1. Das Th1/Th2 Paradigma in der Reproduktionsimmunologie

Das Milieu, in dem die Toleranz- bzw. AbstoBungsreaktionen stattfinden, scheint eine
entscheidende Rolle zu spielen. Mit der Balance von Thl- und Th2-Zytokinen wihrend der
Schwangerschaft haben sich viele Reproduktionsimmunologen in den letzten zehn Jahren
intensiv beschiftigt. Mehrere Studien haben gezeigt, dass anti-inflammatorische Th2-Zytokine
(insbesondere Interleukin- (IL)-4 und IL-10) schwangerschaftsprotektive Eigenschaften
besitzen und bei normalverlaufender Schwangerschaft dominieren (Lin et al. 1993, Wegmann
et al. 1993, Chaouat et al. 1995, Joachim er al. 2003). Thl-Zytokine dagegen sind die
dominierende Population bei Abortfédllen und konnen zur plazentaren Nekrose sowie zur
Aktivierung weiterer immunkompetenter Zellen und somit zu einer AbstoBungsreaktion
fiihren. Zu diesen Thl-Zytokinen werden Interferon-y (IFN-y), IL-1, IL-2, IL-6 und Tumor
Necrosis Factor-a (TNF-a) gerechnet (Chaouat ef al. 1990, Lin et al. 1993, Arck et al. 1995,
Raghuphaty et al. 1997 und 1999, Joachim et al. 2001, Zenclussen et al. 2000, 2001a, 2002a,

Fest et al. 2002, Zenclussen et al. 2003).

1.1 Th1/Th2 im Abortmausmodell

Lin und Mitarbeiter (1993) haben erstmalig die charakteristischen Th2-Zytokine IL-4, IL-5
und IL-10, die an der feto-maternalen Grenze dominieren, im Zeitraum der murinen Friih- bis
Spitschwangerschaft nachgewiesen. Chaouat und Mitarbeiter haben spiter die essentielle
Rolle der Th2-Zytokine am CBA/J x DBA/2J Mausmodell verdeutlicht, indem sie eine
defiziente plazentare Produktion von IL-4 und IL-10 bei Tieren der Abortkombination
verglichen mit normalschwangeren Tieren nachwiesen. Durch Gabe von rekombinantem IL-
10 oder anti -IFN-y konnte die Abortrate reduziert und mittels Applikation von anti -IL-10
wiederum gesteigert werden (Chaouat et al. 1995). Die Arbeitsgruppe um Chaouat (1990)
demonstrierte auch den schwangerschaftsschidigenden Einfluss von Th1-Zytokinen in Form
intravendser Applikationen von TNF-a, IFN-y und IL-2, welche zu gestationsalters- und
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dosisabhiingigen Steigerungen der Abortrate sowohl bei Tieren der Abort- (CBA/J x DBA/2)

als auch der Normalschwangerschaftskombination CBA/J x BALB/c fiihrten.

Wir konnten hohe Thl- und niedrige Th2-Niveaus im Mausabortmodell beobachten (Fest et
al. 2002, Knackstedt et al. 2003, Zenclussen et al. 2003). Unsere Arbeiten mit der
Abortkombination CBA/J x DBA/2J und mit der normalen Kombination CBA/J x BALB/c
haben gezeigt, dass Thl Zytokine (u.a. IL-6, IL-12, IFN-y und TNF-o) mit Fehlgeburten
assoziiert sind (Fest er al. 2002, Knackstedt et al. 2003, Zenclussen et al. 2003), und dass
Th2-Zytokine schwangerschaftsschiitzende Effekte haben (Joachim et al. im 2003). Wir
haben erstmalig gezeigt, dass deziduale Immunzellen von Abortméusen signifikant mehr
inflammatorische Zytokine produzieren als die Immunzellen von Kontrollmdusen nach
PMA/Iono Stimulation, was die Gedédchtniszellen stimuliert (Zenclussen et al. 2005). In vivo
Studien bestitigen, dass IL-12 negative Wirkungen auf die Trichtigkeit von Miusen hat, da

eine hohere Abortrate nach IL-12 Injektionen zu beobachten gewesen war (Zenclussen et al.

2002).
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Abbildung 1: Erhohte IL.-6 Produktion der Abortkombination CBA/J x DBA/2J im Vergleich

zu der Normalkombination CBA/J x BALB/c (aus Zenclussen et al. 2003)
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Abbildung 2: Niedrige IL-10/TNF-a und IL-4/IFNYy Ratios der Abortkombination CBA/J x
DBA/2J im Vergleich zu der Normalkombination CBA/J x BALB/c (aus Zenclussen et al.

2005)

Neben der Th2-Zytokindominanz scheint auch das Th3-Zytokin TGF-f mit seinen 3
Isoformen eine schwangerschaftsprotektive Rolle zu spielen (Cheng et al. 1993, Gorivodsky
et al. 1999, Diinker und Krieglstein 2002). Laut Untersuchungen von Gorivodsky und
Mitarbeitern (1999) lieBen sich im uteroplazentaren Gewebe von Maiusen der
Abortkombination CBA/J x DBA/2J um 50% geringere TGF-B2-mRNA-Levels verglichen
mit normalschwangeren Kontrollweibchen nachweisen. Wir selber haben diese Daten
bestitigt und dariiber hinaus zeigen kénnen, dass TGF-B von T regulatorischen Zellen (Treg)
produziert wird (Sollwedel und Zenclussen, unpublizierte Daten). Die Abwesenheit von TGF-
B-2 und -3 in Knock Out (KO) Madusen resultiert in frither embryonaler Letalitat und
unterstreicht die essentielle Rolle der Typ-3 -Zytokine im embryonalen Entwicklungsprozess

(Diinker und Krieglstein 2002).
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1.2 Th1/Th2 in Patientinnen mit Fehlgeburt

Humanstudien, wie beispielsweise von Piccinni und Mitarbeitern (1998), zeigten, dass
deziduale CD4" T-Zellen in der normalen Humanschwangerschaft signifikant mehr 1L-4, IL-
10 und LIF produzierten im Vergleich zu Frauen, die unter ungeklidrten Mehrfachabort
(englisch: RSA -—recurrent spontaneous abortion) litten. Humanstudien ergaben eine
eindeutige Korrelation zwischen Thl-Ubergewicht und wiederholtem Spontanabort
(zusammengefasst in Raghupathy et al. 2001). Wir konnten erhohte IL-6 Spiegel bei RSA
Patientinnen im Vergleich zu normalschwangeren Frauen nachweisen (Zenclussen et al.
2000). Spdter haben wir auch =zeigen konnen, dass bereits wihrend der ersten
immunologischen Fehlgeburt, ein Anstieg an Th1-Zytokinen (TNF-o, IFN-y) festzustellen ist
(Zenclussen et al. 2001a, Sehmsdorf et al. 2004). Beim Vergleich der maternalen Reaktivitit
gegeniiber Plazentaantigenen mittels Co-Kultivierung von PBMCs (englisch: peripheral blood
mononuclear cells) wiesen Frauen mit RSA im Gegensatz zu Frauen mit erfolgreicher
Schwangerschaft ein signifikant hoheres Level an Th1-Zytokinreaktivitit auf (Raghupathy et
al. 1999). Haimovici und Mitarbeiter (1991) konnten eine Wachstumsinhibition von humanen
Trophoblastenzellen in Anwesenheit von den Th1-Zytokinen TNF-a, IFN-y in MLCs (engl.:

mixed lymphocyte cultures) nachweisen.
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Abbildung 3: Erhohte IL-6 Serumspiegel bei Frauen mit wiederholten Fehlgeburten

(englisch: RSA: recurrent spontaneous abortion) im Vergleich zu normal schwangeren Frauen

(aus Zenclussen et al. 2000)
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Abbildung 4: Erhohte TNF-o und IFN-y Produktion in Blutzellen von Patientinnen mit

Fehlgeburt im Vergleich zu normal schwangeren Frauen (aus Zenclussen et al. 2001)

1.3 Th1/Th2 und die asymmetrischen Antikorper

Da eine Th2-Zytokindominanz in der Schwangerschaft eigentlich mit vermehrter
Antikorperproduktion von B-Zellen mit folgender Degradation paternaler Antigene
verbunden sein miisste, bietet sich die Anwesenheit asymmetrischer Antikorper, die
unfiahig zur Auslosung von Effektormechanismen einer Immunantwort sind, als
Erkldarungsmodell an (Margni und Malan Borel 1998, Margni und Zenclussen 2001). Diese
These stiitzend konnten wir bei Patientinnen mit Fehlgeburt ein nicht ausreichendes Niveau

an asymmetrischen Antikorper im Serum feststellen (Zenclussen et al. 2001b).
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Abbildung 5: Modellvorstellung iiber den Effekt asymmetrischer Antikorper wéhrend der

Schwangerschaft (aus Margni und Zenclussen 2001)

1.4 Ist die mit dem Abort assoziierte Th1-Antwort spezifisch gegen viiterliche Antigene?
1994 haben Tangri und Mitarbeiter vorgeschlagen, dass unangemessene miitterliche
Immunantworten gegeniiber plazentaren Antigenen Schwangerschaftsfehler auslosen konnen.
In MLPR-Uberstinden (engl.: mixed lymphocyte-placenta reaction) von Tieren der
Abortkombination CBA/J x DBA/2 fanden sich signifikant hohere Anteile an Th1l Zytokinen
(TNF-o, IFN-y, IL-2) verglichen mit jenen der Normalkombination CBA/J x BALB/c, was
auf die Existenz einer Antigen—spezifischen Th1 Antwort schlieen lédsst (Tangri ef al. 1994).
Bisher wurden kaum Studien beziiglich der ex vivo -Fihigkeit von splenalen und dezidualen
Immunzellen hinsichtlich der Thl/Th2-Zytokinproduktion nach unspezifischer (PMA /
Ionomycin) und spezifischer (viterlich) Stimulation durchgefiihrt. Wir beobachteten in Co-
Kulturversuchen, dass Dezidualymphozyten von Maiusen der Abortkombination bei

Stimulation mit viterlich bestrahlten Splenozyten (APC) signifikant mehr IFN-y sekretierten
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verglichen mit Tieren der Normalschwangerschaftsgruppe (Zenclussen et al. 2005). Daraus
ldsst sich bei einer vergleichbaren CD3"-Zellen Infiltration schlieBen, dass in Abortmiusen
verglichen mit normalschwangeren Weibchen mehr viterlich-spezifische Th1-Lymphozyten
im Deziduagewebe anzutreffen sind. Milzzellen dagegen zeigten jeweils vergleichbare
Héufigkeiten von polyklonalen und viterlich (alloantigen) spezifischen Th1-Zellen in beiden
Paarungskombinationen. Diese Daten zeigen, dass die Generierung von polyklonalen Thl-
Zellen und ihr Homing ins Gewebe durch die Art der Schwangerschaft nicht beeinflusst
werden. Unsere Daten zeigen keinerlei Supprimierung der Generierung viterlich-
alloantigener Th1-Zellen wihrend der Schwangerschaft, was auf die Existenz regulatorischer
Prozesse schlieen lisst, die die Aktivitidt spezifischer Thl -Zellen, insbesondere an der feto -

maternalen Grenzfldache, steuern (Zenclussen et al. 2005).
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Abbildung 6: Erhohte IFN-y Produktion ausschlieflich in Deziduazellen von Abortméusen

nach Stimulation mit viterlichen Antigenen. (aus Zenclussen et al. 2005)

1.5 Th1/Th2 in der Prieklampsie
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Als Auslosemechanismus der Schwangerschaftskomplikation ,,Prieklampsie® (PE) wurden
ebenfalls immunologische Abnormalititen vorgeschlagen (Faas er al. 1994, Sacks et al. 1997,
Redman er al. 1999, Saito et al. 1999, Faas et al. 2000). Diese immunologischen
Abnormalititen konnten durch eine unspezifische Aktivierung des Immunsystems erklirt
werden (Sacks et al. 1997, Crocker et al. 1999), welche zu einem Anstieg von pro-
inflammatorischen Zytokinen im Blut und in der Plazenta fithren (Visser et al. 1994,
Kupferminc et al. 1999). Diese erhohten Thl-Zytokinwerte aktivieren Endothelzellen und
fiihren dadurch zur generalisierten vaskuldren Dysfunktion (Redman et al. 1999). Erhohte
TNF-o Werte wurden in Plazentaproben von Patientinnen mit Praeklampsie nachgewiesen
(Visser et al. 1994). Im Mausmodell fiir Praeklampsie konnten wir erhohte Th1-Werte bei

Miusen mit PE-dhnlichen Symptomen feststellen (Zenclussen et al. 2004).

1.6 Etablierung eines neuen Modells fiir Prieklampsie basierend auf dem Transfer von
aktivierten Thl Lymphozyten

Vor kurzem wurde ein neues Prieklampsie Mausmodell von mir beschrieben. In diesem
Modell wurden BALB/c Weibchen mit C57/BL6 Mainnchen verpaart. Die daraus
resultierende Normaltrdchtigkeit konnte nach der intravendsen Injektion aktivierter Thl-
Zellen beeintrichtigt werden, und hat zu PE-dhnlichen Symptomen (Bluthochdruck,
Proteinurie und Nierenabnormalitdt) gefiihrt. Eine Zunahme inflammatorischer und nicht
inflammatorischer Zytokine konnte festgestellt werden (Zenclussen et al. 2004). Die
prieklamptischen Symptome konnten ausschlieBlich bei triachtigen Empfingermiusen
beobachtet werden. Dieses Modell bietet somit erstmalig die Moglichkeit zur Erforschung
immunologischer Mechanismen, die zur PE fiihren (Zenclussen et al. 2004). Fir die
Etablierung dieses Modells wurde ich bei dem Meeting der «American Society for

Reproductive Immunology« mit dem «New Investigator Award« in 2002 ausgezeichnet.
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Abbildung 7: Modellvorstellung fiir die Auslosung von Prieklampsie-dhnlichen Symptomen

nach Gabe von Thl-aktivierten Zellen ausschlieBlich in trichtigen Mausen.

1.7 Infragestellung des Paradigmas

Dieses so genannte ,,Th1/Th2 Paradigma‘ wurde aber in jiingster Vergangenheit von uns und
anderen in Frage gestellt (Margni and Zenclussen 2001, Zenclussen et al. 2002b), da wir eine
erniedrigte Produktion von IL-12 (Th1-Zytokin) bei Monozyten von abortierenden Frauen
feststellen konnten. Gleichzeitig meldeten Chaouat und Mitarbeiter eine erhohte Produktion
von IL-18 in Deziduazellen von Abortméusen im Vergleich zu Kontrollmdusen (Chaouat et
al. 2002). Svensson und Mitarbeiter (2001) zeigten in Experimenten mit IL-10- und IL-4-KO
Mausen, die erfolgreiche Schwangerschaften austrugen, dass weder die miitterliche noch die
fetale Produktion der Th2-Zytokine IL-4 und IL-10 entscheidend fiir die erfolgreiche allogene
murine Schwangerschaft ist. Da der schiitzende Effekt von IL-4 und IL-10 in mehreren

Systemen nachgewiesen wurde, es ist denkbar, dass ihre funktionelle Aufgabe auf andere
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immunsuppressive Zytokine, z.B. TGF-f, iibertragen wird. Obwohl IL-10 nicht essentiell fiir
die maternale Immuntoleranz oder erfolgreiche Schwangerschaft zu sein scheint, ist das Th2-

Zytokin jedoch bedeutsam fiir das Wachstum der Nachkommenschaft sowohl im Uterus als

auch postpartal (White et al. 2004).

Die Th1/Th2-Balance unterliegt Verdnderungen. So ist zum Zeitpunkt der Implantation eher
von einem Th1 Ubergewicht auszugehen, im weiteren Verlauf jedoch scheinen Th2-Zytokine
zu dominieren (Chaouat ef al. 2002). Das starre Thl/Th2-Paradigma erscheint heute als

unzureichend und sollte deshalb Gegenstand weiterer Diskussionen sein.
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Abbildung 8: Erniedrigte IL-12 Produktion in Blutzellen (Lymphozyten, Granulozyten und

Monozyten) von Patientinnen mit Fehlgeburt im Vergleich zu normal schwangeren Frauen

(aus Zenclussen et al. 2002b)
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