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Phantasie ist wichtiger als Wissen. Wissen ist begrenzt,

Phantasie aber umfasst die ganze Welt
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Verzeichnis der Abkirzungen

AbkUrzungen

AsialoGM1
CcC
CD
CFSE
Dz
hCG
HLA
IDO
ICAM
KO
LFA-1
MHC
NK
PBMC
PCR

TGF

Th
Th1-Zytokine

Th2-Zytokine
TNF

Treg

glycolipid expressed on NK cells

Chemokin

cluster of differentiation antigens
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
Dendritische Zellen

Human chorionic gonadotrophin

Humanes Leukozytenantigen (Human Leukocyte Antigen)
Indoleamine 2,3-dioxygenase

Immunglobulin cellular adhesion molecules
knockout

Lymphocyte function-associated antigen 1
Major Histocompatibility Complex

Naturliche Killerzelle

Peripheral blood mononuclear cells

Polymerase chain reaction
Transforming growth factor

T-Helferzelle (T helper)
T-Helfer-1- Zytokine: IFN-y, TNF-q, IL-2, IL-12

T-Helfer-2-Zytokine: 1L-4, IL-10
Tumornekrosefaktor

T- regulatorische Zellen



I. Einleitung

Genetische, anatomische, immunologische oder mikrobiologische Ursachen
erklaren einen Teil von Schwangerschaftskomplikationen (z.B. Fehlgeburten).
In den meisten Fallen von Fehlgeburten lassen sich jedoch keine kausalen
Hinweise fur die Ursache erbringen. In zahlreichen Fallen, so glaubt man, sind
die Ursachen immunologischer Natur (Choudhury SR und Knapp LA, 2001).
Die Erklarung hierflr liegt in der Beobachtung, dass die erfolgreiche Einnistung
der Blastozyste mit nachfolgender Trophoblasteninvasion und Entwicklung der
Plazenta komplexe regulatorische Mechanismen von Ubergeordneten
Systemen erfordert. Hierbei spielt das Immun- und Hormonsystem eine wichtige

Rolle.

[.1. Immunologische Adaptation wahrend der Schwangerschaft

Unter immunologischen Gesichtspunkten stellt der Fotus einen Fremdkorper
dar (Medawar PB, 1953). Die Immunregulation ist deshalb als Garant der
Akzeptanz des semiallogenen Fotus durch maternale Immunzellen notwendig.
Allgemein kann das Immunsystem in zwei Systeme gegliedert werden. 1. Das
adaptive System basiert auf spezifischen Wechselwirkungen zwischen dem
Haupthistokompatibilitatskomplex (engl. Major Histocompatibility Complex;
MHC), Antigen exprimierenden Zielzellen und T-Zell-Rezeptor exprimierenden
Lymphozyten. 2. Das angeborene Immunsystem ist hingegen deutlich einfacher
in seiner biologischen Struktur. Hier fehlen im weitesten Sinne die
Gedachtniszellen, es ist dennoch fahig auf verschiedene Stimuli zu antworten.
Beide Systeme sind wahrend der Schwangerschaft wichtig und werden
stringend kontrolliert. Man geht davon aus, dass Fehler in der Kontrolle der

maternalen Immunantwort gegen fotales Gewebe zu einer Beeintrachtigung des



Schwangerschaftsverlaufs fuhren und Komplikationen wie Fehlgeburten oder
Praeklampsie verursachen.

Wahrend der Schwangerschaft ist es beachtenswert, dass die lokale
immunologische Mikroumgebung an der Implantationsseite von der
systemischen Umgebung vollig verschieden sein kann. Zusatzlich konnen die
Regulationsmechanismen in den verschiedenen Entwicklungphasen der
Schwangerschaft verschieden sein (Choudhury SR und Knapp LA, 2001).
Lokal an der Plazenta gibt es normalerweise nur einige maternale T- und B-
Zellen, diese sind die typische Zellpopulation der adaptiven Immunantwort. T-
und B-Zellen werden flr die normale Fortpflanzung als wichtig erachtet, weil
das Fehlen von T-Zellen in Maus-Modellen zu Aborten sowie zu einem
reduzierten Wachstum der Plazenta fuhrt (Athanassakis | et al., 1987, Chaouat
G et al,, 1988). Naturliche Killer (NK)-Zellen sind in der Dezidua besonders
reichlich zu beobachten. Sie kdénnen sowohl eigene als auch nicht-eigene
Antigene erkennen, besonders, wenn die Zielzellen keine MHC-Molekile
exprimieren. Die biologischen Aufgaben von NK-Zellen in der
Gebarmutterschleimhaut (uterine NK, uNK) sind hingegen weitgehend
unbekannt (Dosiou C und Giudice LC, 2005). Experimente mit NK-Zell-
depletierten Knock-out-Mausen sollen am Umbau der dezidualen Arterien
beteiligt sein. In Knock-out-Mausen ist die PlazentagroRe vermindert und ein
Absterben des Fétus kommt zum Zeitpunkt der Gestation bei mehr als 50% der
Trachtigkeiten vor (Erlebacher A, 2001). Hierbei sollen die uNK-Zellen einen
schadlichlichen Einfluss auf den Fotus haben, weil sie durch vom Fotus
abstammenden Zellen aktiviert werden. Die vom Fotus abstammende Zellen
exprimieren keine klassischen humanen Leukozytenantigene (HLA), daher ist

es wichtig, ihre Aktivitat im Gewebe lokal zu regeln.



Man nimmt heute an, dass verschiedene hemmende als auch aktivierende
Rezeptoren auf NK-Zellen mit auf fotalen Zytotrophoblasten befindlichen HLA-
G, -E und -C Molekulen interagieren konnen und hierbei die Lyse fotaler Zellen
durch maternale Zellen verhindern kdnnen. Die Molekule HLA-G, -E und -C
werden besonders auf extravilldsen Zytotrophoblasten exprimiert, welche ins
maternale Gebarmuttergewebe eindringen, wenn die arterielle Versorgung zum
Wachstum der Plazenta modelliert wird. Alternativ konnte die Wechselwirkung
zwischen NK-Rezeptoren und HLA-Molekulen die Zytokinproduktion von NK-

Zellen beeinflussen (Moffett-King A, 2002).

[.2. Kontrolle der Immunantwort durch dendritische Zellen (DZ)

Dendritische Zellen sind zellulare Schlisselregulatoren von Immunreaktionen
im Saugerorganismus, da diese Zellen die frihe angeborene Immunantworten
kontrollieren, andauernde adaptive Immunitat regeln sowie zum Erhalt der
Selbsttoleranz beitragen. Durch ein vielseitiges angeborenes Antigen-Rezeptor-
Repertoire kontrollieren diese Zellen ihre Umgebung und als Antwort auf
Stoérungen erfolgt eine komplizierte genetische Neuprogrammierung, die zu
einer kompletten Aktivierung der angeborenen und dann adaptiven

Immunantworten fiihrt.

[.2.1. Dendritische Zellen in der Schwangerschaft des Menschen und der
murinen Gestation

Pionierstudien in der Arbeitsgruppe von Kammerer beschrieben erstmalig die
Anwesenheit von CD83"- und CD1a*-Zellen mit der typischen Morphologie
dendritischer Zellen in der Dezidua zu Beginn der Schwangerschaft beim

Menschen (Kammerer U, 2000).


http://dict.leo.org/ende?lp=ende&p=hPXz..&search=immanent

Die CD83"-Zellen stellen etwa 0.3% der gesamten mononukledren dezidualen
Zellfraktion dar und sind als vollstandig gereifte HLA-DR*-Zellen mit T-Zell
allostimulatorischer Kapazitat beschrieben worden. Des Weiteren gehort die
groRe Mehrheit der dendritischen Zellen zu den CD11c*-Zellen von myeloischer
Abstammung.

Kurzlich wurde der Phanotyp der dendritischen Zellen, in der Dezidua im ersten
Trimenon unter Verwendung klassischer Marker wie HLA-DR" und HLA-DR™®
ausgewertet (Kammerer U et al., 2000). Sowohl| die CD83"- und CD1a"*-Zellen
exprimieren hierbei den CD11c¢” Marker und reprasentieren insgesamt 0.9% der
dezidualen mononuklearen Zellen. Die Expression der unreifen myeloischen
dendritischen Zellmarker, z.B. CD205'°W, war auf den dezidualen dendritischen
Zellen vermindert. Bei einer HLA-DR™"-Population von dezidualen
dendritischen Zellen konnte eine vermehrte Expression von reifen Markern wie
CD86 und CD40 beobachtet werden. Erganzend ist die Anwesenheit einer
kleinen Zahl von CD11¢*-IL3R*-(CD123%)- plasmozytaren dendritischen Zellen
in der Dezidua beschrieben worden (Gardner L und Moffett A, 2003).

Das Wissen Uber die physiologiscche Rolle und Funktion von dezidualen
dendritischen Zellen im Rahmen der Schwangerschaft ist gering, so ist in einer
klinischen Studie beschrieben, dass bei Frauen die unter ungeklarten
Mehrfachaborten leiden mehr deziduale CD83" dendritische Zellen in der
achten Schwangerschaftswoche vorhanden waren als im Vergleich zur
Kontrollegruppe (Askelund K et al., 2004). Diese Untersuchung wirde eine
umgekehrte Beziehung zwischen dem Reifegrad der dendritischen Zellen und

den Erfolgsraten der Schwangerschaft implizieren.



[.3. Komplement, Crry und Zytokine wahrend der Schwangerschaft

Es gibt mehrere Bestandteile des angeborenen Immunsystems die an der
fetomaternalen Schnittstelle geregelt werden mussen. Ein Mangel von
Komplement-regulierende Proteinen kdnnte einen negativen Einfluss auf eine
Schwangerschaft haben. Das murine Crry Protein regulielt C3- und C4-
Komplementproteine. In Mausen mit einem nicht funktionierenden Crry-Protein
ist die Regulierung des Komplement stark betroffen und es kommt aufgrund des
C3-Fixierens auf den Trophoblasten zum intrauterinen Fruchttod (Xu C et al.,
2000). Im Gegensatz zu Nagern exprimieren menschliche Trophoblasten
mehrere Komplement-regulierende Proteine (CD46 (Membran Co-Faktor
Protein), CD55 (Decay Accelerator Faktor) und CD59 (Weetman AP, 1999)).
Das Gleichgewicht zwischen mehreren pro- und anti-inflammatorischen
Zytokinen, sowohl lokal im Gewebe als auch systemisch in der Blutzirkulation,
kann wahrend der Schwangerschaft eine kritische Bedeutung haben.
Schwangerschaft ist als ein immunsuppressiver Zustand charakterisiert worden.
Hierbei spielen die Th2-Zytokine eine besondere Rolle (Wegmann TG et al.,
1993). Die Linderung von Th1-charakteristischen Symptome bei rheumatoider
Arthritis von schwangeren Frauen wurde als klinisch relevanter Beweis zur
Bedeutung der Th2-Zytokine angesehen (Shurin MR et al., 1999). Eine
entgegengesetzte Wirkung der Schwangerschaft ist im systemischen Lupus
erythematosus offensichtlich, eine Krankheit vom Th2-Typ der haufig wahrend
der Schwangerschaft aktiviert wird (Huizinga TW et al., 1999). Veranderungen
von  systemisch  gelGsten Immunmediatoren  sind in  normalen
Schwangerschaften und bei Fehlgeburten beobachtet worden, obwohl hierzu
auch einige widersprichliche Ergebnisse vorliegen (Choudhury SR und Knapp

LA, 2001). Eine verminderte Konzentration des Makrophagen hemmenden



Zytokins 1 (MIC 1) im Serum verursacht oft Fehlgeburten. Das MIC 1-Molekul
ist von seiner Wirkung vergleichbar mit dem Th2-Zytokin. Messungen der MIC
1-Konzentration in der fruhen Schwangerschaft konnten vielleicht zur
Einschatzung des Risikos fur zukinftige Fehlgeburten verwendet werden (Tong
S et al., 2004). Typische Th1/Th2- und anti-/pro-inflammatorische-Zytokine

werden in der Tabelle 1 gezeigt.

Tabelle 1. Klassifikation der Zytokine (Haimovici F und Anderson D, 1993).

Thl cytokines Th? cytokines Proinflammatory Anti-inflammatory cytokines
cytokines

IL-2 IL-4 IL-1beta IL-4

IL-12 IL-5 IL-1alpha IL-10

IL-15 IL-10 IL-5 TGF-beta

IL-18 IL-13 TNF-alpha IL-1RA

IL-21 IL-12 IL-18BP

IFN-alpha IL-18

IFN-gamma IFN-gamma

Kurzlich wurde das Th1/Th2-Paradigma durch Ergebnisse in Frage gestellt, die
zeigten, dass IL-10 und IL-4 defiziente Mause in der Vollendung der allogenen
Schwangerschaft erfolgreich waren (Svensson L et al., 2001). Aulderdem wurde
herausgefunden, dass IFN-y (ein typisches Th1-Zytokin) bei Implantationen und
Trachtigkeiten in Mausen einen gunstigen Einfluss auf den Verlauf der
Schwangerschaft hat (Ashkar AA und Croy BA, 1999; Ashkar AA et al., 2000).
Die physiologische Bedeutung des angeborenen Immunsystems in der
Schwangerschaft ist ebenfalls in aktuellen Studien neu evaluiert worden.
Hierbei scheint das die intrazellulare Zytokinproduktion von PBMC mit dem
Th2-Paradigma nicht zusammenpasst. PBMC-Moleklle werden offensichtlich

exprimiert um das Th1-Zytokin IL-12, nach erfolgter LPS-Stimulation, zu



produzieren (Cozen W et al.,, 2004). Wahrscheinlich hat IL-12 eine gunstige
physiologische Bedeutung im Verlauf der Schwangerschaft, weil der periphere
Plasmaspiegel von IL-12 in Frauen mit Fehlgeburten heruntergeregelt wird
(Zenclussen AC et al., 2002). Trotz dieser neuen und interessanten Ergebnisse,
die das Th1/Th2-Paradigma in der Schwangerschaft beleuchten, gibt es viele
Hinweise die darauf deuten, dass eine Verschiebung in Richtung einer
Immunantwort vom Typ-Th2 fur die erfolgreiche Schwangerschaft wichtig ist

(Shurin MR et al., 1999).

I.4. Galektin in der Immunologie

Galektine werden durch eine konservierte Kohlenhydrat-erkennende Doméane
(engl. carbohydrate-recognition domain; CRD) mit Affinitat fir p-Galactoside
definiert (Leffler H et al., 2004; Camby | et al., 2006; Cooper DN et al., 1999).
Bis heute sind 15 Galektine in Saugetieren identifiziert worden die in drei
Klassen unterteilt werden: a) die single-CRD Prototyp Galektine, einschliellich
der Galektine 1, 2, 5, 7, 10, 13, 14 und 15; b) die tandem-repeat Galektine, die
zwei Uber ein Peptid von variabler Lange verbundene CRD enthalten, Galektin
4,6, 8,9, 12 und c) das einzigartige Galektin-3 vom Chimera-Typ welches eine
einzelne CRD enthalt. Die CRD entsteht durch das Verschmelzen von Tandem-
Wiederholungen kurzer Aminosaureabfolgen (Leffler H et al., 2004; Cooper DN
et al., 1999). Bemerkenswerterweise ist, dass Galektin-1 reichlich im weiblichen
Fortpflanzungstrakt vorhanden ist und in der spaten Sekretionsphase im
Endometrium, in der Dezidua und in der Plazenta signifikant heraufgeregelt wird
(Phillips B et al., 1996; Maquoi E et al., 1997). Besonders bemerkenswert ist,
dass Galektin-1 in menschlichen NK-Gebarmutterzellen deutlich Gberexprimiert

wird (Koopman LA et al., 2003). Diese Beobachtungen, zusammen mit den



profunden Effekten von Galektin-1 in der Regulation der Homoostase der
Immunzellen, deuten darauf hin, dass Galektin-1 eine fetomaternale Toleranz
ahnlich anderer immunregulatorischer Mediatoren, einschliel3lich PD-L1 und
Fas-L, regeln konnte (Polanczyk MJ et al., 2006). Galektin-1 hat zudem einen
negativen Effekt auf die Synthese einiger pro-inflammatorischen Zytokine. Wir
haben berichtet, dass rekombinantes Galektin-1 in niedrigen Konzentrationen
die Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie den Tumor-Nekrose-
Faktor—a (TNF-a) und Interferon - y (IFN-y), durch Aktivieren von T-Zellen ohne
T-Zell-Apoptose zu induzieren, hemmen kann (Rabinovich GA et al., 1999). In
dieser Studie wurde mit Hilfe selektiver Inhibition der Th1-Zytokinproduktion in
einer lebensfahigen, nicht apoptotischen T-Zell-Population (Rabinovich GA et
al., 2002) herausgefunden, dass mehrere Galektin-1-vermittelte Mechanismen
agieren kénnen, um Immunsuppression in vivo zu erreichen. Weiterhin
berichteten van der Leij et al. (van der Leij J et al., 2007) eine markante
Zunahme der IL-10 mRNA und Proteinkonzentration in nichtaktivierten und
aktivierten CD4"- und CD8"- T-Zellen im Anschluss an die Inkubation mit von
rekombinantem Galektin-1. Eines der am meisten Ubereinstimmenden
Ergebnisse in der Literatur ist sicher die Fahigkeit von Galektin-1 das
Gleichgewicht von einer Th1- hin zu einer Th2- polarisierten Immunantwort in
verschiedenen experimentellen Modellen (chronischen Entziindungen,
Autoimmunitat, Krebserkrankungen) zu verschieben (Rabinovich GA et al.,
1999; Santucci L et al., 2000; Santucci L et al., 2003; Toscano MA et al., 2006;
Perone MJ et al., 2006; Baum LG et al.,, 2003). Die Untersuchung der
Zytokinbalance in mit einer Drainage versehenden Lymphknoten und Milzen

von Mausen, die mit rekombinantem Galektin-1 behandelt waren, offenbarte



verminderte Konzentration von IFN-y und IL-2 und einen hohen Anstieg der

Produktion von IL-5, IL-10 und TGF-.

[.5. Progesteron und Gestation

Wahrend der Schwangerschaft tragen mehrere hormonale Faktoren zur Th2-
Produktion bei. Hierbei ist insbesondere das Progesteron ein wichtiges
immunmodulatorisches Molekul und seine Effekte werden durch ein von
Lymphozyten abstammendes Protein, dem Progesteron-induced Blocking
Factor (PIBF), vermittelt. In Mausen veranlasst die Behandlung mit
Antiprogesteron den Abort. AuRerdem verursacht die Neutralisierung von PIBF
durch PIBF-spezifische Antikdrper Aborte in Mausen. Die anti-abortive Wirkung
von PIBF wird mittels Hemmung der NK-Zellaktivitat vermittelt (Szekeres-Bartho
J et al, 2001). Zusatzlich unterdrickt Progesteron direkt die T-Zell
Differenzierung zu Th1-Zellen und erhéht die Entwicklung von IL-10
produzierenden Th2- Zellen (Miyaura H und Iwata M, 2002; Piccinni MP et al.,
1995). Relaxin, Glycodelin und hCG sind andere Faktoren, die die
Zytokinproduktion wahrend der Schwangerschaft verandern kénnen (Seppala

M et al., 2002; Mishan-Eisenberg G et al., 2004).

Zusammenfassend lasst sich zu den Ergebnissen der neuen
Forschungsberichte sagen, dass das Th1/Th2-Paradigma, das bis heute als ein
wertvolles Hilfsmittel in verschiedenen Forschungsbereichen gedient hat, in der
Schwangerschaft eine zu starke Vereinfachung darstellt. Vor diesem
Hintergrund wird es eine steigende Notwendigkeit geben sich auch auf die Rolle
des angeborenen Immunsystems zu konzentrieren. Zusatzlich zur Bedeutung

von Lymphozyten vom Typ-Th2 kann die systemische Aktivierung des



angeborenen Immunsystems wichtige biologische Implikationen wahrend der
Schwangerschaft haben (Chaouat G, 2003). Es scheint, dass ein gunstiges
Th1/Th2-Gleichgewicht  fur die einzelnen  Entwicklungsphase  der
Schwangerschaft wichtig sind. Wahrend der Implantation und frihen
Entwicklungsphasen der Schwangerschaft sind Th1-Zytokine erforderlich. In
den spateren Entwicklungsphasen hingegen Uberwiegt der schadliche Einfluss
der Th1-Zytokine auf den Foétus. Hingegen sind sie wahrend der Geburtswehen

wieder erforderlich (Athanassakis | und Vassiliadis S, 2002).

I.6. Stress und Folgen fir die Schwangerschaft

In  Hinblick auf die enorme Komplexitat der regulatorischen
Immunmechanismen einer erfolgreichen Reproduktion ist deutlich geworden,
dass ein Abort kein monokausaler Zustand ist, sondern durch ein komplexes
Versagen der Immunadaptation hervorgerufen wird. Dieses Scheitern kénnte
sowohl bei Mausen als auch beim Menschen durch hohe Stresspegel ausgeldst
werden (Arck PC et al., 2007). Es ist bekannt, dass Stress das Immunsystem
verandern und mit dem Reproduktionsprozess interferieren kann; so kann
Stress etwa die Implantation sowie das fetale Wachstum beeinflussen, als auch
zum Abort fihren. Es ist beispielsweise moglich, die Abortrate durch Larmstress
in trachtigen Mausen zu steigern. In diesem Stressmodell werden CBA/J-
Weibchen mit DBA/2J-Mannchen verpaart. Nach der Verpaarung erfolgt die
Stressinduktion bei den weibchen Tieren mit Hilfe von Schallwellen (300 Hz, 70
dB im Intervall von 15 Sekunden). Bereits eine 24-stindige Exposition mit
Ultraschall warend der frihen Gestationsphase am Tag 5,5 der Trachtigkeit

(Detektion des Vaginalpropfen am Tag 0,5) reicht aus, um ein signifikantes



Ansteigen der Abortrate zu induzieren (Clark DA et al., 1993; Arck PC et al.,

1995).

Die Auffassung, dass Stress die Aborte begunstigt, indem er mit der
immunologischen Balance interferiert, wird durch Ergebnisse gestutzt die
zeigen, dass durch Stress induzierte Aborte in Mausen auf verschiedene Weise
korrigiert werden konnen. Erstens durch die Immunisierung mit allogenen
Lymphozyten, welche paternale major histocompatibility complex (MHC)
Antigene (H-2d) tragen (Clark DA et al., 1993); Zweitens durch die Injektion von
Antikérpern die gegen die asialoGM1-Determinante auf naturlichen Killerzellen
gerichtet sind. Es konnte beobachtet werden, dass Stressexposition in der
Periimplantationsphase die Aktivierung von T-Zellen, Mastzellen und
Makrophagen via Substanz P auslost. Ferner konnten in diesen Versuchen
verminderte Plasmaspiegel von TGF-R2 und eine erhéhten Sekretion von TNF-
a gemessen werden (Arck PC et al., 1995). Die Stérung der endokrinen
Balance wird auch als Ausléser fur die hohen Abortraten in diesem
Stressmodell diskutiert. Insbesondere verringerte Plasmakonzentration von
Progesteron und dem Progesteron-induced Blocking Factor (PIBF) werden
beobachtet, die dazu fihren kénnen, dass es zu einer gesteigerten Aktivierung
von lymphokin aktivierten Killerzellen (LAK) kommt (Joachim R et al., 2003).

Eine Stressexposition wahrend der frithen murinen Schwangerschaft fihrt zu
einem besseren Funktionsverstandnis im Rahmen der endogenen Regulation
von antigenprasentierender Zellen, so fuhrte die Exposition mit Stress zu einer
Zunahme in der Anzahl reifen dendritischer Zellen. Erganzend konnte in diesem
Stressmodell eine Wiederherstellung der Mechanismen der fetalen Toleranz

erreicht werden, indem entscheidende Liganden auf reifen dendritischen Zellen,



die zu einer T-Zell-Aktivierung fuhren, blockiert wurden (Blois SM et al., 2005).
In dieser Hinsicht stellt das murine Stressmodell ein wichtiges Werkzeug fur das
Verstandnis der immunologischen Mechanismen dar, die einer erfolgreichen
Reproduktion zu Grunde liegen. Ein solches Stressmodell konnte die
Identifikation von Schlisselmolekulen im uterinen Signalnetzwerk sowie die
Entwicklung von therapeutischen Strategien gegen spontane Aborte

ermoglichen.



II. Zielstellung der Arbeit

Trotz des betrachtlichen Fortschritts in der Aufklarung der Mechanismen, die
am Aufrechterhalten einer erfolgreichen Schwangerschaft beteiligt sind, gibt es
doch mehr Fragen als Antworten hinsichtlich der Hierarchie von
Regulationswegen und der funktionellen Verbindung zwischen Mediatoren die

das fétale Uberleben begiinstigen.

Die vorliegende Arbeit hat daher folgende Zielstellungen:

a) Basierend auf der Erkenntnis das Stresswahrnehmung zum Absinken des
Progesteron-Niveaus fuhrt, was der Reihe nach auf eine Th1>Th2-
Pradominanz mit anschlieRendem Abort hinauslaufen kann, wurde die Rolle der
CD8"-Zellpopulation und der Th1/Th2-Zytokin-abhangigen Mechanismen durch

Progesteronsubstitution untersucht.

b) Adhasionsmolekiile, wie LFA-1 und ICAM-1, spielen eine wichtige Rolle
wahrend der Einleitung der Immunantwort. Daher war es unser Ziel die
Expression von Adhasionsmolekulen und deren physiologische Bedeutung in

der Schwangerschaft zu charakterisieren.

c) Die Interaktion von dendritischen Zellen und nattrlichen Killerzellen wahrend
des Implantationsprozesses ist weitgehend unbekannt und wurde daher in der

murinen Schwangerschaft untersucht.



d) Die Bedeutung von dendritischen  Zellen  wahrend des
Implantationsprozesses sollte detailiert in der murinen Schwangerschaft

untersucht werden.

e) Es ist unbekannt inwieweit Galektin-1 an Toleranz-Prozessen beteiligt ist.
Daher haben wir die Rolle von Galektin-1 in der Regulierung der fetomaternalen

Toleranz in vivo untersucht.



[ll. Ergebnisse

[ll.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

In diesem Kapitel

Im Kapitel 1ll. 2 bemerkten wir, dass die Progesteronsubstitution den
abortogenen Effekten der Stressexposition entgegen wirkt. Hierbei
beobachteten wir, dass die Plasmakonzentrationen von abortogenen Zytokinen
wie TNF-a und IFN-y vermindert vorlagen. Dieser Beobachtung war in hohem
Malke CD8-abhangig, da die Depletion von CD8 zum Beenden der

schwangerschaftsschutzenden Effekte der Progesteronsubstitution fuhrte.

Kapitel 1l 3: Indem wir die ICAM-1/LFA-1-vermittelten interzellularen
Adhasionsereignisse blockiert haben, zeigten wir, dass die fotale
immunologische Akzeptanz in Risiko-Schwangerschaften (z.B. starke
Larmbelastung) wieder hergestellt wird und der adoptive Transfer von LFA-1
Zellen in trachtigen Mausen nur in fur Abort anfalligen Maus-Modellen
AbstoRungsreaktionen veranlasst. Die gegenseitige Beeinflussung von ICAM-
1/LFA-1 fuhrt zur vermehrter Rekrutierung von pro-inflammatorischen Zellen hin
zur Implantationsseite, fordert die Zellreifung der dendritischen Zellen in der
Dezidua und veranlasst anschlieRend zusatzlich eine lokale Th1-Polarisation
uber die reifen dendritischen Zellen. Aul3erdem legen unsere Beobachtungen
dar, dass Mechanismen der fotalen Toleranz, wie die Expression von
Indolamin-2,3-Dioxygenase, die  Anwesenheit  von CD4*CD25""dh
regulatorischer T-Zellen und die Synthese von asymmetrischen Antikorpern,

ICAM-1/LFA-1 abhangig sind. Unsere Ergebnisse zeigen ein hierarchisches



Netz der immunologischen Integration an der fetomaternalen Schnittstelle. Die
gegenseitige Beeinflussung von ICAM-1/LFA-1 ist offenkundig ein unmittelbarer
Mediator und besitzt die Fahigkeit die erfolgreiche Aufrechterhaltung der

Schwangerschaft zu unterbrechen.

In Kapitel [11.4 wird gezeigt, dass die Interaktionen von murinen NK Zellen mit
dendritischen Zellen in vitro Gegenstand der Modulierung durch Trophoblasten
sind. Diese Interaktion fordert ein Mikromilieu das durch eine Reduktion der
Expression von Aktivierungsmarkern auf uNK- und uDZ-Zellen sowie einer
Dominanz der Th2-Zytokine gekennzeichnet ist.

Die Interaktion von NK und dendritischen Zellen kdnnte ebenfalls die uterine
Zellproliferation beeinflussen. Dieser Prozess konnte reguliert werden durch
Signale die vom Trophoblasten ausgesendet werden.

Tatsachlich zeigte sich, wahrend nach regularer Kokultivierung mit direktem
Kontakt zwischen uterinen Zellen und Trophoblasten nur geringe
Proliferationsraten. Hingegen flhrte die Inkubation in einem Transwellsystem zu
einem markanten Anstieg der Proliferation von uterinen Zellen. Das lasst
vermuten, dass geloste Faktoren als Schllsselmediatoren im molekularen
Dialog zwischen Mutter und Conceptus wahrend der Etablierung der
Schwangerschaft in der Maus dienen.

Unsere Daten zeigen, dass die regulatorischen Funktionen von Trophoblasten
mit Toleranzinduktion in murinen Verpaarungen mit hoher fetaler Verlustrate
beeintrachtigt sind. Interessanterweise haben wir beobachtet, dass die
Sekretion von IL-12p70 aus uDZ durch die Anwesenheit von uNK-Zellen

dramatisch herabgesetzt wird.



Zusammengefasst liefern unsere Ergebnisse die ersten Beweise, dass eine
empfindliche Balance der Interaktionen zwischen NK-Zellen, DZ und
Trophoblasten an der murinen maternalen Schnittstelle die erfolgreiche

Schwangerschaft unterstutzt.

Im Kapitel 111.5 untersuchten wir die Rolle von dendritischen Zellen wahrend des
Implantationsprozesses. Es wurde ein transgenes Mausmodell genutzt (DTRtg),
das durch den Einsatz von Diphterietoxin die transiente Depletion von CD11¢’-
Zellen in vivo hervorrufen konnte.

Wir konnten beobachten, dass eine DZ Depletion den Implantationsprozess
beeintrachtigte. Das fiihrte zu einer verminderten Zuchteffizienz. Die Reife von
uterinen NK-Zellen an den dendritischen Knockout-Implantationsstellen (DZKO)
war ebenfalls betroffen, wie durch eine herabgesetzte Perforinexpression und
eine reduzierte Anzahl an Periodsaure-Leukofuchsin (engl. Periodic acid-Schiff;
PAS)- positiven Zellen demonstriert werden konnte. Diese Beobachtung wurde
von Umordnungen in der dezidualen vaskularen Entwicklung begleitet. In der
vorliegenden Studie konnten wir ein neues DC-abhangiges Protein
identifizieren. Es handelt sich um das Phosphatidylinositol-Transfer-Protein 3
(PITPR), das in die Implantation und die Trophoblastenentwicklung involviert ist.
DZKO-Mause wiesen substanzielle Anomalien in der Plazentaentwicklung auf,
wie Hypozellularitdt der Spongiotrophoblasten und Labyrinthschichten sowie
eine veringerte Anzahl an trophoblastischen Riesenzellen. Riesenzellen hatten
auch die Expression von zwei charakteristischen Markern der
Trophoblastendifferenzierung, plazentales Lactogen-1 und  Proliferin,

herabreguliert.



In Hinblick auf diese Ergebnisse scheinen sich dendritische Zellen als
potenzielle Modulatoren in der Inszenierung der Ereignisse, die zur Etablierung

und Erhaltung der Schwangerschaft fUhren, herauszustellen.

In Kapitel Il 6 zeigten wir, dass Galektin-1 (Gal-1), ein immunregulatorisches,
Glykan-bindenes Protein, eine ausschlaggebende Rolle beim Gewahren
fetomaternaler Toleranz hat. Ubereinstimmend mit einer markanten Abnahme
der Gal-1-Expression wahrend einer scheiternden Trachtigkeiten, wiesen
Galektin-1-defiziente (Gal-1 KO) Mause vergroRerte Raten des fotalen
Verlustes im Vergleich zu Mausen des Wildtyps in allogenen Verpaarungen auf,
wohingegen fotales Uberleben in syngenen Verpaarungen unbeeinflusst blieb.
Die Behandlung mit rekombinantem Gal-1 verhinderte den fétalen Verlust und
stellte die Toleranz Uber mannigfaltige Mechanismen wieder her, einschliellich
der Induktion von tolerogenen dendritischen Zellen, die der Reihe nach die
Zunahme von IL-10 -sekretorischer regulatorischer T-Zellen in vivo forderten.
Entsprechend wurden die Schutzeffekte von Gal-1 in Mausen mit verminderten
regulatorischen T-Zellen oder mit IL-10 Defizienz aufgehoben. AuRerdem legen
wir Beweise fur die Synergie zwischen Gal-1 und Progesteron bei der
Aufrechterhaltung der  Schwangerschaft vor. So ist Gal-1 ein
ausschlaggebender Regulator der fetomaternalen Toleranz mit potenziellen

therapeutischen Implikationen in bedrohten Schwangerschaften.



l11.2. Die Depletion von CD8"-Zellen hebt die Schwangerschaftsschutzwirkung
der Progesteron-Substitution mit Dydrogesteron in Mausen auf, indem das

Th1/Th2-Zytokinprofil verandert wird.

Blois, S.M., Joachim, R., Kandil, J., Margni, R., Tometten, M., Klapp, B.F., Arck,

P.C. Depletion of CD8+ cells abolishes the pregnancy protective effect of
progesterone substitution with dydrogesterone in mice by altering the Th1/Th2
cytokine profile. J Immunol. (2004) May 15;172(10):5893-5899.

PMID: 15128769 [PubMed - indexed for MEDLINE]



[11.3. Der gegenseitige intrazellulare Einfluss des Ahasionsmolekuls-1/LFA-1 ist
ein unmittelbarer Mediator, fahig die immunologische Integration und den
Toleranzmechanismus an der fetomaternalen Schnittstelle in  murinen

Trachtigkeiten zu storen.

Blois, S.M., Tometten, M., Kandil, J., Hagen, E., Klapp, B.F., Margni, R.A., Arck,

P.C. Intercellular adhesion molecule-1/LFA-1 cross talk is a proximate mediator
capable of disrupting immune integration and tolerance mechanism at the feto-
maternal interface in murine pregnancies. J Immunol. (2005) Feb
15;174(4):1820-1829.

PMID: 15699108 [PubMed - indexed for MEDLINE]



I11.4. Interaktion zwischen dendritischen Zellen und natirlichen Killerzellen

wahrend der murinen Schwangerschaft

Blois, S.M., Barrientos, G., Garcia, M.G., Orsal, A.S., Tometten, M., Cordo-

Russo, R.l., Klapp, B.F., Santoni, A., Fernandez, N., Terness, P., Arck, P.C.
Interaction between dendritic cells and natural killer cells during pregnancy in
mice. J Mol Med. (2008) Jul;86(7):837-852. Epub 2008 May 28.

PMID: 18506412 [PubMed - indexed for MEDLINE]



[1.5. Die Depletion von dendritischen Zellen in vivo reduziert die
Verpaarungseffizienz, beeinflusst den Implantationsprozess und die fruhe

plazentale Entwicklung in Mausen

Krey, G., Frank, P., Shaikly, V., Barrientos, G., Cordo-Russo, R., Ringel, F.,
Moschansky, P., Chernukhin, 1.V., Metodiev, M., Fernandez, N., Klapp, B.F.,

Arck, P.C., Blois, S.M. In vivo dendritic cell depletion reduces breeding

efficiency, affecting implantation and early placental development in mice. J Mol
Med. (2008) Sep;86(9):999-1011. Epub 2008 Jun 25.

PMID: 18575833 [PubMed - indexed for MEDLINE]



[11.6. Eine maRgebende Rolle fur Galektin-1 in der fetomaternalen Toleranz

Blois, S.M., llarregui, J.M., Tometten, M., Garcia, M., Orsal, A.S., Cordo-Russo,
R., Toscano, M.A., Bianco, G.A., Kobelt, P., Handjiski, B., Tirado, I., Markert,
U.R., Klapp, B.F., Poirier, F., Szekeres-Bartho, J., Rabinovich, G.A., Arck, P.C.
A pivotal role for galectin-1 in fetomaternal tolerance. Nat Med. (2007)
Dec;13(12):1450-1457. Epub 2007 Nov 18. Erratum in: Nat Med. (2009)
May;15(5):584.
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IV. Diskussion

Der Embryo wird in der Literatur oft als ,Produkt der Verpaarung
histoinkompatibler Individuen‘ bezeichnet und folglich mit einem semi-allogenen
Transplantat verglichen das im Laufe der gesamten Gestationsperiode durch
das maternale Immunsystem toleriert wird (Medawar PB, 1953). Die Abstol3ung
des Fotus wund die nachfolgende Fehlgeburt ist eine haufige
Schwangerschaftskomplikation die 15-40% der menschlichen
Schwangerschaften betrifft (Coulam CB, 1991; Clark DA et al.,, 1999).
Zwangslaufig kann das feto-plazentare Transplantat entweder toleriert oder
durch das maternale Immunsystem abgestoRen werden. Die Mdéglichkeiten der
fotalen Toleranz scheinen zahlreich und die verschiedenen
Entwicklungszeitpunkte der Schwangerschaft von Bedeutung zu sein.
Faszinierend ist, dass diese Toleranz-Mechanismen sowohl systemisch auf das
maternale Immunsystem wirken, als auch auf der lokaler Ebene an der
Plazenta. Tatsachlich ist der Grad des Uberlebens oder des AbstoRens des
Fotus von den Ereignissen besonders abhangig die die Mutter gefahrden, wie
etwa umweltbedingte Parameter wie der Kontakt mit toxischen Substanzen,
ansteckenden Agenzien oder psychoemotionaler Stress (Stray-Pedersen B und
Stray-Pedersen S, 1984).

Weiterhin ist bekannt, dass Progesteron-vermittelte Effekte fir den Beginn, die
Entwicklung und den Erhalt der Schwangerschaft vorteilhaft sind (Wang MW et
al., 1992; Graham JD und Clarke CL, 1997). Andererseits interferiert Stress mit
dem Verlauf der Schwangerschaft und kann zu Aborten, moéglicherweise Uber
die Abnahme des Progesterons fihren (Chrousos GP et al.,, 1998). Fruhere

Studien in unserem Laboratorium haben demonstriert, dass dem durch Stress



ausgelosten Abort mittels der Anwendung eines Progesteronderivats

therapeutisch entgegengewirkt werden kann (Joachim R et al., 2003).

Im Kapitel 1.2 zeigten wir Beweise, dass Stressexposition eine Abnahme von
uterinen CD8"-Zellen innerhalb von 24 Stunden veranlasst. Diese Abnahme
kann durch die Anwendung des Progesteronderivats Dydrogesteron rickgangig
gemacht werden, eine Beobachtung, die klar in Ubereinstimmung mit den
Beobachtungen Uber die schwangerschaftsschitzende CD8"  T-
Zellsubpopulation steht, die Abort verhindert und zwischen den Tagen 4,5 und
8,5 der Trachtigkeit prasent ist (Clark DA et al., 1999; Szekeres-Bartho J et al.,
1991). Diese CD8"-Zellen, bei denen angenommen wird, dass sie die y5-TCR
koexprimieren, scheinen eine entscheidende Rolle im Th1/Th2-Gleichgewicht
zu spielen (Clark DA et al., 1999; Szekeres-Bartho J et al., 1991), das den
Erfolg und Misserfolg der Schwangerschaft bestimmt. Seitdem wir im Stande
waren, diese Population durch Dydrogesteron wieder herzustellen, scheint es
deutlich zu werden, dass diese Zellen durch eine entsprechende Konzentration
von Progesteron hoch geregelt werden wund Progesteron-Rezeptoren
exprimieren. Als wir in unseren CD8-Depletionsexperimenten bemerkten, dass
die schwangerschaftsschutzende Wirkung der Dydrogesteron Behandlung in
Bezug auf die Abortrate fast aufgehoben wird, schlussfolgerten wir, dass die
Schutzwirkung des Progesterons und Dydrogesterons vorherrschend durch

CD8+ -Gebarmutterzellen vermittelt wird.

Hinsichtlich der Toleranz oder Abstollung des Allotransplantats ,Fetus’
interferieren Adhasionsmolekile wahrscheinlich mit einem erfolgreichen

Schwangerschaftsergebnis. Im Kapitel 111.3 lieferten wir deutliche Beweise fur



eine  funktionelle Rolle von ICAM-1 und LFA-1 wahrend der
Periimplantationsperiode in Saugetierschwangerschaften. Durch die Hemmung
von ICAM-1/LFA-1 zeigten wir, dass die fotale Annahme in
Problemschwangerschaften, z.B. bei Stressexposition mittels Larm, verbessert
wird und der Adoptivtransfer von LFA-1 Zellen in trachtigen Mausen
AbstoBungen nur in den fir Abort anfalligen Maus-Modellen veranlasst. Die
gegenseitige Beeinflussung von ICAM-1/LFA-1 fihrt zu einer vermehrten
Rekrutierung von abortogenen Th1 exprimierenden Zellen an der
Implantationsseite, fordert die Reifung dendritischer Zellen und veranlasst
anschlieRend eine zusatzliche Th1-Polarisation Uber das Reifen der
dendritischen Zellen.

Weiterhin zeigten unsere Beobachtungen, dass Mechanismen der fotalen
Toleranz, z.B. die IDO-Expression und die Anwesenheit von CD4" sowie CD25™
regulatorischen T-Zellen, ICAM-1/LFA-1-abhangig sind. Aus diesem Grund
zeigen unsere Daten neue Erkenntnisse Uber ein hierarchisches Netz der
immunologischer Integration an der fetomaternalen Schnittstelle, an der die
gegenseitige Beeinflussung von ICAM-1/LFA-1 ein unmittelbarer Mediator ist,
fahig, die erfolgreiche Schwangerschaftserhaltung zu stéren. Diese Befunde
zeigen, dass die Blockade der CD86-Kostimulation zu einer maternalen
immunologischen Toleranz des Embryo-Antigens fuhrt und so zu einer
neuartigen immunregulatorischen Therapie bei unbekanntem Mehrfachabort

beitragen kdnnte (Zhu XY et al., 2005)

Zahlreiche Ergebnisse lassen vermuten, dass uDC- und uNK-Zellen eine
wichtige Rolle bei der Regulation der maternalen Immunantwort gegen

Trophoblastenantigene spielen. Obgleich eine enge topographische Nahe



zwischen diesen Subpopulationen in der humanen Dezidua beschrieben
worden ist (Kammerer U et al., 2003), haben sich zahlreiche Publikationen auf
die potenziellen regulatorischen Funktionen von DZ- und uNK-Zellen
konzentriert. Hier bleibt die Frage offen, ob die Interaktion dieser beiden
Zelltypen tatsachlich zur Erhaltung einer Schwangerschaft beitragt. In Kapitel
[11.4 legen wir Beweise vor, dass die raumliche Nahe zwischen DZ- und uNK-
Zellen in der murinen Schwangerschaft beobachtet werden kann. Diese

raumliche Beziehung konnte die maternale Immunantworten modulieren.

Welche gewebespezifischen Eigenschaften im Crosstalk von NK-Zellen und DZ
gibt es an der maternalen fétalen Schnittstelle? Zuerst vermuteten wir, dass
uNK-Zellen und DZ in die Kontrollmechanismen der uterinen Zellproliferation
involviert sind. Wahrend der frlihen Schwangerschaft proliferieren und
differenzieren uterine Zellen, die sich nahe der Implantationsstelle befinden,
unter dem Einfluss von Steroidhormonen, um die Dezidua auszubilden (Norwitz
ER et al., 2001). Wir zeigen hier, dass eine signifikante uterine Zellproliferation
nur in Anwesenheit von uNK-Zellen und DZ induziert wurde. Dies |aft
vermuten, dass dieser Prozess durch eine kontrollierte Aktion dieser Zellarten
an der murinen maternalen fOtalen Schnittstelle koordiniert wird.
Interessanterweise wurde die Zellproliferation markant verstarkt, als es durch
die Nutzung eines Transwellsystems zu keinem physischen Kontakt zwischen
uterinen Zellen und murinen Trophoblasten kam. Folglich scheint es so, dass
|6sliche Faktoren die deziduale Zellproliferation und DZ/NK-Zellfunktionen an
der murinen maternalen fétalen Schnittstelle kontrollieren und Zell-Zell-Kontakte
mittels Oberflachenmolekillen diesen Prozess negativ beeinflussen. Basierend

auf diesen Ergebnissen konnte die Etablierung einer Schwangerschaft in



Mausen hinsichtlich der Regulation der uterinen Zellproliferation als ein dualer
Prozess verstanden werden.

In der Anfangsphase konnte der Dialog zwischen dem Conceptus und dem
maternalen Kompartiment durch l6sliche Faktoren vermittelt werden, die die
uterine Zellproliferation und Differenzierung fordern, um die Dezidua zu bilden.
Anschlie®end, wenn Trophoblasten in das uterine Stroma eindringen und eine
funktionale Plazenta bilden, kdénnten Zell-Zell-Kontakte mittels
Oberflachensignalkomplexen zu verringerten dezidualen Zellproliferationsraten
fGhren.

Es wird weitgehend angenommen, dass dendritische Zellen entscheidend fur
die foto-maternale Toleranz sind (Blois SM et al, 2004; 2007). Obgleich
verschiedene Studien gezeigt haben, dass DZ hochpotente Regulatoren einer
Schwangerschaft sind, fehlen jedoch immer noch experimentelle Beweise fir
eine besondere in vivo Funktion von DZ. In Kapitel III.5 nutzten wir das DZKO-
System, das es erlaubt, die Depletion von CD11c*-DZ in vivo wahrend einer
Implantation zu induzieren.

Die Gesamtheit der hier aufgezeigten Experimente lassen vermuten, dass DZ
eine Rolle wahrend der Implantation in Mausen spielen, da eine DZ-Depletion
die uNK-Zelldifferenzierung sowie die vaskulare/plazentale Entwicklung
vermindert. Diese Daten stutzen die Rolle, die die dendritischen Zellen bei der
Inszenierung von Ereignissen, die zur Etablierung und Erhaltung einer

Schwangerschaft fuhren, einnehmen.

Eine in vivo Behandlung mit Gal-1 unterdrickt die Th1-abhangige Entziindung
in experimentellen Modellen der Autoimmunitat, indem das Gleichgewicht zu

einem Th2-dominierenden Zytokinprofil verlagert wird (Rabinovich GA et al.,



1999; Toscano MA et al., 2006; Perone MJ et al., 2006). Im Kapitel 11.6 legten
wir die ersten experimentellen Beweise vor, die eine entscheidende Rolle fur
Gal-1 in der Forderung fetomaternaler Toleranz anzeigen, und behaupten, dass
ein potenzieller therapeutischer Ansatz darauf zielen sollte, immunologische
Toleranz in scheiternden Schwangerschaften wieder herzustellen. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass Gal-1 ein potenzieller therapeutische Ansatz ist

und das Scheitern einer Schwangerschaft verhindern kénnte.



VI. Bemerkungen fiur die Zukunft

Noch sind keine endgultigen immunologischen Therapien flir diejenigen
verfugbar, die unter ungeklarten Aborten leiden, weil Schlissel-immunologische
Faktoren in Assoziation mit der Annahme/AbstoRung des fotalen Allografts
noch weitesgehend unbekannt sind. Die positive Modulation des
Immunsystems ist bisher bei ungeklarten Mehrfachaborten trotz betrachtlicher

Forschungsanstrengungen wenig natzlich (Scott JR, 2003).

Neue technische Innovationen ermdglichen einen tieferen Einblick in die
Mechanismen von Fortpflanzung und Unfruchtbarkeit. Moglicherweise kann mit
Hilfe genetischer Studien auf viele der offenen Fragen bezuglich der
Unfruchtbarkeit und des ungeklarten Mehrfachabortes eine Antwort gefunden
werden.

Da ungeklarte Mehrfachaborte sehr starken psychologischen Stress und
Verzweiflung bei den betroffenen Frauen verursacht (Klock SC et al., 1997), ist
es wichtig die Dbiologische SchllUsselfaktoren einer erfolgreichen
Schwangerschaft zu analysieren. Diese Erkenntnisse von immunologischen
Prozessen wahrend der Schwangerschaft ermoglicht die Entwicklung von

wirksamen Arzneimitteln gegen Kinderlosigkeit.



VI. Zusammenfassung

Einer der Dbeeindruckensten Vorgange hinsichtlich immunologischer
Regulationsmechanismen ist die maternale Immuntoleranz gegenuber dem
fetalen Semi-Allograft wahrend der Schwangerschaft, auch tituliert als die
~Schwangerschafts-Pause des Immunsystems®.

Das Tolerieren des Fotus durch das mutterliche Immunsystem ergibt sich aus
einem komplexen Zusammenspiel von Steroidhormonen, Zytokinen und
weiteren Faktoren, die die Funktion der Immunzellen an der fetalen-maternalen
Grenzzone regulieren. Beispielsweise werden niedrige Progesteron- und Th2-
Zytokinspiegel und hohe Th1-Zytokinspiegel mit einer erhohten
Fehlgeburtenrate in Verbindung gebracht. Dieses Hormon- und Zytokinprofil
kann durch psychosozialen Stress getriggert werden. Interessanterweise
konnen die abortogenen Effekte, induziert durch Stress, mit Hilfe von
Dydrogesteron aufgehoben werden. Es handelt sich hierbei um ein
Progesteron-Derivat mit hoher Selektivitat fir den Progesteron-Rezeptor, das
die Abnahme abortogen wirkender Zytokine wie TNF-q, IL-12 und IFN-y bewirkt.
Die Abstossung des Fotus wird unter anderem vom Zusammenspiel zwischen
ICAM-1, das von Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert wird, und seinem
Liganden LFA-1 vermittelt: Die ICAM-1/ LFA-1-Interaktion fihrt zu einer
interzellularer Adhasion, welche eine Rekrutierung von pro-inflammatorischer
Zellen zur Implantationsstelle bewirkt sowie die Reifung von DZ in der Dezidua
fordert. SchlieBlich wird durch die Reifung von DZ eine weitere Polarisierung
des lokalen Zytokinprofils hin zum inflammatorischen Th1-Profil hervorgerufen.
Die Blockade dieses Mechanismus resultiert in der Wiederherstellung von

Immunakzeptanz in gestérten Schwangerschaften.



Gezeigt werden konnte, dass Progesteron in Synergie mit Gal-1, einem
immunmodulatorischen, Glykan-bindenden Protein, agiert: Bei reduzierter Gal-
1-Expression wahrend der gestorten Schwangerschaft kann die Behandlung mit
rekombinantem Gal-1 den Schwangerschaftsverlust verhindern. Die
Immunakzeptanz wird dber multiple Mechanismen wiederhergestellt, u. a. durch
die Induktion toleranzbildender DZ, die wiederum in vivo die Expansion von IL-
10 produzierender regulatorischer T-Zellen vermitteln.

An Schleimhautoberflachen wird die Immunantwort durch Antigen-
prasentierende Zellen determiniert, hier findet der Erstkontakt mit dem fremden
Antigen statt. In der Dezidua stellen die DC wahrend der Schwangerschaft die
entscheidende regulierende Population dar. Sie haben die Fahigkeit, mit
anderen Komponenten des uterinen Signalnetzwerkes, z. B. den naturlichen
Killerzellen, zu interagieren und die Immunantwort im Sinne einer
stimulatorischen oder toleranzbildenden Art und Weise zu modulieren. Studien
haben gezeigt, dass die DZ-NK-Interaktion in ein toleranzbildendes Spektrum
resultieren kann. Dieses Spektrum ist charakterisiert durch herabregulierte
Aktivierungsmarker auf uterinen NK-Zellen und DZ mit gleichzeitiger Dominanz
Schwangerschafts-protektiver Th2-Zytokine. Die Interaktion von NK und DZ
beeinflusst auch die uterine Zellproliferation. Dieser Prozess wird stark
moduliert durch Signale die vom Trophoblasten ausgesendet werden.

Die wichtige Rolle von DZ wahrend der frihen Schwangerschaft wurde zudem
in in vivo Studien untersucht, die zeigten, dass die transiente Depletion von
CD11c positiven Zellen (z. B. durch die Gabe von Diphtherie-Toxin) den
Implantationsprozess in Mausen stort und in einer reduzierten Zucht-Fahigkeit
resultiert. Die Reifung von uterinen NK-Zellen wird an DZ-depletierten

Implantationsstellen unterbunden. Das spiegelte sich in einer reduzierten



Perforin-Expression sowie einer verminderten Anzahl von PAS positiven Zellen
wieder. Die Depletion von DZ in der Implantationsphase verursachte
Anomalien in der Entwicklung der Plazenta (Hypozellularitat von
Spongiotrophoblast-Zellen und Labyrinth-Zellen, reduzierte Anzahl von
Trophoblast-Riesenzellen). Zudem werden zwei charakteristische Marker der
Trophoblast-Differenzierung  (plazentare = Laktogen-1  sowie  Proliferin)
herabreguliert.

Zusammenfassend spielen die Funktionen der DZ und ihre Interaktionen mit
dem dezidualen Mikromilieu eine wichtige Rolle um das Gelingen einer

Schwangerschaft zu unterstitzen.



VII. Abstract

Successful mammalian pregnacy relies on the development of maternal
immune tolerance towards the fetal semiallograft, which has been referred to as
immunity's pregnant pause. Fetal tolerance results from a complex interplay
involving steroid hormones, cytokines and other soluble factors that modulate
leukocyte functions at the maternal fetal interface. For instance, low levels of
progesterone and predominance of Th1 type cytokines have often been
associated with increased abortion rates, which can also be boosted by
psychoemotional stress. In mice, the abortogenic effects of stress can be
counteracted by treatment with dydrogesterone (a progesterone derivative
highly selective for the progesterone receptor), decreasing the frequency of
abortogenic cytokines such as TNF-qa, IL-12 and IFN-y. Experiments in vivo
have also shown that stress-triggered fetal rejection can be prevented by
interfering with the molecular cross talk between ICAM-1, expressed on antigen
presenting cells and its ligand, LFA-1, restoring immune acceptance
mechanisms in challenged pregnancies. Intercellular adhesion events involving
the ICAM-1/LFA-1 pathway mediate the recruitment of proinflammatory cells to
the implantation site, promote dendritic cell (DC) maturation in the decidua, and
subsequently induce additional local Th1 polarization via mature DCs. More
recently, progesterone has been shown to act in synergy with Galectin (Gal)-1
(an immunoregulatory glycan-binding protein) to promote fetal tolerance.
Consistently with a marked decrease in Gal-1 expression during failing
pregnancies, treatment with recombinant Gal-1 restored fetal immune
acceptance through multiple mechanisms, including the induction of tolerogenic
DC, which in turn promoted the expansion of interleukin-10 (IL-10)-secreting

regulatory T cells in vivo.



Antigen presenting cells, mediating the first encounter with non-self antigens,
are likely to be the core of immunoregulatory mechanisms acting on mucosal
surfaces. Particularly in the decidua, DC have emerged as an important
regulatory population given their ability to interact with other cellular
components of the uterine milieu (i.e., natural killer cells) and modulate the
nature of immune responses in stimulatory or tolerogenic fashion. Studies in
vitro have shown that such DC-NK cell cross talk can result in the promotion of
a tolerogenic microenvironment characterized by downregulation of the
expression of activation markers on uterine NK cells and DC and dominance of
pregnancy-protective Th2 cytokines. NK and DC interactions were also shown
to influence uterine cell proliferation, providing the first clues into a role played
by these cells during the process of endometrial decidualization. The important
role played by DC during early pregnancy was further highlighted by studies in
vivo showing that transient depletion of CD11c+ cells (i.e., through
administration of diphtheria toxin) impairs the implantation process in mice,
resulting in a reduced breeding efficiency. The analysis of DC-depleted
implantation sites further revealed impairments in the maturation of uterine NK
cell precursors, as demonstrated by decreased perforin expression and reduced
numbers of periodic-acid-Schiff (PAS)-positive cells. Depletion of DC during the
implantation process resulted in substantial anomalies in decidual and placental
development, including defective vascular development as well as
hypocellularity of the spongiotrophoblast and labyrinthine layers and impaired
differentiation of trophoblast giant cells. In view of these findings, DC functions
and their interactions within the decidualizing microenvironment are of critical

importance to support a successful pregnancy outcome.
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