkulturen konnte in der Plazenta des
Menschen die Produktion von Neuropeptiden nachgewiesen werden (EVAIN-BRION u.
MALASSINE 2003). Derartige Forschungsergebnisse zeigen, dass auch die menschliche
Plazenta in ihrer funktionellen Besonderheit noch nicht vollstindig verstanden wird. Es muss
zukiinftiger Forschung vorbehalten bleiben, weitere Erkenntnisse zur hormonellen und

enzymatischen Ausstattung der fetalen Plazenta des Elefanten zusammen zu tragen.

Die Plazenta des Elefanten muss iiber einen Zeitraum von bis zu 660 Tagen die Versorgung
des Fetus sicherstellen. Bis zum Zeitpunkt der Geburt erreichen die Kilber ein Korpergewicht
von iber 100 kg. Die hohe stoffwechselaktive Leistung kann nur durch spezifische
morphologisch—funktionelle Strategien gewdhrleistet werden. So hat das gesamte Chorion der
Plazenta des Asiatischen Elefanten eine resorptive Funktion. Das Vorkommen
intraepithelialer Kapillaren verkleinert die Diffusionsstrecke der Plazentarschranke und
steigert so die Effizienz des Stoffaustausches. Eine mogliche Produktion von plazentarem
Gonadotropin konnte die lange Persistenz der Gelbkorper unterstiitzen und wiirde so den

Fortbestand der Tréachtigkeit sichern.

Basierend auf den eigenen lichtmikroskopischen und ultrastrukturellen Ergebnissen der
physiologischen Plazentarstrukturen, konnte zukiinftig eine Beurteilung pathologischer
Vorginge wihrend der Triachtigkeit und der Geburt moglich sein. Die vergleichenden licht-
und elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Fruchthiillen des Asiatischen Elefanten
sollen einen Beitrag zum weiteren Verstindnis der Reproduktionsbiologie und Plazentation
des Elefanten leisten.

Damit ist diese Dissertationsschrift insbesondere fiir Zootierirzte und fiir auf dem Gebiet der
Erhaltung von Elefantenherden in Zoologischen Girten und in Nationalen Parks titige

Wissenschaftler relevant.

-122 -



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Verfasser: Shenja Loderstedt

Thema: Makroskopische, lichtmikroskopische und ultrastrukturelle
Charakterisierung der Plazenta fetalis des Asiatischen Elefanten (Elephas
maximus)

Institut: Veterindr-Anatomisches Institut der Veterindrmedizinischen Fakultit der
Universitit Leipzig

Eingereicht im Mai 2008

Bibliographische Angaben:
126 Seiten, 98 Abbildungen, 7 Tabellen, Literaturangaben, Anhang

Schliisselworter:  Asiatischer Elefant, Plazenta, Allantois, Chorion, Lichtmikroskopie,

Elektronenmikroskopie

Erkenntnisse iiber die Morphologie und Physiologie der Plazenta des Asiatischen Elefanten
sind nur im begrenzten Umfang vorhanden (Owen, 1857; Mossman (1937), Cooper et al.,
1964, Davis et al., 1991). Ziel dieser Untersuchung ist die erstmalige systematische
Untersuchung und Charakterisierung der unter physiologischen Bedingungen ausgetragenen
Placenta fetalis von gesunden, vitalen Asiatischen Elefantenkilbern. Im Mittelpunkt der
Untersuchung stehen die morphologisch - strukturelle Charakterisierung des Gewebes, sowie
die immunhistolchemische Untersuchung der unterschiedlichen Plazentaanteile.

Fir die Untersuchung standen vier Nachgeburten von in zoologischen Einrichtungen
gehaltenen Asiatischen Elefanten zur Verfiigung. Die Plazenten wurden vollstindig, oder in
Form repridsentativer Proben dem Veterindr-Anatomisches Institut iiberstellt. Aus
morphologisch unterschiedlichen Bereichen der einzelnen Fruchthiillen wurden Proben zur
weiteren lichtmikroskopischen und elektronenmikroskopischen Untersuchung entnommen.
Weiterhin wurde das Ansprechverhalten des Gewebes auf Antikorper von humanen
Choriongonadotropin (hCG) und plazentarer alkalischer Phosphatase (PLAP) analysiert.
Amnion und Allatois werden von einem einschichtigen, iso- bis hochprismatischen Epithel
mit kopfsteinpflasterartiger Oberflache bekleidet. Die Epithelzellen tragen auf ihrer
Zellmembranoberfliche Mikrovilli und Mikroplicae. Es konnen Zytoplasmaprotrusionen
unterschiedlichen Auspriagungsgrades ausgebildet werden. Die chorionseitige Oberfldche des
extraplazentaren Allantochorions erscheint makroskopisch heterogen und bildet auf der

gesamten Oberfliche mikroskopisch differenzierbare Chorionzotten unterschiedlicher Grofe
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aus. Die Zytotrophoblastzellen tragen Oberflichenmodifikationen. Der Giirtel kann
mikroskopisch anhand der Gefid3basalmembranmorphologie und der Plasmainsudationen in
zwei Schichten eingeteilt werden. Das Trophoblastepithel wird von intraepithelialen
Kapillaren durchbrochen, und die Plazentarschranke ist bis auf ca. 2um reduziert. Im
Zytoplasma der Trophoblastzellen der Extravasatzone finden sich chromaffine, granulidre
Ablagerungen unterschiedlicher GroBle. Die Trophoblastzellen reagieren positiv auf den
immunhistochemischen Nachweis von hCG und PLAP.

Am vorliegenden Material wurden erstmals systematische morphologische Untersuchungen
auf makroskopischer, lichtmikroskopischer und ultrastruktureller Ebene durchgefiihrt. Der
Asiatische Elefant bildet eine vollstindige Giirtelplazenta mit braun griin gefirbtem
Randsaum aus. Das Allantois- und Amnionepithel ist einheitlich einschichtig. Die
Epithelzellen beider Membranen zeigen zytplasmatische Zellausstiilpungen. Fiir die
Hundplazenta werden rasterelektronenmikroskopisch vergleichbare Strukturen als apokrine
Sekretionsvesikel beschrieben (Grether et al., 1998). Das extraplazentare Allantochorion
weist auf seiner gesamten Oberfliche Zotten unterschiedlicher Morphologie auf.
Intraepitheliale Kapillaren kommen vor. Der Trophoblast ist in seiner Gesamtheit als
Zytotrophoblast ausgebildet. Im Bereich des proximalen Plazentarlabyrinthes finden sich
unregelmiBig verdickte Basalmembranen maternaler Gefde. Das Zytoplasma der
Trophoblastzellen in der Extravasatzone erscheint vakuolér und schliet chromaffine Granula
ein. In den Trophoblastzellen werden positive Reaktionsprizipitate mit PLAP-Ak, sowie
hCG-Ak gebildet.

Schlussfolgernd wird festgestellt:

1. Der Asiatische Elefant bildet eine Placenta zonaria, endothelio-chorialen Charakters
aus.

2. Allantois- und Amnionepithel sind im Aufbau dhnlich und sekretorisch aktiv.

3. Es ist von einer Beteiligung des paraplazentaren Allantochorion am Stoffwechsel der
Plazenta auszugehen (Stoffel et al., 1998, Olivera et al., 2003).

4. Der Plazentargiirtel kann in drei Zonen eingeteilt werden.

5. Der Trophoblast ist als Zytotrophoblast ausgebildet und in seiner Gesamtheit
funktionell resorptiv. Es kommen intraepitheliale Kapillaren vor, wobei die
Plazentarschranke entsprechend des endothelio-chorialen Plazentatyps erhalten bleibt.

6. Die endokrinologische Aktivitit der Elefantenplazenta muss Schwerpunkt

fortfithrender Forschungsarbeit sein.
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There is very little detailed knowledge regarding the structure and physiology of the placenta
of the Asian Elephant (OWEN 1857, MOSSMAN 1937, COOPER et al. 1964, MOSSMANN
1987, DAVIS u. BENIRSCHKE 1991). The aim of this thesis is the systematic analysis and
characterization of the term placenta fetalis of the Asian Elephant from healthy, vital Elephant
calves born under physiological circumstances. The study focuses on the morphological
characterization of the placental tissue, and on the immunohistochemical investigation of
different placental locations.

Four Placentae fetalis were collected from Asian Elephants kept in zoos. The complete
placentas or representative parts were sent to the Institute of Veterinary-Anatomy of the
University of Leipzig. Samples were collected from different anatomical regions of the fetal
placenta for further light- and electron microscopic Investigation. The immunohistochemical
responses of the tissue to human gonadotropin (hCG) antibody and to placental alkaline
phosphatase (PLAP) antibody were tested.

Amnion and Allantois are covered by a single layer of iso- or columnar epithelium with a
cobblestone like surface. The epithelial cells show microvilli, microplicae and cytoplasmic
protrusions in different stages on their cell membrane surface. The extraplacental chorionic
membrane appears macroscopically heterogenic. Villi can be seen throughout the whole
chorion. The epithelial cells show modifications of the cell membranes. The girdle can be
divided in two zones microscopically, because of the basal membrane morphology of
maternal blood vessels and plasma insudation into the tissue. The trophoblast epithelium is
invaded by intraepithelial capillaries and the blood-placental barrier is reduced to

approximately 2um. Trophoblast cells in the haemophagus zone display chromaffin granules

- 125 -



Summary

of different size in the cytoplasm. The trophoblast cells show a positive immunhistochemic
reaction to hCG and PLAP.

For the first time, a systematic macroscopic, light microscopic and ultra structural
morphologic investigation was carried out on the term Placenta fetalis of the Asian Elephant.
The Asian Elephant has a placental belt with a green brown haemophagus zone on each side.
The Allantois- and Amnionepithelium are single layered and show protrusions of the
cytoplasm. Scanning electron microscopic investigations revealed comparable structures to
the dog (GRETHER et al. 1998). The whole extra placental Chorion has a villous membrane
surface. Intraepithelial capillaries can be shown. The trophoblast is shaped completely as
cytotrophoblast. In the proximal part of the labyrinth, thickened basal membranes can be seen
on maternal capillaries. The cytoplasm of the epithelial cells in the haemophagus zone
appears vacuolar and encloses chromaffin granules. Positive immunohistochemistry reactions
can be seen in the cytotrophoblast with PLAP-Antibody and hCG-Antibody.

Conclusively, it can be stated:

1. The Asian Elephant has a Placenta zonaria, endotheliochorialis.

2. Allantois- and Amnionepithelium have a similar morphology and are secretically
active.

3. An involvement of the paraplacental Chorion in the metabolism of the placenta can be
postulated (STOFFEL et al. 1998, OLIVERA et al. 2003a).

4. The placental labyrinth can be divided in two zones.

5. The trophoblast is shaped completely as cytotrophoblast and has resorptive
functional. In spite of the intraepithelial capillaries, the blood-placenta barrier stays
entirely intact.

6. The endocrinology of the placenta of the Asian elephant requires further

investigations.
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Anhang

Anamnesebogen ,.Plazenta‘‘
-Kooperation zwischen dem ... und dem Veterinir-Anatomischen Institut der
Universitiit Leipzig
Angaben zur Trachtigkeit, Geburt, Neugeborenen und Plazenta im Fall des geborenen
asiatischen Elefanten ...

e Tierart
e Zoo-internes Kennzeichen (Nummer)

Angaben zur Geburt
e Geburtsdatum:
¢ Geburtszeit:
e Geburtsverlauf
o Normalgeburt
o Schwergeburt

Angaben zur Plazenta
e  Wann aufgefunden (im Verhiltnis zur Geburt)?:
e  Wie gefunden?
o vollstindig
o unvollstindig /beschidigt
¢ Fixierlosung:
¢ Transport zum Veterindr-Anatomischen Institut
o Datum:
o durch:

Angaben zum Muttertier

e Name:

e Alter:

e Krankheiten
o keine

o ja,und zwar...
® bisherige Trachtigkeiten
O primipara
o multipara
o Schwergeburten
o Retentio secundinarum

Angaben zum Neonaten

e (Gewicht:
e Krankheiten
o keine

o ja,und zwar...
¢ Allgemein- und Entwicklungszustand
o gut
o mindergut
o schlecht

e Personen fiir eventuelle Riickfragen:
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Anhang

Versuchsprotokoll - Immunhistochemie

..!\)...b—l

...S))...

......SJ]......:IB

verwendete Puffer: 0,1M TBS (ph 4,7)
0,05M Tris (pH 7,6)

Schnittherstellung
Schnitte am Mikrotom anfertigen (5um) und auf beschichteten Objekttriger aufziehen
Schnitte iiber Nacht bei 37°C trocknen (optional: 1h bei 60°C)
Entparaffinieren
3 x 5 min Xylol (frisch)
2 x 5 min Ethanol 100%
Dampfgarer vorheizen: Kiivette mit Citratpuffer befiillten und 20min
vorheizen

2 x 5 min Ethanol 96%
5 min Ethanol 70%
dest. spiilen (ca. 1 min)
Antigendemaskierung im Dampfgarer
Schnitte in die vorgeheizte Kiivette stellen, fiir 20 min ,,garen*
Kiivette mit Schnitten fiir 30 min bei RT abkiihlen lassen
spiilen mit Leitungswasser
H>0, ansetzen
Blockade der endogenen Peroxidase
3% H,0; (180ml A dest: + 20 ml 30%ige H,O,-Lsg.) 30 min RT
10 min TBS
2 x 10 min TBS/ Triton
kurz in TBS spiilen
Schnitte absaugen oder trocken wischen
mit PapPen Stift markieren
Blockade der unspezifischen Gewebsproteine (Hintergrundfiarbung)
5% Milch (5 g Magermilchpulver in 100 ml TBS) 1 h, RT, Schiittler
kurz in TBS spiilen
Schnittrinder trocknen
Protein Free Serum (Dako) 30 min, RT, Schiittler
nicht spiilen, nur abdekantieren
Inkubation des Primér-Antikorpers in ausgetesteter Konzentration iiber Nacht, 4°C,
Schiittler (optional: 2h, 37°C, Schiittler)
Antikorper mit Milch verdiinnen, Negativkontrolle mit Milch inkubieren
2 x 10 min TBS
10 min TBS/ Triton
kurz in TBS spiilen
Schnittrinder trocknen
Inkubation des Sekundér-Antikorpers in ausgetesteter Konzentration, lh, RT,
Schiittler (optional: 2-3h, 4°C, Schiittler)
Ansetzen ABC-Komplex
3 x 5 min TBS
Inkubation mit Avidin-Biotinylierten-Meerretichperoxidase-Complex (ABC)
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ABC-Herstellung mit Vectastain-Kit: pro 1 ml TBS werden 8 pul biotinylierte
Meerretichperoxidase und 8 ul Avidin vermischt, Complex vortexen und mindestens
30 min reagieren lassen, RT

ABC 30 min, RT, Schiittler

2 x 5 min TBS

5 min TRIS

Farbreaktion mit DAB als Chromogen

10 ml TRIS (=Férbepuffer) werden mit 6 pul H,O, (30%) und 5 mg Diaminobenzidin
(20 mg/ml = 250 pl) versetzt

Inkubation des DAB unter mikroskopischer Kontrolle, bis eine dunkle Firbung auftritt
Abstoppen der Reaktion mit TBS, kurz spiilen in TBS

Gegenfirbung der Reaktion

Kerne mit Methylenblau (CAVE!!! geringe Konzentration, keine Uberlagerung der
spezifischen Markierung) 20-30 sec, oder mit Himatoxylin 5 - 10 min

Entsalzen durch 2-maliges Spiilen mit A. dest.

Trocknen auf Wirmeplatte, equilibrieren in Toluol, eindecken mit Entellan/ Toluol
oder dehydrieren in 2 x 10 sec. in je 95% und 100%igem Ethanol, equilibrieren in
Xylol 2 x 10 sec, eindecken mit Entellan/ Xylol



Anhang

Verwendete Antikorper

beta-Chorionic Gonadotrophin (beta-hCG), human
Fa. Biogenesis Ltd, England
www.biogenesis.co.uk

cat No: 2090-1404

batch No: 920302F

Pack Size: 50 ul

Antibody

Type: polyclonal

Host: rabbit

Immunogen: native, purified

eingesetzte Konzentrationen:
e Probe — 1:200
e Positivkontrolle — 1:600

Sekundirantikorper
® biotinylisierter anti-Rabbit — AntikOrper
® cingesetzte Konzentration 1:500

Alkaline Phosphatase, placental & bone, human
Fa. Biogenesis Ltd, England
www.biogenesis.co.uk

cat No: 0300-1909

batch No: D970428

Pack Size: 1 ml

Antibody

Type: polyclonal

Host: sheep

Immunogen: native placental AP

eingesetzte Konzentrationen:
e Probe — 1:2000
e Positivkontrolle — 1:2000

Sekundérantikorper

® Dbiotinylisierter anti-Sheep — Antikorper
e cingesetzte Konzentration 1:500
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