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Zusammenfassung

Einleitung

COVID-19 (Corona Virus Induced Disease-19), verursacht durch das SARS-CoV-2-
Coronavirus, kann in der Schwangerschaft schwerwiegende Folgen haben. Daher wurde
seit 2022 fur Frauen im gebarfahigen Alter und Schwangere eine Impfung mit modRNA-
Impfstoffen je nach Immunstatus empfohlen. Bislang liegen jedoch nur vorlaufige Daten zur
transplazentaren Ubertragung des Virus und der modRNA aus genetischen Impfstoffen vor.

Methoden

Die Studienpopulation umfasste 106 Frauen, die zwischen November 2020 und Oktober
2022 in der Abteilung fur Geburtshilfe und Gynékologie des Universitatsklinikums Wurzburg
entbunden haben. Zusétzlich zu den medizinischen Daten und der Impfgeschichte wurde
eine immunhistochemische Untersuchung der Plazenta mit Antikérpern gegen SARS-CoV-
2-Spike- und Nukleokapsidproteine durchgefiihrt. Als Proof of Concept wurde die RNA-
Detektion in positiven Plazentageweben mittels RNAscope-in-situ-Hybridisierung
nachgewiesen.

Ergebnisse

Insgesamt erhielten 87 % der Teilnehmerinnen mindestens eine Impfdosis gegen SARS-
CoV-2, und 56 Frauen (42 geimpfte, 14 nicht geimpfte) erkrankten an COVID-19.
Insgesamt wurden 31 Plazenten positiv auf das Spike-Protein getestet. Spike-positive
Zellen waren Uberwiegend Hofbauer-Zellen und Trophoblasten. In drei Féllen von
geimpften und anschliel3end infizierten Frauen wurde eine zusétzliche Nukleokapsid-
Farbung festgestellt, jedoch gab es keinen signifikanten Unterschied im Farbungsmuster in
Korrelation zum Impf-/COVID-19-Status. Interessanterweise fanden wir in den untersuchten
Proben keine virale RNA, aber wir
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konnten eine positive In-situ-Hybridisierung von BNT162b2 und S-kodierender mRNA-1273 in
zwei einzelnen Proben zeigen.

Diskussion

Das Spike-Protein von SARS-CoV-2 wurde nach Infektion und Impfung in Hofbauer- und
Trophoblastenzellen der Plazenta sowie im Endothel der Zotten nachgewiesen, was auf
einen mdglichen transplazentaren Transfer oder eine moégliche transplazentare Aufnahme
hindeutet. Diese Ergebnisse konnten auf ein Potenzial fir einen transplazentaren Transfer
oder eine zellulare Aufnahme hindeuten; das Ausmaf3, die Mechanismen und die klinische
Bedeutung dieses Phanomens sind jedoch noch nicht vollstéandig geklart.

Registrierung der klinischen Studie: DRKS00022506.

1. Einleitung

Im Méarz 2020 wurde von der WHO eine COVID-19-Pandemie (Corona Virus Induced
Disease-19) ausgerufen[1], deren Ursache das Coronavirus SARS-CoV-2 is{2] . Die
Symptome waren Uberwiegend mild und umfassten Fieber, Husten, Halsschmerzen,
Kopfschmerzen, Schnupfen und Muskelschmerzen[3, 4] . Unter bestimmten Umstanden
wurde jedoch ein sekundéres akutes Auftreten schwerer Verlaufe (hyperallergische
Reaktionen;5—7]) beobachtet, die eine intensive medizinische Behandlung erforderlich
machten und sogar zum Tod fiithrten. [8]

In einer Metaanalyse waren die haufigsten Symptome bei Schwangeren leicht und
umfassten Fieber, Husten und Dysfioe[9, . Im Vergleich zu negativen
Kontrollen wurden bei Plazenten von Mittern mit COVID-19-Diagnose seltene
pathologische Auswirkungen beobachtet[11]. Eine Ubersichtsarbeit, die den klinischen
Verlauf von COVID-19 in der Schwangerschaft im Jahr 2020 zusammenfasst, kam zu dem
Schluss, dass das Risiko einer schweren COVID-19-Erkrankung wéahrend der
Schwangerschatft fur die Mutter nicht grof3er war als fur die Allgemeinbevélkerung und dass

die Erkrankung keinen Einfluss auf den Ausgang fiir das Neugeborene hatte[12] .
Allerdings wurde in einer anderen Datenerhebung ein erhﬁrrli%s_ﬁ' iko fur schwere
Erkrankungen festgestellt, die bei Schwangeren haufiger zu Intensivaufenthalten und
ECMO-Therapie (extrakorporale Membranoxygenierung) fuhren. _ _ . Darlber hinaus
scheinen schwangere Frauen mit COVID-19 ein héheres Risiko fur
Schwangerschaftskomplikationen wie Praeklampsie zu haben[16] . Auf Seiten des Fotus
wurden 2021 mehr Frithgeburten und neonatale Morbiditaten gemeldet[17] und spéater
wurde beschrieben, dass COVID-19 in einigen Fallen zu Endothelschédden und einem
héheren Risiko fiir Thrombosen und Embolien fihren kann. [18]

Die Plazenta spielt eine entscheidende Rolle als Barriere fiir die Ubertragung von
Infektionen der Mutter auf den Fotus. Auf der Seite des Fotus besteht sie aus
Chorionzotten, die aus Zytotrophoblastenzellen (CTB) und dem Synzytiotrophoblasten
(STB) gebildet werden[19] . Innerhalb der Chorionzotten gibt es eine spezifische Form von
unreifen Makrophagen fotalen Ursprungs, die Hofbauer-Zellen [20]

Die Wahrscheinlichkeit einer Ubertragung von SARS-CoV-2 von der Mutter auf den
Fotus ist sehr gering[21—23] , und in den meisten Fallen von RT-PCR-identifizierten SARS-
CoV-2-infizierten Schwangeren waren die Plazenten RT-PCR-negativ{24]. In drei Fallen
von RT-PCR-positiven Plazenten von Schwangeren mit SARS-CoV-2-RT-PCR-positiven
Nasenabstrichen (zwei ohne Symptome und eine mit leichten COVID-19-Symptomen)



Symptomen) wurde RNA von SARS-CoV-2 im Plazentagewebe unter Verwendung von Antisense-RNA-Sonden bestatigt, aber nur in
einem von drei Fallen zeigte die Hybridisierung mit der Sense-Sonde eine Virusreplikation im STB in geringen Mengen[25] . Andere
Untersuchungen zeigten Virus-RNA und/oder Spike-Protein in der Plazenta, aber die Auswirkungen auf den fétalen Kompartiment
schienen V?E%a; assigbar zu sein.

Innerhalb kiirzester Zeit wurden verschiedene Impfstoffe gegen das SARS-CoV-2-Virus entwickelt, deren Schwerpunkt auf dem
Spike-Protein von SARS-CoV-2 als Antigen liegt. Das Hauptprinzip der neuen Art von genetischen Impfstoffen
(Definition nach dem Paul-Ehrlich-Institut) in Deutschland war eine Kombination aus basenmodifizierter mRNA (modRNA) innerhalb
einer Lipid-Nanopartikel-Hille[3 1], hier Comirnaty (Pfizer/BioNTech) und Spikevax (Moderna).

Obwohl die genetischen COVID-19-Impfstoffe wahrend unserer Studie nicht vollstandig fir schwangere Frauen zugelassen
waren, wurde die mRNA-Impfung Anfang 2022 von der EMA[32]und sogar schon friiher, ab September 2021, von der deutschen
,Standigen Impfkommission (STIKO){33]fur Frauen im zweiten Schwangerschaftstrimester empfohlen. Diese Empfehlung basierte
auf der Annahme, dass eine Schwangerschaft selbst ein Risikofaktor fiir einen schweren Verlauf darstellt{34] . Dariiber hinaus gab
es Hinweise auf eine transplazentare Ubertragung von durch den Impfstoff induzierten Anti-Spike-Antikérpern[35, 36] , von denen
eine schutzende Wirkung fur das Neugeborene angenommen wurde. Keine offiziellen Daten aus Registerstudien deuten auf einen
Nachteil der Impfung in der Schwangerschaft zu diesem Zeitpunkt hin[37], was spéter in einer Metaanalyse bestétigt wurde[38] .
Infolgedessen und aufgrund intensiver Marketingkampagnen und mehrerer Einschrankungen im taglichen Leben, darunter der
Zugang zu Krankenh&usern und KreiRsalen fiir Personen, die nicht gegen SARS-CoV-2 geimpft waren[39] , stiegen die Impfquoten
von schwangeren und stillenden Frauen deutlich an, erreichten jedoch nicht die
Prozentsatze der Gesamtbevolkerung[40] . Dies geschah trotz der Tatsache, dass zu diesem Zeitpunkt keine Daten Uiber eine
mogliche Ubertragung des Impfstoffs oder des Spike-Proteins durch die Plazenta verfiigbar waren. Nach der Rekrutierung unserer
Teilnehmerinnen wurde in einem In-vitro-Modell die aus dem Impfstoff stammende modifizierte mMRNA vom Plazentagewebe
aufgenommen, allerdings ohne nachweisbare Wirkung. [41]

Eine aktuellere Ubersicht von Zhong C et al. 2024[4 2] fasste die damals begrenzten Daten zum Transfer von Impfstoff-RNA in
die Plazenta in vivo zusammen. In einem Mausmodell zeigten Chen und Kollegen, dass mRNA-1273 innerhalb einer Stunde nach
intramuskulérer Injektion in trachtige Mause die Plazenta passieren kann[43] . In einem Forschungsbrief der Gruppe von Monica
Hannah[44] wurden zwei Félle beschrieben, in denen Impfstoff-RNA in den Zotten menschlicher Plazenten nachgewiesen wurde.
Beide Mitter hatten kurz vor der Entbindung (2 bzw. 10 Tage zuvor) ihre letzte von 2-4 RNA-Impfungen erhalten. Die RNA war mittels
PCR und RNAScope-basierter In-situ-Hybridisierung nachweisbar, wahrend das Spike-Protein nur in einer der Plazenten mittels
Western Blot nachweisbar war.

In unserer Studie wollten wir herausfinden, ob das Spike-Protein in Plazenten von Frauen nachgewiesen werden kann, die
entweder wahrend der Schwangerschaft an COVID-19 erkrankt waren oder gegen COVID-19 geimpft worden waren oder beides, und
zwar mittels Immunhistochemie. Bei positiven Féllen wollten wir auRerdem feststellen, ob sich das Spike-Protein auf der mutterlichen
oder der fetalen Seite befand — Letzteres bestétigte, dass das Spike-Protein und/oder die genetische Information des Virus oder der
Impfstoffe die mtterlich-fetale Grenze passieren konnten. Und schlief3lich war es von Interesse, ob die aus den Impfstoffen
stammende modRNA in unserer Kohorte in der Lage war, das Plazentakompartiment zu erreichen und mit Spike-Protein-positiven
fetalen Zellen im Plazentagewebe zu korrelieren.

2. Materialien und Methoden
2.1. Beschreibung der Studienteilnehmer

Die hier untersuchte Studienpopulation war Teil der GeZeCO-Studie[45]und umfasste Frauen, die zwischen November 2020 und
Oktober 2022 in der Abteilung fur Geburtshilfe und Gynékologie des Universitatsklinikums Wurzburg entbunden hatten. Die Studie
entsprach der Deklaration von Helsinki und wurde von der Ethikkommission der Universitat Wiirzburg (Nr. 70/20 Anderung)
genehmigt. Alle Teilnehmerinnen erhielten mundliche und schriftliche Informationen und erkléarten sich mit ihrer schriftlichen
Einverstandniserklarung zur Teilnahme bereit. Wir verwendeten die folgenden Einschlusskriterien: ausreichendes Plazentagewebe
von Frauen mit entweder dokumentiertem symptomatischem COVID-19 oder die mindestens eine Impfung gegen COVID-19 mit
oder ohne anschlielende COVID-19-Erkrankung erhalten hatten.



Von den 106 hier analysierten Fallen waren 14 nicht gegen COVID-19 geimpft, wurden jedoch anhand ihrer Symptome und eines
SARS-CoV-2-Genom-RT-PCR-Tests mit dieser Krankheit diagnostiziert. Alle anderen erhielten mindestens eine Impfung mit
einem COVID-19-Impfstoff (sieheTable 1)und hatten anschlieRend entweder eine symptomatische, durch RT-PCR bestatigte
SARS-CoV-2-Diagnose (n = 42) oder symptomatische Atemwegserkrankungen mit negativem RT-PCR-Test (n = 20). Die Ubrigen
geimpften Teilnehmerinnen zeigten wahrend der Schwangerschaft keine Anzeichen einer Infektion (n = 30). Schwangere Frauen
ohne Impfung gegen SARS-CoV-2 und ohne COVID-19-Diagnose oder mit unzureichenden Plazenta-Proben wurden aus dieser
Analyse ausgeschlossen.

Die an der Studie teilnehmenden Frauen brachten ihre Kinder zwischen der 35. und 42. Schwangerschaftswoche zur Welt.
Insgesamt gab es 101 Einlings- und 5 Zwillingsschwangerschaften. Bei den neonatologischen Ergebnissen und Plazenta-
Analysen wurde nur das erste Baby berucksichtigt. Das durchschnittliche Geburtsgewicht der Neugeborenen betrug 3441,0 g
(+513,8 g [SD]). Die minimalen/maximalen APGAR-Werte betrugen 1/10 (Mittelwert 8,89 + 1,29) nach einer Minute, 6/10 (Mittelwert
9,66 + 0,77) nach 5 Minuten und 8/10 (Mittelwert 9,85 + 0,45) nach 10 Minuten. Der pH-Wert der Nabelarterie betrug 7,26 (+0,06),
der Basentiiberschuss (BE) lag bei —4,55 (+2,77) mmol/l. Der pH-Wert der Nabelvene betrug 7,35 (+0,06). { Table 2)

2.2. Probenentnahme und Immunhistochemie

Die Plazenta-Proben wurden direkt nach der Entbindung entnommen. Unter sterilen Bedingungen wurden Wiirfel von jeweils 1 cm aus
dem zentralen und peripheren Teil der Plazenta geschnitten, in sterile Mikrordhrchen verpackt, in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei

-80°C

Da Antikdrper gegen das Spike-Protein (kaninchenpolyklonal, ProSci #9083) und das Nukleokapsidprotein (mausmonoklonal,
Pros-Sci #35—720) von SARS-CoV-2 sowie In-situ-Hybridisierungssonden (siehe 2.3.) fur Paraffinschnitte spezifiziert waren,
wurden die Gewebeproben auf Paraffin Ubertragen. Dazu wurden die gefrorenen Gewebe Uber Nacht auf —20 °C temperiert, 30
Minuten lang auf 4 °C aufgetaut, anschlieRend 24 Stunden lang in 8 % Formalin (gepuffert in PBS/Dulbeccos) fixiert und
schlielich im Institut fiir Pathologie der Universitéat Wirzburg mittels routineméaRiger automatisierter Dehydratisierung und
Einbettung in Paraffinblocke eingebettet.

Paraffinblécke wurden in 2-um-Schnitte geschnitten, auf Objekttrager (Superfrost, Langenbrink, Emmendingen, Deutschland)
aufgebracht und tGber Nacht bei Raumtemperatur (RT) getrocknet. Die Schnitte wurden zweimal mit Xylol entwachst und in einer
abgestuften Reihe von Ethanol und destilliertem Wasser (DW) rehydriert. Zur Antigen-Demaskierung wurden die Objekttrager 3
x 5 Minuten lang in einem 10 mM Natriumcitratpuffer (pH 6,0) vorbehandelt (Mikrowelle; 750 W/s) und anschlieRend griindlich
in DW gewaschen. Endogenes

Tabelle 1. In unserer Kohorte fur die Impfungen verwendete Substanzen im Zusammenhang mit dem
Auftreten von COVID-19 wahrend der Schwangerschaft.

Art des Impfstoffs (Gesamtzahl der Injektionen) COVID-19 wahrend der Schwangerschaft
Nein Ja
1. Injektion Comimaty (n=71) 42 29
(n=92) Spikevax (n= 11) 4
Vaxzevria (n = 9) 4

Janssen (n=1)

2. Injektion Comirnaty (n = 74) 43 31
(n=83) Spikevax (n = 8) 3 5

Vaxzevria (n = 1)

3. Injektion Comirnaty (n = 49) 24 25
(n=49
4. Injektion (n Comirnaty (n = 1) 0 1

:]_)

al




Tabelle 2. Geburtshilfliche und neonatologische Merkmale in Bezug auf Impfungen und/oder COVID-19.

Parameter Nur COVID-19 Geimpft, keine Erkrankung Geimpft und Geimpft und P-Wert*
(n=14) (n=30) COVID-19 Atemwegserkrankungen
(n=42) Erkrankungen
(n =20)
Mittelwert SD Mittelwert SD Mittelwert SD Mittelwert SD
Schwangerschaftswoche 39,8 1,8 39,7 1,4 40,1 1,6 39,7 15 0,60
Geburtsgewicht (kg) 3,465 0,528 3,289 0,496 3,503 0,475 3,523 0,595 0,28
APGAR (1 Min.) 8,71 0,73 9,10 0,92 8,88 1,45 8,70 1,69 0,23
APGAR (5 Min.) 9,43 0,94 9,77 0,57 9,69 0,75 9,60 0,94 0,54
APGAR (10 Min.) 9,86 0,36 9,83 0,46 9,86 0,47 9,85 0,49 0,96
pH-Wert der 7,25 0,06 727 0,05 7,26 0,07 7,28 0,06 0,35
Nabelarterie
pH-Wert der 7,33 0,07 7,35 0,05 7,34 0,06 7,37 0,05 0,313
Nabelschnurvene
Baseniiberschuss (mmol/l) —5,12 3,14 —4,10 2,64 —522 2,42 —3,38 3,10 0,053

* p-Wert geman Kruskal-Wallis-Test

Die Peroxidaseaktivitat wurde mit 3 %igem Wasserstoffperoxid in Methanol fir 10 Minuten bei Raumtemperatur blockiert, die
Objekttrager wurden dann in DW gewaschen und mit PBS/Dulbeccos auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt. Eine mdgliche
unspezifische Antikdrperbindung des Gewebes wurde vor der Anwendung spezifischer Antikdrper mit FC-Blockierungsreagenz
(Innovex Biosciences) fur 20 Minuten bei Raumtemperatur blockiert. Die priméren Antikodrper fur die Immunhistochemie sind in
Tabelle 3 zusammengefasst.

Die Schnitte wurden Uber Nacht bei 4 °C mit den jeweiligen Primarantikérpern oder unspezifischen Negativkontrollantikdrpern
(beide von DAKO) inkubiert, die in ,Verdiinnungsreagenz® (DAKO) verdiinnt waren, mit PBS gewaschen und mit dem
entsprechenden Sekundérantikdrper (Anti-Maus/HRP oder Anti-Kaninchen/HRP, DAKO, gebrauchsfertig) 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Peroxidaseaktivitat wurde mit dem DAB(Diaminobenzidin)plus-Substrat-Kit (DAKO) 5-10 Minuten lang
unter mikroskopischer Kontrolle entwickelt, was zu einer braunen Farbung fiihrte. Fir die doppelte Immunhistochemie auf dem
Ventana Discovery XT-Objekttrager-Farbegerat (Roche Ven-tana) wurden die Spike-positiven Schnitte mit dem Ventana-
Reaktionspuffer gewaschen und anschlieBend 30 Minuten lang bei Raumtemperatur in einer befeuchteten Atmosphéare mit dem
Anti-CD68-Antikorper inkubiert. AnschlieRend wurden die Objekttrager 30 Minuten lang bei Raumtemperatur mit dem Zytochem
Plus (AP) Polymer-Anti-Maus-Antikdrper (ZUCO077, Zytomed) inkubiert und mit dem Ventana-Reaktionspuffer gewaschen. AP-Rot
(ZUC001, zytomed) wurde gemaf dem Protokoll des Herstellers 10 Minuten lang entwickelt, anschlielend wurden die Schnitte
grundlich in destilliertem Wasser gewaschen. Die Gewebe wurden mit Hamatoxylin und Eosin (HE) gegengefarbt, in abgestuftem
Alkohol bis Xylol fixiert, mit Vitroculd (Langenbrink) eingebettet und unter einem Lichtmikroskop (Othoplan, Leica, Deutschland)
analysiert.

Positive Kontrollproben wurden parallel gefarbt, wie ausfiihrlich unter[46] beschrieben. Als negative Kontrollproben dienten vor
2018 entnommene Plazentagewebe. Die Histologie und Farbung wurden von zwei unabhéngigen Beobachtern (UK und MM) bewertet.

Tabelle 3. Fir die Immunhistochemie verwendete Priméarantikorper.

Zielantigen Lieferant Klon/Nr. Spezies Verdinnung
SARS-CoV-2 Spike-Untereinheit 1 ProSci 9083 Kaninchen 1:500
SARS-CoV-2-Nukleokapsid ProSci 35-720 Maus 1:500

CD68 (Monozytenmarker) DAKO PG-M1 Maus 1:100
Negativkontrolle Maus DAKO GA750 Maus Gebrauchsferti
Negativkontrolle Kaninchen DAKO GA600 Kaninchen gebrauchsferti
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2.3. RNAscope-Assays

Der In-situ-Nachweis von mRNA, die entweder aus dem SARS-CoV-2-Virus oder aus den RNA-Impfstoffen stammt, wurde an
ausgewahlten Paraffingewebeschnitten, die sich mittels Immunhistochemie als positiv erwiesen hatten, mit dem RNAscope-Assay
gemaf den Anweisungen des Herstellers (ACD, Bio-Techne Ltd, Minneapolis, MN, USA) durchgefihrt. Hier wurden spezifische
Sonden fur die Spike-RNA-Sequenz des SARS-CoV-2-Wuhan-Stamms (RNAscope-Sonde V-nCoV2019-S Wuhan #848561-C1) oder
Pfizer/Biontech Comirnaty (RNA-scope Probe BNT162b2-C1 #1104241-C1) oder fir Spikevax (RNAscope Probe S-encoding-mRNA-
1273-C1 #1104251-C1) wurden auf aufeinanderfolgenden Schnitten von Plazentagewebe angewendet. Der Nachweis der
amplifizierten RNA erfolgte mit dem RNA-scope® 2.5 High Definition(HD) — RED Assay #322350s. Die Zellkerne wurden mit
Hamatoxylin gegengefarbt und die Bilder wurden mit einem Lichtmikroskop (Leica, Deutschland) aufgenommen.

2.4. Datenanalyse und Statistik

Die Werte werden als absolute Zahlen oder Prozentsétze sowie als Mittelwerte mit Standardabweichungen (SD) dargestellt. Zur
Erstellung von Tabellen und zur Durchfuhrung statistischer Analysen wurde die Software IBM SPSS Statistics 28.0 verwendet.
Mann-Whitney-U-Test,

Kruskal-Wallis-Test und Pearson-Chi-Quadrat-Test durchgefihrt, wobei p-Werte von 0,05 als statistisch signifikant angesehen
wurden. Fir die Grafiken wurde GraphPad Prism 9.5.1 verwendet.

3. Ergebnisse
3.1. COVID-19-Impfstatus

Insgesamt erhielten 92 der 106 (87 %) Frauen mindestens eine Dosis des Impfstoffs gegen SARS-CoV-2. Von diesen gab eine
Frau vier Impfungen mit Comirnaty an (2 vor der Schwangerschaft, 2 im zweiten Trimester), 49 erhielten drei Impfungen (2
Basisimpfungen und eine Auffrischungsimpfung), wobei neun die Auffrischungsimpfung vor der Schwangerschaft, funf im ersten,
30 im zweiten und funf im dritten Trimester erhielten. Von den 33 Frauen mit zwei Impfungen erhielten neun die zweite Impfung im
dritten, sieben im zweiten und drei im ersten Trimester. Eine Frau gab das Datum der zweiten Impfung nicht an, und 13 hatten
beide Impfungen vor der Schwangerschaft erhalten. Von den neun Frauen, die nur eine Impfung erhalten hatten, waren sechs vor
der Schwangerschaft geimpft worden, zwei im ersten und eine im dritten Trimester. Die fur die Impfung verwendeten Substanzen
sind in Tabelle 1 (und im Anhang) zusammengefasst.

S1 Tabl )

3.2. Geburtshilfliche Merkmale in Bezug auf Impfstatus und/oder COVID-19-Status

Von den 92 geimpften Frauen litten 42 (45,6 %) an einer aufeinanderfolgenden COVID-19-Erkrankung und wurden mittels RT-PCR-
Test als SARS-CoV-2-positiv bestatigt, vier (4,3 %) berichteten Uber typische Symptome von COVID-19 ohne positive Tests, 16
(17,4 %) berichteten Uber eine gewdhnliche Erkaltung und 30 (32,6 %) hatten wahrend der Schwangerschaft keine
symptomatischen Infektionskrankheiten. Es gab keine Unterschiede in den oben beschriebenen geburtshilflichen klinischen Daten
(vergleiche Table 2)

3.3. COVID-19 und Krankheitssymptome in der Schwangerschaft

Von den 56 Patientinnen (42 geimpft, 14 nicht geimpft), die wahrend der Schwangerschaft an COVID-19 erkrankten, infizierten sich
funf (8,9 %) im ersten Trimester, 22 (39,3 %) im zweiten Trimester und 24 (42,8 %) im dritten Trimester. Drei (5,3 %) Patientinnen
machten keine Angaben zum Schwangerschaftsstadium ihrer COVID-19-Erkrankung. Bei zwei gegen SARS-CoV-2 geimpften Frauen
wurde sowohl im zweiten als auch im dritten Trimester zweimal COVID-19 diagnostiziert. Alle Patientinnen wurden in einem
Fragebogen zu den typischen COVID-19-Symptomen befragt; die Ergebnisse sind in den Abbildungen 1 und 2 zusammengefasst.
Mit einer Ausnahme gab es keine signifikanten Unterschiede bei den meisten der gemeldeten Symptome und der
Krankheitslast zwischen geimpften und nicht geimpften Frauen. Ohne Impfung berichteten 8 von 14 (57 %) und mit Impfung 10
von 42 Frauen (24 %) Gber Geschmacks- und Geruchsstérungen (p = 0,012). Die Mehrheit (n = 50) litt unter einer verstopften
Nase, gefolgt von Halsschmerzen (n = 45) und Husten (n = 44). 26 Frauen berichteten Uber Atemnot. Fieber (n = 25) und
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Abb. 1: Krankheitssymptome von COVID-19-betroffenen Frauen (n = 56; 14 nicht geimpft, 42 geimpft), vorwiegend Symptome, die bei Infektionen mit
Atemwegsviren haufig auftreten.
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Abb. 2: Relative Verteilung der Krankheitssymptome von COVID-19-infizierten Frauen zwischen den verschiedenen Gruppen von nicht geimpften (n = 14) und
geimpften (n = 42) Frauen. Bei der Chi-Quadrat-Prifung unterschieden sich nur Geschmacks- und Geruchsstérungen (F) signifikant (p = 0,012), da die nicht
geimpften Frauen dieses Symptom haufiger angaben.

Kopfschmerzen (n = 42) waren in beiden Gruppen &hnlich, wahrend Muskel- und Gelenkschmerzen relativ mehr Frauen (n = 31)
aus der geimpften Gruppe betrafen. Mehrere Frauen berichteten tiber Magen-Darm-Probleme mit Ubelkeit und Erbrechen (n = 27)

und/oder Durchfall (n =

15).
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Nur eine Frau hatte eine schwerere Erkrankung mit Krankenhausaufenthalt aufgrund einer Lungenentziindung in der spaten
Schwangerschatft (nicht in der Grafik enthalten). Sie gab an, vor der Schwangerschaft zwei Impfungen mit BNT162b (Comirnaty) und eine
dritte Dosis im zweiten Trimester erhalten zu haben.

3.4. Neonatales Ergebnis

Von den 106 gezahlten Neugeborenen (bei Zwillingen das erste Neugeborene) wiesen insgesamt acht Fehlbildungen oder
angeborene Erkrankungen auf. Drei dieser Diagnosen waren fur das Neugeborene in der postpartalen Phase nicht relevant, sodass
keine Aufnahme in die Neugeborenen-Intensivstation (NICU) veranlasst wurde. Fiinf Neugeborene mit Fehlbildungen oder
angeborenen Erkrankungen wurden auf der NICU behandelt, und sechs weitere Neugeborene wurden aufgrund von Atemproblemen,
medikamentdser Behandlung der Mutter oder Friihgeburtlichkeit auf die NICU aufgenommen. Laut den medizinischen Unterlagen
wurde kein Neugeborenes dieser Studie aufgrund einer COVID-19-Infektion der Mutter auf die NICU aufgenommen. Wie in

Table 4, dargestellt, gab es keine signifikanten Unterschiede bei der Diagnose von Neugeborenenerkrankungen/angeborenen
Fehlbildungen und der Aufnahme auf die NICU zwischen den Neugeborenen der COVID-19-Gruppe und den drei Untergruppen der
geimpften Miitter.

3.5. Immunhistochemie

Insgesamt wurden 31 Plazenten gefunden, die in mindestens einem Zelltyp positiv auf das Spike-Protein getestet wurden S1 e)
(siehe Anhang Drei davon stammten von nicht geimpften Frauen, die symptomatisch erkrankt und positiv getestet

worden waren

fir SARS-CoV-2 wahrend der Schwangerschaft (2x im zweiten und 1x im dritten Trimester). Spike-Protein-positive Plazentagewebe
stammten von geimpften Frauen, die entweder keine Infektionen meldeten (n = 11) oder wahrend der Schwangerschaft positiv auf
symptomatisches COVID-19 (n = 12) oder eine unspezifische Atemwegserkrankung (n = 5) getestet wurden.

In drei Fallen wurde parallel zur Spike-Protein-Farbung(Fig 3F-H) eine zusatzliche Nukleokapsid-Protein-Farbung nachgewiesen. (Fig
3B-D) . Alle drei Spike- und Nukleokapsidprotein-positiven Proben stammten von Frauen, die in den letzten Wochen ihrer
Schwangerschaft (Schwangerschaftsalter: 36 und 37 Wochen) nach der Impfung an COVID-19 erkrankt waren. In einem Fall wurde
das Nukleokapsidprotein nur im STB gefunden, in den beiden anderen Proben zuséatzlich in Zellen im Intervilldésen Raum, die somit
den Leukozyten der Mutter &hnelten. Spike-Protein-positive Zellen auf der fetalen Seite der Plazenta waffd]&lﬂleé\fviegend Hofbauer-
Zellen 24 Féll?ﬁ,iw%%gHrch

Doppelfarbung gegen den monozytenspezifischen Marker CD86{Fig 5) gefolgt von STB (Fig 4E.F ;+EIg 519
Falle), der Trophoblastenschicht{Fig 4C.D ; 11 Félle) und dem Endothel der Zottengefale - Falle) oder
Kombinationen dieser Zellen. Auf der mitterlichen Seite waren die intervilldsen Immunzellen nur in zwei F ‘magn_ ositiv

Die Verteilung der Spike-Protein-positiven Zellen in Korrelation zum Impf-/COVID-19-Status ist in Tabelle S zusammengefasst. Es
gab keinen signifikanten Unterschied in den Farbungsmustern zwischen den Untergruppen.

Eine zusatzliche Farbung wurde mit RNAscope in einzelnen Proben (n = 9) durchgefihrt, in denen wir eine positive Farbung fur
das Spike-Protein erhielten. Von diesen Proben waren drei ebenfalls positiv fur das Nukleokapsidprotein. Insgesamt konnten wir keine
virusabgeleitete RNA nachweisen (negativ fir die V-nCOV2019-S-Wuhan-Sonde, die wir daher als Negativkontrolle bewerteten)
in den getesteten Proben, wahrend zwei positive mMRNA-Nachweise mit der impfstoffspezifischen RNA-Sonde das Vorhandensein von

Tabelle 4. Neonatale Ergebnisse in Korrelation zum COVID-19-/Impfstatus der Mutter.

COVID-19 Geimpft — keine Geimpft + COVID-19 (n  Geimpft + Atemwegserkrankung p
(n=14) Erkrankung =42) (Chi-Quadrat) Erkrankung
(n=30) (n=20)
Neugeborenenkrankheiten/Malfformati | No | 13 28 38 19 0,928
onen Yes |1 2 4 1
Aufnahme auf die Neugeborenen- No |12 26 38 19 0,761
Intensivstation Yes |2 4 4 1

NICU: Neugeborenen-Intensivstation

al




Abb. 3: Typische immunhistochemische Ergebnisse bei Plazenta-Proben. A: Hamatoxylin- und Eosin-Farbung (HE) und E: Negativkontrolle Die
Immunhistochemie wurde in allen Fallen durchgefiihrt. Représentative Abbildungen der drei Plazenten mit positiver Nukleokapsid-Féarbung (B-D) und den
entsprechenden positiven Befunden fur das Spike-Protein (F-H). In diesen Proben wurde eine Spike-Protein-Positivitat vorwiegend in Synzytiotrophoblasten
(STB)-Zellen, aber auch in Hofbauer-Zellen (F, H; Pfeil) und Endothelzellen (G; Pfeil) festgestellt. A+ E: 100-fache VergroRerung (Balken entspricht 1 mm); alle
anderen: 250-fache VergroRerung (Balken entspricht 0,5 mm); Gegenfarbung HE, braunes DAB+ zeigt positive Antikdrperbindung an. Der schwarze Pfeil zeigt auf
intervilldse gefarbte Zellen, der weil3e Pfeil auf STB-Zellen, die positiv fiir Nukleokapsid sind.

https://doi.org/10.1371/joui-n .pale.0344185.9003
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Abb. 4: Typische Beispiele fur den immunhistochemischen Nachweis von Spike-Protein-positiven Zellen bei den wichtigsten Nicht-STB-Zelltypen. A+ B:
Hofbauer-Zellen wurden als positiv fur Spike-Protein befunden, C+ D: Trophoblastenschicht und E+F Endothelzellen von Zottengefal3en A, B, E, F: 400-
fache VergréRerung (Balken entspricht 0,25 mm); C, D: 250-fache VergroRerung (Balken entspricht 0,5 mm). Gegenfarbung HE.

https://doi.org/10.137 L/journ.pogle.0344185.9g004

Impfstoff-abgeleitete RNA in Plazentazellen. In einer Plazenta analysierten wir positive Dezidua-Oberflachenzellen auf BNT162b2.
(Fig.

6A, B)Die Frau wurde vor der Schwangerschaft zweimal mit Comirnaty geimpft und ein drittes Mal im zweiten Trimester. In der
36. Schwangerschaftswoche erkrankte sie an COVID-19. In der anderen Plazenta konnten wir positive Zottenendothelzellen fir
S-kodierende mRNA-1273 nachweisen(Fig 6C, D) ; dieses Gewebe stammte von einer Frau, die vor der Schwangerschaft zwei
Injektionen Spikevax erhalten hatte(Fig 6C, D).

4. Diskussion

In Deutschland wurden wahrend der COVID-19-Pandemie zahlreiche Infektionsschutzmaflinahmen, darunter die Entwicklung von
Impfstoffen, gemaRk den européaischen Richtlinien ergriffen[47]. Eine neue Art von mRNA-basierten genetischen COVID-19-

Impfstoffen wie BNT162B2 oder Spikevax erhielt Ende 2020 schnell die Notfallzulassung[48, 49] und wurde innerhalb kurzer Zeit
an schwangere Frauen verabreicht. Dies stand im Widerspruch zur allgemeinen geburtshilflichen Praxis, bei der Behandlung von


https://doi.org/10.1371/journ

Abb. S. Doppelte Immunfarbung mit Anti-Spike- (DAB, braun) und Anti-CD68- (AP, rot) Antikdrpern. Die Hofbauer-Zelle (weil3er Pfeil), die deutlich mit dem
Anti-CD68-Antikdrper angeférbt war, zeigte ebenfalls eine positive Anti-Spike-Farbung (weil3e Pfeilspitze), ahnlich wie die Synzytiotrophoblastenzellen (schwarze
Pfeile). Die Schnitte wurden mit HE gegengeférbt; VergréRerung x400; Maf3stab = 250 km.

Tabelle S. Art der positiven Zellen in den Plazenta-Proben und Anzahl der einzelnen Gewebe mit positivem Befund.

COVID-19 Impfung — Impfstoff + COVID-19 Impfstoff + p
(n=14) keine (n=42) Atemwegserkrankung  (Chi-
Erkrankung (n=20) Quadrat)
(n =30)
Spike Positive Proben 3 (21 %) 11 (37 %) 12 (28 %) 5 (25 %)
Hofbauer-Zellen Negativ 12 21 33 16 0,659
Positiv 2 9 9 4
STB Negativ 12 23 36 16 0,570
Positiv 2 7 6 4
CTB Negativ 14 26 37 18 0,232
Positiv 0 4 5 2
Zottenendothel Negativ 14 25 39 19 0,232
Positiv 0 5 3 1
Nukleokapsid Positive Proben 0 0 3(7,1%) 0
STB Negativ 14 30 41 20 0,673
Positiv 0 0 2 0
Intravilldse Zellen Negativ 14 30 40 20 0,376
Positiv 0 0 2 0

https://doi.org/10.1371/joui-nal.piJne.0344195.t005

Schwangere und stillende Frauen, um zu verhindern, dass der Fétus oder Saugling unter Nebenwirkungen leidef50] . Da es noch
viele Wissensliicken zu COVID-19 und/oder COVID-19-Impfungen in der Schwangerschaft gibt, insbesondere hinsichtlich der
Auswirkungen auf die Plazenta, haben wir Material aus einer bereits bestehenden Probensammlung (GeZeCO, klinische
Studienregistrierung DRKS00022506, vgl[45,51]) fur eine retrospektive Analyse herangezogen.

Bis Ende Juni 2022 hatten etwa 80,6 % der deutschen Bevolkerung mindestens eine Dosis eines COVID-19-Impfstoffs
erhalten[52] . Obwohl es eine offizielle Empfehlung fiir Schwangere gab[40], war die Impfquote (ca. 60 %) in dieser Gruppe im
Vergleich zur allgemeinen deutschen Bevolkerung deutlich niedriger. Aufgrund der Einschlusskriterien war unsere
Studiengruppe entweder geimpft oder infiziert oder beides. Von den 92 geimpften Frauen in unserer Studie waren 90,2 %
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Abb. 6: RNAscope-in-situ-Hybridisierung mit den Sensoren BNT162b2 (A), V-nCOV2019-S Wuhan (B & D) und S-encoding-mRNA-1273 (C). A, B:
Plazentaprobe einer Frau, die vor und wahrend der Schwangerschaft mit Comirnaty geimpft wurde und in der 36. Schwangerschaftswoche an COVID-19
erkrankte. C, D: Plazentaprobe einer Frau, die vor der Schwangerschaft mit Spikevax geimpft wurde. Kreise = Bereich von Interesse; Pfeile = positiv gefarbte
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erhielten eine zweite und 54,3 % eine dritte Dosis eines COVID-19-Impfstoffs. Eine Frau erhielt 4 Dosen. Diese Akzeptanz der
zweiten, dritten und vierten Impfung ist deutlich geringer als in der Allgemeinbevélkerung[52] und wurde vermutlich durch die
Angst vor negativen Nebenwirkungen und einer Schadigung des Foétus verursachf40, 53] . Wahrscheinlich aufgrund der eher
geringen Fallzahl und sicherlich aufgrund unserer Einschlusskriterien (komplikationslose Geburt zum Termin) konnten wir keine
signifikanten Unterschiede zwischen geimpften und ungeimpften Frauen in Bezug auf routinemafige geburtshilfliche Merkmale
oder den Zustand des Sauglings bei der Geburt feststellen. Dies muss im Hinblick auf die in Metaanalysen zusammengefassten
Ergebnisse beriicksichtigt werden, in denen fur geimpfte Frauen weniger Risiken fur den Geburtsverlauf (wie das Risiko einer
Friihgeburt, eines fiir das Gestationsalter zu geringen Gewichts bei termingeborenen Babys und einer Totgeburt)[54] , aber ein
hoheres Risiko fiir einen Kaiserschnitt [55]

Die schwangeren Frauen in unserer Studie berichteten tber typische COVID-19-Symptome wie Fieber, Husten, Halsschmerzen,
Kopfschmerzen, Schnupfen sowie Muskel- und Gelenkschmerzen, was mit den in einer Ubersichtsarbeit zusammengefassten
Ergebnissen ubereinstimmt10]und sich nicht von den Symptomen nicht schwangerer Frauen unterscheidet[3, 9, 56, 57] . Aufgrund
der angenommenen Immunabwehr wurde erwartet, dass die COVID-19-Symptome bei geimpften Personen milder ausfallen
wirden. Dies war jedoch in unserer Studie nicht zu beobachten, vermutlich aufgrund des allgemein milden Krankheitsverlaufs und
einer fehlenden quantitativen Bewertung der einzelnen Symptome in unserer Kohorte. Der einzige signifikante Unterschied war eine
geringere Rate an Geschmacks- und Geruchsstorungen, die als typische Symptome der SARS-CoV-2-Infektion gelten[8] , bei
geimpften Frauen. Die COVID-19-Symptome héngen jedoch auch von der jeweiligen Virusvariante bei Schwangeren ab[5€], und
die geimpften Teilnehmerinnen waren im Vergleich zu den nicht geimpften Gberwiegend mit spéteren Varianten infiziert.



https://dci.org/10.1371/ji3rlin

Uberraschenderweise haben wir einen relativ hohen Prozentsatz (29 %) von Plazentagewebe (31 Falle) identifiziert, das im fetalen
Kompartiment positiv auf das Spike-Protein getestet wurde, wobei drei Falle zusatzlich eine Nukleokapsidprotein-Farbung an der
mutterlichen (intervillésen) Stelle der Plazenta aufwiesen. Die Mehrheit der Spike-Protein-positiven Plazenten stammte von Frauen,
die wahrend der Schwangerschaft an COVID-19 erkrankt waren, unabhangig von ihrem Impfstatus. Dies kénnte durch die
Ubertragbarkeit oder Aufnahme des Virus oder des Impfstoffs und eine anschlieRende lokale Spike-Produktion innerhalb der
Plazenta verursacht worden sein. Alternativ kdnnte der Befund durch die Aufnahme von léslichem Spike-Protein verursacht worden
sein, das aus dem muitterlichen Kreislauf in die fetale Seite diffundiert und Giber Phagozytose in die fetalen Zellen gelangt. Da es
sich jedoch um eine deskriptive Studie an fixiertem Gewebe handelt, kénnen wir keine Schlussfolgerungen ber die zugrunde
liegenden physiologischen Mechanismen oder die klinische Bedeutung dieses Phdnomens ziehen.

In den Fallen mit positivem Spike-Protein wurde keine negative Auswirkung auf die Plazenta oder den Fotus beobachtet. Dies
konnte zu der Annahme fuhren, dass die Plazenta — insbesondere STB- und Hofbauer-Zellen — in der Lage war, das Virus/den
Impfstoff/das Spike-Protein einzufangen, ohne es auf den Fotus zu Ubertragen oder mit einer deutlichen Entziindungsreaktion zu
reagieren. Dies entspricht den von Li und Kollegen zusammengefassten Daten, die nur seltene Auswirkungen auf die Plazenta-
Integritat bei schwangeren Frauen mit COVID-19 zeigten.

19[34] . Wie bereits zuvor festgestellf26, 29, 59, 60], wurde das Spike-Protein in 61 % der positiven Plazenten im STB gefunden.
Das STB steht in direktem Kontakt mit dem mutterlichen Blut und exprimiert den Hauptrezeptor fir das Spike-Protein, ACE2, von
dem gezeigt wurde, dass es die STB-Infektion vermittelf{59,61] . Darliber hinaus exprimiert das STB den zweiten wichtigen
Rezeptor fur dieses SA{B@;@Q‘}/-Z-Spike-Protein, Neuropilin-1. , sodass es sehr wahrscheinlich ist, dass diese
Zellen alle zirkulierenden Viren oder Spike-Proteine (die aus den Impfstoffen stammen und Uber Exosomen im Blut geimpfter
Personen vorhanden sind) aufnehmen[65]) . Ein weiterer méglicher Mechanismus kénnte die Passage der Lipid-Nanopartikel sein,
die die modRNA transportieren, die im Blut sehr stabil sind[66]von der miitterlichen Seite, was zu einer effektiven Transfektion der
Plazentazellen fiihrt, die dann das Spike-Protein auf der Grundlage der kodierten Sequenz produzieren. Der ACE2-Rezeptor
wurde auch im CTB gefunden[59], das ebenfalls Neuropilin-1 exprimiert{62] . Dementsprechend wurde in 11 Fallen auch in diesen
Zelltypen in unseren Proben Spike-Protein gefunden, jedoch nur in Plazenten von geimpften Frauen, gleichmafig verteilt in
Geweben von Frauen mit oder ohne Begleiterkrankung.

In 77 % der Spike-Protein-positiven Gewebe wurde eine deutliche Spike-Protein-Expression in den Hofbauer-Zellen festgestellt.
Dies entspricht dem Nachweis viraler RNA in diesen Zellen in einem menschlichen Plazenta-Infektionsmodel[67]und anderen In-
vivo-Studien[68] . Spike-Protein-positive Hofbauer-Zellen wurden vorwiegend in Plazenten von geimpften Frauen und nur in zwei
Fallen (6 %) von nicht geimpften COVID-19-infizierten Frauen festgestellt. Somit konnte das Fehlen von SARS-CoV-2-
Komponenten in Hofbauer-Zellen, das fur eine Plazenta aus einem Fall mit transplazentaren Infektion eines Neugeborenen mit
SARS-CoV-2-infizierter Frau verdffentlicht wurde, mit dieser seltenen Expression in diesen reinen Infektionsfallen tibereinstimmen[27]
. Der relativ hohe Prozentsatz an Spike-Protein-positiven Hofbauer-Zellen bei geimpften Frauen kdnnte die Tatsache widerspiegeln,
dass diese Immunzellen in ihrer Funktion als Antigen-prasentierende Zellen (APC) fremde Proteine wie die Spike-Proteine
sammeln. Im Falle von modRNA-Impfstoffen waren die deklarierten Zielzellen der Lipidnanopartikel, die die modRNA transportieren,
die dendritischen Zellen in den lymphatischen Organen[69, 70], ein APC-Typ, wie die Hofbauer-Zellen[7 1] . Dementsprechend
wurden alle bis auf zwei der positiven Félle mindestens einmal mit Comirnaty, ein Fall mit Spikevax und nur einer mit Janssen geimpft.
Fetale Immunzellen kénnten also direkt durch zirkulierende Lipidnanopartikel aus der Impfung der Mutter beeinflusst werden, die
mindestens 28 Tage nach der Impfung im miitterlichen Blut zirkulieren[ /2] . Aufgrund der geringen Anzahl von Proben und des rein
deskriptiven Charakters unserer Untersuchung kénnen wir jedoch nur tber diese mdéglichen pathophysiologischen Mechanismen
spekulieren.

Eine zusatzliche positive Farbung des Nukleokapsidproteins wurde in drei Geweben von geimpften und anschlieRend
Mit COVID-19 infizierte Frauen. Zwei Frauen erkrankten 2—3 Wochen vor der Entbindung und stellten somit eine frische Infektion dar, eine
Frau erkrankte neun Wochen vor der Entbindung und zeigte eine bemerkenswert lange Persistenz des Nukleokapsidproteins in der
Plazenta. In einer Schweizer Studie wurde die Fahigkeit des Virus zur Replikation in der Plazenta beobachtet[73]. Dies kénnte die
lange beobachtete Persistenz des Virus-Nukleokapsidproteins erklaren. Es scheint, dass die Virusvermehrung in der Plazenta mit
einem negativen Ausgang in Form einer Totgeburt korreliert{ 73] . Im Vergleich zu anderen Studien[74,75] haben wir nur bei 9,6 %
der Frauen, die COVID-19 gemeldet hatten, Nukleokapsidprotein-positive Plazenta-Proben festgestellt. Dies kdnnte daran liegen,
dass wir — mit einer Ausnahme — nur leichte Falle von COVID-19 unter unseren Studienpatientinnen hatten. Dartiber hinaus entspricht
dies einer Studie aus New York



die keine Nukleokapsidprotein-Farbung in 64 Plazenten von Frauen mit COVID-19 beobachteten[/6] . Da wir das
Nukleokapsidprotein nur in mutterlichen Zellen und nicht in fetalen Zellen nachweisen konnten, kénnten wir vermuten, dass das auf
der fetalen Seite gefundene Spike-Protein nicht aus einer Virusinfektion stammt. Stattdessen ist es wahrscheinlicher, dass es
entweder das Ergebnis der Aufnahme von frei zirkulierendem Spike-Untereinheit-1-Protein oder der lokalen Spike-Produktion durch
mit Impfstoff transfizierte Zellen ist. Die mitterlichen Immunzellen, die das Nukleokapsidprotein exprimieren, haben es
héchstwahrscheinlich durch die Aufnahme infizierter und anschlie3end lysierter Zellen erworben. Da das Nukleokapsidprotein das am
haufigsten vorkommende Strukturprotein von Coronaviren isf 7 7], kénnte das Fehlen einer nachweisbaren S1-Spike-Untereinheit in
muitterlichen Plazentazellen einfach darauf hindeuten, dass die Menge des internalisierten Spike-Proteins unterhalb der
Nachweisgrenze lag. Um eine mdgliche lokale Quelle des beobachteten Spike-Proteins weiter zu untersuchen, analysierten wir die
drei Nukleokapsid-positiven Proben und sechs zusétzliche Proben mit der mRNAscope-Technik.

Ein positiver Befund fur die Virus-RNA-Sonde héatte es ermdglicht, eine aktive Infektion der Plazenta zu bewerten, und ein positiver
Befund firr impfstoffspezifische Sonden hétte es erméglicht, die transplazentare Ubertragung der genetischen Impfstoffe zu diskutieren.
Hier waren alle Proben negativ fir die mRNA des Virus, wie zuvor von Santos und Mitarbeitern festgestell{7&] . In zwei Proben fanden wir
jedoch eine spezifische ausgepragte Hybridisierung von impfstoffspezifischen RNA-Sonden, was auf Spuren des Impfstoffs hindeutet: Die
RNA, die BNT162b2 reprasentiert, wurde in einer Probe einer Frau gefunden, die vor und wahrend der Schwangerschaft dreimal mit
Comirnaty geimpft worden war und sich in der 36. Schwangerschaftswoche mit COVID-19 infiziert hatte. Sie wurde in Zellen der
Deziduaoberflache gefunden, die die Grenze zwischen dem miitterlichen und dem fetalen Kompartiment darstellt. Uberraschenderweise
wurde Spikevax, das S-

Die Kodierung mRNA-1273 war in Endothelzellen der villdsen Kapillaren einer Plazenta positiv, die von einer Frau stammte, die vor
der Schwangerschaft zweimal mit Spikevax geimpft worden war. Diese Beobachtungen stimmen mit der aktuellen Arbeit von Gonzalez
und Co-Autoren tiberein, die mMRNA-Spuren in Transplantationsmodellen gefunden haben[41] . In vivo-Spuren von Comirnaty und
Spikevax Spike wurden zuvor bereits in verschiedenen Zellen und Geweben nachgewiesen[79] . Zuvor konnte mRNA in der
menschlichen Plazenta mittels RT-PCR nachgewiesen werden[80] . Vergleichbar mit einer friiheren Studie mit zwei analysierten
Plazenten[44]wurden mRNA-Spuren der modRNA-Impfstoffe in vivo in der Plazenta in zwei von neun Spike-Protein-positiven
Einzelproben beobachtet, ohne dass bekannte signifikante gesundheitliche Folgen fir Mutter und Kind auftraten. Im Gegensatz zu
Prahl und Kollegen, die Spuren des Impfstoffs in 20 Plazenten mittels Western Blot und RT-PCR ausgeschlossen haben[81], hatten wir
einige wenige positive Proben; wir gehen davon aus, dass mehrere Treffer zusammenfallen missen, damit eine Ubertragung oder
Aufnahme der mRNA in die Plazenta stattfinden kann. Aufgrund des explorativen Ansatzes mit nur neun, wenn auch Spike-Protein-
positiven Proben, sollte eine verallgemeinernde Interpretation unserer RNAscope-Ergebnisse mit Vorsicht betrachtet werden.

Nach einer COVID-19-Erkrankung der Mutter wurde auch das Auftreten einer Plazentitis beschrieben, die aus einer
Trophoblastnekrose, einer perivilldsen Fibrinablagerung und einer chronischen histiozytaren Intervillitis bestehf{€2] . Das Auftreten
dieser histopathologischen Trias war mit einem negativen Schwangerschaftsausgang verbunden[83, 84] . In verschiedenen
Studien variierte die Rate der SARS-CoV-2-Plazentitis bis zu maximal einem Finftel oder einem Viertel[83, 85] . Es gibt jedoch
auch veroffentlichte Literatur, die das Fehlen spezifischer histopathologischer Veranderungen beschreibt (fiir eine Ubersicht zu
beiden[36]). Entsprechend konnten wir dies auch nicht beobachten.

Die Einschréankungen unserer Studie bestanden in einer relativ geringen Anzahl nicht geimpfter Frauen mit COVID-19, was auf
die relativ geringe SARS-CoV-2-Infektionsinzidenz zu Beginn der Pandemie in unserer Region zurtickzufiihren war. Dartiber
hinaus bestand die Studienpopulation nur aus Frauen, die zur Entbindung relativ komplikationslos ins Krankenhaus aufgenommen
wurden, da die meisten Frauen mit einer erwarteten Friihgeburt oder Komplikationen bei der Geburt einer Teilnahme an der Studie
nicht zustimmten. Frauen mit Fehlgeburten wurden nicht bertcksichtigt.

5. Schlussfolgerungen

In unserer Studie konnte das Spike-Protein von SARS-CoV-2 nach Infektion und/oder Impfung in Hofbauer- und Trophoblastenzellen
der Plazenta sowie im Endothel der Kapillaren der Plazentazotten nachgewiesen werden, was auf eine mégliche transplazentare
Wirkung oder Aufnahme oder beides hindeutet. Darliber hinaus haben wir mithilfe der RNAScope-Technik Rickstande der Impfstoff-
RNA gefunden, jedoch keine virale RNA in zwei einzelnen Spike-Protein-Proben. Aufgrund unserer Einschlusskriterien und der
kleinen Kohorte wurde kein Zusammenhang zwischen dem Nachweis von Spike-Protein oder modRNA in der Plazenta und dem
medizinischen Ergebnis von Mutter und Kind festgestellt. Daher mochten wir dazu ermutigen, diese Untersuchung an einer gré3eren
Gruppe zu wiederholen.
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