Aus der Klinik und Poliklinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe
der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Direktor: Prof. Dr. med. Sven Mahner

Systematische Untersuchung
zur plazentaren Expression der humanen Galectine

im ersten Trimenon und bei Gestationsdiabetes

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Miinchen

vorgelegt von
Laura Christina Unverdorben
aus Prien am Chiemsee

2018



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der Universitat Minchen

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der mindlichen Priifung:

Prof. Dr. rer. nat. Udo Jeschke

Prof. Dr. Klaus Parhofer
PD Dr. Katrin Karl

Prof. Dr. Peter Bartenstein

PD Dr. med. Stefan Hutter

Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel

07.06.2018



Nach §4a der Promotionsordnung der Medizinischen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-

Universitat Miinchen wird diese Dissertation als kumulative Doktorarbeit eingereicht.



Inhaltsiibersicht:

VI.

VII.
VIIL.

T QY LT U oY PSPPSR 1
A. Lektine und Galectine: Expression und FUNKLiON..........coocviiiiiiiieiiniien e 1
1. Prototype”-GaleCtiNe. ... 2

2. ,Chimera-type“-GaleCting . .....ccccecuiiieeieee e e e 5

3., Tandem-repeat-type“-Galecting .......ccceeiivciiiiiriee e 6

B.  Aufbau und Funktion der Plazenta ......ccccceeieeiiiieiieeiee et 7
1. Entwicklung und AUfDaU ......oeiiiiiiiiie e 7

2. Hormonproduktion in der Plazenta ........cccocveeiiiieiiiniiiee e 9

3. Feto-maternale TOleranzZ. ..o veiiiiieiee e 9

C. Rolle der Galectine in der feto-maternalen Toleranz.........ccccoeceeveeiieneenienieenienen. 10
1.  Plazenta im ersten TrMENON ....coccuiiiiiiiiiiieieeree ettt e s 10

2. Gestationsdiabetes mellitus (GDM) ........oeovciieeeeciiiee et 11

[ R AT Y (=Y U o = R 13
O |V =Y i o VoY 1 R RSRRRRRN 14
1. ImMUNhIStOChEMIE ..ooeiiiiiie e 14

2. IMMUNFIUOIESZENZ...coiiiiiiiiieeeee e 15

3.  Polymerase-Ketten-Reaktion ........ccccceevciiiiieiiiii e 16

4. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent ASSay).......ccccveeeecveeeeecieeeeenveeeeeennen. 16

F.  Schlussfolgerungen und AusbIiCK..........eiiiciiiiiiiiiiiecce e 17
PUDBITKAEIONEN <.t ettt e sb e st st st e e e b e 18

A. ,Comparative analyses on expression of galectinsl-4, 7-10 and 12 in first trimester
placenta, decidua and isolated trophoblast cells in vitro” .........ccccceoeevveeevicien e, 18

B. ,Galectin-13/PP-13 expression in term placentas of gestational diabetes mellitus

[T =T=d T o T T=T USSP 19
ZusammenfassuNg (DEUTSCN) .....ueii it e et e et e e e e araeas 20
Zusammenfassung/Summary (ENGIISCN) ...c..coviiieiieieicieccre ettt et sree st eaneens 22
LiteraturverzeiChnis ......o.coi i s s 24
1N 1 T o= RPN 34

F AN Y o] o 1] Uo [T o ==Y o YU 34
B, TabeIN .. e e e e 34
C.  AbKUrZUNESVEIZEICNIS. ..ciii it e e e e e et e e e e e e e s enrnees 35
D.  PUDIKAtIONSIISTE ..cueeeiiieieeeeeeeee et 37
Eidesstattliche VEersiCherUNG.........vvii it e e e e e e e saaee e 38

[DF [ 0] T =40 T V-SSP 39



LEKTINE UND GALECTINE: EXPRESSION UND FUNKTION

l.  Einleitung

A Lektine und Galectine: Expression und Funktion

Lektine sind kohlenhydrat-bindende Proteine, die unterschiedliche an Lipide oder Proteine
gebundene Kohlenhydrate sowohl auf Zelloberflaichen als auch in der extrazellularen Matrix
erkennen und binden. Sie kdnnen viele unterschiedliche Funktionen wie die Vermittlung der
Zelladhasion und Zell-Zell-Interaktionen oder auch die Erkennung von pathogenen Strukturen haben
[1].

Galectine, eine Untergruppe der Lektine, zeichnen sich durch ihre B-galactosid-bindende Eigenschaft
und eine fir alle Galectine charakteristische Aminosduren-Sequenz aus [2]. AuRerdem zeigen sie eine
starke evolutiondre Konservierung der galectin-typischen Gensequenzen [3]. Derzeit sind 19
verschiedene Galectine bekannt. Davon sind bis heute 13 Galectine im menschlichen Korper in
unterschiedlichen Organen beschrieben [4, 5].

Galectine sind Teil der Proteininteraktion und haben Einfluss auf die Regulation von Zellwachstum,
Zelldifferenzierung und Apoptose [6]. Eine besondere Rolle spielen sie unter anderem in der
Tumorforschung, da sie beispielsweise T-Zellfunktion und T-Zell-Uberlebenszeiten beeinflussen
kénnen [1, 7-13]. Diese Eigenschaft wird auch fiir mogliche therapeutische Ansatze zur
Tumortherapie erforscht [12-14]. Zudem wird die Rolle von manchen Galectinen im Rahmen von
kardiovaskularen Erkrankungen und chronischer Entziindung untersucht [15-17].

Im weiblichen Reproduktionstrakt, insbesondere in der Plazenta und im Endometrium, ist ein
diffiziles Wechselspiel von Immunreaktionen bekannt. Galectine scheinen hierbei unter anderem
eine Rolle in der Implantation zu spielen [18, 19]. Deshalb wurden bereits einige Galectine in diesen
Gewebetypen auf ihre Expression und Funktion hin untersucht [4, 5, 20, 21].

Zu den Galectinen(Gal)-1 und -3 in der Plazenta und im Endometrium gibt es bereits viele
Forschungsergebnisse [22-36]. Zu den anderen Galectinen fehlen derzeit noch umfassende
Erkenntnisse im Bereich der Schwangerschaft.

Die Familie der Galectine zeichnet eine konservierte Kohlenhydrat-erkennende Region aus, im
Englischen ,,carbohydrate-recognition domain® (CRD) genannt, die aus 130 Aminosauren besteht
und fiir die kohlenhydrat-bindende Funktion verantwortlich ist [2, 37].

Anhand der Anzahl und Anordnung dieser CRDs kdnnen Galectine in drei Untergruppen unterteilt
werden:

die Galectine ,,Prototype”, ,,Chimera-type” und ,Tandem-repeat-type“ [1, 38] (vgl. Abbildung 1).
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prototype Abbildung 1: Einteilung der menschlichen Galectine
0 Gal-1,-2,-7,-10, nach struktureller Architektur -
-13,-14,-16,-17 1\ qdifiziert aus: Jeschke et al. 2013 (4]

chimera-type

LiIk

tandem repeat-type
Gal-4, -8, -9, -12
.
Link

Im Folgenden sollen die einzelnen Galectine mit den wichtigsten Fakten und Funktionen nach
derzeitigem Stand kurz dargestellt werden. Dabei liegt der Schwerpunkt auf der Expression in der

Plazenta.

1. ,Prototype“-Galectine

Zu den ,,Prototype“-Galectinen zédhlen Gal-1, -2, -7, -10, -13, -14, -16 und -17, die in menschlichen
Geweben nachgewiesen sind [4, 39], und Gal-5, -11, -15, -19 und -20, die in nicht-menschlichen
Geweben beschrieben werden [4, 5, 40-42].

,Prototype“-Galectine haben nur eine einzelne Galectin-typische CRD und kénnen als Monomere,
als Homodimere oder als Multimere vorliegen [43-45]. Sie stehen im Verdacht, die
Immunmodulation zu beeinflussen [1, 4, 45-48]. In der Plazenta sind manche dieser Galectine, wie
beispielsweise Gal-1, -2 und -13, in ihrer Expressionsstarke und ihrem Expressionsverteilungsmuster
in Pathologien verandert, wie beispielsweise bei Praeklampsie, HELLP-Syndrom (Hemolysis, Elevated
Liver Enzymes, Low Patelets), aber auch Gestationsdiabetes (GDM) oder Frih-Abort [24, 34, 49-56].
Jedoch unterscheiden sich die einzelnen Expressionsmuster eines jeden ,Prototype“-Galectins:
Uber Gal-1, als eines der ersten entdeckten Galectine, liegen detaillierte Kenntnisse vor. Es erkennt
mit seinen CRDs Typ | und Typ |l N-acetyllactosamin-Strukturen, die an allen komplexen N- und vielen
O-gebundenen Glycoproteinen vorhanden sind [57, 58].

In Bezug auf die Plazenta ist Gal-1 vor allem im Trophoblast (intra- und extravillés) beschrieben [59-
61]. Dies konnte sowohl in In-Vitro-Versuchen, teils auch in Tierversuchen fiir alle Schwangerschafts-
Abschnitte festgestellt werden [4, 23, 35, 62]. Es besteht der Verdacht, dass ein Zusammenhang der

Gewebekonzentration mit der Serumkonzentration bestehen konnte und Gal-1 somit als
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Serummarker fiir den Schwangerschaftsverlauf oder -ausgang fungieren kénnte [34, 61]. Ahnliche
Hinweise gibt es auch bei anderen ,Prototype“-Galectinen wie Gal-7 und -13 [63, 64].

Gal-1 bindet Thomsen-Friedenreich(TF)-Antigen im extravillésen Trophoblast (EVT) und
Syncytiotrophoblast der Plazenta und in BeWo-Chorioncarcinom-Zellen [30, 60]. TF-Antigen bindet
wiederum an das essentielle Trager-Protein Mucin-1 (MUC-1), welches unter anderem als positiv
korrelierender Faktor in der Entstehung von Ovarialkarzinomen bekannt ist [65, 66]. Zudem kénnte
die Bindung von Gal-1 an TF-Antigen wichtig fir die Invasion des Trophoblasten in die mitterliche
Dezidua sein [67]. Zusammen kdnnten Gal-1 und TF eine modulatorische Funktion auf die
Immuntoleranz in der Schwangerschaft haben [33, 60].

Fir Gal-1 werden fir die Signal-Transduktion vor allem Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) vermutet [17,
68] (Abbildung 2). Zusatzlich kann ein stimulierender Einfluss auf den vascular endothelial growth

factor receptor 3 (VEGFR3) vermutet werden, welcher ebenfalls in der Plazenta beschrieben ist [69,

70].
Abbildung 2: moglicher vereinfachter Signaltransduktionsweg .
von Gal-1 in Trophoblastzellen im BeWo-Chorioncarcinom- @ @
RET VEGFR3

Zellmodell:

Gal-1 bindet direkt oder Giber Thomsen-Friedenreich-Antigen
an Membranproteinen und fihrt zu einer reduzierten
Phosphorylierung der RTK ,RET“. Hierdurch wird der
MEK1/2/ERK1/2 Signaltransduktionsweg tber JAK2 inhibiert.
Dieser Weg betrifft ebenso STAT3 [70]. Eine Inhibition dieses
Signaltransduktionsweges fihrt ebenso zur Inhibition der
Syncytiumformierung [67]. Cytosol
Gal-1 hemmt auch die Phosphorylierung von Akt-3 und GSK-
3B. Dies  konnte eine  bessere  Bindung  des
Transkriptionsfaktors ~ Elkl ~ zu  seinen  spezifischen
Bindungspartnern vermitteln [70]. Zusatzlich kommt es zur
Inhibition der Phosphorylierung von Beta-Catenin durch GSK- . es®® ‘: - Ji:j"::"
3b Kinaseaktivitit, welche von Gal-1 inhibiert wird [27, 67].

Gal-1 stimuliert auch die Phosphorelierung von VEGFR3 an

der Zellmembran, welches unter anderem {ber den '

MEK1/2/ERK1/2 Signalweg reguliert wird. NV\ zellkern
(Abbildung modifiziert aus [27])

Fischer et al. [27, 67] konnten zeigen, dass Gal-1 die Expression von membrangebundenen B-Catenin
hemmt, welches ein Indikator fur Zellfusion ist. Somit hat Gal-1 einen Effekt auf die Zell-Zell-

Interaktion und auf die verminderte Syncytiumbildung in Trophoblastzellen und ebenso in

Myoblasten [67, 71].
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Flr das erste Trimenon wurde dieser Effekt flir weitere Galectine in der Plazenta mittels ,,Polymerase
Chain Reaction” (PCR) im vorliegenden Artikel ,,Comparative analyses on expression of galectins1-4,
7-10 and 12 in first trimester placenta, decidua and isolated trophoblast cells in vitro” untersucht
[72].

Gal-2 ist in seiner Struktur Gal-1 dhnlich [73]. Die verminderte Expression in der Plazenta des dritten
Trimenons ist in Zusammenhang mit der Praeklampsie beschrieben worden [56]. Dariiber hinaus
wurde auch eine verminderte Expression in Plazenten in Fallen von IUGR bei mannlichen Foéten
gezeigt [74].

Gal-7 ist bereits im ersten Trimenon im Endometrium als auch im Syncytiotrophoblast und im
extravillésen Trophoblast der Haftstiele der Plazenta immunhistochemisch nachweisbar [75].
Aullerhalb der Schwangerschaft wurde es in der Wundregeneration des Endometriums nach der
Desquamationsphase beschrieben [76]. In Epithelien spielt es eine Rolle in der Genese von Vulva-
Karzinomen [77].

Gal-10 wird auch als eosinophiles Charcot-Leyden Crystal Protein (CLC) beschrieben [78, 79]. Es
besitzt eine Lysosphosphatase-Aktivitdt und weist eine Interaktion mit CD4+CD25+ regulatorischen
T-Zellen auf [80-82].

Gal-1, -2, -7 und -10 wurden in ihrer Expression in der Plazenta im ersten Trimenon nach spontanen
beziehungsweise rezidivierenden Aborten systematisch untersucht. Sie alle waren im Trophoblast
in beiden Fallen signifikant erniedrigt, weshalb ein méglicher Einfluss auf die Immunregulation in der
Aufrechterhaltung der Schwangerschaft vermutet wird [83].

Gal-13 wird auch als Placental-Protein-13 (PP-13) bezeichnet [84, 85]. Es wird hauptsachlich in der
Plazenta exprimiert und ist besonders in Fallen der Praeklampsie erforscht [39, 50, 64]. Dabei
korrelieren verdanderte Blutserum-Werte von Gal-13 besonders im ersten Trimenon mit der Inzidenz
einer Praeklampsie [53, 64, 86]. Es werden zusétzlich eine pro-inflammatorische Wirkung von Gal-13
auf Makrophagen sowie proapoptotische Effekte auf T-Zellen vermutet [4, 39, 87]. Da Gal-13 als
Chemokin wirkt, kdnnte die Bildung von sogenannten ZONEs (,,zones of necrosis“) in der Dezidua
gefordert werden [86]. Diese sehr plazentaspezifischen Ergebnisse sind dementsprechend auch fur
andere Krankheitsbilder interessant, weshalb Gal-13 einen besonderen Schwerpunkt dieser Arbeit
darstellt. In der vorliegenden Studie im Rahmen dieser Dissertation konnte die Korrelation einer
verminderten Gal-13-Expression in der Plazenta sowohl im Syncytiotrophoblast als auch im
Trophoblast aus Schwangerschaften mit GDM im Vergleich zu gesunden Plazenten im dritten
Trimenon gezeigt werden. Dies ist ein moglicher Hinweis fiir eine immunmodulatorische Wirkung

von Gal-13 im Rahmen eines inflammatorischen Geschehens in der GDM-Pathogenese [88].
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Gal-14, strukturell ahnlich zu Gal-9, ist besonders in eosinophilen Granulozyten und im Rahmen
allergischer Reaktionen bekannt [89-92]. Eine signifikant erniedrigte Expression in menschlichen
Trophoblast-Zellen aus der Zervix uteri im ersten Trimenon ist mit einem unvorteilhaften
Schwangerschaftsausgang assoziiert [93].

Zur Expression von Gal-16 ist LGALS16 als kodierendes Gen in der Plazenta beschrieben [5, 94].
Ebenso ist zu Gal-17 bislang vergleichsweise wenig bekannt. Das korrelierende Gen zu Gal-17,
LGALS17, konnte in 19 Geweben nachgewiesen werden, darunter auch in plazentarem Gewebe [39].
Funktion und differenzierte Gewebeexpression in der Plazenta und in weiblichen

Reproduktionsorganen bedirfen noch weiterer Forschung.

2. ,Chimera-type“-Galectine

Der ,,Chimera-type“-Subtyp der Galectine enthélt jeweils eine CRD und eine andere Nicht-CRD-
Region. Bislang ist diesem Typ nur Gal-3 zugeordnet. Es ist in verschiedenen Geweben exprimiert, in
besonders hohem Male auch in der Plazenta [30]. Im extravilldsen Trophoblast reifer Plazenten im
dritten Trimenon war die Expression von Gal-3 neben Gal-1 in Fallen von Praeklampsie und HELLP-
Syndrom im Vergleich zu normalen Plazenten (immunhistochemisch) erhoht. In Fallen der
intrauterinen Wachstumsretardierung (intrauterine growth restriction = IUGR) gab es keinen
Unterschied der Gewebeexpression im Vergleich zu gesunden Plazenten [30]. Es wird gemutmaRt,
dass eine erhohte Gal-3-Expression im Extravilldsen Trophoblast in Fallen der Praeklampsie und des
HELLP-Syndroms die verminderte Trophoblastinvasion ausgleichen kénnte [30]. Im Mdusemodell
wird eine Suppression der Gal-3-Expression vermutet, um eine erfolgreiche Implantation durch
Modulation der Immunreaktion und Zell-Adh&sion zu erméglichen [95].

AulRerhalb der Schwangerschaft wurde Gal-3 als Faktor bei der Initiation der Adh&sion von Brust-
und Prostata-Karzinom-Zellen am Endothel beschrieben [96, 97]. Auf molekularbiologischer Ebene
hat Gal-3 auch einen Einfluss auf das Pre-splicing der DNA (Desoxyribonuclein-Acid) [26].

Neben Gal-1 und vielen weiteren Faktoren wie ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule-1), EGFR
(epithelial growth factor receptor) oder beta-catenin bindet Gal-3 (iber TF-Antigen an das
membrangebundene MUC-1 und kann hieriber intrazelluldre Signalkaskaden modellieren [98]. Dies

ist besonders bei der Regulation von Tumorzellen wichtig [36, 98-100].
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3. ,Tandem-repeat-type“-Galectine

Zur Gruppe der ,tandem-repeat-type“-Galectine gehoéren Gal-4, -6, -8, -9 und -12. Dieser Typ
zeichnet sich durch zwei gleichartige miteinander verbundene CRDs aus [101].

Gal-4 ist in einer seriellen Analyse der Galectin-Familie in der menschlichen Plazenta beschrieben
[39, 102]. Es bindet an Glycosphingolipide, aber auch an ,Carcinoembryonic Antigene“ (CEA) an der
Zelloberflache, welcher unter anderem als Tumormarker diagnostisch genutzt wird [103, 104].
Ebenso wurden fir Gal-4, -8 und -9 eine signifikant niedrigere Expression im Trophoblast mannlicher
Feten, die aus IUGR-Schwangerschaften stammten, beschrieben [102].

Gal-6 wurde bislang in Geweben der Maus gefunden und ist strukturell nahezu identisch zu Gal-
4[45].

Gal-8 besitzt eine grolRe Spezifizitat fur Leukozyten und kann Zelladhasion aufgrund seiner di- oder
multivalenten Struktur vermitteln [105, 106]. Ebenso sind proinflammatorische Effekte vor allem im
Endothel bekannt [107]. Gal-8 bindet Uber Glucoseketten der Integrin-Familie an Leukozyten.
Dadurch stehen oft Tumormodelle oder entziindliche Vorgédnge im Vordergrund wie zum Beispiel die
Genese von Colon- oder Bronchial-Karzinomen [9, 10, 106, 108-110]. In der Plazenta wurde Gal-8 im
villésen und extravilldsen Zytotrophoblast unter Zellkultur-Bedingungen beschrieben [111].

Gal-9 kann einerseits die Produktion geringerer Mengen proinflammatorischer Zytokine wie
Interleukin(IL)-17, IL-12 und Interferon(IFN)-y und andererseits die Differenzierung von naiven T-
Zellen in Treg-Zellen induzieren [11, 112-121]. AuRerdem wird unter anderem die Entwicklung von
Th17-Zellen durch Gal-9 gehemmt [122]. Es wird eine wichtige Rolle in der Veranderung der
Autoimmunitdt eines allogenen Implantats durch die Interaktion von Gal-9 mit dem T-cell
immunoglobulin and mucin domain (TIM)3-Ligand angenommen [123, 124]. Somit kann ein Effekt
von Gal-9 auf das semiallogene Implantat des Fetus in der Schwangerschaft nicht ausgeschlossen
werden [125].

Die Expression von Gal-12 ist in peripheren Leukozyten im zirkulierenden Blut und in Adipozyten
nachgewiesen [126]. Intrazelluldar kann die mit Gal-12 korrelierende mRNA in Tumorzellen
moglicherweise einen Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase hervorrufen und somit Zellwachstum
supprimieren [127]. AuBerdem fiihrte eine Gal-12-Ablation in M&usen zu einer erhéhten Lipolyse,
verminderter Adipositas und erhohter Insulin-Sensitivitat [128, 129]. In IUGR-Schwangerschaften
war die Expression von Gal-9 und -12 im extravilldsen Trophoblast bei weiblichen Féten erhoht,
wahrend sie bei mannlichen Foten erniedrigt war. Dabei war Gal-12 ebenso in endothelialen Zellen
erhoht feststellbar [102]. Auf dieser Grundlage wird ein geschlechtsspezifisches Verhalten der

,tandem-repeat-type“-Galectine in Fallen von IUGR in der Plazenta vermutet [102].
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B. Aufbau und Funktion der Plazenta

Die Plazenta ist als essentielles Organ in der Schwangerschaft fir die Versorgung und den
Stoffaustausch des heranwachsenden Kindes zustandig. Ebenso fungiert sie als Grenzzone zwischen

Mutter und Kind und ist flr die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft wichtig [130, 131].

1.  Entwicklung und Aufbau

Die Plazenta besteht sowohl aus mitterlichem als auch aus embryonalem Gewebe. Ihre Entwicklung
beginnt mit der Nidation der Blastozyste in das Endometrium: Die dul3ere Schicht der Blastozyte, der
fetale Trophoblast, wachst in das Stratum functionalis des Endometriums ein. Ab Implantation wird
dieser Endometriumteil als Dezidua bezeichnet [132].

Die Plazenta gliedert sich in drei aufeinander abgestimmte Kompartimente [131, 132]: Basalplatte
(maternales Gewebe), Chorionplatte (fetales Gewebe) und die dazwischen liegenden fetalen Zotten
im intervilldsen Raum. Das Stratum basale des Endometriums bleibt erhalten [131].

Im Verlauf der Schwangerschaft ist die Plazenta gekennzeichnet von zahlreichen Umbauprozessen,
die den einzelnen Bediirfnissen und Anforderungen des jeweiligen Schwangerschaftsstadiums
folgen.

Der fetale Teil der Plazenta besteht aus der Chorionplatte mit extraembryonalem Mesoderm,
Zytotrophoblast und Syncytiotrophoblast sowie der Nabelschnur, die mit Amnionepithel bedeckt
sind. Der miutterliche Teil ist umgewandeltes Endometrium, in das fetale extravillose
Zytotrophoblastzellen einwandern. Somit findet hier ein wichtiger Kontakt von fetalen und
mitterlichen Zellen statt, die einer besonderen Immuntoleranz bediirfen [131].

Zwischen fetalen und maternalen Teilen befindet sich der intervillose Raum, der spater lber
arrodierte endometriale Spiralarterien mit mitterlichem Blut gefiillt ist. Aus dem Chorion sprossen
Zotten in den intervillésen Raum ein. Zunachst bestehen sie nur aus Trophoblast (Priméarzotten),
dann wandern ein Mesenchymkern (Sekundarzotten) und anschliefend zuséatzlich fetale BlutgefaRRe
(Tertidrzotten) ein. Haftzotten sind mit der dezidualen Basalplatte verwachsen und sorgen so fir die
Haftung der Plazenta an der Dezidua [131].

Bis zum 4. Schwangerschaftsmonat teilen sich die Zytotrophoblastzellen mitotisch. Sie wandern
unter anderem in die Spiralarterien des Endometriums ein und arrodieren sie. Dadurch fllt sich der
intervillose Raum mit mutterlichem Blut. Zugleich wird Endothel durch die Zytotrophoblastzellen
ersetzt, wodurch ein Niederdrucksystem entsteht. Die Zytotrophoblastzellen an den Zotten
verschmelzen allmahlich zum Syncytiotrophoblast (Abbildung 3). Hierbei spielen unterschiedlichste

Faktoren eine Rolle, wobei Gal-1 bei diesem Vorgang beteiligt zu sein scheint [27, 67].
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Der Syncytiotrophoblast hat als vielkerniger Zellverbund im intervilldsen Raum Kontakt zu
maternalem Blut. Somit ist er ein wichtiger Bestandteil in der Erforschung der Galectine im Rahmen
der feto-maternalen Toleranz [29, 64, 133].

Ab dem 5. Schwangerschaftsmonat nimmt der Zytotrophoblastzellanteil kontinuierlich ab, sodass am
Ende der Schwangerschaft nur noch wenige Zytotrophoblastzellen vorhanden sind. Dies bringt

Vorteile eines besseren Stoffaustausches und kiirzerer Diffusionswege fiir das immer groRer

werdende Kind [131].

1 Haftzotte

2 Septum

3 Syncytiotrophoblast

4 Zytotrophoblast (ZT)

5 ZT in der Spiralarterienwand
6 Intervilldser Raum

A Chorionplatte
B Basalplatte

C Myometrium

Abbildung 3: Schematische Zeichnung der Plazenta mit Terminalzotten ab dem 4. Schwangerschaftsmonat:
Widhrend des 4. Schwangerschaftsmonats verschwindet der Zytotrophoblast immer mehr, wahrend er in der
Basalplatte erhalten bleibt. Dort sind die Zytotrophoblastzellen zuvor in die Dezidua und das Myometrium sowie
die Wand der Spiralarterien eingewandert.

(modifiziert aus: http://www.embryology.ch/allemand/fplacenta/milleflles/millefllea2.html; 01.03.2017)

Die beschriebenen Schichten bilden die Plazentaschranke. Hier findet kein direkter Blutaustausch
statt. Die Versorgung und der Stoffaustausch des Kindes findet {iber Diffusion (O,, CO,), erleichterte
Diffusion (zum Beispiel Glucose Uber GLUT-1-Transporter), Pinozytose und rezeptorvermittelte

Endozytose (miitterliche 1gG) statt [131].
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2. Hormonproduktion in der Plazenta

Die meisten Hormone, die in der Plazenta produziert werden, dienen der Aufrechterhaltung der
Schwangerschaft, inklusive Immunsuppression zur Toleranz des semiallogenen Keims, der
Anpassung des Stoffwechsels der Mutter und Laktationsvorbereitung [131]. Die plazentare
Hormonproduktion unterliegt im Gegensatz zu den meisten anderen endokrinen Driisen keiner
Riickkopplung mit anderen Drisen.

Zu den wichtigsten Hormonen zdhlen das humane Choriongonadotropin (hCG), humane
Plazentalactogen(hPL)/Somatomammotropin, Ostrogen und Progesteron, und das

Wachstumshormon GH-V [130, 131, 134].

3. Feto-maternale Toleranz

Der Fetus und seine Anteile in der Plazenta kdonnen durch das abweichende Erbgut und
Oberflaichenmarker als (Semi-)Allotransplantat bezeichnet werden [131]. Es werden
unterschiedliche Mechanismen diskutiert, die eine AbstoRung der Frucht vermeiden kénnen [135-
137]. Eine wichtige Rolle spielen T-Lymphozyten: Der Trophoblast entgeht einem Angriff dieser
Immunzellen unter anderem durch die Expression von speziellen MHC-Proteinen wie HLA-G, um sich
vor mutterlichen NK-Zellen zu schiitzen. Zusatzlich werden Treg-Zellen unter HLA-G-Einfluss im
Thymus gebildet [138].

Auf humoraler Ebene sind zahlreiche Zytokine beschrieben, die eine inflammatorische Reaktion
unterdriicken, wie beispielsweise Tumornekrosefaktor (TNF) oder Interleukine [139, 140]. Ebenso
vermindern Hormone, wie bereits einige oben genannt, das Risiko einer AbstoRung. Hier ist
beispielsweise Progesteron zu nennen, welches auch prophylaktisch in der Schwangerschaft
angewandt wird [141, 142].

Vor dem Hintergrund dieser unterschiedlichen Funktionen der Plazenta und der essentiellen Rolle in
der Aufrechterhaltung der Schwangerschaft, hat die Plazenta durch Sekretion von Hormonen,
Zytokinen und Induktion einer verdnderten Immunzellreaktion auch eine systemische Wirkung auf
den mitterlichen Organismus. Damit schafft die Plazenta ein spezielles immunologisches Milieu, in
dem zahlreiche prazise aufeinander abgestimmte Prozesse erforderlich sind. Eine Stérung in diesen
Ablaufen kann zur Pathogenese schwangerschaftsbedingter Erkrankungen fihren [143]. Galectine

als immunmodaulatorische Lektine scheinen hier ebenfalls eine Rolle zu spielen [34, 50, 54, 62].



ROLLE DER GALECTINE IN DER FETO-MATERNALEN TOLERANZ

C. Rolle der Galectine in der feto-maternalen Toleranz

1. Plazenta im ersten Trimenon

Die Plazenta bildet sich erst im Laufe des ersten Trimenons aus. Sie ist etwa ab der 12.
Schwangerschaftswoche (SSW) voll funktionsfahig und kann die vollstdndige Progesteron-Synthese
GUbernehmen. Trotzdem ist plazentares Gewebe durch die Invasion des Trophoblast und
dezidualisierten Endometrium unmittelbar nach Beginn der Implantation auffindbar [144]. Kommt
es in dieser Zeit zu Storungen der Trophoblast-Entwicklung, kann dies weitreichende Folgen fiir den
weiteren Verlauf der Schwangerschaft haben. Dementsprechend kommt dem ersten Trimenon eine
gewisse Schllsselrolle zu: Bei einer Fehlanlage oder sonstigen embryonalen oder maternalen
Fehlregulationen kann es direkt zu einem Abort und Verlust der Schwangerschaft kommen. Uberdies
liegt in dieser Zeit die Grundlage fiir viele Gestations-Erkrankungen wie beispielsweise der
Praeklampsie oder dem HELLP-Syndrom, die im erst im dritten Trimenon schwerwiegende
Komplikationen fiir Mutter und Kind hervorrufen [74, 145, 146].

In diesem Zeitraum spielen zahlreiche immunologische Faktoren eine Rolle, die eine AbstoRung des
semiallogenen Fetus verhindern (s.0.). Hierzu gehéren neben Signal-Proteinen wie zum Beispiel
Interleukine und Zytokine, auch zelluldre Komponenten wie T.-Zellen oder NK-Zellen [133, 147].
Auf diesen Erkenntnissen aufbauend wird einigen Galectinen eine Bedeutung in der feto-maternalen
Toleranz zugeschrieben [4, 23, 33, 61, 148]. Eine Dysregulation in den Expressionsmechanismen wird
als ein moglicher Faktor fir friihe Schwangerschaftsaborte angenommen [83]. Jedoch ist auch die
Kenntnis darlber wichtig, ab welchem Zeitpunkt es zu Veranderungen der Galectin-Expression
kommt und wie diese sich im ersten Trimenon verhalten. Aufgrund dessen wurde mit der ersten hier
vorliegenden Publikation eine systematische Evaluation der Galectin-Expression im ersten Trimenon
durchgefiihrt [72].

Die Plazentaentwicklung ist von vielen Umbaumechanismen gekennzeichnet, die sich an den
unterschiedlichen Anforderungen in der Schwangerschaft orientieren. Mit zunehmender Dauer der
Schwangerschaft ist ein Verschwinden des Trophoblasten und dessen Umwandlung zu
Syncytiotrophoblast zu beobachten. Das Phanomen der Syncytialisierung ist bereits im ersten
Trimenon bekannt [27, 67]. Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Expression
von Gal-1, -9, -10 und -12 in der Zellkultur nach 96h Inkubation anstieg [72]. Dies kann als Hinweis
flr Syncytium-Bildung gewertet werden. Besonders im Fall von Gal-1 konnte nun bei In-Vitro-
Versuchen ein proportionaler Zusammenhang zwischen Gal-1 und Synzytium-Bildung in BeWo-

Zellen festgestellt werden [27, 29, 67].
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2.  Gestationsdiabetes mellitus (GDM)

Definition S3-Leitlinie Gestationsdiabetes Stand 2011:

,Gestationsdiabetes mellitus (GDM, ICD-10: 024.4G) ist definiert als eine Glukosetoleranzstérung,
die erstmals in der Schwangerschaft mit einem 75-g oralen Glukosetoleranztest (oGTT) unter
standardisierten Bedingungen und qualitétsgesicherter Glukosemessung aus venésem Plasma
diagnostiziert wird. Die Diagnose ist bereits mit einem erhéhten Glukosewert méglich.

Die diagnostischen Grenzwerte beruhen auf internationaler Konsensbildung durch Experten (IADPSG
Consensus Panel 2010 [149])...“ [150]. Ebenso definiert die American Diabetes Association (ADA)
GDM als erstmals aufgetretenen erhéhten Blutzuckerspiegel in der Schwangerschaft [151].

Die aktuellen Diagnose- und Behandlungskriterien fiir Deutschland werden in der S3-Leitlinie fir

GDM festgelegt, derzeit wird eine Aktualisierung der Leitlinie erarbeitet [150].

Die Folgen von GDM sind vielfdltig und meist mit vermehrten perinatalen Komplikationen
verbunden. Hierzu gehoren auf Seiten der Mutter ein erhdhtes Risiko fir Amnioninfektionssyndrom,
Polyhydramnion, Praeklampsie, Hypertonie und vorzeitigem Blasensprung (premature rupture of
membranes/PROM) [134, 152-154].

Fir den Fetus bestehen Risiken der plazentaren Insuffizienz, LGA (large for gestational age),
Frihgeburtlichkeit oder diabetischer Embryo-Fetopathie, zu der die fetale Makrosomie, oder - bei
frihem GDM - das kaudale Regressionssyndrom gehoren [153]. Daraus folgen entsprechende
peripartale Komplikationen wie Schulterdystokie oder Asphyxie, erhohte Kaiserschnittraten, aber
auch postpartale Hypoglykdmie und hohere Inzidenzen fiir akutes Lungenversagen (Respiratory
Distress Syndrome (RDS)) beim Neugeborenen [153, 155-157].

In einer Meta-Analyse konnte ein linearer Zusammenhang zwischen Blut-Glucose-Wert und der
Komplikationsrate gezeigt werden [156, 157].

Folgen des GDM wie fetale Makrosomie kdnnen bereits per Faktorenanalyse wie zum Beispiel von
PAPP-A (Pregnancy-associated plasma protein A) friihzeitig korreliert werden [158, 159]. Meist wird
jedoch die Diagnose des GDM in Deutschland erst durch den Screening-oGTT in der 25. - 28. SSW
gestellt.

Obwohl GDM mit der Beendigung der Schwangerschaft meist vollstandig ausheilt, haben Frauen, die
an GDM litten, ein erhohtes Lebenszeitrisiko an Diabetes mellitus Typ 2 oder kardiovaskuldren
Krankheiten zu erkranken [158, 160, 161]. Daher wird GDM auch als ,Warnzeichen” fir die
Notwendigkeit einer Lebensstilainderung gesehen. In einer Metaanalyse konnte eine postpartale
Lebensstilanderung nach GDM das Auftreten von Diabetes mellitus Typ 2 oder zumindest eine

pathologische Glucosetoleranz in manchen Studien vermindern [162].
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Pathophysiologisch wird davon ausgegangen, dass GDM sich ahnlich entwickelt wie Diabetes
mellitus Typ 2: die GDM-Patientinnen zeigen in der Schwangerschaft die dhnlichen Risikofaktoren
wie Ubergewicht/Adipositas, genetische Disposition, entsprechenden Lebensstil und
Essgewohnheiten auf, wie potentielle Diabetes mellitus Typ 2-Patienten [150, 160, 161, 163].
Zusatzlich wird von einer epigenetischen Verdanderung ausgegangen, die zu einem hoéheren Risiko
fihrt, an GDM zu erkranken [164, 165]. Die pathogenetisch relevante Insulinresistenz ist mit
Hypercholesterindmie und Hypertonie in der Schwangerschaft assoziiert [152, 160, 166].

Es ist bekannt, dass bereits in der normalen Schwangerschaft eine physiologische Insulinresistenz
und daraus resultierende Hyperinsulindamie vorkommen [160, 167]. Eine Assoziation zwischen
entziindlichen Faktoren wie TNF, IL-6 und CRP und Insulinresistenz konnte auch in normalen
Schwangerschaften gezeigt werden [163, 168]. Bei schwangeren Frauen, die an GDM leiden, sind
diese inflammatorischen Faktoren starker erhéht als in normalen Schwangerschaften. Sie scheinen
einen Einfluss auf die Entwicklung von verstdrkter Hyperinsulindmie, Insulinresistenz und
resultierende Hyperglykdamie zu haben [169-172].

Da Galectine in unterschiedlicher Art und Weise an Entziindungsabldufen, aber auch
immunologischen Geschehen beteiligt sind, wird ihre Rolle bezliglich der Genese von GDM weiter
erforscht. Aktuelle Erkenntnisse liegen vor allem fir Gal-1 vor und lassen schlieBen, dass unter
anderem eine Gal-1-Uberexpression in der Plazenta im dritten Trimenon mit GDM assoziiert ist [51].
Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde deshalb die verdnderte Expression von
plazentaspezifischem Gal-13 bei GDM in der Plazenta im dritten Trimenon mit Hilfe von
Immunhistochemie und ELISA evaluiert. Dabei konnte eine erniedrigte Gal-13-Expression in

Plazenten aus Schwangerschaften mit GDM festgestellt werden [88].
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D. Zielsetzung

Da Immunmodulation eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der Schwangerschaft spielt, werden
Galectine im Kontext der Schwangerschaft und der feto-maternalen Grenzzone immer intensiver
beforscht [4, 34, 55, 61, 62]. Die Kenntnis der physiologischen oder pathologischen Expression der
Galectine in der Plazenta kdnnte zu einem besseren Verstandnis ihrer Rolle bei
schwangerschaftsbedingten Erkrankungen fiihren und im weiteren Verlauf eine diagnostische oder
eine therapeutische Relevanz besitzen.

Da die Grundlage fir eine erfolgreiche intakte Schwangerschaft bezliglich der Plazenta vor allem im
ersten Trimenon geschaffen wird, sollte die Expression einer grofRen Gruppe von Galectinen in
normalen gesunden Plazentaproben, gewonnen durch induzierten Abort, systematisch untersucht
werden. Ziel war der Nachweis von Galectinen und die Ermittlung ihrer Expressionsstarke mittels
Immunhistochemie und Immunfloureszenz. Eine Veranderung der Expressionsstarke im Rahmen der
Syncytiumbildung wurde durch 96h-Zellkultur ohne Stimulation und PCR erforscht.

Im dritten Trimenon sind Galectine sowohl in gesunden Schwangerschaften als auch in plazentaren
Pathologien beschrieben [24, 30, 50, 51, 56, 63]. Galectine sind hier vor allem bei Pathologien, die
mit einer strukturellen Dysfunktion der Plazenta assoziiert sind, beschrieben [49, 50].

Gal-1 konnte bereits im Zusammenhang mit der Schwangerschaftskomplikation GDM erforscht
werden [51]. Dadurch liegt die Vermutung nahe, dass auch weitere ,,Prototype“-Galectine eine Rolle
spielen koénnten. Daher wurde Gal-13 als plazentaspezifisches Galectin aus derselben Gruppe
herausgenommen, da es bereits in anderen Schwangerschafts-Komplikationen (Praeklampsie,
HELLP) eine Rolle spielt [34, 49, 54].

Bedingt durch die spdte Diagnose des GDM im zweiten beziehungsweise dritten Trimenon ist die
Kohortenerhebung und Probenbeschaffung nur nach Diagnosestellung moglich. Daher wurden fir
die Studie Plazenten aus dem dritten Trimenon nach Geburt untersucht. Es wurden Proben aus
gesunden Schwangerschaften (Kontrollen) mit GDM-Schwangerschaften verglichen.

Die Immunhistochemie wurde als Methode gewahlt, weil mit ihr sowohl das Expressionsmuster der
Zellen im normalen Zellverbund beurteilt als auch zusatzlich durch den IRS eine Bewertung der
Expressionsstarke durchgefihrt werden kann. Hierdurch sind sowohl quantitative als auch
qualitative Aussagen zur Expression im plazentaren Gewebe moglich. Die Immunfloureszenz wurde
erganzend eingesetzt, um eine Differenzierung der entsprechenden Zellarten im Zellverbund zu
erreichen. Zur erganzenden Untersuchung wurden Gal-13-Werte in Blut-Seren von mit GDM
betroffenen Mitter zusatzlich per ELISA-Untersuchung mit den Gal-13-Expressionsdaten der

Plazenta korreliert.
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E. Methodik

1. Immunhistochemie

Mit der Methode der Immunhistochemie konnen Expressionsmuster von Proteinen im
Gewebeverbund sichtbar gemacht werden. Dies geschieht durch Einsatz von Primarantikérpern, die
an das gesuchte Epitop binden. Durch verschiedene Methoden werden diese Primarantikorper
sichtbar gemacht. Bei der direkten Methode sind die Primarantikorper mit einem Enzym oder
Fluorogen markiert, welche nach Farbreaktion im Mikroskop direkt detektierbar sind. Meist wird
jedoch die indirekte Methode durch Einsatz eines Sekundarantikérpers verwendet, der an den Fab-
Teil des Primar-Antikorpers bindet [173]. Er 16st, je nach Unterart und Detektionssystem, eine
Enzymaktivierung oder Bindung eines weiteren markierten Antikdrpers aus, die durch Farbreaktion
im Mikroskop erkannt werden kann. Die Gegenfarbung wird mit Hamalaun durchgefiihrt, um
entsprechende Strukturen wie Zellkerne zur Orientierung anzufarben.

Die haufigsten und in den vorliegenden Artikeln verwendeten Arten der Methoden zur Detektion
und Verstarkung der Intensitat und Spezifitat sind:

o ABC-Methode (Avidin-Biotin-Enzym-Komplex; s. Abbildung 4A) [173]

e PAP-Methode (Peroxidase-Anti-Peroxidase Technik; s. Abbildung 4B) [173]

A: Avidin-Biotin-Complex (ABC) B: Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP)

m Avidin
r Biotin

S, ] //
i biotingliert 1R ‘t /\HE’P\ <

ATBHRP (Maus) / \

Anti-Maus-Ig

biotinyliert N— Anti-Maus-Ig - Vi
“ - (z.B. Ziege) — \
Primarer Antikdrper primére Antikérper
(z.B. Maus) (z.B. Mais)

Antigen @ @ Antigen

Abbildung 4: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Detektionsmethoden (indirekte Methode).
(A): ABC-Methode (modifiziert aus [173])

(B): Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP)-Methode (modifiziert aus [173])

HRP: Horseradish Peroxidase
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Auswertung:

Die immunhistochemischen Farbungen wurden mit dem semiquantitativen Immunreaktiven Score
(IRS) bewertet. Er ist in der Pathologie besonders zur Diagnostik der Hormonsensitivitdt bei Mamma-
Karzinom etabliert [174]. Der Score errechnet sich aus dem Produkt der Intensitat (1-3 Punkte) und

dem Anteil (1-4 Punkte) der positiven Zellen im Gesichtsfeld:  IRS= Intensitat x Anteil

Punkte Intensitdt Anteil
1 schwach positiv 0-10%
2 mittel positiv 11-50%
3 stark positiv 51-80%
4 81-100%

Tabelle 1: Bewertung der immunhistochemischen Farbung nach Remmele, 1986 [174]

Die Immunhistochemie mit IRS-Bewertung wurde fiir die vorliegenden Publikationen selbststandig
durchgefiihrt. Die Methode wurde gewahlt, um sowohl eine qualitative als auch quantitative
Aussage Uber die Galectin-Expressionsmuster treffen zu kdonnen. Durch die Moglichkeit, im
Mikroskop die einzelnen anatomischen Kompartimente zu erkennen, kdnnen Zelltypen bzw.
Zellverblnde in ihrer histologischen Umgebung beurteilt werden. Die Bewertung mit dem IRS ist
etabliert. Eine subjektive, untersucherabhingige Komponente bei der Bewertung verschieden stark
gefarbter Geweberegionen kann mit der Beurteilung durch zwei unabhangige Untersucher und

deren Unkenntnis iber die entsprechende Probe (Kontrolle vs. Probe) vermindert werden.

2. Immunfluoreszenz

Bei der Immunfluoreszenzfarbung werden Epitope in Geweben oder Zellen ebenfalls mit
Primarantikorpern belegt. Die daran bindenden Sekundarantikdrper sind mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert. Deren Signal kann mit einem Floureszenzmikroskop detektiert werden. Durch
unterschiedliche Wellenlangen der Fluoreszenzfarbstoffe kdénnen dadurch mehrere Antigene
gleichzeitig in einem Gewebe beziehungsweise einer Zelle erkannt werden.

Meist wird eine zusatzliche Fluoreszenzfarbe fiir die Zellkerne zur Orientierung hinzugefiigt, wie zum
Beispiel der hier verwendete Farbstoff DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), der stark A-T-reiche
Regionen der DNA bindet und im Fluoreszenzmikroskop blau erscheint.

In den vorliegenden Arbeiten wurde die Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt, um Zellen der
Dezidua zu differenzieren: miitterliche deziduale Stromazellen und kindliche extravillése
Trophoblastzellen. Hierzu wurden als Marker fiir die extravilldsen Trophoblastzellen Antikdrper

gegen Cytokeratin 7 (CK7) oder HLA-G verwendet [175, 176].
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3.  Polymerase-Ketten-Reaktion

Durch die Polymerase-Ketten-Reaktion, auch polymerase-chain-reaction (PCR) genannt, kénnen
zahlreiche Kopien einer ausgewahlten Sequenz eines DNA-Abschnitts hergestellt werden. Dabei
werden die zu untersuchenden DNA-Abschnitte mit Primern markiert. Nach Denaturierung und
Trennung des DNA-Doppelstrangs kann mithilfe einer Polymerase ab dem markierten DNA-Teil der
Einzelstrang wieder vervollstandigt werden. Durch stiandige Wiederholung dieses Vorgangs werden
zahlreiche Kopien des markierten Abschnitts erzeugt. Im Falle der quantitativen PCR (auch real-time-
PCR genannt) werden diese Abschnitte zum Beispiel mit einem Fluorogen markiert. Dabei kann ein
exponentieller Anstieg der Konzentration registriert werden und die Ausgangskonzentration des
untersuchten DNA-Abschnittes genau bestimmt werden.

In diesem Kontext wird dies zur Diagnostik der Expressionsstarke eines Gens beziehungsweise eines
DNA-Abschnitts, der fur ein bestimmtes Protein kodiert, verwendet. Hierdurch kann eine
guantitative Aussage Uber die Starke der Expression des getesteten Gens getroffen werden.

In der Arbeit ,,Comparative analyses on expression of galectinsl-4, 7-10 and 12 in first trimester
placenta, decidua and isolated trophoblast cells in vitro“ wurde die quantitative PCR zur
vergleichenden Analyse aufgrund der Annahme eines Einflusses der Galectine auf die
Syncytiumbildung im Trophoblasten durchgefiihrt. Die PCR der isolierten Trophoblastzellen wurde

zum Entnahmezeitpunkt und nach 96h in Zellkultur ohne Stimulation durchgefiihrt.

4.  ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

ELISA ist ein antikOrperbasiertes Verfahren, das mittels einer enzymatischen Farbreaktion den
guantitativen Nachweis eines bestimmten Proteins in einer komplexen Mischung anderer
Bestandteile (zum Beispiel Blut) erbringen kann.

Dabei wird das Antigen auf einer Oberflache direkt oder indirekt gebunden. AnschlieBend binden
Primar- und/oder Sekundarantikdrper, welche an Enzyme gekoppelt sind. Durch Substratzugabe
kann die Enzymaktivitdt exakt gemessen und eine Antigenkonzentration sehr genau ermittelt
werden. Daher wird ELISA fir quantitative Proteinnachweise vor allem im Blutserum verwendet
[177].

Im Artikel ,Galectin-13/PP-13 expression in term placentas of gestational diabetes mellitus
pregnancies” wurde ELISA zur Evaluation der Gal-13 Werte in Blut-Seren von Mittern mit GDM

verwendet.
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F.  Schlussfolgerungen und Ausblick

Im ersten vorliegenden Paper ,,Comparative analyses on expression of galectins1-4, 7-10 and 12 in
first trimester placenta, decidua and isolated trophoblast cells in vitro“ wurde eine
Expressionsanalyse fiir die Galectine 1-4, 7-10 und 12 in der gesunden Plazenta im ersten Trimenon
durchgefiihrt. Hierbei konnten alle getesteten Galectine nachgewiesen werden und eine Beteiligung
bei der Syncytiumbildung fiir Gal-1, -9, -10, -12 aufgrund erhohter Expression nach 96h vermutet
werden. Auf diesen Ergebnissen aufbauend wurde bereits die Expressionsveranderung der Galectine
in der Frihschwangerschaft bei spontanen oder rezidivierenden Aborten erforscht [83]. Um weitere
Schliisse bezliglich einer immunmodulatorischen Wirkung und Rolle der Galectine im
Abortgeschehen oder gar einer moglichen (Friih-)Diagnostik zu ziehen, muissen zuerst die
durchgefiihrten Studien ausgeweitet werden, da die vorliegende Arbeit nur wenige untersuchte
Proben enthielt.

Die zweite Veroffentlichung ,,Galectin-13/PP-13 expression in term placentas of gestational diabetes
mellitus pregnancies” zur Gal-13-Expression im dritten Trimenon bei GDM konnte durch
immunhistochemische Farbungen und deren Bewertung eine erniedrigte Gal-13-Expression im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe feststellen. Eine ELISA-Untersuchung erbrachte ebenso
signifikant erniedrigte Gal-13-Werte in Blut-Seren von Frauen mit GDM im Vergleich zu gesunden
Schwangeren. Da von einer Beeinflussung der Gal-13-Serumwerte durch eine Art Abschilferung in
das matterliche Blut ausgegangen wird, korreliert eine geringere Expression im Trophoblast
moglicherweise mit niedrigeren Gal-13-Serumwerten [64].

Davon ausgehend wird vermutet, dass eine Galectin-Fehlregulation — je nach Untergruppe, Funktion
und Expressionsort - zu einem Ungleichgewicht der Immuntoleranz mit erhdhter Komplikationsrate
in der Schwangerschaft beitragen kann. Dies kann zur Entwicklung schwangerschaftsbedingter
Erkrankungen fiihren, aber auch Faktor fiir die Entwicklung von Aborten sein [83]. Gal-1 wird deshalb
bereits als pradiktiver Faktor fiir den Schwangerschaftserfolg vermutet [61]. Es bleibt abzuwarten,
ob solche Ergebnisse fiir weitere Galetine auch in Bezug auf verschiedene Krankheitsbilder erreicht
werden. Es wird an diagnostischen Methoden wie dem TRIC (trophoblast retrieval and isolation from
the cervix) gearbeitet, womit Trophoblastzellen in der friihen Schwangerschaft ab der 5. SSW aus
der Cervix uteri entnommen werden und auf Galectinexpression beziglich dem Ausgang der
Schwangerschaft getestet werden [93]. Auch in Bezug auf Gal-13 kdnnten vor allem die veranderten
Blutserum-Werte auf neue diagnostische Moglichkeit hinweisen. Weitere Galectine sollten im

Kontext des GDM ausfiihrlicher untersucht werden.
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ZUSAMMENFASSUNG (DEUTSCH)

lll.  Zusammenfassung (Deutsch)

Galectine sind B-galactosid-bindende Lektine mit einer charakteristischen Aminosaure-Sequenz. Sie
erkennen unterschiedliche gebundene Kohlenhydrate sowohl auf Zelloberflachen als auch in der
extrazellularen Matrix [2, 38]. Bislang sind 19 Galectine bekannt, wovon 13 im menschlichen Kérper
exprimiert sind [4, 5]. Sie stellen eine relativ heterogene Gruppe der Lektine dar, die sehr
unterschiedliche Expressionsmuster und Funktionsweisen in verschiedenen Geweben haben.
Anhand ihrer molekularen Struktur werden sie in 3 Subgruppen (,,Prototype”, ,Chimera-type“ und
,Tandem-repeat-type”) gegliedert [1, 38]. Grundsatzlich wird der Familie der Galectine die
Ubergreifende Funktion der Immunmodulation zugeschrieben, deren Bedeutung besonders im
Rahmen der onkologischen und immunologischen Forschung erschlossen wird [1, 4, 13, 14, 18].
Erforscht werden die Galectine ebenso im Endometrium und der Plazenta bei Implantation
beziehungsweise im Verlauf der Schwangerschaft [7, 8, 12, 13]. Im feto-maternalen Kontext der
Plazenta wird vermutet, dass Galectine unter anderem eine Funktion in der Toleranz des
miutterlichen Gewebes gegeniliber dem semiallogenen Fetus haben [4].

Gegenstand der vorliegenden Dissertation ist die Erforschung der Galectin-Expression in der
Plazenta. Hierzu werden zwei Publikationen vorgelegt, welche sich mit der Thematik zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Schwangerschaft befassen:

Die erste Veroffentlichung behandelt die systematische immunhistochemische Evaluation von 9
Galectinen im ersten Trimenon an gesunden Plazenten nach induziertem Abort [72].

Bei Storungen der Plazentaentwicklung im ersten Trimenon folgt oft eine Pathologie der
Schwangerschaft: von Abort-Geschehen bis zur Praeklampsie oder HELLP-Syndrom. Da hier die Rolle
der Galectine noch nicht geklart ist, kann eine grundlegende Expressionsanalyse in der Plazenta die
Basis fur weitere Forschungen bieten. In der vorliegenden Arbeit ,Comparative analyses on
expression of galectins1-4, 7-10 and 12 in first trimester placenta, decidua and isolated trophoblast
cells in vitro” wurde die Galectin-Expression in der gesunden Plazenta des ersten Trimenons
deskriptiv mittels Immunhistochemie erarbeitet. Anhand einer PCR-Analyse von isolierten
Trophoblast-Zellen in einer 96h-Zellkultur ohne Stimulation wurde das Verhalten der Genexpression
untersucht. Hierbei konnen durch Veranderung der Freisetzungsstarke Hinweise auf eine Beteiligung
der Galectin-Expression im Rahmen der Synzytium-Bildung abgeleitet werden.

Die zweite Veroffentlichung betrachtet speziell die Expression des plazentaspezifischen
immunmodulatorischen Gal-13 in Plazenten aus dem dritten Trimenon bezlglich der

Schwangerschaftskomplikation GDM versus gesunden Schwangerschaften.
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In dem vorliegenden Artikel wurden Plazenten im dritten Trimenon nach Geburt aus
Schwangerschaften mit GDM beziehungsweise aus gesunden Schwangerschaften auf die Gal-13-
Expression mittels Immunhistochemie hin untersucht. Die Ergebnisse wurden in der vorliegenden
Veroffentlichung ,Galectin-13/PP-13 expression in term placentas of gestational diabetes mellitus
pregnancies” publiziert [88]. Dabei konnte im Vergleich zu gesunden Schwangerschaften in der
immunhistochemischen Farbung und Bewertung eine erniedrigte Gal-13-Expression sowohl im
Syncytiotrophoblast als auch im Extravillésen Trophoblast in Fallen von GDM festgestellt werden.
Die angeschlossene ELISA-Untersuchung erbrachte signifikant erniedrigte Gal-13-Werte in Blut-
Seren von Frauen mit GDM. Eine Beeinflussung der Gal-13-Serumwerte wird durch eine Art
Abschilferung von Gal-13 aus dem Trophoblasten in den intervillésen Raum und damit in das
mitterliche Blut vermutet [86]. Dementsprechend korreliert eine geringere Expression im
Trophoblast mit niedrigeren Gal-13-Serumwerten. Es konnte gezeigt werden, dass es
moglicherweise durch die verminderte Gal-13-Expression zu einer Dysbalance in der Immuntoleranz
kommt. Dies kann zu einer Inflammationskaskade beitragen, welche bei der GDM-Genese als eine
von mehreren Einflussfaktoren vermutet wird.

In beiden Publikationen handelt es sich um Beschreibungen des Zustands der Galectinexpression in
dem entsprechenden Trimenon der Schwangerschaft, um Eckdaten fiir weitere Untersuchungen zu
erhalten. Es bedarf jedoch weiterer umfangreicherer Studien, um genauere Aussagen bezlglich des
Einflusses der Galectine im Verlauf der Schwangerschaft und bei entsprechenden

Schwangerschaftskomplikationen treffen zu kénnen.
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IV. Zusammenfassung/Summary (Englisch)

Galectins are B-galactosid-binding lectins with a characteristic amino acid sequence. They bind to
different carbohydrates on the surface of cells as well as in extracellular matrix [2, 38]. By now, 19
galectins are known, 13 of them are expressed in human tissue [4, 5]. In general, galectins are a
comparatively heterogeneous group of lectins with various expression patterns and functions in
different tissues.

From their molecular structure, they are distinguished into three subgroups: proto-, chimera-, and
tandem-type galectins [1, 38]. An immunomodulating function is known for the family of galectins
[4, 18]. Their importance is becoming more apparent in the light of new findings, especially with their
immunomodulating function in oncology or immunology [1, 13, 14].

Current research also includes galectin expression in the endometrium, in the early placenta after
implantation and in later stages of pregnancy [7, 8, 12, 13]. Galectins could play an important role in
the feto-maternal interface of the placenta possibly influencing the immunotolerance of maternal
tissue against the semiallogenous fetus [4].

In this thesis expression of galectins is examined in the placenta. For this purpose two publications
are presented, which deal with this issue at different stages of pregnancy:

In the first publication systemic immunohistochemical expression of 9 galectins in the first trimester
was evaluated in healthy placentas after induced abortion [72].

Pathologies like miscarriage, preeclampsia or HELLP-syndrome follow dysfunctions in placental
development in the first trimester. As the role of galectins is not cleared yet, a basic analysis of
galectin expression in healthy first trimester placentas was done for further investigations. The
publication ,Comparative analyses on expression of galectins1-4, 7-10 and 12 in first trimester
placenta, decidua and isolated trophoblast cells in vitro“ shows a descriptive analysis of galectin
expression in healthy placentas of the first trimester with immunohistochemistry. The variation of
gene expression in healthy placentas in the first trimester was evaluated with PCR-analysis of isolated
trophoblast-cells in 96h cell culture without stimulation. Changes in expression levels can be a sign
for contribution of galectin-expression to syncytium-building of trophoblast cells.

The second publication deals with the expression of gal-13, which is immunomodulating and
placentaspecific, in placentas of the third trimester in healthy pregnancies versus pregnancies
affected with GDM.

In this study gal-13 expression in third trimester placentas from healthy pregnancies and pregnancies
affected by GDM was examined after delivery by immunohistochemistry. Results were presented in
the publication , Galectin-13/PP-13 expression in term placentas of gestational diabetes mellitus

pregnancies“[88].
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Inimmunohistochemistry analysis decreased gal-13 expression was found in the syncytiotrophoblast
and in the extravillous trophoblast in cases of GDM in comparison to healthy placentas. The
subsequent ELISA showed significantly lowered gal-13 levels in blood serum of pregnant women with
GDM. A connection between gal-13 serum-levels and the level of expression in the trophoblast is
assumed by previously described “shedding” as a kind of secretion of gal-13 by the trophoblast into
the intervillous space and therefore maternal blood [86]. Consequently a lower expression of gal-13
in the trophoblast correlates with lower gal-13 serum levels. It was shown, that a lower expression
of gal-13 might contribute to an imbalanced immunotolerance. Therefore an inflammatory cascade
can be positively influenced, which is supposed to be one of several factors on GDM-pathogenesis.

Both publications clearly describe the state of galectin expression in gestational progress in order to
receive basic data for further investigations. There is need of further studies for evaluation of the
role of galectins in the run of pregnancy and to identify any conclusions concerning altered galectin-

expression in different complications in pregnancy.
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ANHANG

VI. Anhang

A. Abbildungen

Abbildung 1: Einteilung der menschlichen Galectine nach struktureller Architektur —
modifiziert aus: Jeschke et.al 2013 [4]
Seite 2

Abbildung 2: moglicher vereinfachter Signaltransduktionsweg von Gal-1 in Trophoblastzellen im
BeWo-Chorioncarcinom-Zellmodell:
Gal-1 bindet direkt oder tiber Thomsen-Friedenreich-Antigen an Membranproteinen und fihrt zu
einer reduzierten Phosphorylierung der RTK ,RET“. Hierdurch wird der MEK1/2/ERK1/2 Signal-
transduktionsweg Uber JAK2 inhibiert. Dieser Weg betrifft ebenso STAT3 [70]. Eine Inhibition dieses
Signaltransduktionsweges fiihrt ebenso zur Inhibition der Syncytiumformierung [67]. Gal-1 hemmt
auch die Phosphorylierung von Akt-3 und GSK-3B. Dies kdnnte eine bessere Bindung des
Transkriptionsfaktors Elkl zu seinen spezifischen Bindungspartnern vermitteln [70]. Zusatzlich
kommt es zur Inhibition der Phosphorylierung von Beta-Catenin durch GSK-3b Kinaseaktivitat,
welche von Gal-1 inhibiert wird [27, 67]. Gal-1 stimuliert auch die Phosphorelierung von VEGFR3 an
der Zellmembran, welches unter anderem lber den MEK1/2/ERK1/2 Signalweg reguliert wird.
(Abbildung modifiziert aus [27]).

Seite 3

Abbildung 3: Schematische Zeichnung der Plazenta mit Terminalzotten ab dem 4.
Schwangerschaftsmonat: Wahrend des 4. Schwangerschaftsmonats verschwindet der
Zytotrophoblast immer mehr, wahrend er in der Basalplatte erhalten bleibt. Dort sind die
Zytotrophoblastzellen zuvor in die Dezidua und das Myometrium sowie die Wand der Spiralarterien
eingewandert.
(modifiziert aus: http://www.embryology.ch/allemand/fplacenta/milleflles/millefllea2.html;
01.03.2017)

Seite 8

Abbildung 4: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Detektionsmethoden (indirekte
Methode).
(A): ABC-Methode (modifiziert aus [173])
(B): Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP)-Methode (modifiziert aus [173])
HRP: Horseradish Peroxidase
Seite 14

B. Tabellen

Tabelle 1: Bewertung der immunhistochemischen Farbung nach Remmele, 1986 [174]
Seite 15
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C. Abkilirzungsverzeichnis

ABC-Komplex
ADA
CD
CEA
CK7
CO;
CRD
DAB
DAPI
DNA
ELISA
ERK
EVT
Gal
GDM
GH
GLUT
GSK
HCG

HELLP-Syndrom

HLA-G
HPL
HRP
IADPSG
IFN

1gG

IL

IRS
IUGR
JAK
MEK
MHC
MUC-1
NK-Zellen
0
oGTT
PAP-Methode
PAPP-A
PBS
PCR
PI3K
PP-13

Avidin-Biotin-Komplex

American Diabetes Association

Cluster of Differentiation
carcino-embryonic antigen
Cytokeratin-7

Kohlendioxid

carbohydrate-recognition domain
3,3'-Diaminobenzidin
4‘,6-diamidio-2-phenylindole
Desoxyribonuclein-acid

enzyme-linked immunosorbent assay
extracellular signal-regulated kinases
extravilldser Trophoblast

Galectin

gestational diabetes mellitus

growth hormone = Wachstumshormon
Glucose-Transporter
Glykogensynthase-Kinase

humanes Choriongonadotropin
Haemolysis (hamolytische Anamie); Elevated Liver enzyme levels (erhohte
Leberwerte), Low Platelet count (Thrombozytopenie)
human leukocyte antigen G

humanes Plazentalctogen

Horseradish Peroxidase

International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups
Interferon

Immunglobulin G

Interleukin

Immunoreaktiver Score

intrauterine growth restriction
Januskinase

Methyl-Ethyl Keton

Major Histocompatibility Complex
Mucin-1

Nattrliche Killer-Zellen

Sauerstoff

oraler Glucose-Toleranztest
Peroxidase-anti-Peroxidase Methode
Pregnancy-associated plasma protein A
phosphate buffered saline

Polymerase chain reaction = Polymerase-Ketten-Reaktion
Phosphoinositid-3-Kinase
Placental-Protein 13
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PROM

RA

RDS

RET

RTK

SPA

SSW

STAT
TF-Antigen
TH-Zellen
TIM

TNF
Treg-Zellen
TRIC
VEGFR
VT/HVT
ZONE

yA)
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premature rupture of membranes

recurrent abortion

respiratory distress syndrome

ret proto-oncogene

Rezeptor-Tyrosin-Kinase

spontaneous abortion

Schwangerschaftswoche

Signal Transducers and Activators of Transcription
Thomsen-Friedenreich-Antigen

T-Helfer-Zellen

T-cell immunoglobulin and mucin domain

Tumor Nekrose Faktor

T-regulative Zellen

trophoblast retrieval and isolation from the cervix
vascular endothelial growth factor receptor
(humaner) villéser trophoblast

zones of necrosis

Zytotrophoblast
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