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1. Einleitung

1.1 Praeklampsie — Allgemeines

Mit einer Inzidenz von 2 bis 5 % aller Schwangerschaften in der EU und den USA sowie von
bis zu 9 % aller Schwangerschaften in Afrika, handelt es sich bei der Praeklampsie um eine
der haufigsten Schwangerschaftserkrankungen [1, 2]. Die Praeklampsie stellt eine der
wichtigsten Ursachen fir maternale, perinatale und neonatale Morbiditat sowie Mortalitat dar
und ist fur 10-15% aller maternalen Todesfalle weltweit verantwortlich [3-5]. Definiert ist die
Praeklampsie gemal Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fir Gynakologie und Geburtshilfe
als ,jeder (auch vorbestehend) erhdhte Blutdruck = 140/90 mmHg in der Schwangerschaft mit
mindestens einer neu aufgetretenen Organmanifestation, welche keiner anderen Ursache
zugeordnet werden kann“. Organmanifestationen kénnen sich durch eine Schadigung der
Niere als Proteinurie (> 300 mg/ 24 h), der Leber, des ZNS oder in der Lunge manifestieren
[1, 6, 7]. Haufige Symptome sind Kopfschmerzen, Unwohisein, Augenflimmern,
Oberbauchschmerzen und Odeme [2, 8]. Am haufigsten treten die Symptome im zweiten und
dritten Trimenon auf [9, 10].

Des Weiteren stellt die Schadigung der Plazenta als Organsystem und eine daraus folgende
Wachstumsretardierung des Kindes im Sinne eines ,small for gestational age“ (SGA) oder
sintrauterine growth restriction“ (IUGR) ebenfalls ein Kriterium zur Definition der Praeklampsie
dar.

Die pathophysiologischen Ursachen der Praeklampsie sind bislang nicht vollstandig geklart.
Unterschiedliche Teilprozesse konnten jedoch in verschiedenen Studien bereits beleuchtet
werden. Dass eine gestodrte Trophoblasteninvasion in das uterine Gewebe [11, 12] sowie
dysfunktionale Immunreaktionen in der Plazenta [13, 14] maRgeblich an der Pathogenese der
Praeklampsie beteiligt ist wurde bereits erforscht. Zur weiteren Entwicklung dieser
Schwangerschaftserkrankung gibt es unterschiedliche Theorien, die jedoch noch nicht
vollstandig aufgeklart werden konnten.

Zuséatzlich zu akuten Folgen der Praeklampsie fur Mutter und Kind konnte bereits gezeigt
werden, dass ein erhohtes Risiko fur Langzeitfolgen bezuglich Morbiditdt und Mortalitat
aufgrund von sich entwickelnden kardiovaskularen Risiken existieren [15]. Kinder, die
intrauterin einer Praeklampsie exponiert waren wiesen im Adoleszenzalter erhdhte
Blutdruckwerte sowie einen erhéhten BMI auf [16]. Patientinnen, die in der Schwangerschaft
an einer Praeklampsie litten, sind friihzeitig von kardiovaskularen Erkrankungen, wie koronarer
Herzkrankheit (KHK) und kardiovaskularen Ereignissen betroffen [17]. Im Gegenzug haben
Patientinnen mit einem erhohten Risiko flr kardiovaskulare Erkrankungen ein erhdhtes

Praeklampsierisiko [17].
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Abb. 1: Verschiedene Epigenetische Einflisse auf die Entwicklung einer Praeklampsie und
deren Zusammenhange. Modifiziert nach Nelissen, van Montfoort, Dumoulin & Evers
https://doi.org/10.3390/jcm8101625

Es gibt Hinweise darauf, dass die gestdrte Entwicklung der Plazenta und die kritische
Beeinflussung der Trophoblastenentwicklung bzw. der plazentaren Angiogenese zu einer
fetalen Programmierung beitragt [17], moglicherweise durch epigenetische Veranderungen.
Hierzu gibt es bereits Belege, da nicht nur genetische Faktoren mit der Pathogenese der
Praeklampsie assoziiert sind, sondern auch epigenetische Veranderungen in den Plazenten
von Patientinnen mit einer Praeklampsie gefunden worden sind, die hierbei regulatorisch auf
die Transkription wahrend der Entwicklung einer Praeklampsie Einfluss nehmen kénnen. Dies
stellt einen vielversprechenden Ansatz zum besseren Verstandnis sowie zur moglichen
Identifizierung einer Therapiemdglichkeit der Praeklampsie dar. Weiterfihrend wurden bereits
andere Faktoren, die pathophysiologische Mechanismen beeinflussen, welche zur
Entwicklung einer Praeklampsie beitragen, identifiziert. Die Relevanz der Erforschung dieser
Mechanismen wird vor allem dadurch deutlich, dass aktuell nach wie vor keine

ursachenspezifische Therapie der Praeklampsie existiert.

1.2 Regulation der Genexpression — Plazentare Veranderungen in der
Praeklampsie

Eine Regulation der Transkription von Genen kann beispielsweise auf epigenetischer Ebene
oder auf nuklearer Rezeptorebenen erfolgen. Hierbei wird die DNA selbst nicht verandert,
jedoch wird Uber Prozesse wie Methylierung, Phosphorylierung und durch Liganden-
abhangige Transkriptionsfaktoren die Genexpression reguliert.

Hierunter fallen unter anderem auch die Modifikation von Histonen und der ligandenabhangige
Transkriptionsfaktor PPARYy.



Bereits bekannte Daten deuten auf eine Veranderung transkriptionsregulierender Faktoren in
der Praeklampsie hin.

Es ist bereits bekannt, dass epigenetische Veranderungen im Sinne von Veranderung der
DNA-Methylierung wahrend der Praeklampsie vorkommen [18].

Auflerdem deuten Daten auf eine Assoziation von PPARy mit der Plazentaentwicklung hin
[19], wobei PPARy durch Agonisten oder Antagonisten stimuliert oder gehemmt werden kann
und bereits als wichtiger Ansatzpunkt zur Therapie von Stoffwechselerkrankungen dient. Eine
Assoziation von PPARy und den untersuchten Histonmodifikationen ist bereits aus der
Adipogenese bekannt. Hierbei beeinflussen H3K4me3 and H3K9ac PPARYy positiv [20, 21].
Die Aufdeckung eines moglichen pathophysiologischen Zusammenhangs koénnte zum
besseren Verstandnis der Pathogenese der Praeklampsie und fiir einen moglichen

Therapieansatz wichtig sein.

1.2.1 Epigentische Modifikationen

Epigenetische Veranderungen beeinflussen die Genexpression ohne eine Veranderung der
Nukleotidsequenz der DNA zu bewirken [18, 22-24]. Diese beeinflussen Replikation,
Transkription, den Metabolismus und das Uberleben der Zellen [25, 26]. Zu epigenetischen
Modifikationen zahlen unter anderem die DNA-Methylierung, RNA-Interferenz und die
Histonmodifikation [27, 28].

Histone sind Kernproteine, welche die DNA kondensieren. Es bildet sich ein Oktamer aus
Histonen, um welches die DNA gewickelt ist [29-31]. Die Veranderung dieser Histone durch
zum Beispiel Methylierung, Acetylierung oder Phosphorylierung stellt eine reversible
posttranslationale Modifikation dar [26, 27, 30-36]. Hierbei wird die Genexpression durch den
Engegrad der Chromatinverpackung und somit die Zuganglichkeit der DNA reguliert [27, 35].
Die Histonmodifikation kann sowohl transkriptionsférdernd, als auch -hemmend wirken [31,
32, 34]. Acetylierungen verandern die Ladung der Histone, wahrend Methylierungen die
Histone durch Anderung der GréRe und Hydrophobie modifizieren [35, 37]. Die zwei, in dieser
Arbeit untersuchten Histonmodifikationen trimethyliertes H3K4 und acetyliertes H3K9ac, sind
beide an einem Lysin des Histons H3 modifiziert [27, 30] und wirken transkriptionsférdernd
[32, 38].

Es ist aulerdem bereits bekannt, dass diverse Histonmodifikationen eine relevante Rolle in
der Plazenta spielen. Zum Beispiel scheint ein hypoxisches Milieu eine erhdhte
Histonacetylierung in Trophoblasten zu verursachen, wobei dies die Histone H3K27 und
H3K18 betrifft [29, 32]. Eine chronische Ischamie hingegen scheint eine verminderte globale
Histoanacetylierung zur Folge zu haben [29, 32]. In unterschiedlichen in vivo und in vitro
Modellen konnte bereits gezeigt werden, dass unter Praeklampsiebedingungen diverse

Histonmodifikationen verandert sind. Im Mausmodell und BeWo-Zellmodell wurden die



Histonmodifikationen H3K9ac, H3K14ac, H3K18ac, H3K27ac, H3K56a untersucht und hierbei
stellte sich eine Reduktion der Histonmodifikationen unter Praeklampsiebedingungen dar [29].
H3K4me3 wurde bereits an endothelialen Vorlauferzellen, welche aus Nabelschniren von
Praeklampsieplazenten isoliert wurden, untersucht. Hier war H3K4me3 ebenfalls reduziert
[39]. H3K4me3 und H3K9ac sind jedoch bisher in der Praeklampsie und den unterschiedlichen
Kompartimenten der Plazenta nicht untersucht, dartiber hinaus ist ihre Rolle in der Regulation

z.B. der Trophoblasteninvasion, Plazentation oder Angiogenese unklar.
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Abb.2: Transkriptionsregulatorische Mechanismen (Me - Methylierung, Ac - Acetylierung, P
— Phosphorylierung; modifiziert aus Porcuna et al.https://doi.org/10.3390/ijms221910573)

1.2.2 PPARy und RxRa

Der nukleare Hormonrezeptor PPARYy ist ein Liganden-abhangiger Transkriptionsfaktor [40].
Um seine transkriptionsférdernde Wirkung zu entfalten, bildet er ein Heterodimer mit RxRa
(retinoic acid X receptor a) [41] und bindet an PPRE (peroxisome proliferator response
element), seine Zielregion an der DNA [19, 40, 42-44].

Die Hauptaufgabe von PPARy und RxRa liegt in der Férderung der Adipozytendifferenzierung
und der Kontrolle des Lipidmetabolismus [19, 43, 45-48]. PPARy hat zusatzlich Einfluss auf
die Energiehomoostase [41, 44, 47] und foérdert die Angiogenese in der Plazenta [41].
Zusatzlich wird die Immuntoleranz durch PPARy geférdert [40, 48, 49], indem es die CCL22-
Produktion vermindert [49] und die Produktion anti-inflammatorischer Th2-Zellen beglnstigt
[41, 50].

In der Plazenta wird PPARy von endometrialen Stromazellen und Trophoblasten produziert
[19, 41, 51, 52]. Auf mRNA-Ebene konnte bereits gezeigt werden, dass PPARYy in der
Praeklampsie vermindert ist [19]; diese Verminderung ist bereits Wochen bis Monate vor der
Diagnosestellung nachweisbar [41].

Bezuglich PPARy und dessen Aktivierung und Inhibition in Bezug auf Faktoren, welche die
Pathogenese der Praeklampsie beeinflussen, kursieren unterschiedliche Hypothesen und
teilweise widerspruchliche Erkenntnisse in der Literatur.

Im Tiermodell konnte bereits gezeigt werden, dass die Inhibition von PPARYy durch
Antagonisten zu einem gestérten Wachstum des Feten fuhrt [53]. Eine Aktivierung von PPARYy
scheint, in der fortgeschrittenen Schwangerschaft hingegen, protektiv in Bezug auf intrauterine
Wachstumsretardierung zu wirken [54]. Des Weiteren konnten Tache et al. zeigen, dass eine
Behandlung mit PPARy-Antagonisten Praeklampsie ahnliche Symptome verursacht [55]. Im
Tierversuch, in dem das sog. RUPP-Model (reduced uterine perfusion pressure) verwendet
wurde, verursachte die Behandlung mit PPARy-Agonisten die Reduktion der arteriellen
Hypertonie in den Tieren, was eine protektive Rolle der PPARy-Aktivitat in Bezug auf die

Endothelzellfunktion vermuten lasst [56].



PPARy-Agonisten unterstutzen die Zelldifferenzierung villdser Zytotrophoblasten, wobei die
Hemmung der PPARy-Aktivitat die Proliferation und die Differenzierung villéser
Trophoblastzellen fordern [57, 58]. Barak et al. hingegen zeigte, dass die Verabreichung von
Rosiglitazon, eines selektiven PPARy-Agonisten Veranderungen in der Plazentamorphologie
im Sinne einer reduzierten GréRe der Plazenta insgesamt und der spongiotrophoblastaren
Schicht verursacht [59]. Auflerdem ist die Invasion des extravilldsen Trophoblasten (EVT)
durch die Aktivierung von PPARy gehemmt, wobei die Inhibition der PPARy-Aktivitat zu einer
Verbesserung der EVT-Invasion beitrug [60, 61]. Im Ubrigen fiihrte die Behandlung von
Mausen mit Rosiglitazon zu einer Veranderung der Mikrozirkulation in der Plazenta und zu

einer Verminderung der Expression proangiogener Gene [62].

1.3 Immunologische Veranderung in der Praeklampsie

Insgesamt ist die Praeklampsie immunologisch durch eine Kombination inflammatorischer
Prozesse und durch den Verlust der maternalen immunologischen Toleranz gegenuber des
Feten gekennzeichnet. Unterschiedliche Studien unterstreichen die Relevanz des maternalen
Immunsystems wahrend der Pathophysiologie der Praeklampsie, die vermuten lassen, dass
eine inadaquate Immuntoleranz gegeniber des semi-allogenen Feten zu einer gestdrten
Trophoblasteninvasion flhren [63]. Weiterflihrend stellt die Verschiebung der Zytokinsekretion
aktivierter T-Zellen hin zu einem Th1 Profil, welche ein pro-inflammatorisches Milieu
unterstitzen, eine wichtige Alteration der Immunzellaktivierung wahrend der Praeklampsie dar
[64]. Andere Studien haben die extensive Aktivierung von sowohl zirkulierenden als auch
dezidualen neutrophilen Granulozyten und Monozyten in der Praeklampsie gezeigt [65, 66].
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Abb. 3: Immunzellen an der fetomaternale Grenzzone modifiziert aus Rajagopalan et al.
doi: https://doi.org/10.1038/d41586-018-07317-w



Regulatorische T-Zellen wurden als Schllsselspieler in diversen Prozessen identifiziert,
welche Immuntoleranz vermitteln, unter anderem nach Organtransplantation. Sie stellen
aullerdem eine wichtige Immunzellpopulation in der Erhaltung der fetomaternalen Toleranz
dar, indem sie naturliche Killerzellen und NKT-Zellen, sowie T-Lymphozyten vermitteln [67,
68]. Die Rekrutierung regulatorischer T-Zellen erfolgt durch das Chemokin CCL22
(macrophage-derived-cheomikine, MDC, genannt) [69-75]. CCL22 bindet an den auf der
Oberflache exprimierten Rezeptor CCR4 [73, 76-78] und induziert dessen Internalisierung [77].
Diverse Studien konnten eine Verminderung von regulatorischen T-Zellen im maternalen Blut
wahrend der Praeklampsie zeigen [79], wobei wenig und zum Teil widerspruchliche Daten zur
Rekrutierung von regulatorischen T-Zellen in der Plazenta existieren. Eine Studie konnte
nachweisen, dass regulatorische T-Zellen in der Dezidua von Mausen vermindert vorhanden

waren [80].

1.4 Gal-2 und dessen Rolle wahrend der Praeklampsie

Galektine gehoéren zu den Proteinen der Lektin-Familie und binden an 3-Galaktosid-Einheiten
[81-86]. Sie kommen intra- und extrazellular vor [87], wobei extrazellulares Galektin Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Adhasion vermitteln kann [82, 86, 88, 89].

Das untersuchte Galektin-2 (Gal-2) gilt als Stimulator des vaskularen Wachstums und
Regulator des Metabolismus [83, 90]. Zudem wirkt es immunmodulatorisch [90] durch
Induktion von Apoptose bei T-Zellen [83-85, 91, 92] und durch die Beglnstigung der
Differenzierung von Makrophagen [83]. Zusatzlich vermindert Gal-2 die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine [92], férdert die Trophoblasteninvasion und wird in der

Praeklampsie vermindert exprimiert [83].



2. Zielsetzung

Aus diesem Zusammenhang ergibt sich die Fragestellung welchen Einfluss epigenetische
Veranderungen auf die Pathogenese der Praeklampsie haben und wie sie reguliert werden
kénnen. Die Pathogenese der Praeklampsie ist bislang nicht ausreichend geklart, sodass
keine ursachenspezifische Therapie existiert. Bekannt ist bereits, dass eine Kombination vieler
unterschiedlicher Veranderungen zum Maximalbild der Praeklampsie fihren. Hierzu gehéren
die Stérung immunologischer Ablaufe und der Immuntoleranz gegenuber des Feten sowie die
Stérung der Bildung der Plazenta durch synzytialen Stress, eine fehlerhafte
Trophoblasteninvasion und Bildung der Spiralarterien. Ferner spielt die Freisetzung
vasoaktiver Substanzen eine zentrale Rolle, welche zu einer kardiovaskularen Maladaptation
fuhren.

Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation epigenetischer Veranderungen, die in
Zusammenhang mit der Entwicklung der Plazenta stehen und die Regulation immunologischer
Veranderungen in der Praeklampsie zu untersuchen, um einen moéglichen Ansatzpunkt fur die

Therapie mdglichst vieler dieser fehlerhaften Ablaufe zu liefern.

Die folgenden Fragestellungen wurden in den, der Habilitationsleistung zu Grunde liegenden,

Originalarbeiten naher beleuchtet:

Sind die beiden Histonmodifikationen H3K4me3 und H3K9ac in der Plazenta wahrend

der Praeklampsie verandert? (Teilprojekt 3.1.)

Koénnen die Histonmodifikationen H3K4me3 und H3K9ac durch eine Modulation von

PPARYy in Trophoblasten reguliert werden? (Teilprojekt 3.2.)

Beeinflusst Gal-2 H3K4me3 und H3K9ac in Trophoblasten und wirkt sich damit positiv
auf die Synzytialisierung aus? (Teilprojekt 3.3.)

Sind regulatorische T-Zellen wahrend der Praeklampsie in der Dezidua vermindert und

beeinflusst Gal-2 Giber regulatorische T-Zellen die Immuntoleranz in der Praeklampsie?
(Teilprojekt 3.4.)
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3. Eigene Arbeiten

3.1. Epigenetische Veranderung in der Praeklampsie — Reduktion von
H3K4me3 und H3K9ac in der Praeklampsie [93]

Die Risikofaktoren fiur die Entwicklung einer Praeklampsie sind vielfaltig.
Immunzelldysregulation, eine gestorte Entwicklung der Plazenta aufgrund einer
Beeintrachtigung der Trophoblasteninvasion, plazentare Ischamie, sowie oxidativer Stress,
eine gestorte Angiogenese und die Freisetzung inflammatorischer Stoffe, gehéren zu den
Hauptfaktoren [94]. Hierbei ist eine genetische Komponente wahrscheinlich, wohingegen
bisher, trotz intensiver Forschung, noch wenige genetische Veranderungen durch
Gensequenzierung festgestellt werden konnten, wie zum Beispiel eine fetale DNA-Variation in
der Nahe des FLT1 Gens [95]. Erganzend dazu wurden bereits unterschiedliche epigenetische
Veranderungen wahrend der Praeklampsie charakterisiert, welche dadurch gekennzeichnet
sind, dass eine Anderung der Genexpression ohne Veranderung der DNA-Sequenz stattfindet
[18]. Neben der bereits intensiv erforschten DNA-Methylierung stellt die Histonmodifikation
eine wichtige epigenetische Veranderung wahrend der Praeklampsie dar. Histone spielen als,
in eukaryotischen Zellen lokalisierte, Proteine eine wichtige Rolle im Aufbau der
Chromosomen. Durch die Methylierung, Acetylierung oder Phosphorylierung dieser Histone
wird der Zugang zur DNA reguliert, wodurch die Expression von Genen verstarkt oder
vermindert werden kann [22].

Viele acetylierte Lysine von Histonen, wie H3K9, H3K14 und H3K27, wurden bereits mit
plazentarer Ischamie oder Hypoxie in Verbindung gebracht [18], was darauf hindeutet, dass
Histonmodifkationen eine signifikante Relevanz in der Differenzierung und der Entwicklung der
Plazenta wahrend er Praeklampsie haben kann.

Das trimethylierte Lysin des Histons H3 (K3K4me3) ist als Aktivator der Transkription durch
die Anderung der GroRe und Hydrophobizitiat des Chromatins bekannt. H3K9ac stellt eine
bekannte Histonmodifikation bezuglich schneller Genaktivierung dar. Zusammen mit anderen
regulatorischen Funktionen spielt es eine wichtige Rolle in der Expression von vaskuldrem

endothelialem Cadherin, welches fir eine suffiziente Angiogenese wichtig ist [96].

Da H3K4me3 und H3K9ac in der Praeklampsie noch nicht untersucht, jedoch eine
Verminderung in der Plazenta im IUGR (intrauterine Wachstumsretardierung) bekannt war,
welches diverse Parallelen in Bezug auf die Pathogenese mit der Praeklampsie aufweist, war
das Ziel dieser Arbeit die Histonmodifikationen trimethyliertes Histon H3K4me3 und
acetyliertes Histon H3K9ac in Praeklampsieplazenten im Vergleich zu Kontrollplazenten zu
untersuchen.

Mittels Immunhistochemischer Farbung von insgesamt 32 Praeklampsie- und 32

Kontrollplazenten wurden die Histonmodifikationen H3K9ac und K3K4me3 quantifiziert.
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Hierbei wurde der IRS angewendet, welcher sich aus der Farbeintensitat (0O = keine Reaktion,
1 = schwache Intensitat, 2 = maRige Intensitat, 3 = starke Intensitat) multipliziert mit der Anzahl
positiv gefarbter Zellen zusammensetzt (0 = keine gefarbten Zellen, 1 = weniger als 10 %
positive Zellen, 2 = 10-50 % positiv gefarbte Zellen, 3 = 51-80 % positiv gefarbte Zellen, 4 =
mehr als 80 % positiv gefarbte Zellen). Somit ergibt sich insgesamt ein IRS-Wert zwischen 0
und 12. Eine hohere Farbeintensitat steht fir eine hohere Proteinexpression. Hierbei wurden
deziduales Gewebe und synzytiales Gewebe unterschieden.

AulRerdem wurde eine Westernblot-Analyse der Histon-Proteine mit 6 reprasentativen
Plazenten durchgeflhrt.

Um potentielle Confounder, wie das fetale Geschlecht und die Schwangerschaftswoche zu

eliminieren wurden Regressionmodelle angewandt.

Die Westernblot-Analyse ergab eine signifikante Reduktion von H3K4me3 (normiertes
H3K4me3 PE = 0,42 + 0,3; normiertes H3K4me3 Kontrolle= 1,97 + 1,95; p = 0,03) und H3K9ac
(normiertes H3K9ac PE = 0,44 £ 0,31; normiertes H3K9ac Kontrolle = 1,42 + 0,82; p = 0,01)
im plazentaren Gewebe von Praeklampsiepatientinnen.

Die immunhistochemische Untersuchung ergab eine signifikante Verminderung von H3K4me3
im Synzytiotrophoblast in PE-Plazenten mit einem IRS von 5,38 £ 1,93 verglichen mit dem IRS
von 6,72 + 2,69 in der Kontrolle (p = 0,038).

In der Dezidua wurde ebenfalls eine signifikante Verminderung von H3K4me3 gefunden (PE
= 4,34 + 1,84; Kontrolle = 5,74 £ 2;66; p = 0,028). Die IRS-Werte unterschieden sich signifikant
zwischen dem Synzytium und der Dezidua in der PE mit einem héheren Wert im Synzytium (p
= 0,041).

Die IHC Farbung von H3K9ac zeigte ahnliche Ergebnisse: im Synzytiotrophoblast war H3K9ac
signifikant vermindert in PE Plazenten (IRS = 3,31 + 1,401) verglichen mit den
Kontrollplazenten (IRS = 4.91 £ 2.161). H3K9ac war in der Dezidua ebenfalls vermindert in PE
Plazenten (IRS 3,31 = 1,95) verglichen mit den Kontrollen (IRS = 5,19 £ 2,10).

Im Gegensatz zum methylierten Histon konnte kein Unterschied zwischen Dezidua und

Synzytium gefunden werden.
Die dezidualen Zellen welche positiv fir H3K4me3 und H3K9ac waren konnten diese mit Hilfe
einer Doppelimmunfluoreszenzfarbung mit CK7 und den Histonmodifikationen als extravillose

Trophoblasten identifiziert werden.

Es konnten keine Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Feten gefunden werden,
genauso wenig wie eine Beeinflussung durch die Schwangerschaftswoche.
Interessanterweise konnte eine positive Korrelation mit dem maternalen Alter und H3K4me3

gezeigt werden (r = 0,444, p = 0,034). Diese Ergebnisse sind nicht kongruent mit den

12



vorbekannten Daten zum IUGR, da sich hier eine geschlechtsspezifische Variation ergeben
hat [97].

Beide Histonmodifkationen sind dafir bekannt einen wichtigen Einfluss auf die
Synzytialisierung zu haben und dahingehend wére zu erwarten, dass nach einem
erfolgreichen Synzytialisierungsprozess eine vermehrte oder zumindest eine konstitutive
Expression vorhanden sein sollte [98]. Eine suffiziente Synzytialisierung ist als Voraussetzung
einer erfolgreichen Plazentation beschrieben [99]. Generell kann die Entwicklung der Plazenta
in zwei Hauptprozesse unterteilt werden, die Proliferation des Zytotrophoblasten mit der
Synzytialisierung [58], und die Trophoblasteninvasion im Bereich der Dezidua, welche
simultan mit dem vaskularen Remodeling ablauft [100]. Ab dem Zeitpunkt der Implantation
proliferieren und fusionieren die Trophoblasten, wodurch der Synzytiotrophoblast entsteht [19,
27, 101]. Im Laufe der Schwangerschaft fusionieren laufend villése Zytotrophoblasten mit dem
Synzytiotrophoblasten [101]. Dieser Prozess ist in der Praeklampsie gestort, wobei die
Regulation der hierbei ablaufenden Mechanismen noch nicht geklart ist.

Da gezeigt werden konnte, dass im Synzytiotrophoblasten sowohl H3K4me3 als auch H3K9ac
in der Praeklampsie herabreguliert sind, kdnnte dies eine verminderte Genexpression, welche
fur eine gestorte Synzytialisierung verantwortlich ist, erklaren.

Eine gestorte Trophoblasteninvasion des extravillosen Trophoblasten in die Dezidua ist
ebenfalls ein zentraler Prozess der Pathophysiologie der Praeklampsie. Die Daten dieser
Arbeit deuten darauf hin, dass H3K4me3 und H3K9ac hierbei eine Rolle spielen, da sie im
EVT in der Praeklampsie signifikant vermindert vorhanden sind. Wobei H3K4me3
moglicherweise eine entscheidendere Rolle in der Synzytialisierung spielt als H3K9ac.

Die gezeigte Reduktion beider untersuchter Histonmodifikationen deutet auf eine insgesamt
verminderte Genaktivierung in der Praeklampsie hin. Eine Assoziation mit den zentral
gestorten Prozessen wahrend der Praeklampsie ist moglich, jedoch noch nicht gezeigt. Es ist
somit von signifikanter Bedeutung, die Verbindung der Histonmodifikationen mit

pathophysiologischen Mechanismen der Praeklampsie zu untersuchen.
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3.2 Regulation von H3K4me3 und H3K9ac durch PPARY in extravillosen
Trophoblastzellen [102]

PPARy und RxR sind vor allem in der Adipogenese und im Zellmetabolismus erforscht und
dienen hier bereits als Therapieansatzpunkt [103]. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
sie in die Trophoblastzelldifferenzierung, Plazentation und in die Differenzierung des
Synzytiums involviert sind [55, 104, 105]. AulRerdem ist bekannt, dass PPARY die Proliferation
von Trophoblasten und die Trophoblasteninvasion beeinflusst [106, 107]. Fehlt PPARYy flhrt
dies zu plazentaren Defekten [53] und einem Anstieg proinflammatorischer Zytokine [108]. Ein
Fehlen von PPARYy ist aullerdem mit erhéhtem Blutdruck assoziiert und es ist bekannt, dass
PPARy auf Genexpressionsebene in der Praeklampsie vermindert ist [48] [53].

Ziel war es zunachst, dieses Expressionsmuster nun auch immunhistochemisch in
Praeklampsieplazenten darzustellen und einen moglichen Zusammenhang mit

pathophysiologischen Ablaufen wahrend der Praeklampsie aufzudecken.

Daflr wurden 26 PE-Plazenten und 25 Kontrollplazenten immunhistochemisch auf PPARy und
RxRa gefarbt und mittels IRS ausgewertet. Hierbei war RxRa in der Praeklampsie sowohl im
Synzytium als auch in der Dezidua vermindert vorhanden. Wobei die Unterschiede in
dezidualem Gewebe ausgepragter waren (PE: IRSsyn = 4,43 + 2,70; IRSdec = 4,40 + 2,70;
Kontrolle: IRSsyn = 6,00 + 2,32; IRSdec = 7,22 + 4,01; psyn = 0,045, pdec= 0,038). PPARy
hingegen war lediglich in der Dezidua signifikant vermindert vorhanden (PE: IRSdec = 4,56 +
2,73; Kontrolle IRSdec 7,43 + 3,73; pdec = 0,004). Die dezidualen Zellen, welche PPARy und
RxRa exprimieren wurden mithilfe einer Immunfluoreszenzfarbung als extravillése
Trophoblastzellen identifiziert

In der Adipogenese konnte bereits ein Zusammenhang zwischen H3K4me3 und PPARy
gezeigt werden und ebenfalls eine erhéhte Expression von H3K9ac wurde in der
Adipozytendifferenzierung nachgewiesen. Aus diesem Grund wurde ein mdglicher
Zusammenhang zwischen der untersuchten Histonmodifikation und dem Heterodimer PPARYy
und RxRa erforscht.

Die bereits vorhandenen IHC-Daten wurden naher untersucht, wobei eine positive Korrelation
von PPARy und RxRa mit den beiden Histonmodifikationen H3K4me3 und H3K9ac sowohl im
Synzytium als auch in der Dezidua gezeigt werden konnte. AuRerdem ergab sich eine
Assoziation von PPARy und RxRa mit den Histonmodifikationen im Sinne einer Kolokalisation
in der Immunfluoreszenz, welche besonders in EVT sehr prasent war.

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen PPARy und H3K4me3 und H3K9ac zu
erforschen, wurde der Einfluss der Aktivitdt von PPARy auf die Histonmodifikationen in
unterschiedlichen Trophoblastmodellen bestimmt. Zur Modulation von PPARy wurden als
PPARYy-Agonist Ciglitazone und als PPARy-Antagonist T0O070907 verwendet.
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Es wurden zunachst HVT-Zellen fir 24 Stunden mit den entsprechenden Stimulantien
kultiviert. Zur Quantifizierung von PPARy, RxRa und den Histonmodifikationen wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt. Hierbei konnte eine Verminderung von H3K4me3 and
H3K9ac nach Kultur mit Ciglitazone nachgewiesen werden, wobei die Intensitat von PPARy
ebenfalls herabgesetzt war. Im Gegenzug wurde nach Kultur mit T0070907 H3K4me3 und
H3K9ac verstarkt nachgewiesen und PPARYy ebenfalls. Hierbei schien der Effekt bei H3K9ac
etwas ausgepragter vorhanden zu sein. Da PPARYy vor allem in dezidualen Zellen, welche als
EVT identifiziert werden konnten, positiv mit den Histonmodifikationen korrelierte,
untersuchten wir den Effekt des PPARy-Agonisten und -Antagonisten auf aus
Kontrollplazenten isolierte extravilldose Trophoblastzellen. Diese wurden mit Hilfe eines
Trypsin-vermittelten  Verdauungsprozess isoliert und mittels Durchflusszytometrie
charakterisiert. Hierbei konnten die oben beschriebenen Effekte reproduziert werden.

Es liel} sich eine Steigerung von H3K4me3 und H3K9ac durch die Inhibition der PPARy-
Aktivitat feststellen, sowie eine Verminderung von H3K4me3 und H3K9ac nach Steigerung der
PPARy-Aktivitdt. Die Expression auf Proteinebene von PPARy hingegen scheint sich
gegensatzlich zur PPARy-Aktivitdt zu verhalten, wobei hier noch weitere Versuche zur

Bestatigung notwendig waren.

In der Literatur sind unterschiedliche Effekte von PPARy-Agonisten und -Antagonisten auf die
Entwicklung der Plazenta und deren Einfluss auf Mechanismen beschrieben, welche mit der
Praeklampsie assoziiert sind. Zum Beispiel wurde gezeigt, dass PPARy-Antagonisten zu einer
Reduktion des fetalen Wachstums flihren. Wohingegen die Aktivierung von PPARYy eher eine
Wachstumsrestriktion durch hypoxische Gegebenheiten verhindern [53, 109]. Des Weiteren
fuhrt die Anwendung von PPARy-Agonisten zu einer Stimulation der Differenzierung von
Zytotrophoblasten, die Hemmung von PPARYy verbessert jedoch die Proliferation und
Differenzierung villéser Trophoblastzellen [57, 58]. Daher scheint der Effekt der Beeinflussung
von PPARY von dem einzelnen Zelltyp abzuhangen.

Die Daten dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Expression von PPARy mit H3K4me3 und
H3K9ac positiv korreliert und, dass eine erhdhte PPARy-Aktivitat die untersuchten
Histonmodifikationen maoglicherweise wahrend der Praeklampsie in extravilldsen
Trophoblastzellen hemmt und diese herabreguliert. Ob H3K4me3 und H3K9ac lediglich als
Indikator flir eine abnormale Trophoblasteninvasion dienen, durch einen Mangel an PPARYy
wahrend der Praeklampsie verursacht, oder ob sie fir die gestoérte Trophoblasteninvasion
verantwortlich sind, konnte aus dieser Arbeit nicht abgeleitet werden, ware jedoch wichtig

naher zu untersuchen.
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3.3 Der Einfluss von Gal-2 auf H3K4me3 und H3K9ac und die
Synzytialisierung [110]

Galektine sind Teil der Lektinfamilie und binden an Galaktoside-Einheiten [111, 112]. Sie sind
generell in diversen pathologischen Situationen hochreguliert, wie Entziindungen und
Infektionen. Ferner sind sie in diversen Gewebe- und Immunzellen intra- und extrazellular
exprimiert, auch in der Plazenta [113]. Es ist bekannt, dass Gal-2 in humanen Trophoblasten
und in unterschiedlichen Trophoblastzelllinien, z.B. BeWo-Zellen exprimiert ist. BeWo-Zellen
entsprechen Trophoblasten eines gestationalen Chorioncarcinoms, die als Trophoblasten-
Modell-Zelllinie der Plazenta etabliert wurden [114], da sich Trophoblasten teilweise als
schwierig zu kultivieren erwiesen haben [101]. Histologisch sind BeWo-Zellen als mitotisch
aktive Zytotrophoblasten mit einem moderaten Prozentsatz an synzytialer Differenzierung
klassifiziert [114].

Gal-2 stellt einen Stimulator vaskularen Wachstums dar und reguliert den Metabolismus
diverser Zellen. Dartiber hinaus besitzt Gal-2 einen immunmodulatorischen Effekt, indem es
zur Apoptose von T-Zellen fuhrt und die Makrophagendifferenzierung fordert.
Unterschiedliche Daten deuten bereits daraufhin, dass Gal-2 einen wichtigen Faktor wahrend
der Pathogenese der Praeklampsie darstellt, da es die Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine reduziert und die Trophoblasteninvasion férdert [115, 116]. AuRerdem konnte bereits
gezeigt werden, dass die Expression von Gal-2 in der Praeklampsie vermindert ist, sowohl im
peripheren maternalen Blut, als auch in der Plazenta [115-117].

Bisher gab es keine erwiesene Verbindung zwischen Galektin-2 und Histonmodifkationen,
jedoch ist von dem strukturell sehr verwandten Gal-1 bekannt, dass es Verbindungen zu
unterschiedlichen Histonmodifikationen aufweist. Aufgrund der Ahnlichkeiten von Gal-1 und
Gal-2 sollte der Einfluss von Gla-2 auf die Histonmodifkationen H3K4me3 und H3K9ac in der
Praeklampsie untersucht werden. Im Ubrigen sollte erforscht werden welchen Einfluss Gal-2
moglicherweise auf die Synzytialisierung hat und, ob dies mdglicherweise durch die

Histonmodifkationen reguliert wird.

Deshalb wurde zunachst eine Korrelationsanalyse bereits vorhandener IHC-Daten von jeweils
13 Patientinnen durchgefuhrt, wobei die Expression von Gal-2 mit H3K4me3 und H3K9ac
verglichen wurde. Hier konnte eine positive Korrelation zwischen der dezidualen Expression
von Gal-2 und den Histonmodifikationen gezeigt werden. Im Synzytium ergab sich ebenfalls
ein positiv korrelierender Zusammenhang zwischen Gal-2 und H3K4me3 und H3K9ac.

Deshalb wurde ein mdglicher Zusammenhang zwischen Gal-2 und den Histonmodifikationen
in der Zellkultur genauer untersucht. Hierbei wurden humane villése Trophoblastzellen und
BeWo-Zellen mit Gal-2 in unterschiedlichen Konzentrationen fir 24 Stunden kultiviert und

anschlielfend wurden H3K4me3 und H3K9ac immunzytochemisch gefarbt. Hierbei konnte
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eine verstarkte Farbung von sowohl H3K4me3 als auch von H3K9ac mit steigender Gal-2
Konzentration gezeigt werden. Ein ahnlicher Effekt konnte bei humanen villésen
Trophoblastzellen erzielt werden. Hier zeigte sich jedoch in der Immunfluoreszenzfarbung vor
allem bei H3K4me3 ein Effekt.

Um den Einfluss von Gal-2 auf die Synzytialisierung zu erforschen und eine Korrelation
zwischen Histonmodifikation und Synzytialisierung zu untersuchen wurden HVT-Zellen nach
Kultur mit Gal-2 auf E-Cadherin und R-Catenin mittels Immunfluoreszenz gefarbt. Bei
verstarkter Zellfusion werden E-Cadherin und B-Catenin vermindert exprimiert [82]. Hierbei
konnte eine signifikant verminderte Intensitdt von E-Cadherin und R-Catenin (E-cadherin:
Kontrolle = 8,79 + 1,92, mit Gal-2 = 5,86 + 0,58, p = 0.009; 3-catenin: Kontrolle = 6,39 + 0,39,
mit Gal-2 = 4,05 £+ 0,72, p = 0,009) dargestellt werden, was auf eine verstarkte Zellfusion der
HVT-Zellen nach Kultur mit Gal-2 hindeutet.

Nachdem H3K4me3 und H3K9ac bekanntermalien die Transkription fordern und wahrend der
Synzytialisierung hochreguliert sind [98, 118], weisen unserer Ergebnisse darauf hin, dass die
Histonmodifikationen H3K4me3 und H3K9ac mit verstarkter Zellfusion assoziiert sind. Unsere
Zellkulturexperimente zeigten, dass H3K4me3 und H3K9ac durch Gal-2 beeinflusst werden.
Die Verminderung von Gal-2 wahrend der Praeklampsie kdnnte teilweise dafir verantwortlich
sein, dass die Histonmodifkationen in der Praeklampsie herabreguliert sind [99]. Die
gemeinsame Reduktion beider koénnte zur gestdorten Fusion des Synzytiotrophoblasten

beitragen und zu einer gestérten Plazentation flhren.
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3.4 Der Einfluss von Gal-2 auf das immunologische Gleichgewicht wahrend
der Praeklampsie und auf regulatorische T-Zellen [119]

Neben der gestorten Plazentation, genauer der Beeintrachtigung der Synzytialisierung und der
Trophoblasteninvasion, stellt die Dysregulation der Immuntoleranz an der fetomaternalen
Grenzzone einen wichtigen Mechanismus in der Pathogenese der Praeklampsie dar. Nicht nur
aufgrund der daraus resultierten Stérung der Invasion extravilléser Trophoblasten, sondern
auch durch ein gestortes vaskuldares Remodeling und durch die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine [63, 120, 121].

Unterschiedliche Immunzellen spielen hierbei eine wichtige Rolle, darunter NK-Zellen,
Makrophagen und T-Zellen. Insgesamt fiihrt die Kombination inflammatorischer Prozesse, mit
dem Verlust der maternalen Toleranz gegenuber des semiallogenen Fetus zu einem
proinflammatorischen Milieu. Dieses flhrt im Verlauf der Entwicklung einer Praeklampsie zu
einer Freisetzung vasoaktiver Substanzen und einer kardiovaskularen Maladaptation der
Mutter, die sie selbst und ihr Kind durch eine resultierende Plazentainsuffizienz gefahrdet [122-
125].

Regulatorische T-Zellen sind dafir bekannt in der Immunmodulation wahrend
unterschiedlicher Prozesse eine entscheidende Rolle zu spielen [126]. Diese Wirkung wurde
vor allem im Bereich der Autoimmunerkrankungen und Karzinome weitgehend erforscht. So
konnte eine verminderte Anzahl von regulatorischen T-Zellen bei Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 1, Allergien und chronisch entzindlichen Darmerkrankungen nachgewiesen
werden [127]. Die Daten zur Rekrutierung in der Dezidua wahrend der Praeklampsie sind
hierbei nicht eindeutig, jedoch ist bereits gezeigt worden, dass sie zusammen mit NK-, NKT-
Zellen und T-Lymphozyten, eine wichtige Rolle beim Erhalt der Immuntoleranz gegenuber des
semiallogenen Fetus spielen [67, 68].

Gal-2 ist nicht nur fir seinen Einfluss auf die Differenzierung und den Metabolismus
unterschiedlicher Zellen bekannt, sondern auch fir seinen modulatorischen Effekt auf das
Immunsystem durch die Regulation von Monozyten, Makrophagen und T-Zellen [115, 116].

Hierbei kann Gal-2 T-Zellen binden und deren Apoptose induzieren [92].

Um regulatorische T-Zellen und einen mdglichen Einfluss von Gal-2 wahrend der
Praeklampsie zu erforschen wurden regulatorische T-Zellen mittels FOXP3
immunhistochemisch an 32 PE und 34 Kontrollplazenten gefarbt. Hierbei ergab sich eine
reduzierte Anzahl regulatorischer T-Zellen in der Dezidua von PE Plazenten (PE 1,07 + 1,20;
Kontrolle 1,80 £ 1,5; p = 0,046)

Um eine mdgliche Assoziation durch eine verminderte Rekrutierung auszuschlieRen, erfolgte
die Farbung von CCL22, einem Chemokin, welches von Makrophagen freigesetzt wird und als

eines der Hauptchemokine bekannt ist, das flr die Rekrutierung von regulatorischen T-Zellen
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verantwortlich ist [128-130]. Hierbei ergab sich erstaunlicherweise eine verstarke Expression
von CCL22 (Kontrolle: IRSsyn: 2,38 + 1,688; IRSpe;: 0,76 + 1,130; PE: IRSsyn: 3,81 £ 2,999;
IRSpez: 2,31 £ 2,633; psyn = 0,035; ppez = 0,004) und positive Korrelation, sowohl im Synzytium
als auch in der Dezidua, welches eine erhOohte Rekrutierung von regulatorischen T-Zellen
erwarten lieRRe.

Um weitere Ursachen der reduzierten T-Zellzahl in den Praeklampsieplazenten zu erforschen,
wurde eine TUNEL-Farbung mittels Immunfluoreszenz durchgefuhrt, welche eine erhéhte
Apoptoserate in den noch vorhandenen regulatorischen T-Zellen in der Praeklampsie ergab.
Regulatorische T-Zellen scheinen wahrend der Praeklampsie in Apoptose zu gehen. Die
erhohte CCL22-Expression trotz verminderter T-Zellzahl konnte auf eine positive
Feedbackschleife hindeuten.

Da Gal-2 dafiir bekannt ist T-Zell-Apoptose zu regulieren wurde der Einfluss von Gal-2, auf die
T-Zellzahl naher untersucht. Es erfolgte eine Korrelationsanalyse, welche eine positive
Korrelation von Gal-2 und der T-Zellzahl ergab.

Da unsere in vivo Daten darauf hindeuteten, dass Gal-2 einen protektiven Effekt auf die
regulatorischen T-Zellen ausibt, wurden regulatorische T-Zellen aus dem Blut von gesunden
Patientinnen isoliert. Mittels FAS-L wurde die Apoptose der Zellen eingeleitet. Es erfolgte eine
Kultivierung der apoptotischen T-Zellen mit Gal-2. Hierbei konnte ein signifikant protektiver
Effekt auf das Uberleben regulatorischer T-Zellen durch Gal-2 gezeigt werden, welches mittels

einem Caspase-3-Elisa erhoben wurde.

Diese Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass regulatorische T-Zellen in der Praeklampsie
vermindert vorhanden sind und Uberwiegen apoptotisch sind. Der Prozess der T-Zell-Apoptose
kann durch Gal-2 abgeschwacht werden. Eine verminderte plazentare Expression von Gal-2
in der Pareklampsie kdnnte demnach einen mdglichen Einfluss auf das Apoptoseverhalten der
regulatorischen T-Zellen haben. Gal-2 ist daher nicht nur fur die Plazentation wahrend der
Praeklampsie eine wichtige, sondern wirkt auch immunmodulatorisch durch die Verhinderung
der Apoptose von regulatorischen T-Zellen. Welcher Mechanismus zur Apoptose
regulatorischer T-Zellen wahrend der Praeklampsie fuhrt, konnte indes durch diese Arbeit

noch nicht geklart werden.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Die Praeklampsie stellt eine haufige und schwerwiegende Schwangerschafts-assoziierte
Erkrankung dar, die eine intensivmedizinische Betreuung und sogar lebensgefahrliche
Organschadigungen zur Folge haben kann. Sie kann nicht nur fir die Mutter, die sowohl
wahrend als auch nach der Schwangerschaft kardiovaskularen Folgen ausgesetztist, sondern
auch auf das Neugeborene kritische Auswirkungen haben. Da keine ursachenspezifische
Behandlung flr die Praeklampsie existiert, stellt die Beendigung der Schwangerschaft aktuell
die einzige Therapie dar. Dies kann zu einer Entbindungsindikation wahrend der
Frihgeburtlichkeit fuhren und somit zu den damit verbundenen schwerwiegenden
Komplikationen in der Neonatalphase. Deshalb ist die Erforschung der pathophysiologischen
Mechanismen wahrend der Praeklampsie von hoher Bedeutung, um mégliche Langzeitfolgen
fur Mutter und Kind mit einer zielgerichteten Therapie zu vermeiden. Die Ablaufe wahrend der
Praeklampsie sind jedoch komplex und vielfaltig.
Als dafiir ursachlich werden Prozesse in der Plazenta angenommen, vor allem wahrend der
Plazentation. Hierbei scheinen eine gestoérte Trophoblastendifferenzierung und -invasion
sowie die dysregulierte fetomaternale Immuntoleranz zentrale Mechanismen darzustellen. Die
Regulation dieser Ablaufe ist noch nicht geklart, jedoch wurden bereits Ansatze eines
moglichen Zusammenhangs epigenetischer Veranderungen mit diesen Prozessen generiert.
Ziel dieser Arbeit war es, insbesondere im Hinblick auf einen moglichen Therapieansatz,
Zusammenhange zwischen einem mdglichen Verlust transkriptionsférdernder Faktoren und
einer daraus resultierenden Stérung der eben beschriebenen Prozesse aufzuzeigen und
genauer zu untersuchen.
Deshalb wurden zunachst zwei Histonmodifikationen (H3K4me3 und H3K9ac), welche flr
ihren  transkriptionsférdernden  Effekt bekannt sind, in den Plazenten von
Praeklampsiepatientinnen  untersucht, wobei sich eine Verminderung beider
Histonmodifikationen sowohl im Synzytium als auch im extravilldsen Trophoblastgewebe
gezeigt hat.
Um weitere transkriptionsférdernde Mechanismen wahrend der Praeklampsie zu analysieren
wurde der ligandenabhangige Transkriptionsfaktor PPARy gewahlt, welcher bereits als
Therapieansatzpunkt in Stoffwechselerkrankungen dient. Er ist daflir bekannt die Proliferation
von Trophoblasten und die Trophoblasteninvasion zu beeinflussen, aulerdem ist eine
Assoziation mit den untersuchten Histonmodifikationen in der Adipogenese bereits aufgezeigt
worden. Die Analyse von PPARy auf Proteinebene zeigte eine Verminderung in
Praeklampsieplazenten, wobei PPARYy vor allem im extravilldsen Trophoblasten reduziert war
und hierbei auch eine Korrelation mit den Histonmodifikationen H3K4me3 und H3K9ac
vorhanden war. Deshalb wurde der Einfluss von PPARy auf die Histonmodifikationen im
Trophoblastzellmodell und an isolierten extravilldsen Trophoblasten untersucht. Hierbei wurde
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ein PPARy-Agonist und -Antagonist eingesetzt, wobei die Stimulation eine verminderte PPARy
Expression verursachte und die Histonmodifikationen verminderte.

Eine Verminderung von PPARYy im extravilldsen Trophoblasten flhrt somit zu einer Reduktion
der Transkriptionsférderung Uber H3K4me3 und H3K9ac und daher moglicherweise zu einer
gestorten Trophoblasteninvasion, welche eine zentrale Rolle in der Pathogenese der
Praeklampsie spielt.

Da Gal-2, ein Protein der Lektin-Familie, welches auch in der Plazenta exprimiert ist sowohl
fur die Zelldifferenzierung und Invasion von Trophoblasten als auch fir die Immunmodulation
wichtig ist, kdnnte es eine zentrale Rolle bei der Pathogenese der Praeklampsie spielen. Da
bereits bekannt war, dass Gal-2 in plazentarem Gewebe von Praeklampsiepatientinnen
vermindert exprimiert ist, wurde der Einfluss von Gal-2 auf die Histonmodifikationen in der
Trophoblastzellkultur untersucht. Hierbei konnte eine Steigerung der Histonmodifikationen
H3K4me3 und H3K9ac durch Gal-2 gezeigt werden. Auflerdem wurde untersucht, welchen
Einfluss Gal-2 auf die Synzytialisierung der Trophoblastzellen hat, wobei ebenfalls eine
gesteigerte Zellfusion durch den Einfluss von Gal-2 demonstriert werden konnte. Gal-2
stimuliert damit H3K4me3 und H3K9ac in Trophoblasten, sowie deren Zellfusion. Es tbt somit
einen transkriptionsfordernden Effekt Uber die untersuchten Histonmodifikationen in
Trophoblasten aus, der mdglicherweise zu einer verbesserten Synzytialisierung fuhrt. Eine
Verminderung von Gal-2 wahrend der Praeklampsie begunstigt demzufolge die
Herabregulation der Transkription und damit méglicherweise die gestdrte Plazentation.

Die gestorte Immuntoleranz und ein pro-inflammatorisches Milieu im Bereich der
fetomaternalen Grenzzone stellt ebenfalls einen wichtigen Pfeiler in der Pathogenese der
Praeklampsie dar. Es konnte bereits gezeigt werden, dass unterschiedliche Immunzellen, eine
Verschiebung der vorherrschenden Situation in Richtung Inflammation sowie das Fehlen von
immunregulatorischen Komponenten die Entwicklung einer Praeklampsie fordern.

Deshalb wurde in dieser Arbeit erforscht, welche Rolle regulatorische T-Zellen in der
Praeklampsie spielen und der Einfluss von Gal-2 untersucht, welches méglicherweise zentral
an der Entstehung der Praeklampsie beteiligt ist. Es gab bereits Hinweise, dass regulatorische
T-Zellen wahrend der Praeklampsie vor allem im peripheren Blut vermindert vorhanden sind,
jedoch sind die Ergebnisse zur Rekrutierung in der Dezidua zum Teil widersprichlich. Deshalb
wurden in unserem Kollektiv regulatorische T-Zellen zur eindeutigen topographischen
Lokalisation immunhistochemisch angefarbt und diese ausgewertet. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass deziduale regulatorische T-Zellen in der Praeklampsie vermindert sind, obwohl
CCL22, ein wichtiges Chemokin zur Rekrutierung regulatorischer T-Zellen, erhéht exprimiert
ist und hier eine positive Korrelation mit der Anzahl der regulatorischen T-Zellen vorhanden
war. Demzufolge ware mit einer erhohten Anzahl regulatorischer T-Zellen in der

Praeklampsieplazenta zu rechnen gewesen. Da Gal-2 in der Praeklampsie vermindert ist,
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immunmodulatorisch wirkt und einen Einfluss auf die T-Zell-Apoptose ausiben kann wurde
das Apoptoseverhalten regulatorischer T-Zellen genauer untersucht. Hier konnte eine deutlich
erhohte Apoptoserate in der Praeklampsie festgestellt werden. Der Einfluss von Gal-2 auf
apoptotische regulatorische T-Zellen wurde daraufhin gemessen, wobei ein praventiver Effekt
von Gal-2 auf die Apoptose regulatorischer T-Zellen demonstriert werden konnte.
Regulatorische T-Zellen gehen folglich wahrend der Praeklampsie in Apoptose, welche durch
Gal-2 verhindert werden konnte, welches jedoch in der Praeklampsie in der Plazenta
vermindert vorhanden ist.

In dieser Habilitationsarbeit konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass
transkriptionsfordernde Mechanismen, die regulatorische Effekte auf pathophysiologische
Ablaufe in der Praeklampsie haben, vermindert sind und diese durch Gal-2 und PPARYy
reguliert werden kénnen.

Gal-2 stellt moglicherweise aufgrund seines Einflusses auf die Synzytialisierung und die
Immunmodulation einen vielversprechenden Ansatzpunkt flir eine ursachenspezifische
Therapie der Praeklampsie dar. Als nachster Schritt misste der Einfluss von Gal-2 auf die
Apoptose regulatorischer T-Zellen und auf die Plazentation im Tiermodell genauer untersucht
werden. Ein positiver Einfluss von Gal-2 auf chronisch entzindliche Darmerkrankungen konnte
bereits im Mausmodell gezeigt werden [131]. Hierbei wurde eine Substitution von Gal-2
durchgeflhrt, die eine Verbesserung der Inflammation bewirken konnte. Der Einfluss von Gal-
2 kdnnte ebenfalls im Tierversuch an bereits bestehenden Praeklampsie-Tiermodellen gepruift
werden. AuRerdem stellen die Auswirkungen von Gal-2 auf andere Immunzellen, wie
Makrophagen und NK-Zellen in der Plazenta wahrend der Praeklampsie einen interessanten
Ansatzpunkt fur weitere Analysen dar.

Die Ergebnisse dieser Arbeit dienen somit als Grundstein fur darauf aufbauende Forschung,
um der Entwicklung therapeutischer Strategien der Praeklampsie einen entscheidenden

Schritt ndher zu kommen.
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5. Abkurzungsverzeichnis

BMI

CCL22
CCR4

CK7

Dec
DNA
EVT
FasL
FoxP3
Gal-1
Gal-2
h
H3K14
H3K18
H3K27
H3K4me?®

H3K9ac
HVT-Zellen
IHC

IRS

IUGR
NK-Zellen
NKT-Zellen
PE

PPARY

PPRE
RNA
RUPP
RxRa
Th2-Zellen
Treg
TUNEL

Body-Mass-Index (kg/m?)
CC-Chemokin-Ligand 22
CC-Chemokinrezeptor Typ 4

Zytokeratin 7

Dezidua
Desoxyribonukleinsaure
Extravilléser Trophoblast
Fas-Ligand;

forkhead box protein 3
Galektin-1

Galektin-2

Stunde

Histon 3, das am 14. Lysinrest modifiziert ist
Histon 3, das am 18. Lysinrest modifiziert ist
Histon 3, das am 17. Lysinrest modifiziert ist

trimethylierter Lysinrest 4, des Histon 3
acetylierter Lysinrest 9, des Histon 3
Humane villdse Trophoblastzellen

Immunhistochemie
Immunreaktiver Score, International Remmle
Score

Intrauterine Wachstumsretardierung
Natirliche Killerzellen
Naturliche Killer-T-Zellen

Praeklampsie
Peroxisom-Proliferator-aktivierter-Rezeptor
gamma

peroxisome proliferator response element
Ribonukleinsaure

reduced uterine perfusion pressure
Retinoid-X-Rezeptor alpha
Typ-2-T-Helferzellen

regulatorische T-Zelle

TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
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