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1. Zusammenfassung

Etwa ein Viertel aller Frauen erleiden in ihrem Leben eine Fehlgeburt. Es wird zwischen spontanen und
rezidivierenden Aborten unterschieden. Die Ursachen bei Spontanaborten sind oftmals Chromosomen-
Aberrationen, bei den rezidivierenden Aborten bleiben die Ursachen weitestgehend ungeklart. Eine
strukturierte diagnostische Abklarung und ein individueller therapeutischer Ansatz sind daher besonders

im Falle von rezidivierenden Aborten erforderlich.

Die Zielsetzung der vorliegenden Habilitationsschrift besteht in der Analyse der Schilddriisenhormon
Rezeptoren und der Abbauprodukte der Schilddriisenhormone in der gesunden und gestorten
Friihschwangerschaft. Spezieller Fokus lag hierbei auf der Rolle des Trace-Amine Associated Rezeptors
(TAAR1), einem G-Protein gekoppelten Rezeptor, und der daran bindenden Schilddriisenhormonderivate,
sog. Thyronamine, im Abortgeschehen. Zusatzlich wurde die Stresshormon- bzw. Adrenalinsynthese in der
Schwangerschaft durch Untersuchung der L-Dopa-Decarboxylase (DDC) im Abortgeschehen analysiert. Der
Abbau und die Synthese von Katecholaminen und Thyronaminen laufen liber verwandte Enzyme ab. Das
Hormon Tz wird durch die Ornithin Decarboxylase (ODC) zum Thyronamin T:;AM abgebaut und

Katecholamine entstehen ebenfalls tiber eine Decarboxylierung durch die L-Dopa-Decarboxylase (DDC).

Der Nachweis der genannten Proteine im Plazentagewebe erfolgte mittels immunhistochemischer
Farbeverfahren und die Identifikation der jeweiligen Zellen mit Hilfe von Doppelimmunfluoreszenz
Farbungen. Zellkulturversuche wurden durchgefiihrt zur Bestimmung des Einflusses von Thyronaminen
auf die Rezeptor Expressionen in Trophoblast Modellzellen. Die Analyse erfolgte auf Proteinebene mit Hilfe

von Western Blots und auf mRNA Ebene mittels Real-Time RT-PCR.

Als Ergebnis konnten wir zeigen, dass die nukledre Proteinexpression von THRal, THRa2, THRB1 und
THRPB2 in villdsen Trophoblasten von spontanen und rezidivierenden Aborten signifikant reduziert ist im
Vergleich zu gesunden Schwangerschaften. TAAR1 ist in rezidivierenden Abortplazenten hochreguliert,
was ein Indiz fir eine vermehrte Decarboxylierung von Schilddrisenhormonen im Abortgeschehen sein
kann. Ein Mangel an Schilddriisenhormonen fihrt zu einer erhéhten Expression von TAARL. Dies deutet
auf eine Metabolisierung der Schilddriisenhormone hin. Die Klarung, ob Patientinnen mit rezidivierenden
Aborten, einen Mangel des Schilddriisenhormons T3 durch eine vermehrte Transformation von T3 zu T;AM
haben, ist Gegenstand aktueller Forschung. Die Bestimmung der Schilddriisenhormon Derivate im
Abortgeschehen koénnte zukiinftig eine Grundlage flr eine detailliertere Diagnostik der

Schilddriisenhormone in der Schwangerschaft bieten.

Die L-Dopa Decarboxylase (DDC) ist verantwortlich fiir die Synthese von L-Dopa zu Dopamin. Letzteres
bindet an den D2-Dopamin Rezeptor (D2R) und spielt eine wichtige Rolle in der plazentaren endokrinen
Funktion und in der Aufrechterhaltung der Schwangerschaft. Durch Bildung eines Heteromers, interagiert

der D2R mit dem TAAR1 Rezeptor (Harmeier et al. 2015).
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Es konnte eine signifikant verminderte Expression der DDC Expression in der Dezidua und in Trophoblasten
von rezidivierenden Aborten sowie eine verminderte D2R Expression in Synzytiotrophoblasten und
Zytotrophoblasten von Aborten identifiziert werden. Da die DDC in die Dopamin Synthese involviert ist,
kann eine Reduktion der DDC und der D2R Expression im rezidivierenden Abort auf eine verminderte
Signalkaskade der Katecholamine auf fetaler Seite hindeuten. Eine Abnahme der Amin Synthese kann
vermutlich zu einer Reduktion der Epinephrin Synthese und folglich zu einer verminderten D2R Expression

fuhren.

Patientinnen mit rezidivierenden Aborten haben vermutlich einen Mangel des Schilddriisenhormons T3
durch eine vermehrte Transformation von T; zu T;AM induziert durch das Enzym ODC. Die Stimulation von
TAAR1 induziert durch T;AM kann ein Hinweis fiir eine vermehrte Decarboxylierung von

Schilddriisenhormonen sein.
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2. Einleitung

,Mit 32 Jahren trifft sie den Mann ihres Lebens. Mit 34 méchten sie gemeinsam ein Kind. Doch es klappt
nicht. Anstatt dem gréfSten Wunder der Welt erleben sie wiederholte Achterbahnfahrten zwischen grofier

Hoffnung und bitterer Enttduschung.”— Situation einer Patientin mit wiederholten Fehlgeburten

Die Betreuung und Behandlung von Paaren mit Fehlgeburten, sogenannten Aborten, stellt eine besondere
Herausforderung aufgrund der starken emotionalen Belastung der Patientinnen dar. Die hohe Inzidenz
von Frihaborten, der Leidensdruck, das Wiederholungsrisiko und die Vielzahl an ungeklarten Abortfillen
verdeutlichen den Forschungsbedarf auf diesem Gebiet. Die vorliegende Habilitationsarbeit liefert einen

Beitrag zur Ursachenerforschung im Bereich der Frihaborte.

Ausgang fur die vorliegenden Arbeiten sind Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe von Vattai, Jeschke und
Kollegen zur Untersuchung des nukledren Rezeptors Retinoid-X-Rezeptors o, (RXRa) in Abortplazenten. Im
Rahmen dieser Arbeiten konnte gezeigt werden, dass RXRa von Trophoblasten im Abort vermehrt
exprimiert wird gegeniiber gesunden Schwangerschaften. Es folgten Stimulationsversuche, in denen
humane villése Trophoblasten und Trophoblast-Modellzellen mit Retinsauren und einem Prostaglandin-
Derivat inkubiert wurden und dessen Einfluss auf die RXRa Expression in Trophoblast-Modellzellen
untersucht wurde. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Substanzen zu einer Abnahme der RXRa
Expression in Trophoblast- und Trophoblastmodellzellen fihren. Basierend auf diesen Erkenntnissen
wurde anschlieRend die Regulation des heterodimeren Partners, dem Thyroidhormon Rezeptor (TR bzw.

THR), im Abortgeschehen analysiert.

Schilddrisenfunktionsstorungen werden mit einer erhéhten Abortinzidenz assoziiert (Peleg et al. 2002).
Der Schilddrise kommt in der Schwangerschaft eine besondere Bedeutung zu, da Funktionsstérungen
nicht nur die Mutter, sondern auch den Feten betreffen kénnen. Eine Schilddriisenfunktionsstérung kann
zu erheblichen Komplikationen wie Friihgeburtlichkeit, niedrigem Geburtsgewicht, neurologischen

Entwicklungsstorungen des Kindes, Praeklampsie und mitterlicher Herzinsuffizienz fihren (Ludwig 2019).

Die Regulation der Schilddrisenhormone in der Schwangerschaft ist allgemein untersucht und
Schilddriisenhormone werden bei einer Schilddriisenunterfunktion entsprechend in der Schwangerschaft
substituiert. Die Expression der Thyroidhormon Rezeptoren und der Einfluss der Schilddriisen Metabolite
auf Schwangerschaft und Aborte ist bisher wenig untersucht worden und sie stellen eine Grundlage fiir

die vorliegenden Arbeiten dar.

Die Abbauprodukte/Metabolite der Schilddrisenhormone werden als Traceamine bezeichnet
(sogenannte Thyronamine; endogene Amine). Trotz ihrer strukturellen Verwandtschaft mit
Schilddriisenhormonen, binden die Thyronamine nicht an den nukledren Schilddriisenhormon-Rezeptor,
sondern an den Trace amine associated receptor (TAAR1) (Scanlan et al. 2004). Dieser ist ein G-Protein

gekoppelter Rezeptor, der in der Zellmembran lokalisiert ist und iber GTP-bindende Proteine Signale in
5
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das Zellinnere weiterleitet (Signaltransduktion). G-Protein gekoppelte Rezeptoren sind an einer Vielzahl
von physiologischen Prozessen beteiligt und etwa 30% aller aktuell erhdltlichen Arzneimittel wirken Gber
diesen Rezeptortyp (Rassow 2016). 1994 wurden die Wissenschaftler Alfred G. Gilman und Martin Rodbell
,fur die Entdeckung der Zellkommunikation und im Speziellen der Entdeckung der G-Proteine” mit dem
Nobelpreis flir Medizin pramiert. Gegenwartig und in der friihen Vergangenheit entdeckte Rezeptoren,
wie der TAAR1 Rezeptor, der erstmals 2001 beschrieben wurde (Borowsky et al. 2001), riicken zunehmend

in den Fokus der Forschung.

Der Abbau der Schilddriisenhormone zu Thyronaminen erfolgt (iber eine Dejodierung und
Decarboxylierung durch das Enzym Ornithin Decarboxylase (ODC) (Hoefig et al. 2016). Es existiert eine
Korrelation zwischen Thyronaminen und Katecholaminen, da beide Substanzgruppen durch eine
Decarboxylierung entstehen und der Abbau der Substanzen tber verwandte Enzyme erfolgt (ODC und L-
Dopa Decarboxylase (DDC)). Aufgrund dieses Zusammenhangs ist es wahrscheinlich, dass Stress, was zu
einer Aktivierung der Adrenalinsynthese fiihrt, ebenfalls einen Einfluss auf die Enzyme der

Thyronaminsynthese haben kann.



SEITE 7 VON 42

3. Vorarbeiten

Aus den grundlegenden Ergebnissen der Forschungsgruppe um Professor Dr. Udo Jeschke und seiner
Mitarbeiter, die sich (ber viele Jahre der plazentaren Expression verschiedener Kern- und
membranstandiger Rezeptoren im Abort gewidmet haben, entstand der Forschungsschwerpunkt auf dem
Gebiet der Regulation von Schilddrisenhormonrezeptoren in der gesunden und gestorten
Friihschwangerschaft. Aus den Ergebnissen der Expression des Thyroid Hormon Rezeptors in Aborten,
ergaben sich neue Fragestellungen zur Rolle der Abbauprodukte der Schilddriisenhormone in der

Friihschwangerschaft.

Es existieren Vorarbeiten von unserer Arbeitsgruppe zur Untersuchung des nukledren Rezeptors Retinoid-
X-Rezeptors o (RXRa) in Abortplazenten (Toth et al. 2008, Pestka et al. 2011). Der Retinoid-X-Rezeptor ist
ein nuklearer Rezeptor, der einen heterodimeren Komplex mit anderen nukledren Rezeptoren bildet und
hiertiber die Transkription aktiviert (Kastner et al. 1995, Mangelsdorf et al. 1995). Dadurch ist RXR als
Schllsselrezeptor bei multiplen physiologischen Prozessen involviert (Pestka et al. 2013). Alle drei
Isoformen von RXR haben einen Einfluss auf Zellproliferation, Zelldifferenzierung und die Organogenese

(Szanto et al. 2004).

Die Thyroid Hormon Rezeptoren THRa und THRB werden der Subfamilie | der nukledren Rezeptoren
zugeteilt und sie bilden einen heterodimeren Komplex mit RXR. Nach Dejodierung von T4 zu T3, bindet Ts
an THR. Nach Heterodimerisierung von THR mit RXR erfolgt die transkriptionelle Regulation und

entsprechend die Aktivierung oder Inaktivierung der Zielgene (Brix et al. 2011).

Die Forschungsgruppe von Toth, Jeschke et al. konnte zeigen, dass die RXRa Expression in villésen- (VT)
und extravillésen Trophoblasten (EVT) im Abort erhoht ist (Toth et al. 2008). Es folgten
Stimulationsversuche durch meine Arbeitsgruppe, in denen der Einfluss von Retinsdauren und einem
Prostaglandin-Derivat auf die RXRa Expression in humanen villésen Trophoblasten und Trophoblast-
Modellzellen untersucht wurde (Pestka et al. 2011). Hierbei konnte beobachtet werden, dass die Liganden
zu einer Abnahme der RXRa Expression in Trophoblast- und Trophoblastmodellzellen fiihren. Da
Abortplazenten vermehrt RXRa exprimieren und mit einer vermehrten Anzahl an apoptotischen EVT
assoziiert werden, dient die Liganden-abhangige Abnahme der RXRa Expression vermutlich als Schutz vor

einem apoptotischen Zustand bzw. vor einem Abortprozess.

Basierend auf den Erkenntnissen zur Regulation von RXRa in der Friihschwangerschaft fokussierten sich
die Folgeversuche auf die Regulation des heterodimeren Partners THR und den Metaboliten der

Schilddriisenhormone in Frithaborten und gesunden Schwangerschaften.
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4. Zielsetzung

Schilddrisenfunktionsstorungen werden mit einer erhéhten Abortinzidenz assoziiert (Peleg et al. 2002),
daher ist es essentiell eine Schilddrisendysfunktion friihzeitig, idealerweise vor geplanter Konzeption, zu
diagnostizieren und entsprechend zu therapieren. Die Rolle der Schilddriisenhormone Triiodthyronin (Ts)

und Thyroxin (Tetraiodthyronin, T,) ist in der Schwangerschaft detailliert untersucht.

Ein Fokus der vorliegenden Arbeit ist die Analyse von THR in spontanen sowie rezidivierenden
Frihaborten. Grundlage dafiir ist die Erkenntnis, dass eine Hypothyreose mit einer erhéhten Abortrate
assoziiert ist. Zusatzlich ist THR ein hetrodimerer Partner des nukledren Rezeptors RXR, dessen Rolle im

Abortgeschehen wir in Vorarbeiten untersucht hatten.

Welchen Einfluss die Metabolite der Schilddriisenhormone (Thyronamine) auf die Friihschwangerschaft
haben, blieb bislang ungeklart. Daher galt es als weitere Zielsetzung die Rolle der Schilddriisenhormon
Metabolite (Thyronamine) in der Frithschwangerschaft zu untersuchen und zu Uberpriifen, ob der

Schilddriisen Signalweg durch die Derivate beeinflusst werden kann.

Eine dieser Arbeit zugrunde liegende Hypothese ist, dass die Verarbeitung von Schilddriisenhormonen
durch das Enzym ODC eine wichtige Rolle im Abortprozess spielt. Daher nimmt die Analyse der ODC

Regulation einen weiteren wichtigen Bestandteil ein.

Ein zusatzliches Forschungsziel dieser Arbeit ist die Analyse der Interaktion von Thyronaminen und
Katecholaminen in der Friihschwangerschaft und damit einhergehend dem Einfluss von Stress auf die

Schwangerschaft.

Mit Hilfe der Erkenntnis zur Regulation von Schilddriisenhormon Derivaten im Abortgeschehen und der
Interaktion von Thyronaminen mit Katecholaminen, sollen Behandlungsansatze bei Frihaborten

individualisiert und optimiert werden.
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5. Wissenschaftliche Grundlagen

5.1 Inzidenzen und Ursachen von Frithaborten

Fehlgeburten zdhlen zu den haufigsten Komplikationen der friihen Schwangerschaft (Rai et al. 2006). Fast
jede dritte Frau erleidet in ihrem Leben einen Frihabort (Choi et al. 2014), welcher bis zur 12.
Schwangerschaftswoche (SSW) eintritt (Rai et al. 2006). Von der 13. SSW bis zur 22. SSW handelt es sich
um Spataborte, die mit einer Inzidenz von 4% angegeben sind (Larsen et al. 2013). Aborte bedeuten eine
tiefgreifende Herausforderung fiir die Lebensqualitdt der Frau und fiir die Partnerschaft (Carrington et al.
2005, Rai et al. 2006, Diejomaoh et al. 2015). Aborte werden primar unterschieden in Spontanaborte und
rezidivierende Aborte bzw. habituelle Aborte. Letztere werden laut WHO definiert als drei
aufeinanderfolgende Aborte vor der 24. SSW (WHO 1977) und kommen in einer Haufigkeit von 1-3% vor
(Carrington et al. 2005, Rai et al. 2006, Diejomaoh et al. 2015).

Das Wiederholungsrisiko von Fehlgeburten ist von verschiedenen Faktoren abhdngig. Das Alter der
Patientinnen und die Anzahl der vorangegangenen Aborte spielen hierbei eine erhebliche Rolle (AWMF
2019). Die Atiologie von Aborten ist multifaktoriell und die haufigsten Ursachen sind embryonale und
fetale Chromosomenanomalien. Weitere mdogliche Ursachen sind anatomische Fehlbildungen,
thrombophile Faktoren, immunologische Faktoren, mikrobiologische Ursachen, Umweltfaktoren,
Erndhrung und endokrine Stérungen (Stephenson et al. 2010, Diejomaoh 2015). In der Halfte der Fille
bleiben die Ursachen von rezidivierenden Aborten allerdings ungeklart (Brezina et al. 2014, Diejomaoh
2015). Die Begleitung von Paaren mit Friihaborten stellt somit eine Herausforderung dar, da bei einem
GrofRteil der Fille keine Ursachen gefunden werden. Der hohe Anteil an ungeklarten Fallen unterstreicht
den Forschungsbedarf auf diesem Gebiet. Die haufigsten Ursachen fiir rezidivierende Aborte sind
strukturelle Chromosomenanomalien (Toth 2016). Immunologische Faktoren als Ursache fir
rezidivierende Aborte sind in den letzten Jahren starker in den Mittelpunkt der Wissenschaft geriickt (Toth
2016). Inwieweit dies die Ursache und nicht die Folge von Aborten darstellt, ist weiterhin Gegenstand der
Forschung (Toth 2016). In etwa 5-20% der Patientinnen sind von einer Bildung von Autoantikérpern gegen
Schilddriisengewebe betroffen (Perricone et al. 2012). Die Implantation und der embryonale Kontakt mit
der miutterlichen plazentaren Seite stehen unter Kontrolle des lokalen endokrinen Milieus und endokrine
Storungen wie Diabetes mellitus, Polyzystisches Ovar (PCOS), Hyperprolaktindmie, luteale Insuffizienz und

Schilddrisenfunktionsstorungen haben einen Einfluss auf die Abortinzidenz.

5.2 Die Schilddriise — Funktion und Regulation

Die Schilddrise produziert als endokrine Driise die Hormone T3 und T4 und reguliert hieriiber Wachstum
und Metabolismus Prozesse reguliert (Amboss 2021). Zuséatzlich wird Calcitonin von der Schilddrise
produziert, das den Calciumhaushalt beeinflusst (Amboss 2021). Die Produktion der Hormone wird liber
den Hypothalamus, der das Thyreotropin Releasing Hormon (TRH) ausschiittet, und die Hypophyse,

welche das Thyroid Stimulating Hormon (TSH) ausschiittet, gesteuert. Bei einem Mangel an,



SEITE 10 VON 42

Schilddriisenhormonen wird (ber die Hypothalamus-Hypophysen-Achse die Produktion der
Schilddriisenhormone aktiviert, bei einem Uberangebot der Schilddriisenhormone wird die Produktion
Uber einen negativen Riickkopplungsmechanismus herunterreguliert. Hierbei spielt vor allem das freie T,
beim Feedback-Signal eine Rolle, wahrend Ts; keinen hemmenden Effekt auf die Sekretion von
Thyreotropin hat (Hans-Christian Pape 2014). Die Schilddrisenfunktion wird iberwiegend durch TSH und
dessen Rezeptor, den humanen Thyreotropin-Rezeptor (TSH-R), beeinflusst (Vassart et al. 1992). Der TSH-
R hilt den Differenzierungszustandes der Zellen aufrecht. Uber nukledre Schilddriisen Rezeptoren (TRa,
TRPB) konnen Schilddrisenhormone den Stoffwechsel von peripheren Zellen beeinflussen (Ziegelmuller et
al. 2015). Hierdurch besitzen Schilddriisenhormone die Fahigkeit, den korperlichen Grundumsatz zu
erhohen. Bei einer Schilddriiseniiberfunktion (Hyperthyreose) ist eine erhohte Menge an
Schilddriisenhormonen und ein erniedrigtes TSH vorzufinden. Bei einer Schilddriisenunterfunktion

(Hypothyreose) sind die Schilddriisenhormone vermindert und der TSH-Wert erhoht.

5.3 Rolle der Schilddriise in der Schwangerschaft

In der Schwangerschaft besteht ein gesteigerter Bedarf an Schilddriisenhormonen durch die vermehrten
Stoffwechselprozesse. Schilddriisenfunktionsstérungen wie die Hypo- oder die Hyperthyreose werden mit
Frihaborten assoziiert (Peleg et al. 2002). Da eine unbehandelte Hypothyreose in einer zweifachen
Erhohung von Aborten resultieren kann, ist die Aufrechterhaltung eines euthyreoten Zustandes essentiell
in der Schwangerschaft (Barber et al. 2005). Eine gut eingestellte Hypothyreose ist kein Risikofaktor fir
eine erhohte Abortneigung (Toth 2016). Laut aktuellen Leitlinien ist derzeit noch unklar, ob eine latente
Hypothyreose (erhohte TSH-Konzentration bei normwertigen Schilddriisenhormon Konzentrationen) zu

einem erhéhten Abortrisiko fihren kann (AWMF 2019, Leitlinien 2019).

Die Hypothyreose zahlt zu den haufigsten Erkrankungen im fertilen Alter, daher wird die laborchemische
Kontrolle der Schilddriise bereits prakonzeptionell empfohlen. Allerdings wird ein TSH-Screening bislang
in Deutschland nach Mutterschaftsrichtlinien nicht gefordert, eine groRRziigige Indikationsstellung ist aber
empfehlenswert (Keck 2019). Da TSH und hCG die gleiche alpha Untereinheit und eine dhnliche B-Kette
besitzen, bindet hCG an den TSH-Rezeptor der Schilddriise und fihrt zu einer Freisetzung der freien
Schilddriisenhormone (Ludwig 2019). Die stimulierende Wirkung von hCG auf den TSH-Rezeptor fiihrt
wahrend der Schwangerschaft zu einer Hyperthyreose und reaktiv zu einer physiologischen Absenkung
des TSH-Spiegels (Luthgens 2019). Dementsprechend empfiehlt die American Thyroid Association einen
TSH Wert im ersten Trimester von 0,1 - 2,5 mU/|, im zweiten Trimester 0,2 - 3,0 mU/l und im dritten
Trimester 0,3 - 3,0 mU/I (Luthgens 2019). Eine euthyreote Stoffwechsellage ist zusatzlich fir die fetale
neurologische Entwicklung und die kindliche Entwicklung post partum wichtig. Zusatzlich zur erhdhten
Abortneigung kann eine unbehandelte Hypothyreose in der Schwangerschaft zu einem erhéhten Risiko fur
postpartale Blutungen, Praeklampsie, erniedrigtem Geburtsgewicht und einer erhéhten perinatalen
Sterblichkeit fihren (Lithgens 2019).
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Die Schilddriisenhormone spielen wahrend der Schwangerschaft eine zentrale Rolle in der Differenzierung
von Trophoblasten und in der neurofetalen Entwicklung (Ohara et al. 2004). Eine Hypothyreose kann zu
geistigen und korperlichen Schiaden beim Feten (Kretinismus) fithren (Schilddrisenzentrum 2021).
Schilddriisenhormone binden an THR, der zur Superfamilie der nukledaren Rezeptoren gehort. Letztere
spielen eine Rolle in diversen physiologischen Prozessen und agieren lber die Transkription von Zielgenen
(Pestka et al. 2013). Die Expression der plazentaren Schilddriisenhormonrezeptor Isoformen nimmt mit

dem Gestationsalter zu (Kilby et al. 1998).

5.4 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) befinden in der Zellmembran und leiten (iber GTP-bindende
Proteine extrazellulare Signale in die Zelle. Die Hauptfunktion von G-Protein-gekoppelten GPCRs ist die
Aktivierung von Signaltransduktionen. GPCRs sind an einer Vielzahl von physiologischen Prozessen
beteiligt, u.a. der Erkennung von Licht, Geschmack, Diiften, Schmerzen und Hormonen und sie stellen die
Andockstellen fiir diverse Medikamente dar. Etwa 30% aller aktuell erhdltlichen Arzneimittel wirken Gber
diesen Rezeptor (Rassow 2016). 1994 wurden die Wissenschaftler Alfred G. Gilman und Martin Rodbell
,fur die Entdeckung der Zellkommunikation und im Speziellen der Entdeckung der G-Proteine” mit dem
Nobelpreis fir Medizin pramiert. G-Protein gekoppelte Rezeptoren werden durch Liganden aktiviert —
hierzu gehéren Hormone, auto- und parakrine Faktoren, Neurotransmitter sowie Licht und Geruchsstoffe

(Gudermann et al. 2000).

GPCRs bestehen aus sieben transmembranidren Doménen (Rosenbaum et al. 2009). Die Polypeptidkette
wird durch intra- und extrazelluare Schleifen miteinander verbunden (Abbildung 1) (Rosenbaum et al.

2009).

11
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Abbildung 1: Struktur eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors. Darstellung der Transmembrandomanen
(H1-7) mit jeweils drei intrazellularen (C1-3) und drei extrazellularen Schleifen (e1-3) sowie einem Amino-
Terminus (NH3+) und einem Carboxy-Terminus (COO-).

Die Signallibertragung der GPCRs erfolgt Gber heterotrimere Guaninnukleotid (GTP)-bindende Proteine

(G-Proteine) (Hamm 1998, Wettschureck et al. 2005). Die Metabolite der Schilddriisenhormone

binden an den Trace amine associated receptor (TAAR1) (Scanlan et al. 2004).

5.5 Interaktion der Schilddriisen Metabolite mit dem G-protein gekoppelten Rezeptor TAAR1

Die endogenen Abbauprodukte der Schilddriisenhormone werden als Trace-Amine (Syn. Thyronamine)
bezeichnet (Harmeier et al. 2015). Die Ornithin-Decarboxylase (ODC) ist als Enzym an der Umwandlung
von Thyroxin zu 3-lodothyronamin (T:AM) beteiligt (Sumi-lchinose et al. 1992, Le Van Thai et al. 1993).
Wahrend der Umwandlung von T4in T;AM finden ein Decarboxylierungs- und ein Deiodierungsschritt statt
(Sumi-Ichinose et al. 1992, Le Van Thai et al. 1993). Decarboxylierte Schilddriisenhormone wirken im
Gegensatz zu den klassischen Schilddriisenhormonen durch rapide Aktionen wie das schnelle Senken der
Koérpertemperatur oder den raschen Abfall der Herzfrequenz (Brix et al. 2011). Trotz ihrer strukturellen
Ahnlichkeit mit Schilddriisenhormonen, binden die Thyronamine nicht an den Schilddriisenhormon-
Rezeptor, sondern an TAAR1 (Scanlan et al. 2004). Hieriiber aktivieren die Thyronamine das serotonerge
und dopaminerge System (Brix et al. 2011). Durch Aktivierung der Adenylatcyclase wird ein Anstieg des
cAMP Levels induziert (Abbildung 2) (Borowsky et al. 2001, Barak et al. 2008). TAAR1 interagiert ebenfalls
mit dem BArrestin2 (BArr2)/Akt/GSK3 Signalweg (Espinoza et al. 2015). Akt, auch bekannt als Proteinkinase
B (PKB) ist eine Serin/Threonin-spezifische Protein Kinase und GSK3 steht fiir Glycogen Synthase Kinase 3.
TAAR1 wird von der Plazenta, Gehirn, Riickenmark, Magen, pankreatischen Zellen und Immunzellen wie
Makrophagen, Leukozyten und dendritischen Zellen exprimiert (Babusyte et al. 2013, Gozal et al. 2014,
Lam et al. 2015). Dopaminerge, adrenerge und serotonerge Substanzen kdnnen zur Aktivierung von TAAR1
fihren (Sotnikova et al. 2010). Zusatzlich zu den Traceaminen stellen biogene Amine, Amphetamin-
dhnliche Stimulanzien und Schilddriisenhormone wie 3-lodothyronamin Agonisten von TAAR1 dar

(Bunzow et al. 2001, Scanlan et al. 2004). TAAR1 ist vor allem im Bereich der Neurologie untersucht. Die
12
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Agonisten von TAAR1 konnen die Dopaminabgabe reduzieren und TAAR1 Antagonisten haben die
Fahigkeit, die Abgabe von Dopamin durch serotonerge und dopaminerge Neuronen im Gegensatz erhdhen
(Lam et al. 2015). Letztere spielen hierdurch eine vielversprechende Rolle in der Therapie von
Depressionen und Parkinson (Lam et al. 2015). Die Arbeitsgruppe von Raab et. al. (2015) konnte
feststellen, dass TAAR1 einen positiven Einfluss auf die Glukose- und Adipositaskontrolle bei Diabetes

mellitus Typ Il M&dusen hat (Raab et al. 2016).

T,AM, ToLAM

TAAR1

Abbildung 2: Signalweg der Thyronamine und Aktivierung des Heterodimers RXR/THR. Die Schilddriisenhormone
binden an THR, der mit RXR einen Heterodimer bildet. Dies induziert eine Aktivierung der Transkription. Thyronamine
wie T:AM und ToAM binden an den G-protein gekoppelte Rezeptoren der Trace amine associated receptor (TAAR1).

Dieser wird durch Thyronamine (iber die Adenylcyclase (AC) aktiviert, was zu einem erhdhten cAMP Spiegel fiihrt.

5.6 Die Enzyme Ornithin-Decarboxylase (ODC) und L-Dopa Decarboxylase (DDC)

Das Enzym ODC wandelt Schilddriisenhormone durch eine Decarboxylierung und Deiodierung zu
Thyronaminen um und beeinflusst die Biosynthese von Polyaminen (Sumi-Ichinose et al. 1992, Le Van Thai
et al. 1993). Veranderungen im ODC / Polyamin System kénnen einen Einfluss auf die Entwicklung der
neuronalen Signalwege der Katecholamine haben (Slotkin et al. 1986). Bulgaroni et al. (2013) haben die
ODC Regulation untersucht. Sie konnten zeigen, dass eine vermehrte ODC Expression mit einer
Zytotrophoblasten Proliferation und plazentaren Reparatur als Kompensationsmechanismus bei

plazentaren Verdnderungen durch Pestizide in Verbindung gebracht wird (Bulgaroni et al. 2013).

Die DDC ist ein ist ein Pyridoxal 5- Phophate (PLP) — abhangiges Enzym, welches ubiquitar exprimiert wird
(Vassiliou et al. 2009, Kontos et al. 2010, Wafa et al. 2012). Es induziert die Umwandlung von L-Dopa zu
Dopamin und beeinflusst die Expression des Dopamin D2 Rezeptors (D2R) (Vassiliou et al. 2009, Kontos et

al. 2010, Wafa et al. 2012). Zusatzlich entstehen durch die DDC die Neurotransmitter Histamin, Serotonin,

13



SEITE 14 VON 42

Tryptamin und Phenylethamin (Gratz et al. 2018). Ahnlich wie TAAR1 wurde die DDC bisher im Fachbereich
der Neurologie und Psychiatrie untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die DDC Einfluss auf
genetischer Ebene hat und hierbei eine Rolle beim Krankheitsbild Morbus Parkinson spielt (Devos et al.
2014). Bei neuroendokrinen Tumoren, beim Neuroblastom und beim Prostatakarzinom spielt die DDC eine
Rolle als Biomarker (Kontos et al. 2010). Kontos et. al. (2010) konnten zeigen, dass die DDC ein positiver
prognostischer Faktor beim Gesamtiiberleben von Patientinnen mit kolorektalem Adenokarzinom ist
(Kontos et al. 2010). In einer kiirzlich publizierten Studie konnte unsere Arbeitsgruppe demonstrieren, dass
die DDC ein positiver prognostischer Marker fiir das Gesamtiiberleben von Patientinnen mit primarem
Mammakarzinom darstellt und dass die DDC durch das Amin Epinephrin reguliert wird (Tremmel et al.

2020).

5.7 Der Arrestin2/Akt/GSK3 Signalweg

TAAR1 interagiert mit dem B-Arrestin2/Akt/GSK3 Signalweg (Revel et al. 2012, Espinoza et al. 2015). GSK3
ist eine Serin/Threonin Proteinkinase, die durch die zwei Gene GSK3A und GSK3B kodiert wird. Zusatzlich
zur Zellproliferation und -migration, sowie der Glucose Regulation und Apoptose, spielt die Isoform GSK3[3
eine Schlisselrolle im wnt-Signalweg. Dieser ist Bestandteil der Karzinogenese und der embryonalen
Entwicklung (Bao et al. 2013). Der wnt-Signalweg spielt eine Rolle in diversen Entwicklungsschritten der
Embryogenese und Differenzierung und reguliert hierbei die Praimplantation, Blastozysten Implantation
und uterine Dezidualisierung (Logan et al. 2004, Sonderegger et al. 2010, Bao et al. 2013). Harmeier und
Kollegen suggerieren, dass das Heterodimer TAAR1 und D2R zu einem Anstieg der BArr2 Rekrutierung
flhren. Hierbei kommt es zu einer Aktivierung von Akt und darauffolgend zu einer Inhibierung von GSK3p

(Harmeier et al. 2015).

5.8 Korrelation von Thyronaminen und Katecholaminen

Katecholamine entstehen Uber eine Decarboxylierung durch das Enzym L-Dopa-Decarboxylase (DDC). Der
Abbau und die Synthese von Kathecholaminen und Thyronaminen laufen (iber verwandte Enzyme ab
(ODC/DDC). Da Thyronamine und Katecholamine beide durch einen Decarboxylierungs Prozess von der
Aminosdure Tyrosin entstammen, ist eine Verbindung zwischen der Synthese und Struktur der zwei
Substanzen wahrscheinlich. Aufgrund dieses Zusammenhangs ist es wahrscheinlich, dass Stress, welches
die Adrenalinsynthese aktiviert, ebenfalls einen Einfluss auf die Enzyme der Thyronamine haben kann.
Thyronamine kdnnen sowohl an TAAR1 wie auch an den Dopamin Rezeptor (D1) und den Adrenorezeptor

(B2) binden (Bunzow et al. 2001, Scanlan et al. 2004, Sotnikova et al. 2009).

In Mausversuchen konnte demonstriert werden, dass T:AM und ToAM die Herzfrequenz und
Korpertemperatur absenken konnen (Scanlan et al. 2004). Der Einfluss von Stress auf das Risiko von
Aborten ist bislang nicht eindeutig geklart (AWMF 2019). In einer Fall-Kontroll-Studie konnte
geschlussfolgert werden, dass die Stressniveaus von Patientinnen mit rezidivierenden Aborten im

Vergleich zu Kontrollpatientinnen ohne Aborte héher waren (Li et al. 2012). 14
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Ein Crosstalk wurde zwischen TAAR1 und D2R beschrieben (Espinoza et al. 2011, Leo et al. 2014, Harmeier
et al. 2015). TAAR1 kann einen funktionellen Heteromer bilden. Harmeier und Kollegen konnten zeigen,
dass die Aktivierung des TAAR1-D2R-Komplexes mit dem GSK3B-Signalweg in vitro und in vivo negativ
korreliert (Harmeier et al. 2015). Dopamin bindet an den von der Plazenta exprimierten D2R und dessen
Expression steigt mit dem Schwangerschaftsalter an (Vaillancourt et al. 1998). Dopamin flihrt ebenfalls zu

einer Inhibierung der humanen plazentaren Lactogen (hPL) und hCG Sekretion (Gratz et al. 2018).

15
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6. Ergebnisse der kumulativen Habilitation

Fokus der vorliegenden Habilitationsschrift ist die Analyse der Rolle des Schilddriisenhormon Rezeptors,
der Abbauprodukte der Schilddrisenhormone und des TAAR1 Rezeptors bei spontanen und
rezidivierenden Aborten. Ein zusatzliches Augenmerk der vorliegenden Arbeit befasst sich mit der

Interaktion von Thyronaminen und Katecholaminen und der Rolle von Stress in der Friihschwangerschaft.

Der TAAR1 Rezeptor hat einen Einfluss auf Vorgange, wie die Invasion und Vaskularisation, sowohl in der
Plazenta wie auch in der Tumorbiologie. Die Invasion des Stromas kann sowohl die plazentare wie auch
die Tumorinvasion beeinflussen (Kshitiz et al. 2019). Die plazentare Invasion wird mit einer vermehrten
Vulnerabilitat bis hin zur Malignitat korreliert (Kshitiz et al. 2019). TAAR1 kann entsprechend als
onkofetales Antigen gewertet werden. Onkofetale Antigene sind Proteine und Glykane, die eine Rolle in

der fetalen Entwicklung spielen und ebenfalls bei bestimmten Tumorarten vorkommen.

Weitere Publikationen im Rahmen meiner Forschungsarbeiten, die nicht Bestandteil der vorliegenden
Habilitationsschrift sind, widmen sich u.a. der Rolle von TAAR1 im Mammakarzinom. In vorherigen
Untersuchungen zum Mammakarzinom konnten wir aufzeigen, dass die TAAR1 Expression bei primaren
Mammakarzinom Patientinnen mit einem verlangerten 10-Jahresiiberleben einhergeht (Vattai et al.
2017). Zusatzlich konnten wir zeigen, dass die DDC im Mammakarzinom als positiver prognostischer Faktor
fir das allgemeine Uberleben bei primaren Mammakarzinom Patientinnen gewertet werden kann

(Tremmel et al. 2020).

Die Kernergebnisse der kumulativen Habilitationsarbeit zur Regulation von Schilddriisenhormon
Rezeptoren, dem TAAR1 Rezeptor und dessen Liganden in der gesunden und gestorten

Friihschwangerschaft werden im folgenden Kapitel ndaher erlautert.

6.1 Detektion einer verminderten Expression des Thyroid Hormon Rezeptors in vill6sen

Tophoblasten und in der Dezidua von Abortplazenten

Ziegelmdliller B, Vattai A, Kost B, Kuhn C, Hofmann S, Bayer B, Toth B, Jeschke U, Ditsch N.

Expression of Thyroid Hormone Receptors in Villous Trophoblasts and Decidual Tissue at Protein

and mRNA Levels is Downregulated in Spontaneous and Recurrent Miscarriages.

Journal of Histochemistry and Cytochemistry. 2015, July.

Bestandteil dieser Forschungsarbeiten war die Analyse der Expression der Schilddriisenhormonrezeptor
Isoformen THRal, THRa2, THRP1 und THRPB2 in gesunden Schwangerschaften, Spontanaborten und
rezidivierenden Aborten. Das Hormon T; bindet als Ligand an THR und reguliert hierliber die Gen

Transkription (Velasco et al. 2007). Die Expression von THRal, THRB1 und THRa2 steigt mit dem16
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Gestationsalter (Kilby et al. 1998). Im Rahmen dieser Arbeit konnte mittels immunhistochemischen
Analysen gezeigt werden, dass die nukledre Proteinexpression von THRal, THRa2, THRB1 und THRB2 in
villésen Trophoblasten von spontanen und rezidivierenden Aborten signifikant reduziert ist im Vergleich
zu gesunden Schwangerschaften. In Spontanborten konnte In der Dezidua eine signifikante Abnahme von
THRal detektiert werden. In der Dezidua von rezidivierenden Aborten zeigt sich sowohl eine verminderte
Expression von THRal als auch von THRB1. Auf mRNA Ebene zeigte sich anhand der quantitativen Real-
time PCR Methode (TagMan®-PCR) sowohl fiir das Gen THRA wie auch THRB eine signifikant reduzierte
mRNA Expression in Spontanaborten und rezidivierenden Aborten im Vergleich zu den Kontrollplazenten.
Die Mehrheit des Schilddriisenhormonrezeptors wird von dezidualen Stromazellen exprimiert. Vermutlich
wird die verminderte Expression von THRs in Aborten (iber die Aktivierung von PPARy und RXR moduliert

(ziegelmuller et al. 2015).

6.2 Regulation der Expression des Thyroid Hormon Rezeptors im ersten Trimenon durch das

Progesteronrezeptor System

Vattai A., Ziegelmdiiller B., Kost B., Kuhn C., Hofmann S., Bayer B., Anslinger K., Jeschke U.,
Ditsch N.

The expression of thyroid hormone receptors (THR) is regulated by the progesterone receptor

system in first trimester placental tissue and in BeWo cells in vitro.

European Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology. 2015, December.

Progesteron hat als Immunosteroid die Aufgabe der Aufrechterhaltung der Schwangerschaft (Areia et al.
2016). Der Progesteron Rezeptor (PR) ist ein steroidaler Rezeptor und gehort wie THR zur Superfamilie der
nukledren Rezeptoren (Pestka et al. 2013). Transkriptionsprozesse, die die Metabolisierung von
Schilddriisenhormonrezeptoren involvieren, werden durch die Progesteron Antagonisierung im
Endometrium reguliert (Catalano et al. 2007). Zur Durchfiihrung eines Schwangerschaftsabbruchs in der
Frihschwangerschaft ist seit 1999 Mifepriston (Handelsname Mifegyne®m RU486) in Deutschland
zugelassen (E. 2020, Felberbaum 2020). Dieses wird bis zum 63. Schwangerschaftstag oral eingenommen.
Mifepriston ist ein Norethisteronderivat und verfiigt als Rezeptorblocker Uber einen starken
Antiprogesteroneffekt. Die Empfindlichkeit des Uterus auf Prostaglandine wird erhéht, was eine Offnung
des Muttermundes bewirkt (Felberbaum 2020). In unserer immunhistochemischen Untersuchung konnten
wir zeigen, dass Mifepriston zu einer Reduktion der THRal, THRa2 und THRB1 Proteinexpression in
villésen Trophoblasten flhrt (Vattai et al. 2015). Mittels Real-time PCR Methode (TagMan®-PCR) konnte
eine signifikant verminderte mRNA Expression von THRA durch Mifepriston im Plazentagewebe
festgestellt werden. Die mRNA Expression von THRB war ebenfalls reduziert gegeniiber den unstimulierten

Kontrollen, allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant.
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Es ist bekannt, dass steroidale Kernrezeptoren wie das Progesteron Rezeptor System und die
Schilddriisenrezeptoren eine strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit besitzen (McEwan et al. 2009). Eine
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die THR Expression im Corpus luteum von Ratten wahrend der
Gestation ein dhnliches Reifemuster besitzt wie zirkulierendes Progesteron (Navas et al. 2014). Wahrend
des Schwangerschaftsverlaufs kommt es sowohl zu einem Abfall von Progesteron wie auch von THRa1 und
THRP1 (Navas et al. 2014). Vermutlich ist eine Inhibierung des Progesteronrezeptors verantwortlich fiir die
verminderte Expression der verschiedenen Isoformen des Schilddriisenrezeptors. Diese Annahme wird
durch die Erkenntnis unterstitzt, dass die Aktivierung des Progesteronrezeptors durch Progesteron zu

einer Hochregulierung des Gens THRA in Trophoblasten fiihrt.

6.3 TAAR1 induziert eine veranderte GSK3B Phosphorylierung in rez. Aborten durch die ODC

Stavrou S., Gratz M., Tremmel E., Kuhn C., Hofmann S., Heidegger H., Peryanova M., Hermelink

K., Hutter S., Toth B., Mayr D., Mahner S., Jeschke U., Vattai A.
TAAR1 induces a disturbed GSK3B phosphorylation in recurrent miscarriages through the ODC.

Endocrine Connections. 2018, February.

In der vorliegenden Arbeit wurde die plazentare Expression von TAAR1, GSK3B und ODC und dessen
Interaktionen in gesunden Schwangerschaften und Friihaborten analysiert. Zusatzlich wurde der Einfluss

von TAAR1 Liganden auf die TAAR1 Expression in Trophoblastmodellzellen in vitro untersucht.

Die TAAR1 Expression in Synzytiotrophoblasten und in der Dezidua von in Spontanaborten (7.-13.
Schwangerschaftswoche) und rezidivierenden Aborten (7.-13. SSW) wurde mittels immunhistochemischer
Analysen untersucht. Wir konnten zeigen, dass in Synzytiotrophoblasten, Zytotrophoblasten und Driisen
von rezidivierenden Aborten die TAAR1 Expression im Vergleich zu gesunden Schwangerschaften
signifikant erhoht ist (Stavrou et al. 2018). Im spontanen Abort war ebenfalls eine signifikant vermehrte
TAAR1 Expression in Synzytiotrophoblasten, Zytotrophoblasten, Dezidua und Driisen aufgefallen. Eine
TAAR1 Hochregulation in rezidivierenden Aborten kénnte dafilirsprechen, dass es beim Abort zu einer
vermehrten Decarboxylierung der Schilddrisenhormone kommt. Ein Schilddriisenhormonmangel
induziert die Hochregulation von TAAR1, was auf eine Verstoffwechselung der Schilddriisenhormone

hindeutet (Stavrou et al. 2018).

Mittels Western Blot wurde der Einfluss von T; und T:AM auf die TAAR1 und der Einfluss von T; auf die
ODC Expression in den BeWo Trophoblast Modellzellen untersucht. Sowohl T3 wie auch T:AM fiihrten zu
einer signifikanten Hochregulation der TAAR1 Expression in BeWo Zellen, was darauf hindeutet, dass eine
Transfomierung von T3 zu TAAR1 eine vermehrte TAAR Expression erzeugt. Die ODC Expression war

ebenfalls hochreguliert im Western Blot durch die Inkubation mit Ts_Eine vermehrte ODC Expression nach

18
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Stimulation mit Ts suggeriert, dass Schilddriisenhormon Derivate wahrend des Abortprozesses vermehrt
vorkommen. Eine Umwandlung der Schilddriisenhormone in die endogenen Amine wird vermutlich
teilweise durch die ODC tGibernommen. Da eine zu hohe Menge an Metaboliten von decarboxylierten SD-
Hormonen potentiell einen Abort verursachen kann, werden zukilnftig die Regulation der Decarboxylasen

im Abortgeschehen auf Protein- und mRNA Ebene untersucht.

In vorherigen Studien konnte eine Interaktion zwischen TAAR1 und biologisch aktiven Zellen des
Nervensystems beobachtet werden und es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von TAAR1 zu
einer Inhibierung des GSK3p Signalweges im neuronalen System fiihrt (Harmeier et al. 2015). GSK3p, die
Glykogen Synthase Kinase, ist an der Signaltransduktion des Wnt-Signalwegs beteiligt und sie spielt eine
Rolle in der Aufrechterhaltung der Stammzellpopulation. Zusatzlich stabilisiert GSK3B das Protein Catenin,

welches fiir die Stabilisierung der Zellmembran entscheidend ist.

Somit beinhaltete ein weiteres Forschungsvorhaben die Analyse der Regulation von phosphoryliertem
GSK3pB in Plazenten von spontanen und rezidivierenden Aborten sowie gesunden Kontrollen (jeweils SSW
7-13, n=30) mittels immunhistochemischer Untersuchungen. Die Expression von pGSK3 in Synzytio- und
Zytotrophoblasten und in der Dezidua ist in rezidivierenden Aborten im Vergleich zu der pGSK3j
Expression in Kontrollplazenten signifikant hochreguliert. Die pGSK3B Expression in Spontanaborten ist im
Vergleich zu den Kontrollen nicht signifikant verandert. In Synzytiotrophoblasten, Driisen und Dezidua
konnte eine signifikant vermehrte TAAR1 Expression im rezidivierenden Abort sowie im Spontanabort im
Vergleich zu den gesunden Kontrollen entdeckt werden. Es besteht eine signifikante Korrelation der
pGSK3B Expression mit der TAAR1 Expression in Synzytiotrophoblasten und in der Dezidua von
rezidivierenden Aborten und Spontanaborten. Die GSK3B Expression korreliert ebenfalls signifikant mit

der TAAR1 Expression in Synzytiotrophoblasten.

Eine Inhibierung von GSK3pB, wie sie im neurologischen System durch TAAR1 beobachtet wurde, konnte
im Abortgeschehen nicht nachgewiesen werden. Die Korrelationsanalyse deutet auf eine Abhangigkeit der
Regulation beider Systeme im Abort hin. Eine vermehrte plazentare TAAR1 und pGSK3pB Expression kann
zu einer Inhibierung von GSK3B und Aktivierung des Wnt-Signalweges fihren. Ein Anstieg von pGSK3[3
kann zu einer Inhibierung von unphosphoryliertem pGSK3B und hierdurch zu einer Aktivierung des Wnt-
Signalweges flihren. Zusatzlich konnte eine Inhibierung von pGSK3p durch TAAR1 im rezidivierenden Abort
detektiert werden, was auf eine TAAR1-abhingige Regulation von GSK3B im rezidivierenden Abort

hindeutet.

Die ODC Expression in der Dezidua von gesunden Kontrollen und rezidivierenden Aborten von
Schwangerschaftswoche 8 bis 13 wurde verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass mit steigendem
Gestationsalter ein Anstieg der ODC Expression in der Dezidua von sowohl Kontrollen wie auch
Abortplazenten auftritt. Eine signifikante Hochregulation der ODC Expression in rez. Aborten gegeniber

Kontrollen konnte in der Untergruppe der Gestationswoche 8-10 beobachtet werden. 19
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6.4 Veranderte Dopamin Synthese und Dopamin Rezeptor Expression in rezidivierenden Aborten

Gratz MJ.,, Stavrou S., Kuhn C., Hofmann S., Hermelink K., Heidegger H., Hutter S., Mayr D.,
Mahner S., Jeschke U., Vattai A.

Dopamine synthesis and dopamine receptor expression are disturbed in recurrent miscarriages.

Endocrine Connections. 2018, May.

Die L-Dopa Decarboxylase (DDC) ist verantwortlich fiir die Synthese von L-Dopa zu Dopamin. Letzteres
bindet an den D2-Dopamin Rezeptor (D2R) und spielt eine wichtige Rolle in der plazentaren endokrinen
Funktion und in der Aufrechterhaltung der Schwangerschaft (Gratz et al. 2018). Durch Bildung eines
Heteromers, interagiert der D2R mit dem TAAR1 Rezeptor (Harmeier et al. 2015). Fir ein besseres
Verstandnis der Regulation von D2R und der DDC in gesunden Schwangerschaften und im Abort,
untersuchten wir die plazentare Expression der zwei Rezeptoren mittels Immunhistochemie (Gratz et al.
2018). Zusatzlich wurde der Einfluss der Schilddriisenhormon Metabolite auf die DDC Expression in

Trophoblast Modellzellen analysiert.

Wir konnten eine signifikant verminderte Expression der DDC Expression in rezidivierenden Aborten
(villése Trophoblasten und Dezidua) im Vergleich zu gesunden Schwangerschaften feststellen. Die D2R
Expression in Synzytiotrophoblasten und villdsen Zytotrophoblasten von Aborten war ebenfalls signifikant
herunter reguliert im Vergleich zu den Kontrollen. Im Gewebe von Spontanaborten zeigte sich keine

signifikante Differenz in der D2R Proteinexpression.

Eine Inkubation von BeWo Trophoblast Modellzellen mit 0,1 nM ToAM induzierte eine signifikante
Reduktion der DDC mRNA Expression. Die Proteinexpression der DDC wurde ebenfalls reduziert in BeWo
Zellen durch die endogenen Liganden ToAM und T;AM. Dies konnte sowohl immunzytochemisch wie auch

mittels Western Blot detektiert werden.

Da DDC in die Dopamin Synthese involviert ist, kann eine Reduktion der DDC und der D2R Expression im
rezidivierenden Abort auf eine verminderte Signalkaskade der Katecholamine auf der fetalen Seite
hindeuten. Zukilnftige Studien sind erforderlich zur Klarung, ob ein negativer Feedback Mechanismus von
biologisch aktiven Aminen zu einer Reduktion der DDC Expression fiihren kann. Eine kompensatorisch
reduzierte Synthese von Aminen induziert durch die DDC ist eine weitere Erkldrung fiir die Situation. Eine
Abnahme der Amin Synthese kann vermutlich zu einer Reduktion der Epinephrin Synthese und folglich zu
einer verminderten D2R Expression fiihren. Da bisher kein Aktivitdts Assay fir die DDCin Trophoblastzellen
existiert, sind weitere Studien zur Analyse der funktionalen Korrelation der DDC Aktivitat erforderlich. Mit
Erkenntnis der Korrelation, kann dann in Zukunft auch der Frage nachgegangen werden, ob die bisherigen

Ergebnisse zur DDC Expression einen kausativen oder assoziativen Zusammenhang haben.
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Eine vermehrte Transformation von Schilddriisenhormonen in biologisch aktive Amine kann u.a. fir die
Entstehung von Aborten verantwortlich sein. In Friihaborten kann eine Reduktion der THR Expression
vorkommen, was durch eine Transformation von Schilddriisenhormonen in Amine bedingt sein kann. Eine
Reduktion der DDC Expression induziert durch endogene Amine, wie ToAM und T;AM, ist vermutlich
verursacht durch eine Inhibierung bedingt durch die Transformation von ToAM und T;AM. Eine Abnahme
der Schilddriisenhormone ist in gestorten Schwangerschaften beschrieben, was infolgedessen zu einer

reduzierten Expression von DDC und D2R in Abortplazenten flihren kann.
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7. Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen des vorliegenden Habilitationsprojektes konnte eine Grundlage zur Analyse der
Schilddriisenhormon Derivate in der Frihschwangerschaft geschaffen werden und es konnte gezeigt
werden, dass Thyronamine einen Einfluss auf das Abortgeschehen haben. Eine Hochregulation der
plazentaren TAAR1 Expression im Abortgeschehen wurde detektiert. Bei Patientinnen mit rezidivierenden
Aborten tritt vermutlich ein Mangel des Schilddriisenhormons T; durch eine vermehrte Transformation
von T3 zu T1:AM induziert durch das Enzym ODC ein. Die Stimulation von TAAR1 induziert durch T:AM kann

ein Hinweis flir eine vermehrte Decarboxylierung von Schilddriisenhormonen sein.

Eine verminderte THR Menge wahrend der Schwangerschaft ist vermutlich bedingt durch eine Zunahme
der Umwandlung von Schilddriisenhormonen und dessen Derivaten. Ein moglicher Behandlungsansatz
kénnte hierbei die prophylaktische Gabe von L-Thyroxin bei Patientinnen mit rezidivierenden Aborten
darstellen. Eine weitere Moglichkeit, um den Abbau von T3 zu T:AM zu verhindern, ist die potentielle

Inhibierung der ODC.

Der Abbau und die Synthese von Katecholaminen und Thyronaminen laufen tber verwandte Enzyme, die
DDC bzw. die ODC, ab. Aufgrund dieses Zusammenhangs hatten wir die Hypothese aufgestellt, dass Stress,
welches die Adrenalinsynthese aktiviert, einen Einfluss auf die Enzyme der Thyronamin Synthese haben
kann. In der vorliegenden kumulativen Habilitationsschrift konnte demonstriert werden, dass der
Signalweg von Stress beim Frihabort durch Thyronamine beeinflusst wird. Dies stellt einen neuen
Ansatzpunkt zum Einfluss von Stress auf spontane und rezidivierende Aborte dar. Ein zukiinftiger Aspekt
zur Untersuchung der Rolle von Thyronaminen in der Schwangerschaft stellt die Messung von
Thyronaminen im Serum von Patientinnen und die entsprechende Entwicklung von ELISAs zur

guantitativen Thyronamin Bestimmung dar.

Aufgrund der Interaktion von TAAR1 mit dem BArr2/Akt/GSK3B Signalweg wurde zusatzlich die Regulation
der Glykogen Synthase Kinase GSK3p in Abort- und Kontrollplazenten untersucht. Eine Dysregulation von
GSK3B kann zu einer gestorten Synzytiumbildung fiihren und somit die Entstehung eines Abortes

beeinflussen.

Gegenwartige Projekte befassen sich mit der funktionellen Interaktion von TAAR1, ODC und GSK3p in
Abortplazenten sowie der Rolle von BArr2 im Abortgeschehen. BArr2 fiihrt bekanntlich zu einer
Dephosphorylierung von Akt und damit zu einer Aktivierung von GSK3p (Stavrou et al. 2018). Zur weiteren
Analyse dieses Signalweges sind in vivo Experimente geplant mit knockout oder knockdown von TAAR1

durch Antisense — oder siRNA Technologie.

Zukiinftige Experimente sollen zeigen, welche Rolle TAAR1 in der gestorten Spatschwangerschaft
(intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR), Praeklampsie und HELLP Syndrom) spielt. Ein zusatzliches

Ziel zukiinftiger Untersuchungen beinhaltet die Identifizierung von Liganden, die zu einer Hochregulation
22
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der TAAR1 Expression in Trophoblasten und somit einer Abortinduktion fiihren kénnen. Zur
Identifizierung, ob TAAR1 ein mogliches Therapieziel bei Aborten darstellt, sind weitere Studien

erforderlich.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

Akt
BArr2
DDC
D2R
EVT
GPCR
GSK3
hPL
OoDC
PCOS
PR
Rez.
RXR
SSW
TAAR1
TR/THR
TRH
TSH
TSH-R
T,AM
Ts

Ta

VT

Proteinkinase B (PKB)
BArrestin2

L-Dopa Decarboxylase

Dopamin D2 Rezeptors
Extravilloser Trophoblast
G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Glykogen Synthase Kinase
humanes plazentares Lactogen
Ornithin Decarboxylase
Polyzystisches Ovar Syndrom
Progesteron Rezeptor
Rezidivierend
Retinoid-X-Rezeptor
Schwangerschaftswoche

Trace amine associated receptor
Thyroid Hormon Rezeptor

Thyreotropin Releasing Hormone

Thyreoidea-stimulierendes Hormon

humaner Thyreotropin-Rezeptor
3-lodothyronamin
Trijodthyronin

Thyroxin, Tetraiodthyronin

Villéser Trophoblast
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9. Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1: Struktur eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors

Abbildung 2: Signalweg der Thyronamine und Aktivierung des Heterodimers RXR/THR.
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