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Introductie

Pre-eclampsie is een ernstige zwangerschapscom-
plicatie die gedefinieerd wordt als hypertensie en
proteinurie na de twintigste week van de zwanger-
schap en wordt gekenmerkt door endotheeldisfunc-
tie. Therapeutische opties zijn beperkt tot het ver-
wijderen van de placenta en dus de bevalling van de
foetussen; wellicht om die reden blijft pre-eclampsie
één van de belangrijkste oorzaken van foetale en
maternale morbiditeit en mortaliteit wereldwijd, in
het bijzonder in ontwikkelingslanden.!

De systemische endotheeldisfunctie die kenmerkend
is voor pre-eclampsie, is vermoedelijk te wijten aan
een verstoorde balans tussen pro- en anti-angiogene
factoren.2.3 De placenta is de belangrijkste bron van
circulerende anti-angiogene factoren in zowel de nor-
male als de pre-eclamptische zwangerschap.3 Vooral
tijdens pre-eclampsie vormt de buitenste laag van de
placenta de syncytiotrofoblast genaamd zogenaamde
'knoppen’ die grote hoeveelheden van het anti-angio-
gene eiwit sFlt-1 bevatten.4 Deze syncytiéle knoppen
kunnen loslaten in de maternale circulatie. Vanaf dat
moment heten ze syncytiéle fragmenten en kunnen
ze vastlopen in de maternale organen.5.6 Een recente
studie toonde aan dat na hun afgifte, de circulerende
syncytiéle fragmenten transcriptioneel actief blijven
en waarschijnlijk zelfs dienen als een zelfstandige
bron van sFlt-1-eiwit in de maternale circulatie.4

Onze hypothese was dat tijdens pre-eclampsie de
productie van sFIt-1 vooral plaatsvindt in de syncy-
tiéle knoppen in de placenta en dat meer sFlt-1-be-
vattende syncytiéle fragmenten achterblijven in de
maternale longen. Om deze hypothese te testen, heb-
ben we eerst de expressie van sFlt -1 onderzocht in
zowel normale als preeclamptische placenta's. Ver-
volgens gebruikten we placenta- en foetusspecifieke
markers om de aanwezigheid van sFlt-1-bevattende
syncytiéle fragmenten in de longen van vrouwen met
pre-eclampsie en zwangere vrouwen in de controle-
groep te onderzoeken.

Materiaal en methode

Placenta's werden verkregen van patiénten met pre-
eclampsie’ (n = 32) en controlepatiénten (n = 37)
die bevielen in het Leids Universitair Medisch Cen-
trum (LUMC) van 2007 tot 2010. Alle vrouwen gaven
schriftelijk toestemming. Tevens werd obductiemate-
riaal verzameld van vrouwen die tijdens de zwanger-
schap overleden waren, via een landelijke zoektocht
met het Nederlandse PALGA systeem, een archief dat
alle pathologielaboratoria binnen Nederland omvat.8
Longmateriaal werd verzameld van negen pre-
eclampsie patiénten en 26 zwangere controlepatién-
ten. De controlepatiénten waren vrouwen die door
niet-hypertensieve aandoeningen tijdens de zwan-
gerschap waren overleden. De doodsoorzaak werd
bevestigd met behulp van de gegevens van de Audit-
commissie Maternale Sterfte van de NVOG. Deze stu-
die werd goedgekeurd door de ethische commissie
van het LUMC.

Kwantitatieve PCR werd uitgevoerd om het placenta
sFlt-1 mRNA te kwantificeren. Bovendien werd een in
situ hybridisatie uitgevoerd om de cellen in de pla-
centa te identificeren die sFlt-1 mRNA produceren.
Om de aanwezigheid van placentamateriaal in de
maternale longen te onderzoeken, werden de lon-
gen immunohistochemisch gekleurd voor de trofo-
blast-specifieke marker hCG. Als hCG-positieve syn-
cytiéle fragmenten waargenomen werden, werden
opeenvolgende coupes gekleurd voor Flt-1-eiwit om
te bepalen of deze syncytiéle fragmenten nog steeds
dit anti-angiogene eiwit bevatten.4 Een Y-chromo-
soom insitu-hybridisatie werd uitgevoerd op coupes
van longen van vrouwen die een mannelijke foetus
hadden gedragen, om te bepalen of de vermeende
syncytiotrofoblastfragmenten in de maternale longen
echt van foetale oorsprong waren.

Het aantal hCG-positieve syncytiéle fragmenten in de
longen werd geteld door twee onafhankelijke waar-
nemers. Als hCG-positieve meerkernige fragmenten
aanwezig waren, werden de opeenvolgende coupes
getest op de co-localisatie van hCG met Flt-1-eiwit en
het Y-chromosoom.
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Tabel 1

Pre-eclampsiegroep (n=9) Controlegroep (n=26)

Maternale leeftijd bij overlijden (jaren) 33,3 (4,6) 32,0 (5,2)
Overlijden postpartum (%) 100 42,3
AD bij geboorte (w)* 35,2 (3,0) 38,5(3,2)
Overlijden postpartum (u) 107,4 (157,2) 96,8 (180,0)
Overlijden tijdens zwangerschap (%) + 0 575
AD bij overlijden (w) - 22,3 (10,6)
Overlijden-obductie tijd (u) 19,7 (13,8) 25,7 (14,7)
Geslacht nageslacht
Man (%) 571 478
Vrouw (%) 42,9 52,2
Pariteit 0,7 (1,1) 1,0 (1,2)

Data zijn weergegeven als gemiddelden (standaard deviatie). * p<0,05 t p <0,01. AD: amenorroeduur.

Resultaten

Klinische gegevens

Placenta's van vrouwen met pre-eclampsie (n=32) en
zwangere controle-patiénten (n=37) werden onder-
zocht. De zwangerschapsduur van de vrouwen met
pre-eclampsie (gemiddeld 30,6 weken, SD 1,3 weken)
was significant lager dan van vrouwen in de con-
trolegroep (gemiddeld 39,6 weken, SD 1,7 weken,
p<0,05). Klinische gegevens van de vrouwen waar-
van de longen werden onderzocht zijn weergegeven
in tabel 1.

Verhoogde placenta sFit-1 mRNA-expressie in
pre-eclampsie

De sFlIt-1 mRNA-niveaus in de placenta's van patién-
ten met pre-eclampsie waren zes keer hoger dan in
de placenta's van de vrouwen in de controlegroep
(p<0,001). Bij de insitu-hybridisatie bleek dat veel
meer sFlt-1 mRNA werd waargenomen in de pla-
centa’s van patiénten met pre-eclampsie, met name
in de syncytiéle knoppen. Bovendien was het aantal
syncytiéle knoppen significant hoger in de placenta’s
van vrouwen met pre-eclampsie (p < 0,05).

De aanwezigheid van hCG-positieve fragmenten in
maternale longen is significant geassocieerd met
pre-eclampsie

HCG-positieve meerkernige fragmenten werden
waargenomen in de longen van zes van de negen
patiénten met pre-eclampsie in vergelijking met zes
van de 26 vrouwen in de controlegroep. De vrouwen
met pre-eclampsie hadden een beduidend hoger
aantal syncytiéle fragmenten per 100 mm?2 longweef-
sel (p <0,05). Syncytiéle fragmenten werden gevon-
den in de longen van controlepatiénten met een
zwangerschapsduur van 10 - 40 weken en bij de pati-
enten met pre-eclampsie met een zwangerschaps-

duur van 32-39 weken. Omdat de kortste zwanger-
schapsduur in de pre-eclampsiegroep 30 weken was,
hebben we een aparte analyse uitgevoerd waarbij
controlepatiénten met een zwangerschapsduur kor-
ter dan 30 weken werden uitgesloten. Het aantal
syncytiéle fragmenten bleef significant hoger in de
longen van patiénten met pre-eclampsie (p <0,05).
Syncytiéle fragmenten werden gevonden in patiénten
die tot 13 dagen postpartum waren overleden. Het
aantal fragmenten was niet geassocieerd met zwan-
gerschapsduur, leeftijd van de moeder of de ernst
van pre-eclampsie.

Syncytiotrofoblastfragmenten in de maternale long
behouden expressie van sFlt-1-eiwit

Kleuringen voor Flt-1 en hCG op opeenvolgende cou-
pes lieten zien dat deze eiwitten co-lokaliseerden in
de fragmenten. In de pre-eclampsie groep was 56%
van hCG-positieve fragmenten ook positief voor Flt-1,
daarentegen was in de controlegroep maar 26% van
de syncytiéle fragmenten positief voor het Flt-1-eiwit
(p<0,05).

Y-chromosoom insitu-hybridisatie: foetale oorsprong
Om te bevestigen dat de meerkernige syncytiéle
fragmenten in de maternale longen van placenta en
daardoor foetale oorsprong waren, voerden we een
Y-chromosoom insitu-hybridisatie uit op de longen
afkomstig van vrouwen die zwanger waren van een
mannelijke foetus. Met behulp van sequentiéle cou-
pes zagen we in de fragmenten in de maternale lon-
gen co-lokalisatie van het Y-chromosoom met zowel
hCG als Flt-1 (figuur 1).
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Discussie

Onze bevindingen laten zien dat de meerkernige frag-
menten in de maternale longen afkomstig zijn van de
syncytiotrofoblast en dat deze fragmenten nog steeds
het anti-angiogene eiwit sFlt-1 tot expressie brengen.
Syncytiéle knoppen die syncytiéle fragmenten wor-
den na vrijlating uit de placenta, zijn rijk aan sFlt-1
mRNA en eiwit, wat suggereert dat deze structuren
de belangrijkste plek zijn waar de sFlt-1 productie
plaatsvindt. De systemische verspreiding van deze
syncytiéle fragmenten werd bevestigd door de aan-
wezigheid van hCG-positieve meerkernige fragmen-
ten in de longen van zwangere vrouwen en boven-
dien was het aantal syncytiéle fragmenten significant
hoger in de longen van vrouwen met pre-eclampsie.
Co-lokalisatie van hCG met zowel het Y-chromosoom
als sFlt-1 laat zien dat deze fragmenten van foetale
oorsprong zijn en dat deze fragmenten sFlt-1 bevat-
ten, zelfs na hun loslating van de placenta.

Onze bevinding dat syncytiéle knoppen de primaire
plaats in de placenta zijn waar de productie van
sFlt-1 mRNA plaatsvindt, is in overeenstemming met
eerdere waarnemingen waaruit bleek dat de syncy-
tiéle knoppen het meeste sFlt-1-eiwit bevatten, en
dat deze knoppen veel meer aanwezig zijn tijdens
pre-eclampsie.4.9 Syncytiéle knoppen komen gemak-
kelijk los van de placenta en circuleren dan als syn-
cytiéle fragmenten in het maternale bloed.4 Het is
bekend dat circulerend placentamateriaal hoogst-
waarschijnlijk afkomstig van de syncytiotrofoblast in
maternale organen terecht kan komen, met name in
de longen.> Met behulp van co-lokalisatie van hCG
met het Y chromosoom, hebben we laten zien we dat
de meerkernige fragmenten in de maternale longen

Figuur 1. De linker kolom toont een placenta van een
patiént met pre-eclampsie, en de middelste en rechter
kolommen geven de longen weer van twee patiénten met
pre-eclampsie die zwanger van een mannelijke foetus. De
verschillende kleuringen zijn horizontaal weergegeven.
Subpanels a-c laten zien dat binnen de pre-eclampsie
placenta hCG (a) en Flt-1 (b) eiwitten het meest overvloedig
aanwezig in de syncytiéle knoppen (pijlpunten). De
Y-chromosoom-insitu-hybridisatie (c) toont de aanwezig-
heid van het Y-chromosoom in de kernen (zichtbaar als
rode puntjes). Subpanels d en g tonen de aanwezigheid
van hCG-positieve fragmenten (pijlen) in de longen van
twee patiénten met pre-eclampsie. Subpanels e en h tonen
de Flt-1-kleuring in coupes die volgen op panel d en g,
respectievelijk. Deze beelden tonen dat binnen de
maternale longen, hCG-positieve fragmenten nog steeds
Flt-1-eiwit bevatten. De volgende opeenvolgende coupes
werden gebruikt om Y-chromosoom-insitu-hybridisatie
(subpanels f en i) uitvoeren, en te zien is dat het Y-chromo-
soom co-lokaliseert met het hCG- en Flt-1 eiwit (pijlen).

inderdaad afkomstig zijn van de syncytiotrofoblast.
Bovendien bevatten deze placenta-fragmenten in de
maternale longen nog steeds het sFlt-1-eiwit. Patién-
ten met pre-eclampsie bleken veel meer syncytiéle
fragmenten in hun longen te hebben dan de zwan-
gere controlepatiénten. Tijdens zowel pre-eclampsie
als een normale zwangerschap, is de placenta de
belangrijkste bron van sFlt-1. Echter, eerder onder-
zoek heeft aangetoond dat ongeveer 25% van de
totale sFlt-1-productie afkomstig is van de syncytiéle
fragmenten.4 Geschat wordt dat tegen het einde van
de zwangerschap ongeveer 3 gram placentamateriaal
per dag in de maternale circulatie terechtkomt (en
dus in de maternale longen).10 Om deze reden mag
de cumulatieve hoeveelheid van deze circulerende
fragmenten - en hun relatieve bijdrage aan de totale
sFlt-1-productie niet worden onderschat.

De longen van de vrouwen met pre-eclampsie bevat-
ten significant meer sFlt-1-positieve syncytiéle frag-
menten dan de longen van zwangeren in de contro-
legroep. Deze waarneming ondersteunt het idee dat
pre-eclampsie is geassocieerd met zowel een toege-
nomen aantal circulerende syncytiéle fragmenten
als met verhoogde sFlt-1-expressie in deze fragmen-
ten. Door het tot expressie brengen van sFlt-1, kun-
nen deze fragmenten bijdragen aan de endotheel-
disfunctie die kenmerkend is voor pre-eclampsie.
Deze bevinding komt ook overeen met de observatie
dat pre-eclampsie placenta’s veel meer sFlt-1-posi-
tieve syncytiéle knoppen bevatten in vergelijking met
placenta’s van ongecompliceerde zwangerschappen.

De aanwezigheid van syncytiéle fragmenten in
maternale organen - vooral in de eerste stadia van
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de zwangerschap - kan een belangrijke rol spelen bij
de ontwikkeling van de immuuntolerantie. Al vanaf
een amenorroeduur van 10 weken zagen we syncy-
tiéle fragmenten in de maternale longen. Omdat pre-
eclampsie zich zelden presenteert voor 20 weken
zwangerschap’, kon de aanwezigheid van syncyti-
ele fragmenten vroeg in de zwangerschap niet wor-
den onderzocht in de longen van vrouwen met pre-
eclampsie. Echter, we vonden syncytiéle fragmenten
in de longen van vrouwen met pre-eclampsie vanaf
een amenorroeduur van 32 weken en andere groe-
pen hebben laten zien dat trofoblastfragmenten
al tijdens eerdere stadia van pre-eclampsie in het
maternale bloed te vinden zijn.10 Samenvattend zijn
syncytiéle fragmenten vroeg tijdens de zwangerschap
aanwezig, en hebben wij en anderen!l een sterke
associatie gevonden tussen de verhoogde afgifte van
syncytiéle fragmenten en pre-eclampsie. We kunnen
dus vermoeden dat afgifte van syncytiéle fragmenten
in de maternale circulatie een vroege gebeurtenis is
in de pathogenese van pre-eclampsie. De relatieve
bijdrage van de sFlt-1-productie in deze fragmenten
in vroege zwangerschap is echter nog onduidelijk.

De aanwezigheid en persistentie van foetale cellen
in maternale organen kan ook zowel de korte- als
langetermijngezondheid van de moeder na de beval-
ling beinvloeden. Syncytiéle fragmenten die achter-
blijven in de maternale longen kunnen verder uit-
eenvallen. Deze sFlt-1-geladen deeltjes zouden via de
circulatie wellicht kunnen bijdragen aan de systemi-
sche endotheeldisfunctie. Tot 13 dagen postpartum
vonden we hCG-positieve syncytiéle fragmenten in
de maternale longen. Deze bevinding suggereert dat
de syncytiéle fragmenten betrokken zouden kunnen
zijn bij de postpartumcomplicaties die geassocieerd
zijn met pre-eclampsie. De symptomen van pre-
eclampsie verdwijnen meestal snel na de bevalling,
tegelijk met daling van sFlt-1-niveaus.12 Echter, in een
subgroep van vrouwen, kunnen de symptomen en
complicaties van pre-eclampsie aanhouden of aan-
wezig blijven tot enkele dagen na de bevalling. Syn-
cytiéle fragmenten blijven minstens tot 48 uur na de
bevalling transcriptioneel actief, en uit schattingen
blijkt dat tijdens de zwangerschap 25% van het cir-
culerende sFIt-1 afkomstig is van circulerende syncy-
tiéle fragmenten.4 Dit suggereert dat deze fragmen-
ten een belangrijke rol zouden kunnen spelen bij de
postpartum complicaties van pre-eclampsie.

Op de lange termijn, kan het vrijkomen van vitale
cellen uit de placenta leiden tot chimerisme. Foetale
cellen kunnen tot decennia na een bevalling in het
bloed en de organen van de moeder worden terug-
gevonden.13.14 Omdat achtergebleven foetale cellen
stamcelachtige eigenschappen hebben', kan wor-
den vermoed dat deze cellen de gezondheid van de
moeder kunnen beinvloeden tot tientallen jaren na
de zwangerschap.

In onze studie zijn de placenta’s en het longweef-
sel niet van dezelfde vrouwen verkregen. Het zou
daarom kunnen dat de vrouwen van wie de longen
werden onderzocht een ernstigere vorm van pre-
eclampsie doormaakten dan de vrouwen van wie
de placenta is onderzocht. Hierdoor konden we de
placenta-sFlt-1-productie niet correleren aan de sFlt-
1-expressie in de syncytiéle fragmenten in de mater-
nale longen. In de toekomst zou een diermodel kun-
nen worden gebruikt om te onderzoeken wat de
associatie is tussen placenta-sFlt-1-productie en syn-
cytiéle fragmenten in de longen.

Concluderend hebben we aangetoond dat meer-
kernige fragmenten in de maternale longen afkom-
stig zijn van de syncytiotrofoblast, dat hun aanwezig-
heid significant geassocieerd is met pre-eclampsie en
dat deze fragmenten nog steeds het anti-angiogene
eiwit sFlt-1 tot expressie brengen. Verdere studies zijn
nodig om de relevantie en de relatieve bijdrage van
trofoblastcellen aan de gezondheid van de moeder te
bepalen.
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Samenvatting

Pre-eclampsie wordt gekenmerkt door grote hoeveel-
heden van de anti-angiogene factor sFlt-1 in serum,
beschouwd als een belangrijke mediator van de
systemische verschijnselen van pre-eclampsie, en
door toegenomen afgifte van multinucleaire pla-
centafragmenten in de maternale circulatie. Het is
echter nog onduidelijk of deze placentafragmenten
transcriptioneel actief blijven in de organen van de
zwangere en op deze manier bijdragen aan de sys-
temische manifestaties van pre-eclampsie. In pla-
centa's van vrouwen met pre-eclampsie vonden we
dat in de syncytiotrofoblast, en specifiek ter plaatse
van de vorming van de multinucleaire fragmenten,
de expressie van de anti-angiogene factor sFlt-1
significant verhoogd was. Daarna bestudeerden we
de aanwezigheid van placentaweefsel in de longen
van pre-eclampsiepatiénten en zwangere patiénten
ter controle. Hiervoor werd obductiemateriaal ver-
zameld via de landelijke database van het Neder-
landse Pathologie Register (PALGA) van 11 vrouwen
met pre-eclampsie en 26 normotensieve zwangeren
ter controle. Klinische gegevens van deze vrouwen
werden achterhaald via de Auditcommissie Maternale
Sterfte van de NVOG. In de longen van vrouwen met
pre-eclampsie vonden we significant meer multinu-
cleaire syncytiotrofoblastfragmenten in vergelijking
met de zwangeren in de controlegroep. Tevens bevat-
ten deze fragmenten, na vastlopen in de maternale
long, nog steeds de anti-angiogene factor sFlt-1. Deze
bevindingen suggereren dat deze placentafragmenten
- via sFlt-1-expressie - in de moeder zouden kunnen
bijdragen aan de systemische endotheeldisfunctie die
kenmerkend is voor pre-eclampsie.

Trefwoorden
Pre-eclampsie, placenta, long, sFlt-1, endotheel
schade

Summary

Preeclampsia is associated with an excessive shed-
ding of placenta-derived multinucleated syncytial
aggregates into the maternal circulation. However,
it remains unclear whether these aggregates are
transcriptionally active in the maternal organs and
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can therefore contribute to the systemic manifesta-
tions of preeclampsia. Using human placental tissue,
we found that these syncytial aggregates are the
principal site of expression of the anti-angiogenic fac-
tor sFlt-1 that has been pathogenically linked to the
disease's signs and symptoms. In addition, in autopsy
material obtained from women with preeclampsia
(n=9), we observed significantly more placenta-
derived syncytial aggregates in the lungs than in
control subjects (n=26). Importantly, these placental
aggregates still contained anti-angiogenic factors
following their entrapment in the maternal lungs,
suggesting that the transfer of syncytial aggregates

to the maternal compartment may contribute to the
systemic endothelial dysfunction that characterizes
preeclampsia.
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damage
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