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1. Einleitung

“Man kann nicht hoffen, die Welt zum Besseren zu wenden, wenn sich
der Einzelne nicht zum Besseren wendet. Dazu sollte jeder von uns an
seiner eigenen Vervollkommnung arbeiten und sich dessen bewul3t wer-
den, dal3 er die persénliche Verantwortung fiir alles tragt, was in dieser
Welt geschieht, und dal3 es die direkte Pflicht eines jeden ist, sich dort

nttzlich zu machen, wo er sich am nlitzlichsten machen kann.”
Marie Curie (1867-1943)

Das Immunsystem hat die Aufgabe, den Korper vor ihm fremden Strukturen zu schit-
zen, indem es diese erkennt und bekampft. Auch korpereigene Zellen, die das Poten-
tial zur Entartung besitzen, werden von bestimmten Immunzellen erkannt und elimi-
niert. FUr die Erflllung dieser zentralen Aufgaben ist es wichtig, dass die verschiede-
nen Immunzellen miteinander kommunizieren und kooperieren. Die Kommunikation
erfolgt dabei Uber |16sliche Botenstoffe, sogenannte Zytokine, die von den Immunzellen
sezerniert werden und die an Rezeptoren anderer Zellen binden kdnnen. Weiterhin ist
es dem Immunsystem maoglich eine Art Gedachtnis zu erzeugen, wodurch die Gesund-
heit nach Uberstandener Infektion auch dann aufrechterhalten werden kann, wenn der
Organismus ein weiteres Mal mit dem Pathogen in Berihrung kommt. Richtet sich das
Immunsystem falschlicherweise gegen korpereigene Strukturen, so kommt es zu einer
Autoimmunkrankheit. Diese Erkrankung macht deutlich welch wichtige Rolle den Re-
gulationsmechanismen innerhalb des Immunsystems zugesprochen werden kann.
Auch der Ausgang einer Schwangerschaft hangt mafigeblich von den Akteuren des
Immunsystems und deren Zusammenwirken ab. Innerhalb einer Schwangerschaft
kommt es zu einer Adaptation bezuglich einer adaquaten Balance zwischen mutterli-
chem und fetalem Schutz vor Infektionen und einer Toleranz gegenuber dem semi-
allogenen Fotus. Ist dieses Verhaltnis gestort, so kann es zu einer Fehlgeburt oder

anderen schwangerschaftsassoziierten Erkrankungen kommen.

1.1. Der Aufbau des humanen Immunsystems

Das Immunsystem kann zu den grof3ten Organen des menschlichen Korpers gezahlt

werden. Als eine etablierte Einteilung gilt die Unterscheidung in das angeborene und
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adaptive Immunsystem. Beiden ist die Erkennung von fremden Strukturen, wie bei-
spielsweise Oberflachenmolekulen, gemeinsam. Die Erkennung erfolgt mit Hilfe der
auf den Immunzellen vorkommenden Oberflachenrezeptoren (Schutt and Broker,
2011, 2).

Dem angeborenen Immunsystem kommt dabei die Aufgabe zu, im Falle einer Infektion
eine erste schnellen Reaktion hierauf einzuleiten. Die Effektormechanismen des adap-
tiven Immunsystems kommen erst nach gewisser Zeit zum Tragen, da sie die wech-
selseitige Kommunikation und Kooperation von T- und B-Zellen bendétigen (Deller et
al., 2018, 261-264). Diese Interaktion zwischen T- und B-Zellen ist fur eine erfolgrei-
che Aktivierung des adaptiven Systems und damit fur das Funktionieren des Immun-

systems als Ganzes unabdingbar.

1.1.1. Primare lymphatische Organe

In den primaren lymphatischen Organen, zu denen das Knochenmark und der Thymus

gehoren, findet die Bildung und Reifung der T- und B-Lymphozyten statt.

1.1.1.1. Knochenmark

Das Knochenmark ist das Gewebe, in dem die Bildung aller zellularen Bestandteile
des Blutes stattfindet. Aus den lymphoiden Vorlauferzellen entwickeln sich T-, B-Zellen
und naturliche Killerzellen (NK-Zellen). Die B-Zellen durchlaufen im Knochenmark be-

reits einen groRRen Teil ihrer Differenzierung (Deller et al., 2018, 224-231).

Nach Bildung der Blutzellen wandern diese in das Blutgefallsystem und die verschie-
denen Gewebe, wobei diese Wanderung bei Mausen auf einem niedrigeren Niveau
stattfindet. Dementsprechend verbleiben mehr Blutzellen im Knochenmark. Ein weite-
rer Unterschied zwischen humanem und murinem Knochenmark besteht darin, dass
bei Mausen nahezu der ganze Raum des Knochenmarks mit rotem Mark ausgefullt ist.
Die daraus resultierende fehlende Fahigkeit einer Steigerung der Hamatopoese wird

mit einer extramedullaren Hamatopoese kompensiert (Hedrich, 2012).



1.1.1.2. Thymus

Nachdem die T-Zellen das Knochenmark verlassen haben, erreichen sie uber den
Blutkreislauf den Thymus. Hier findet ihre weitere Entwicklung statt. Die T-Zellen wan-
dern vom Rand (Rinde) des Thymus zu dessen Inneren (Mark). Dabei treten sie mit
den Epithelzellen in Kontakt und differenzieren hierbei fortschreitend aus (Schutt and
Broker, 2011, 100 f.).

Sowohl die anatomische Lage als auch der histologische Aufbau ist bei Mausen ahn-
lich dem Menschen. So kommt es auch bei Mausen im jungen Erwachsenalter zu einer
Atrophie des Organs, wohingegen bei den so genannten Nackt-Mausen dieser voll-
standig fehlt (Hedrich, 2012).

1.1.2. Sekundare lymphatische Organe

Nach der Bildung und Ausdifferenzierung wandern die Immunzellen in die sekundaren
lymphatischen Organe. Hier treffen die T- und B-Zellen auf mogliche korperfremde
Antigene, die ihnen von anderen Immunzellen prozessiert dargestellt werden und sor-

gen fur eine zellulare und humorale Abwehr (Deller et al., 2018, 264—-268).

Zu den sekundaren lymphatischen Organen gehoren die Milz, die Lymphknoten und
das mit der Schleimhaut assoziierte Gewebe (MALT).

1.1.2.1. Milz

Das Immunsystem innerhalb der Milz wird durch die weil3e Pulpa gebildet. Diese kann
in drei Bereiche aufgeteilt werden: periarterielle Lymphozytenscheide PALS, Lymphfol-
likel und Marginalzone MZ. Die weil’e Pulpa wird von der roten Pulpa umschlossen
(Waldeyer et al., 2012, 979 ff.), wobei letztere bei den Mausen der extramedullaren
Hamatopoese dient (Hedrich, 2012).

Die PALS wird durch T-Lymphozyten und dendritischen Zellen gebildet. Am Rand der
PALS finden sich meist Haufungen naiver B-Lymphozyten in Form von Lymphfollikeln
(Milzknotchen,=Malpighi-Korperchen), die bei einer Infektion von T-Lymphozyten akiti-
viert werden und proliferieren. In diesem Fall bildet sich innerhalb des Follikels ein

Keimzentrum, das von einer Mantelzone (Corona) umgeben wird. Ein Follikel, der in



seinem Inneren ein Keimzentrum ausgebildet hat, wird als Sekundarfollikel bezeichnet
(Deller et al., 2018, 277-282).

Die Corona wird von der Marginalzone umgeben, die vor allem B-Gedachtniszellen
und sogenannte marginal Zonen (MZ) B-Zellen enthalt (Deller et al., 2018, 280 f.).
Bezuglich ihrer Fahigkeit zur Rezirkulation durch das lymphatische System unterschei-
den sich die MZ B-Zellen von Menschen und Mausen. Obwohl die MZ B-Zellen bei
Mausen von rezirkulierenden Vorlauferzellen abstammen, entwickeln diese, nach Er-
reichen der Milz, eine Sesshaftigkeit (Kumararatne and MacLennan, 1981). Beim Men-
schen hingegen sind die MZ B-Zellen fur ihre Rezirkulation bekannt (Pillai et al., 2005).

In Bezug auf eine Schwangerschaft bei Mausen legte man das Augenmerk auf die MZ
B-Zellen, da eine Vermehrung ihrer Zellzahl gesehen wurde (Muzzio et al., 2014a). Die
Architektur der Milz und deren Veranderungen wahrend der Schwangerschaft wurde
bei Mausen bereits in friheren Arbeiten in unserem Labor untersucht (Muzzio et al.,
2014a). So konnte bis zum mittleren Stadion der Schwangerschaft eine deutliche Sple-
nomegalie beobachtet werden. Auch histologische Veranderungen bezuglich der wei-
Ren Pulpa wurden beschrieben. Gab es bis zum Tag 14 der Schwangerschaft eine
Abnahme des Verhaltnisses der weillen Pulpa am gesamten Parenchym, so zeigte
dasselbe Gewebe am Tag 18 bereits wieder einen grof3eren Anteil gegenuber der ro-
ten Pulpa. Vor allem sind bislang die zellularen Veranderungen innerhalb der Milz wah-
rend der Schwangerschaft noch nicht ausreichend aufgeklart, was Gegenstand dieser

Arbeit sein sollte.

1.1.2.2. Lymphknoten

Innerhalb eines Lymphknotens verteilen sich die Immunzellen in unterschiedliche Be-
reiche zwischen Rinde und Mark. Erzeugt wird die Verteilung durch Chemokine (Lock-
stoffe). Chemokine bilden eine eigene Gruppe innerhalb der Zytokine. lhre besondere
Rolle, der sie auch ihren Namen verdanken, ist die Steuerung der Zellwanderung von
verschiedenen Immunzellen (Chemotaxis-chemotaktische Zytokine). Die Wande-
rungsbewegung erfolgt dabei entlang eines Konzentrationsgradienten, nachdem Che-
mokine und Zielzelle mit ihren spezifischen Rezeptoren eine Bindung eingegangen
sind (Schatt and Broker, 2011, 58, 79 ff.).



Die B-Lymphozyten gelangen auf diese Weise in die Rinde, wo sie sich zu sogenann-
ten Lymphfollikeln formatieren. Hiervon nicht weit entfernt sammeln sich die T-Lym-
phozyten (Deller et al., 2018, 280 f.). Diese raumliche Nahe ermdglicht in der Folge

eine Keimzentrumsreaktion.

Es konnte beobachtet werden, dass wahrend der Schwangerschaft bei Mausen im
Vergleich zu nicht-schwangeren Mausen in den Lymphknoten, die den Uterus drainie-
ren, vermehrt B-Zellen vorkommen. In Folge einer Schwangerschaft zeigte sich, dass
sich die zellulare Zusammensetzung einzelner Lymphknoten andern kann. So konnte
in den Lymphknoten, die von der Lymphe des Uterus drainiert werden, ein vermehrtes
Vorkommen an regulatorischen T-Zellen (Treg) beobachtet werden. Dabei handelt es
sich um eine Untergruppe der CD4" T-Zellen, deren anti-inflammatorische Effektor-
funktionen mit einem positiven Einfluss auf die Schwangerschaft assoziiert sind (Krey
et al., 2008).

1.2.  Entwicklung und Reifung der T-Zell-Population

Voraussetzung fur eine weitere Differenzierung der T-Zellen ist eine Interaktion mit den
Thymusepithelzellen. Durch die von den Epithelzellen produzierten Signalpeptide und
Wachstumsfaktoren kommt es zu einer starken Proliferation der T-Zellen. Die T-Zellen
produzieren daraufhin verschiedene Enzyme, die fur die Herstellung ihrer spezifischen
Oberflachenmolekule (CD8 und CD4) und dem spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR)
notwendig sind (Schutt and Broker, 2011, 100).

Nachfolgend durchlaufen die Thymozyten zwei Prozesse, die als positive und negative
Selektion bezeichnet werden. Je nachdem, ob die Zellen Uberhaupt oder zu stark an
die ihnen prasentierten Strukturen binden, gehen sie durch Apoptose zugrunde. Nach
dem Durchlaufen beider Selektionsprozesse sind 95% der ursprunglichen unreifen
Thymozyten von Apoptose betroffen. Die verbleibenden 5% der nun funktionsfahigen
T-Lymphozyten lassen sich hinsichtlich ihrer Funktion in drei Haupttypen unterschei-
den: CD4*, CD8" und regulatorische T-Lymphozyten (Schutt and Broker, 2011, 100
ff.).

Abschliel3end verlassen die Lymphozyten den Thymus und gehen in das Blut, oder in
sekundare lymphatische Organe Uber. Dort kommen sie standig mit Antigenen in Kon-
takt, wodurch sie sich wiederholt zu Effektor- oder Gedachtniszellen entwickeln. (Deller

et al., 2018, 266 ff.).
-5-



1.2.1. CD4"* T-Lymphozyten

Im Verlauf ihrer Aktivierung entwickeln sich CD4*CD8- Zellen zu sogenannten T-Hel-
ferzellen. Diese sind in der Lage, andere Zellen des Immunsystems zu aktivieren,
nachdem sie ihrerseits aktiviert wurden. Die Aktivierung der naiven CD4* Zellen erfolgt
dabei durch dendritische Zellen in lymphatischen Geweben nach dem “Zwei-Signal’-
Modell (Bretscher und Cohn 1970). Das erste Signal initiiert die Bindung des TCR an
das MHCII Molekul der APC. Das zweite Signal, welches vielmehr eine Reihe von
aktivierenden und inhibierenden Einflissen auslost, wird als kostimulatorisches Signal
bezeichnet und bewirkt die Interaktion zwischen Vertretern der B7-Familie (CD80 und
CD86 auf APC) und Vertretern der CD28-Familie (T-Zelle) dar. Diese Interaktion
(B7:CD28) dient der Regulation einer angemessenen T-Zell-Aktivierung und schutzt
beispielsweise vor einer Uberreaktion dieser Zellen (Neumann, 2008, 92 f.; Schiitt and
Broker, 2011, 64 ff.).

Das kostimulatorische Signal fuhrt bei der T-Zelle im Folgenden zu einer Expression
von Interleukin-2 (IL-2) und des IL2-Rezeptors (IL-2R). IL-2 ist ein starker autokriner
Wachstumsfaktor fur die T-Zelle, die nach erfolgter IL-2 Bindung an den IL-2R in die
klonale Expansion eintritt und nachfolgend nun auch einen CD40-Liganden (CD40L)
exprimiert (Schutt and Broker, 2011, 66—67).

Unter klonaler Expansion versteht man die zunehmende Teilung der Ausgangszelle
und deren Nachkommen. Mit Hilfe des CD40L ist es einer aktivierten T-Zelle nun mog-
lich, dendritische Zellen, Makrophagen oder B-Lymphozyten zu aktivieren, die CD40
als den entsprechenden Rezeptor exprimieren. T-Zellen, die einen CD40L exprimie-
ren, werden deshalb als T-Helfer-Zellen bezeichnet und liegen nach erfolgter Anti-
geneliminierung als langlebige Gedachtnis-T-Zellen vor. Derartige Gedachtniszellen
bendtigen bei erneutem Antigenkontakt keine zweisignalige Aktivierung mehr, sondern
stehen direkt fur die Aktivierung von B-Zellen und Makrophagen zur Verfugung (Schutt
and Broker, 2011, 97 ff.).

Durch die Bindung CD40L:CD40 werden weiterhin dendritische Zellen aktiviert. Durch
die daraufhin von ihnen sezernierten Zytokine wird die T-Zelle in ihrer Differenzierung
beeinflusst. So entstehen entweder Th1- oder Th2-Zellen, die jeweils unterschiedliche
Zytokine sezernieren und unterschiedliche Immunantworten induzieren koénnen
(Neumann, 2008, 95 f.; Schutt and Broker, 2011, 74 ff.)
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Wahrend einer Schwangerschaft erfahren diese komplexen Vorgange eine umfas-
sende Adaptation an die jeweiligen Phasen einer Schwangerschaft. Vor diesem Hin-

tergrund gelangt jeder einzelne Akteur erneut in den Fokus der Forschung.

Eine erst kurzlich definierte vierte Untergruppe der CD4" T-Zellen ist die Th17-Zelle,
die das bisherige Th1:Th2 Paradigma erweitert und damit einen weiterentwickelten
Ansatz zum Verstandnis liefert, weshalb ein Fotus in manchen Fallen von der Mutter
abgestolien wird. Die Th17-Zellpopulation ist durch die Expression von IL-17 gekenn-
zeichnet (Neumann, 2008, 110-113). IL-17 gehort zu den Zytokinen, die eine Entzun-
dungsreaktion im Korper aufrechterhalten konnen. Wahrend einer Schwangerschaft
ist ein Ungleichgewicht zugunsten der Th2-Zellen mit einem erfolgreichen Ausgang
einer Schwangerschaft assoziiert (Sykes et al., 2012). Finden sich hingegen Uberwie-
gend Th1- und Th17-Zellen kommt es haufig zu einer Fehlgeburt. Fur diese Verschie-
bung des Gleichgewichtes in Richtung Th1- und Th17-Zellen scheint IL-21 einen ent-
scheidenden Einfluss zu nehmen. So konnte gezeigt werden, dass IL-21 die Antwort
der Th2-Zellen, entgegen ihrer eigentlichen Funktion, in Richtung einer Entzindungs-
Aufrechterhaltung verandert. Die Th2-Zellen standen folglich nicht mehr als Gegenpart
zu den Th1- und Th17-Zellen bereit, was die Balance innerhalb der genannten Zell-
gruppen ungunstig beeinflusste (Pesce et al., 2006). Weitere Forschungen werden
zeigen, welchen Einfluss IL-21 wahrend einer Schwangerschaft und auf die B-Zellen
hat.

Fir einen besseren Uberblick sind abschlieRend die Untergruppen der CD4* T-Zellen
in einer Tabelle zusammengetragen. Hierbei ist eine weitere Differenzierung anhand
der Expression der Chemokinrezeptoren (CCR oder CXCR) und Transkriptionsfakto-

ren berucksichtigt.

CD4*T-Zelle stimulierendes sezernierte Chemokin- Transkriptions-
Zytokin Zytokine rezeptor faktor

Th1-Zelle IL-12 IFNy, IL-2, TNFB ~ CXCRS3, CCR5 T-bet

Th2-Zelle IL-4 IL-4, IL-5, IL-10, CCR3, CCR4 STAT6, GATA3

IL-13
Treg IL-10, TGFpB TGFB FoxP3
Th17-Zelle TGFB, IL-6, IL-23  IL-22, IL-17A CCR4, CCR6 STAT3, RORt,
RORa
Tfh-Zellen IL-21 IL-21, IL-6 CXCR5 STATS3, Bcl-6

Tabelle 1: CD4+ T-Zell Untergruppen (Eigene Darstellung)
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1.2.1.1. Regulatorische T-Lymphozyten (Treg)

Die auch als T-Suppressorzellen bezeichnete T-Zellgruppe konnte bislang nicht ein-
deutig phanotypisiert werden, weil kein ausschliel3lich auf den Treg vorkommendes
Oberflachenmolekul bekannt ist und fur eine Charakterisierung verwendet werden
kann (Schutt and Broker, 2011, 75; Shevyrev and Tereshchenko, 2020). Vielmehr sind
es eine Reihe von Gemeinsamkeiten, die innerhalb dieser Zellgruppe aufgefallen sind
und mit den bereits bestehenden T-Zellgruppen nicht vereinbar waren.

So hat diese Zellgruppe eine CD4-Positivitat, eine Expression von Neuropilin und ent-
wickelt sich unter dem Einfluss von IL-10 und TGFB (Kisielow et al., 1988). Unter-
schiede gibt es bezuglich der Expression von CD25 (CD25* oder CD257) und des Tran-
skriptionsfaktors FoxP3 (FoxP3* oder FoxP3") (Schutt and Broker, 2011, 75; Hori et
al., 2017). Weiterhin exprimieren Treg einige Toll-like-Rezeptoren (TLR2, TLR8), wel-
che die immunsuppressive Wirkung der Treg verhindern konnen, wenn sie durch Bin-
dung stimuliert werden. lhre Funktion der Immunsuppression gewahrleisten die Treg
mit Hilfe von CTLA4 (zellgebundenes Molekul), oder uber LAG3 (lymphocyte activation
gene 3), welche mit CD4 assoziiert sind und an MHCII binden (Zheng et al., 2009;
Delacher et al., 2019).

Die Bedeutung der Treg ist deshalb so grof3, da sie in der Lage sind die standig beste-
hende geringe Affinitat der T-Zellen gegenuber eigenen Strukturen mit Hilfe von IL-10
zu unterdrucken. Auch fur den positiven Outcome einer Schwangerschaft sind sie be-
deutend, da bereits gezeigt werden konnte, dass eine fehlerhafte Regulation dieser
Population, in Kombination mit einer gegen vaterliche Antigene gerichtete Immunant-
wort, zur fetalen Resorption fuhren kann (Clark et al., 1986, 2002). Weiterhin zeigten
Aluvihare et al. (2014), dass die Zahl an Treg wahrend einer Schwangerschaft ansteigt
und dass sie dann vermehrt in den Lymphknoten vorkommen, die den Uterus drainie-
ren (Krey et al., 2008; Zeng et al., 2020).

Eine Untergruppe von CD4"* Zellen, die von den Treg abgeleitet ist, sind die follikularen
Treg (TFR). Diese Zellen sind, wie auch die Tfh-Zellen, durch die Expression von
CXCRS5, PD-1, ICOS und Bcl-6 gekennzeichnet, unterscheiden sich jedoch von jenen
durch das Fehlen von CD40L und IL-21. Als Gegenspieler von Tfh-Zellen unterdriucken
TFR-Zellen Uber die Produktion von IL-10 die Keimzentrumsformation (Yu et al., 2015).
Damit ruckt diese Zellpopulation in den Vordergrund, sofern man die Rolle von Tfh-
Zellen in Bezug auf eine Schwangerschaft untersuchen mochte.
-8-



1.2.1.2. Follikulare T-Helfer-Zellen

Eine Subpopulation der CD4* Zellen sind die follikularen T-Helfer-Zellen (Tfh-Zellen).
Beim Menschen wurden sie erstmalig im Jahr 2000 in den Tonsillen entdeckt (Breit-
feld et al., 2000; Schaerli et al., 2000).

Ein Charakteristikum der Tfh-Zellen ist die Expression des Chemokinrezeptors
CXCRS und die Bereitstellung einer B-Zell-Hilfe. Bei CXCRS handelt es sich derzeit
um den einzig bekannten Rezeptor fur CXCL13, der fur die Wanderung der Tfh-Zel-
len in die B-Zell-Follikel verantwortlich ist (Mackay, 2000). Es wurde bereits beobach-
tet, dass die Organisation der lymphatischen Gewebe in CXCRS-knockout Mausen
gestort und die absolute Zahl an Lymphknoten vermindert ist (Ansel et al., 2000;
Mackay, 2000). AuRerdem stellten Nhan-Chang et al. fest, dass der Level von
CXCL13 im Serum schwangerer Frauen erhoht ist (Nhan-Chang et al., 2008). Auch
in den Seren mit immunologisch normalen Schwangerschaften von Mausen wurde
eine Erhohung von CXCL13 beobachtet (Zeng et al., 2016).

Charakteristisch fur die Tfh-Zellen ist weiterhin die Expression der kostimulatorischen
Molekule 1ICOS (induzierbarer Kostimulator), PD-1 (programmed death-1=program-
mierter Tod-1) und SAP (signaling lymphocytic activation molecule associated protein),
wohingegen die fur andere CD4* T-Zell-Linien typischen Expressionslevel anderer Zy-
tokine und Transkriptionsfaktoren sehr niedrig sind (Ma et al., 2012). B-Zell-Lymphom-
6 (B cell lymphoma 6=Bcl-6) ist der fur Tfh-Zellen typische Transkriptionsfaktor. Bei
dem Zytokin, welches auf die Tfh-Zellen Einfluss nimmt, handelt es sich um IL-21. IL-
21 wird von den Tfh-Zellen selbst sezerniert und dient der Interaktion mit B-Zellen, die

den IL-21R exprimieren. Auch die Sekretion von IL-4 ist typisch fur diese Zellgruppe.

Nachdem ein Ungleichgewicht innerhalb ihrer Zellpopulation fur die Entstehung von
Autoimmunkrankheiten postuliert wurde, gelangten die Tfh-Zellen in den Fokus (Fan
et al., 2015). Obwohl es auch bei Fehlgeburten, die durch eine Fehlregulation des Im-
munsystems verursacht werden, zu einem Ungleichgewicht innerhalb dieser Zellpopu-
lation kommt, ist ihre Rolle und Charakteristik innerhalb der Schwangerschaft noch

weitestgehend ungeklart.

Erst kurzlich wiesen Zeng et al. unter den in Uterus und Plazenta von Mausen ange-
siedelten CD4" T-Zellen ein Phanotyp nach, der dem der Tfh-Zellen entspricht
(CD4*CXCR5"PD-1" und CD4*CXCR5MICOSM). Die Arbeit zeigte weiterhin, dass
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diese Zellen im Uterus in der Mitte der Schwangerschaft gehauft vorkommen und in
der letzten Phase der Schwangerschaft einen grof3en Anstieg ihrer Zellzahl in der Pla-
zenta aufweisen. Im Kontrast dazu konnten extrem hohe Level dieser Zellen und eine
Hochregulation von ICOS und PD-1 mit einem erhohten Risiko von Fehlgeburten as-
soziiert werden. Damit wurde erstmalig postuliert, dass eine adaquate Tfh-Zellzahl mit
einem erfolgreichen Ausgang der Schwangerschaft in Verbindung gebracht werden
kann (Zeng et al., 2016).

Neben den anderen CD4" T-Zell-Untergruppen erfullen auch die Tfh-Zellen eine fur
sie spezifische Funktion. Dabei handelt es sich insbesondere um die Bereitstellung
einer B-Zell-Hilfe innerhalb eines Keimzentrums, wodurch den B-Zellen eine Affinitats-
reifung und ein Klassenwechsel ermoglicht wird. Fur eine Formation eines Keimzent-
rums sind Tfh-Zellen entscheidend (Crotty, 2011). Innerhalb dieses Zentrums differen-
zieren die B-Zellen zu Plasma- und Gedachtniszellen. Das Keimzentrum ist weiterhin
auch die spezifische anatomische Lokalisation der Tfth-Zellen und dient damit der wei-
teren Unterscheidung zu anderen T-Zell-Untergruppen. Tfh-Zellen entstehen aus einer
aktivierten T-Zelle unter dem Einfluss von IL-21 und in der Abwesenheit von TGFf
(Crotty, 2011).

Die Differenzierung zu Tfh-Zellen ereignet sich in der T-Zell-Region von sekundar lym-
phatischen Organen. Eine naive CD4* Zelle interagiert mit einer DC tuber ICOS (ICOSL
der DC) und dem TCR (MHCII der DC). Nachfolgend kommt es zu einer Hochregula-
tion von Bcl-6 und CXCRS5 und einer Runterregulation von CCR7. Diese Veranderung
innerhalb des Rezeptorprofils ermoglicht es Tfh-Zellen von der T-Zell-Region in Rich-
tung des B-Zell-Follikels, entsprechend der dort vorherrschenden Ligandenproduktion,
zu wandern (Vinuesa et al., 2016).

Gleichzeitig beeinflusst die DC uber die Sekretion von IL-6 und IL-27 die Differenzie-
rung der naiven Tfh-Zelle zur pra-Tfh-Zelle (Bcl-6*CXCRS5"). Der nachste Differenzie-
rungsschritt ereignet sich an der Grenze zum B-Zell-Follikel. Hier kommt es zur Inter-
aktion zwischen pra-Tfh-Zelle und B-Zelle (ICOS:ICOSL), durch welche letztere sich
entweder zur kurzlebigen extrafollikularen Plasmablaste entwickelt, oder zurtck in die
Tiefe des Follikels einwandert (Ma and Phan, 2017).

Erreicht die Tfh-Zelle das Keimzentrum, differenziert sie sich hier zur ausgereiften Tfh-

Zelle aus, die sich nur in Bezug auf einen erhdhten Expressionslevel (Bcl-6, ICOS,

CXCRS5) gegenuber der pra-Tfh-Zelle unterscheidet. Fir diese weitere
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Ausdifferenzierung ist eine erneute T-Zell-B-Zell-Interaktion notwendig, die Uber eine
stabile Bindung erfolgt (CD40:CD40L, ICOS:ICOSL, CD28:B7). Ebenfalls ist eine er-
neute Autostimulation mit IL-21 seitens der Tfh-Zelle zum Erreichen der erfolgreichen
Differenzierung und zum anschlieBenden Uberleben der Zelle erforderlich (Fan et al.,
2015). Dieser Fakt verdeutlicht die entscheidende Rolle des Zytokins IL-21 fur die Ent-
wicklung der Tth-Zelle.

B-Zellen durchlaufen durch die beschriebene Interaktion eine Affinitatsreifung, einen
Klassenwechsel und differenzieren nun ihrerseits weiter zu Gedachtnis- oder langlebi-

gen Plasmazellen (Fan et al., 2015).

Innerhalb der CXCR5" Th-Zellen werden die Tfh-Zellen, die im Keimzentrum vorkom-
men, oftmals als Keimzentrums Th-Zelle bezeichnet. Im Keimzentrum nehmen die Tth-
Zellen eine Schlusselposition bezuglich der Beeinflussung der B-Zellen ein (Donna-
dieu et al., 2020), weshalb es wichtig erscheint, die Rolle von Tfh-Zellen im Zusam-

menhang einer Schwangerschaft genauer zu untersuchen.

An dieser Stelle sei erwahnt, dass auch im peripheren Blut des Menschen
CD4*CXCR5* Zellen vorkommen, die funktionelle Ahnlichkeiten zu den Tfh-Zellen in
den Keimzentren aufweisen, sich jedoch im Expressionsprofil unterscheiden (Yu et al.,
2015). So exprimieren die zirkulierenden Tfh-Zellen niedrigere Level von Bcl-6, aber
hohere Level des Transkriptionsfaktors Maf, der im Verdacht steht die Fahigkeit zur

Zirkulation aufrechtzuerhalten.

1.3. Entwicklung und Reifung der B-Zell-Population

Die Bildung und auch ein Grolteil der Differenzierung der B-Zellen findet im Knochen-
mark statt. Im Rahmen der somatischen Rekombination exprimieren die B-Zellen IgM
auf ihren Oberflachen, was den B-Zellen als B-Zell-Rezeptor (BZR) dient. Nachdem
die B-Zellen bezuglich ihrer Affinitat auf korpereigene Strukturen selektiert wurden,
verlassen sie das Knochenmark und exprimieren neben IgM nun auch IgD. Anschlie-
Rend treten die B-Zellen in das Blut Uber, wo sie Uber ihren BZR Antigene aufnehmen
und im Folgenden als APC die jeweiligen Peptide mithilfe ihrer MHCII Molekule pra-
sentieren konnen (Neumann, 2008, 115 ff.; Schitt and Broker, 2011, 68 f.).

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass sich wahrend der Schwangerschaft bei

Mausen ein verminderter Anteil an unreifen B-Zellen im Knochenmark befindet, die die
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erwahnte Differenzierung durchlaufen, wobei gleichzeitig ein erhohter Anteil an reifen
B-Zellen nachweisbar ist (Muzzio et al., 2014a). Zwar ist die absolute Anzahl der B-
Zellen vermindert, jedoch kommt es zu einer an sich gesteigerten B-Zell-Reifung. Die
geringere Anzahl an Splenozyten steht dabei im Kontrast zum sich vergrof3ernden

Milzgewicht, worauf bereits verwiesen wurde.

Innerhalb des sekundaren lymphatischen Organs folgen die B-Zellen einem Gradien-
ten aus chemotaktischen Substanzen. Ein solcher Gradient entsteht zum einen durch
die Sekretion von Chemokinen und Integrinen und ihrer jeweiligen Liganden. So expri-
mieren naive B-Zellen beispielsweise die Chemokinrezeptoren CCR7 und CCR5 und
den Liganden fur das Chemokin 13 (CXCL13). Letzteres wird von den Stromazellen
der B-Zell-Follikel sezerniert, mit dessen Hilfe die B-Zellen den fur sie vorgesehenen
Platz finden (Schutt and Broker, 2011, 115 1.).

Dort angekommen treten sie mit den follikularen DC (FDC) in Kontakt, von denen sie
verschiedene Antigene prasentiert bekommen. Erkennt ein BZR das fur ihn passende
Antigen, so wird es Uber diesen aufgenommen, prozessiert und fur die Prasentation
gegenuber der CD4"* T-Helfer-Zelle vorbereitet. Ebenfalls exprimiert die B-Zelle im Fol-
genden verstarkt CCRY7, der als Rezeptor fur die Liganden CCL19 und CCL21 dient.
Diese Liganden finden sich wiederum in hoher Anzahl in der T-Zell-Region eines
Lymphknotens wieder, was die Migration der B-Zellen erneut beeinflusst (Schutt and
Broker, 2011, 115 f.).

T-Zellen besitzen im naiven Zustand keinen CXCRS5. Erst nachdem ihnen von den DC
ein Antigen prasentiert wurde, beginnen sie mit der Expression dieses Rezeptors. An-
schlieBend konnen auch sie die Chemokine aus dem B-Zell-Follikel erkennen und
wandern an dessen Rand, sodass sie sich in der notwendigen Distanz zu den B-Zellen
befinden, um mit diesen zu interagieren (Neumann, 2008, 119; Schutt and Broker,
2011, 115 1.).

Am Follikelrand beginnt die Th2-Zelle die B-Zellen nach den von ihnen uber MHCII
prasentierten Antigenen abzusuchen. Sobald sie das zu ihrem jeweiligen TCR pas-
sende Antigen gefunden hat, wird die B-Zelle aktiviert. Die auf diese Weise stattfin-
dende Aktivierung wird als T-Zell-abhangig bezeichnet. Wie auch bei der T-Zelle be-
darf es dafur zwei Signal-Schritte. Das erste Signal betrifft die Bindung des TCR an
das MHCII Molekil und das zweite Signal erhalt die B-Zelle Uber die Bindung von
CD40 an den CD40L der T-Zelle (Neumann, 2008, 119; Schutt and Broker, 2011, 69).
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In vitro 1asst sich eine T-Zell-abhangige Aktivierung mithilfe von anti-CD40 Antikorpern

imitieren.

Die somit vollstandig aktivierte B-Zelle wandert zurtck in die Tiefe des B-Zell-Follikels
und bildet mit diesem ein Keimzentrum aus (Keimzentrumsreaktion). In diesem Keim-
zentrum unterliegt die B-Zelle einer Affinitatsreifung und wechselt dabei die Klasse
ihres Isotypen. Nach diesem Klassenwechsel tritt die B-Zelle in die klonale Expansion
ein. Weiterhin kommt es zu einer vermehrten Expression von B7 und IL-R4. B7 dient
wiederum der T-Zellen als kostimulatorisches Signal, welche IL-4 sezernieren und da-
mit einen Wachstumsfaktor fur die B-Zelle bereitstellen. |IL-4 ist aullerdem flur einen
Klassenwechsel in Richtung IgE verantwortlich (Neumann, 2008, 119; Schutt and Bro-
ker, 2011, 69).

Nachfolgend entwickelt sich eine Plasmazelle, die ihre Produktion von membranstan-
digen Antikorpern auf I0sliche Antikorper (IgE) umgestellt hat. Auch kommt es zur Ent-
stehung von B-Gedachtnis-Zellen, die im Rahmen der Immunreaktion einen Klassen-

wechsel von IgM hin zu einer anderen Ig-Klasse durchlaufen (Neumann, 2008, 119).

Neben den B-Zellen finden sich einige wenige aktivierte Th2-Zellen, die die Prolifera-
tion der B-Zellen aufrechterhalten, und viele FDC. Die FDC tragen zu der bereits an-

gesprochenen Affinitatsreifung von B-Zellen bei (Neumann, 2008, 120).

Nach dieser Reifung hat sich die Rezeptoraffinitat der B-Zellen gegenuber seinem je-
weiligen Antigen erhoht oder vermindert, was eine erneute Selektion von B-Zellen not-
wendig werden lasst. Dadurch kdnnen maogliche autoreaktive B-Zellen eliminiert wer-
den (Schutt and Broker, 2011, 69).

Bei den Th2-Zellen, die in die Keimzentren eingewandert sind und dort fur die Interak-
tion mit den B-Zellen bereitstehen, handelt es sich um follikulare B-Helfer T-Zellen (Tth-
Zellen). Sie exprimieren den Chemokinrezeptor CXCRS5, dessen Ligand in den B-Zell-
Follikeln produziert und sezerniert wird (Schatt and Broker, 2011, 116). Auf diese ei-

genstandige Population aus CD4" Zellen wurde bereits eingegangen.

B-Zellen, die beim Durchlaufen der sekundaren lymphatischen Organe nicht ihr pas-
sendes Antigen gefunden haben, treten in den Blutkreislauf Gber und zirkulieren durch
den Korper. Die Produktion von Antikdrpern kann, wie bereits kurz erwahnt, einerseits
T-Zell-abhangig oder andererseits T-Zell-unabhangig sein. Erstere Art der Aktivierung
wurde bereits weiter oben beschrieben. Sie kommt durch die CD40-CD40L-Bindung
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zu Stande und hat durch einen Antikorperklassenwechsel, eine Affinitatsreifung und
im Ergebnis schlieBlich eine Differenzierung zur Gedachtniszellen zur Folge (Schutt
and Broker, 2011, 64-69).

Fir eine Aktivierung von B-Zellen ohne die Hilfe von T-Zellen kommen Antigene mit
sich wiederholenden (repetierenden) Epitopen in Frage, wobei es zu einer Kreuzver-
netzung der B-Zell-Rezeptoren kommt und damit eine Aktivierung der Zelle ausgelost
wird. In diesem Fall binden die Antigene direkt an das zellgebundene IgM, welches
den reifen B-Zellen vor einem stattgefundenen Antigenkontakt als BZR dient (Schutt
and Broker, 2011, 69).

Des Weiteren besitzen B-Zellen einen sogenannten Toll-like-Rezeptor, der zu den
Muster-Erkennungs-Rezeptoren (PRR=Pattern-recognition-Receptor) gehort. Mit Hilfe
dieses Rezeptors konnen die B-Zellen Pathogene Uber sogenannte PAMPs (pathogen
assoziated molecular pattern) erkennen und binden. Bei PAMPs handelt es sich um
hoch konservierte Strukturen, die beim Menschen nicht vorkommen und somit spezi-
fisch fur Pathogene sind (z.B. Lipide, Polysaccharide und Nukleinsauren) (Neumann,
2008, 29 ff.; Schutt and Broker, 2011, 22 f.). An dieser Stelle ist anzumerken, dass in
vitro die Mdoglichkeit besteht, den Weg der T-Zell-unabhangigen B-Zell-Aktivierung
nachzustellen. Dafur kdnnen B-Lymphozyten mit anti-lgM und LPS stimuliert werden,

was zum letztlich beschriebenen Weg der Aktivierung fuhrt.

Antikorper, die nach einer T-Zell-unabhangigen Aktivierung von B-Zellen gebildet wer-
den, sind weniger affin und gehoren mit wenigen Ausnahmen zur Klasse der IgM An-
tikorper. Auch kommt es nur selten zur Differenzierung von Gedachtnis B-Zellen
(Neumann, 2008, 126 f.). Trotz allem scheint diesem Aktivierungsweg in Bezug auf die
Schwangerschaft eine besondere Rolle zuzukommen. Es konnte gezeigt werden, dass
MZ B-Zellen bei normal trachtigen Mausen verglichen mit Mausen, die eine kompli-
zierte Trachtigkeit aufwiesen, verstarkt T-Zell unabhangig aktiviert werden (Jensen et
al., 2013; Muzzio et al., 2014b, 2016).

1.3.1. B-Zell-Einteilung

Wie auch bei den T-Zellen sind innerhalb von B-Zell-Populationen Subpopulationen
bekannt, die sich durch unterschiedliche Merkmale, Lebenszyklen und Funktionen

auszeichnen. Vor allem in Bezug auf den Ausgang einer Schwangerschaft spielen die
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einzelnen Populationen in unterschiedlichem Malde eine Rolle. Die Einteilung erfolgt
in B1 und B2 B-Zellen, wobei B2 B-Zellen sich in follikulare (FO) und Marginalzonen
(MZ) B-Zellen unterscheiden lassen (Lebien and Tedder, 2008).

Bei den B2 B-Zellen erfolgt die Entwicklung nach dem oben beschriebenen Weg. In
der frUhesten Entwicklungsstufe der unreifen B2 B-Zellen bezeichnet man sie als Tran-
sitionalzonen T1 B-Zellen (IgM"9higD'°¥). Zu diesem Zeitpunkt exprimieren die Zellen
bereits schwach den IL-21R. Nachfolgend kommt es zur Veranderung des Expressi-
onsprofils (T2 B-Zellen: IgMMghigDMe") und zur weiteren Ausreifung zu MZ B-Zellen und
FO B-Zellen. Definiert werden die B-Zellen anhand ihrer Oberflachenmolektle (FO B-
Zellen: B220*CD23"CD21/35™; MZ B-Zellen: B220*CD23'°CD21") (Allman and Pillai,
2008).

Jede dieser so entstandenen B-Zell Gruppe ubernimmt anschlie3end eine besondere
Aufgabe innerhalb des Immunsystems und ist an unterschiedlichen Bereichen lokali-
siert. So leiten die MZ B-Zellen, die im Marginalsinus der Milz platziert sind, eine
schnelle, aber nur gering spezifische Abwehr ein. Die im Follikel von Milz und Lymph-
knoten angesiedelten FO B-Zellen sind hingegen in der Lage durch einen T-Zell ab-
hangigen Mechanismus hoch affine Antikdrper (somatische Hypermutation) zu bilden

und ermaoglichen damit eine starke Abwehr (Allman and Pillai, 2008).

Da dieser Prozess jedoch etwa funf Tage dauert, ware in dieser Zeit keine Abwehr fur
schnell teilungsfahige Pathogene vorhanden und einer Infektion konnte nichts entge-
gengesetzt werden. Diese Nische wird von den MZ B-Zellen besetzt, indem sie mit
ihren naturlichen, niedrig affinen Antikorpern (IgM, IgA) eine schnelle erste Antikorper-
antwort bereitstellen (Cerutti et al., 2013a).

In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass es wahrend der Schwangerschaft
von Mausen zu einer Unterdrickung der B-Zell Lymphopoese kommt. Jedoch stellt
sich gleichzeitig ein vergleichsweise UbergroRer Anteil an MZ B-Zellen zu den FO B-
Zellen in der Milz ein (Muzzio et al., 2014a). Diese Zunahme an MZ B-Zellen war nicht
bei den Mausen zu beobachten, bei denen es im Verlauf zu einer fetalen Resorption
kam. Die MZ B-Zellen stehen unter dem Einfluss von IL-21 und den Tfh-Zellen, was
die Bedeutung dieser Tfh/IL-21/MZ B-Zell Interaktion bezuglich des Ausgangs einer

Schwangerschaft erahnen Iasst, jedoch bislang nicht naher untersucht wurde.
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1.4. Zelltod und Zellzyklus innerhalb des Immunsystems

Nachdem die Lymphozyten ausdifferenziert und in ihre Zielorgane gelangt sind, haben
sie drei Optionen: sie kdnnen in den Zellzyklus eintreten und proliferieren, sie kdnnen
ruhen oder sterben. In den meisten Fallen treten die Zellen in einen Ruhezustand ein,
in dem sie ihre Funktionen erfullen, sich aber nicht mehr teilen. Durch bestimmte
Wachstumsfaktoren kann dieser Zustand hin zur Proliferation dberwunden werden.
Hierbei durchlauft die Zelle die Phasen des Zellzyklus (G1/S/G2/M), an dessen Ende
zwei identische Tochterzellen stehen (Rosamond, 1995).

1.4.1. Programmierter Zelltod

Der programmierte Zelltod stellt einen physiologischen Prozess dar und wird dem trau-
matischen Zelltod gegenubergestellt. Ersterer kann durch unterschiedliche Ursachen
eingeleitet werden und lauft immer nach einer festgeschriebenen Signalkaskade ab.
Im ersten Schritt kommt es zur reversiblen Phase, in welcher der Zelltod durch be-
stimmte zellschutzende MalRnahmen noch verhindert werden kann. Diese Malinah-
men fuhren in der anschliel3enden irreversiblen Phase schon zu keinem Erfolg mehr.
Der dritte Schritt wird als vermeidbare Phase bezeichnet und ist durch eine Entzin-
dungsreaktion gekennzeichnet, die die Todessignale auf die Nachbarzellen ausweitet
(Raff, 1998). Je nachdem durch welche Initiatoren die Signalkaskade in Gang gesetzt
wird, unterscheidet man Apoptose, Nekroptose, Pyroptose und Netose (Galluzzi et
al., 2012).

Vor allem innerhalb des Immunsystems hat der programmierte Zelltod einen grol3en
Stellenwert. Zu nennen ist beispielweise die Eliminierung autoreaktiver Zellen wahrend
der Reifung von B- und T-Zellen (positive und negative Selektion), die durch einen
programmierten Zelltod erreicht wird. Auch die Bekadmpfung von virusinfizierten oder
entarteten Zellen gelingt durch die Induktion des Zelltods mittels zytotoxischer CD8"*
T-Lymphozyten (Schutt and Broker, 2011, 46 f.).

1.4.1.1. Apoptose

Die Einleitung der Apoptose kann entweder durch intra- oder durch extrazellulare
Stressoren geschehen. Beide Wege munden in der Bildung eines Apoptosoms, in der

Aktivierung von Caspasen und anderen proteolytischen Enzymen, die die Zelle in ihre
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Bestandteile zerlegen. Das extrazellulare Signal wird durch das Binden von Botenstof-
fen an spezifische Todesrezeptoren Ubermittelt (Elmore, 2007). Als Botenstoffe fun-
gieren z.B. Zytokine wie IL-21. Als teilweise proinflammatorisches Interleukin steuert
es z.B. den Eintritt einer Zelle in die Apoptose durch Bindung an den Todesrezeptor.
Die Bindung durch IL-21 an den Todesrezeptor aktiviert im Folgenden eine Signal-
kaskade, wobei das proapoptotische Protein Bim gebildet wird. Bim leitet seinerseits
die nachsten Schritte eines Eintritts einer anti-CD40-stimulierten B-Zelle in die
Apoptose ein (Jin et al., 2004; Gogada et al., 2013).

Auch durch das Fehlen von Signalen, die der Zelle zur Lebenserhaltung dienen, kann
die Apoptose ausgeldst werden (Fadeel and Orrenius, 2005). Genau dieser Mecha-
nismus ist fur die vorliegende Arbeit von Bedeutung: durch spezielle Stimulantien (anti-
CD40, anti-IgM und LPS) wurden die B-Lymphozyten T-Zell-unabhangig und T-Zell-
abhangig aktiviert. Ist die Aktivierung, die Uber die jeweilige Bindung ausgeldst wird
und zur Proliferation der B-Zelle bendtigt wird, nicht ausreichend, so treten die Zelle in

die Apoptose ein.

Stress auf intrazellularer Ebene kann beispielsweise durch das vermehrte Auftreten
fehlgefalteter Proteine und durch Schaden an der DNA ausgel6st werden (Fadeel and
Orrenius, 2005).

1.5. Der Einfluss von Zytokinen und Chemokinen auf die Immunzellen

1.5.1 Zytokine

Zytokine sind kleine (5-20 kDa) Polypeptide, die als I16sliche Form von verschiedenen
kernhaltigen Zellen sezerniert werden. Diese regulatorischen Proteine dienen der Sig-
nalUbertragung zwischen den einzelnen Immunzellen und ermoglichen eine Art Kom-
munikation innerhalb des komplexen Immunsystems (Schutt and Broker, 2011, 71—
74).

Die Zytokine entfalten ihre Wirkung durch Bindung an einen oder mehrere Rezeptoren.
Dem Rezeptor ist jeweils eine spezifische Signalkaskade nachgeschaltet, die nach
Bindung in Gang gesetzt wird und die fur den jeweiligen Effekt eines Zytokins verant-
wortlich ist (Schutt and Broker, 2011, 72). Im Falle von IL-21 kann es dabei, je
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nachdem an welchen Rezeptor es bindet, zu teilweise gegensatzliche Effekten kom-

men (pro- oder antiinflammatorische Wirkung) (Jin et al., 2004).

Nicht selten ist es der Fall, dass mehrere Zytokine gleichzeitig einen Einfluss auf Zellen
nehmen. Durch dieses Zusammenspiel kann es auf zellularer Ebene zu verschiedenen
Wirkmechanismen kommen (pleiotrop, redundant, synergistisch, antagonistisch)
(Schutt and Broker, 2011, 73 f.).

Zytokine kdnnen in verschiedene Gruppen unterteilt werden: Interleukine (IL), kolonie-
stimulierende Faktoren (z.B. G-CSF), Interferone (IFN), Chemokine und Wachstums-
faktoren (z.B. TGFa). Zytokine lassen sich anhand ihrer Hauptwirkung in zwei Gruppen
einteilen: entzindungshemmend oder -fordernd. Eine weitere Einteilung der Zytokine
erhalt man in Abhangigkeit von den Zellen, die das jeweilige Zytokin produziert
(Neumann, 2008, 150—154; Schutt and Broker, 2011, 72).

Uber eine gewisse Rezeptorverfligbarkeit ist es den jeweiligen Zielzellen méglich den
Einfluss eines Zytokins auf sich zu regulieren. Wie bereits vorher beschrieben kommt
es bei der aktivierten T-Zelle zu einer klonalen Proliferation. Diese Proliferation wird
durch das sezernierte IL-2 ermoglicht, welches an den IL-2R der T-Zellen bindet. Der
IL-2R kann nun wiederum von den aktivierten T-Zellen vermehrt exprimiert werden,
wodurch sichergestellt ist, dass aktivierte T-Zellen sensibler gegenuber IL-2 sind.
(Neumann, 2008, 94).

1.5.1.1. Zytokine in der Schwangerschaft

Die Veranderungen innerhalb einer Schwangerschaft umfassen vor allem die Anteils-
verhaltnisse der verschiedenen Zelltypen des Immunsystems, sowie ihre jeweilige Re-
zeptorexpression, was nachfolgend auch zu Unterschieden bezuglich ihrer Zytokinpro-
duktion fuhrt. So konnten zum Beispiel niedrigere Serumlevel der B-Zell-Aktivierungs-
marker der TNF Familie bei schwangeren Mausen beobachtet werden (Clark et al.,
2002). Zytokine der TNF Familie gehoren zu den proinflammatorischen Zytokinen.

An dieser Stelle ist anzumerken, dass der Einfluss von proinflammatorischen Zytoki-
nen auf die Schwangerschaft hinsichtlich ihres Effekts differenziert betrachtet werden
muss. Ein Entzindungsprozess am Beginn und am Ende einer erfolgreichen Schwan-
gerschaft (Implantation und Geburt) ist durchaus sinnvoll und notwendig. Nur so kann

beispielsweise die Beschadigung am Uterus, die durch die Blastozysteninvasion
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entstanden ist, repariert werden. Sobald es jedoch zu einer Persistenz der Entzindung
kommt, weil eine Kontrolle durch antiinflammatorische Zytokine fehlt, kann eine Auf-
rechterhaltung der Schwangerschaft gestort sein und es kann infolgedessen zu ver-
schiedenen Schwangerschaftskomplikationen kommen. IL-4 und IL-10 sind als anti-
entzundliche Zytokine, die diese Kontrolle Ubernehmen konnen, bisher am detaillier-

testen beschrieben (Chatterjee et al., 2014).

Das zentrale Ereignis am Beginn der Schwangerschaft ist die Einnistung des Keims in
die Uterusschleimhaut. Nach einer aktuellen Theorie ist fur das Gelingen dieses Pro-
zesses die Sekretion eines immunsupprimierenden Faktors (early pregnancy factor
EPF) notwendig. EPF soll das mutterliche Immunsystem daran hindern den Keim ab-
zustoRen. Dabei werden von mutterlicher Seite immunsupprimierende Zytokine sezer-
niert. Diese sind von den Deziduazellen (umgewandelte Bindegewebszellen des en-
dometrialen Stromas des Uterus”) abgeleitet und haben neben der Immunsuppression
auch noch andere Funktionen, die die friUhzeitige Etablierung der Schwangerschaft
ermoglichen sollen. Dazu zahlen u.a. die Regulation der Throphoblasteninvasion und
das Remodeling der Spiralarterien (Lash and Ernerudh, 2015). Fur das Remodeling ist
IFNy von entscheidender Bedeutung (Ashkar et al., 2000; Croy et al., 2003; Robson et
al., 2012) und wird von Th1-Zellen produziert. Th1-Zellen sind fur die Bereitstellung
einer proinflammatorischen Antwort bekannt, womit die Theorie einer am Schwanger-
schaftsbeginn durchaus sinnvollen Entzindung untermauert werden kann (Wegmann
et al., 1993).

Wie bereits weiter vorne erwahnt, geht man bezuglich der Th1:Th2 Dichotomie davon
aus, dass Th2-Zellen und die von ihnen produzierten Zytokine wahrend einer Schwan-
gerschaft von erhéhtem relativen Anteil sind und dieses Ubergewicht mit dem erfolg-
reichen Ausgang einer Schwangerschaft assoziiert ist. Das wohl am besten unter-
suchte Zytokin mit einem grof3en Einfluss auf einen erfolgreichen Schwangerschafts-
ausgang ist IL-10 (Chatterjee et al., 2014; Cheng and Sharma, 2015).

Eine Tendenz zugunsten der Th1-Zellen wird im Allgemeinen mit frihen Fehlgeburten,
Praeklampsie und einer vorzeitigen Wehentatigkeit in Zusammenhang gebracht
(Sykes et al., 2012). Dass diese Hypothese jedoch noch nicht differenziert genug un-
tersucht ist, kann folgendermallen begrindet werden: Einerseits produzieren auch
Th1-Zellen wahrend einer Schwangerschaft fur diese forderliche Zytokine (IFNy) (Ash-

kar et al., 2000) und andererseits sind im Falle einer stark ausgepragten Th2 Dominanz
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Fehlgeburten beobachtet worden (Chaouat et al., 2003). Es scheint demnach eine fur
eine erfolgreiche Schwangerschaft adaquate Th1:Th2 Balance mit leichter Dominanz
zugunsten der Th2-Zellen notwendig zu sein, die wiederum von anderen Zellen getrig-

gert wird.

Aus diesem Grund wurde die Th1:Th2 Dichotomie zu einem Th1/Th2/Th17/Treg Pa-
radigma weiterentwickelt, was der Komplexitat der Wechselwirkungen der beteiligten
Komponenten Rechnung tragen soll (Saito et al., 2010). Dennoch scheint das Augen-
merk auf Th2-Zellen zu liegen, da mutterliche Hormone wie beispielsweise Progeste-
ron, Ostradiol und Prostaglandin D2, die in der Schwangerschaft vermehrt gebildet
werden und nicht dem Paradigma zugeordnet sind, die Entstehung eines Ungleichge-

wichts zugunsten der Th2-Zellen fordern (Xue et al., 2005).

Postuliert wurde weiterhin, dass Zytokine, die an der Schnittflache von Mutter und Fo-
tus gebildet werden (z.B. IL-15, IL-18, IL-4, IL-10, m-CSF), einen starkeren Einfluss fur
die Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft haben als Zytokine aus der Peripherie,
weshalb ein verstarktes Augenmerk auf IL-15 und IL-18 gelegt wurde (Chaouat et al.,
2002). Die Komplexitat des Zusammenspiels verschiedenster Zellen stellt sich durch
die Entdeckung weiterer an einer Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft beteiligter
Zellen dar. So sind neben Th17 und Treg auch die Throphoblasten-, Stroma-, Epithel-
zellen, Makrophagen und NK Zellen an der Zytokinproduktion beteiligt, die fur die Ent-
wicklung der fetalen Plazenta und die Entwicklung von Th2-Zellen unabdingbar sind
(Vince and Johnson, 2000).

Durch frihere Untersuchungen bezuglich der Entstehung von Fehlgeburten konnte
gezeigt werden, dass eine Reduktion von IL-6 und CXCL8/IL-8 und ein Anstieg von
TNFa einen negativen Einfluss auf die Vorgange bei der Einnistung des Embryos ha-
ben (Lash and Ernerudh, 2015).

Die dargestellten Erkenntnisse machen deutlich, dass Zellen des Immunsystems und
Zytokinen einen wesentlichen Einfluss auf den Verlauf einer Schwangerschaft haben.
Langst sind noch nicht alle Zusammenhange und Abhangigkeiten untersucht und be-

durfen weiterer Forschung.
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1.5.1.2. [L-21

IL-21 gehort zur Familie der Typ 1 Zytokine mit gemeinsamer gamma-c-Kette (Asao et
al., 2001). Dem IL-21R ist der gut untersuchte JAK/STAT Signaltransduktionsweg
nachgeschaltet, der nach Bindung von IL-21 an den Rezeptor eine Aktivierung der
nachgeschalteten Gene bewirkt (z.B. Bim, Bcl6, IL-10, Maf). Produziert wird IL-21 von
aktivierten T-Helfer-Zellen und NK-Zellen, die auch den entsprechenden Rezeptor ex-
primieren (Foster et al., 2000; Ozaki et al., 2000; Asao et al., 2001).

Die hochste Dichte an IL-21R exprimieren aktivierte B-Zellen. Schon fur die Vorlaufer-
B-Zellen im Knochenmark ist IL-21 ein wichtiger Helfer bei deren Entwicklung (Simard
et al., 2011). In friheren Arbeiten konnte weiterhin gezeigt werden, dass unterschied-
liche B-Zell-Subpopulationen den IL-21R in unterschiedlicher Dichte exprimieren, aber
jeweils vergleichbar sensibel auf eine IL-21 Stimulation reagieren (Jin and Malek,
2006)

Obwohl IL-21 zu den proinflammatorischen Zytokinen gezahlt wird und bisher mit der
Entstehung von Autoimmunkrankheiten in Verbindung gebracht wurde (Bubier et al.,
2009), kann es Uber seinen Rezeptor zum Teil gegenteilige Effekte auf die Zielzellen
ausuben. Im Falle von B-Zellen konnte sogar eine antiinflammatorische Wirkung hinzu
Proliferation und Differenzierung zu Plasmazellen beobachtet werden (Spolski and Le-
onard, 2014). Auch die Antikdrperantwort von B-Zellen wird duch IL-21 beeinflusst. An
dieser Stelle sei erwahnt, dass IL-21 aber keineswegs fur eine B-Zell Entwicklung er-
forderlich ist, da sich auch in IL-21R defizienten Mause B-Zellen entwickeln (Kasaian
et al., 2002; Ozaki et al., 2002).

Die Induktion von Th17-Zellen, eine Entwicklungshemmung von Treg-Zellen, sowie
weitere regulatorische Funktionen bei der Tfh-Zell-Entwicklung finden unter dem Ein-
fluss von IL-21 statt. In Bezug auf dessen Einfluss auf die Keimzentrumsbildung konn-
ten uberlappende Funktionen mit anderen Zytokinen beschrieben werden (IL-6, IL-4)
(Fan et al., 2015). Weiterhin zeigte sich, dass IL-21 die IL-10 Produktion von B- und T-
Zellen beeinflusst (Bubier et al., 2009; Yoshizaki et al., 2012). IL-10 ist wiederum ein
Zytokin, das bereits mit einem erfolgreichen Ausgang einer Schwangerschaft assozi-
iert wurde (Chatterjee et al., 2014; Cheng and Sharma, 2015).

Jedoch konnte bezuglich eines Polymorphismus im il21 Gen eine Assoziation zu spon-

tanen Fehlgeburten und Autoimmunkrankheiten (SLE, juvenilie idiopathische Arthritis)
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hergestellt werden (Messaoudi et al., 2011). Der genaue Mechanismus ist bislang nicht
ausreichend untersucht. In Mausen, die einen defizienten IL-21R exprimierten, zeigte
sich eine fehlende Entwicklung der CD8-positiven T-Zellen und eine abweichende Pro-
duktion von IgG1 (erniedrigt) und IgE (erhoht) (Ozaki et al., 2002). Die Mause waren
aulerdem anfalliger fur Autoimmunkrankheiten (Diabetes mellitus Typ 1) und Myokar-
ditis.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit folgenden Fragestellungen:

Zunachst sollte im Mausmodel gepruft werden, inwieweit IL-21 B-Zellen wahrend der
Schwangerschaft beeinflusst. Hierzu sollen Gruppen aus nicht schwangeren Mausen
mit Gruppen aus Mausen verglichen werden, die sowohl problematische, als auch nor-

male Schwangerschaften aufwiesen.

Insbesondere wird auf den Einfluss von IL-21 auf B-Zellen anhand des Zellzyklus und
der Immunglobulin- und Zytokin-Produktion (IL-10) fokusiert.

Nebenher wird der Phanotyp hinsichtlich der IL-21R Expression und anderer Aktivi-

tatsmarker untersucht werden.

Nachfolgend wird versucht, die Tfh-Zellen als IL-21 Produzenten auf die folgende
Weise naher zu charakterisieren: lhre Interaktion mit den B-Zellen soll dem T-Zell-un-

abhangigen Aktivierungsweg gegenubergestellt werden.

Abschlief3end wird versucht, eine Analogie der Ergebnisse zum Menschen herzustel-
len. Hierfur werden die Tfh-Zellen im Blut von schwangeren und nicht schwangeren

Patientinnen untersucht.
In der Zusammenschau aller Experimente wird die Bedeutung der Tfh/IL-21/B-Zell

Achse fur eine Schwangerschaft und fur die Entstehung von Schwangerschaftskom-

plikationen naher erlautert und diskutiert.
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3. Methoden

3.1. Tiermodell

Als Grundlage fir die tierexperimentellen Versuche wurden CBA/2J (H2*) weibliche
und DBA/c (H29) mannliche Mause verwendet, die aus den Laboren von Charles River
(Sulzfeld, Bayern, Deutschland) und Janvier (Saint-Berthevin Cedex, Frankreich) be-
zogen wurden. Verwendete mannliche BALB/c (H2¢9) M&ause wurden in der zentralen
Service- und Forschungseinrichtung fur Versuchstiere (ZSFV, Greifswald, Deutsch-
land) gezuchtet. Die in einem Alter von sechs bis acht Wochen gelieferten Tiere, wur-
den in standardisierten Kafigen zu je funf Tieren fur zwei Wochen akklimatisiert. Ihnen
stand Wasser (angesauert), welches einmal die Woche komplett ausgetauscht wurde,
und jederzeit extrodiertes Standard Diatfutter (ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest,
Deutschland) zur Verfugung. Die Einstreu der Kafige wurde zweimal wochentlich er-
neuert.

Nachdem die Eingewohnungszeit eingehalten worden war, wurde je ein Weibchen zu
einem Mannchen in dessen Kafig hinzugesetzt. Die Anpaarung der Tiere beruhte auf
einem Mausmodell, das in zahlreichen Publikationen seit 1998 als geeignet fur immun-
induzierte Fehlgeburten beschrieben wurde und in unserem Labor erstmalig verwen-
det wurde (Ahmed et al., 2010; Bonney and Brown, 2014). Bei der Anpaarung von
CBA/2J (H2¥) Weibchen mit DBA/c (H29) Mannchen werden Fehlgeburten erwartet
(PPOM=poor pregnancy outcome mice), wahrend bei Anpaarungen aus CBA/2J (H2¥)
Weibchen mit BALB/c (H29) Mannchen ein normaler Schwangerschaftsverlauf erwar-
tet wird (GPOM=good pregnancy outcome mice). Als Kontrollgruppe wurden nicht
schwangere CBA/2J (H2*) Mause verwendet (NPM=non pregnant mice).
Allmorgendlich wurden die Mause aus den Anpaarungen auf vaginale Plugs unter-
sucht, was bei positivem Befund als Tag 0 der Schwangerschaft festgelegt wurde. Im
Falle des Vorhandenseins eines Plugs wurde das Weibchen vom Mannchen getrennt
und fur weitere zwei Wochen in einem Kafig zusammen mit anderen schwangeren
Mausen gehalten. An Tag 14 der Schwangerschaft wurde die Maus durch CO2-Bega-
sung und zusatzlicher zervikaler Dislokation der Halswirbelsaule getotet und ihre Or-
gane fur die spatere Zellisolation enthommen. Genehmigt wurde der Versuch vom
Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherung und Fischerei Mecklenburg-Vor-

pommern im Versuchsvorhaben mit der Nummer 7221.3-1-068/13. Die Entnahme der
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Organe erfolgte durch Eroffnung des Bauchraumes mit der Schere und stumpfer Pra-
paration der Milz. Der Transport erfolgte in einem auf Eis gelegten und mit Kulturme-

dium geflllten Reaktionsgefald.

3.2. Zellbiologische Methoden

3.2.1. Isolation von murinen Splenozyten

Mithilfe einer Kolbenstange einer Insulinspritze wurde die Milz vorsichtig durch ein
40 ym Nylon Zellsieb zermahlen, welches in Vorbereitung mit 3 ml PBS angefeuchtet
worden war. Durch das Nachwaschen mit PBS wurden die Zellen aus dem Bindege-
webe der Milz und dem Sieb gel6st und in einem 50 ml Probenréhrchen aufgefangen.
Es folgte die Zentrifugation bei 300 x g fur 5 min. Im Anschluss wurden die Erythrozy-
ten aus der Gewebesuspension mit 1 ml 1x Lysis- Puffer lysiert. Gestoppt wurde die
Lyse nach 4-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur mit 3 ml FBS. Nachdem die
Zellsuspension ein weiteres Mal durch ein 40 ym Nylon Zellsieb gegeben und im An-
schluss zentrifugiert wurde, lagen die isolierten Lymphozyten flr eine Zellzahlung be-

reit.

3.2.2. Isolation von PBMCs aus humanem EDTA-Vollblut

Fir die Isolation von PBMCs aus EDTA-Vollblut wurde gesunden schwangeren
Frauen, die sich in unterschiedlichen Trimestern der Schwangerschaft befanden, Blut
entnommen. Die Frauen wiesen dabei keine diagnostizierte immunologische oder in-
fektiose Krankheit auf und haben schriftlich in die Blutentnahme eingewilligt. Die uni-
versitatseigene Ethikkommission hat fur dieses Projekt getagt und eine Einwilligung
erteilt, die unter der Nummer BB 126/13b hinterlegt ist. Fur die Blutentnahme wurden
jeweils 5 x 6 ml EDTA-Rohrchen befullt und bis zur ersten Zentrifugation auf Eis ge-
kuhlt. Die Zentrifugation der funf Rohrchen verlief fur 10 min bei 1300 x g und Raum-
temperatur. Im Anschluss wurde das Blutplasma mit einer Pipette vorsichtig abgenom-
men und verworfen. Der Ubriggebliebene Blutkuchen (etwa 2,5 ml), wurde mit der je-
weils doppelten Menge PBS (etwa 5 ml) aufgefullt. In der Zwischenzeit wurde Lym-
phoprep (Dichte von 1,077 g/ml) in 50 ml Falcons gegeben (jeweils etwa 12,5 ml). Nun
wurde das verdunnte Blut vorsichtig auf das Lymphoprep geschichtet. Das Blut wurde
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dabei gleichmalig auf die Falcons verteilt, sodass auf jede 12,5 ml Lymphoprep nicht
weniger als 15 ml und nicht mehr als 25 ml Blut kamen. Im Anschluss wurde das Ge-
misch aus Blut und Lymphoprep bei 800 x g fur 20 min bei Raumtemperatur und ohne
Bremse zentrifugiert. Damit wurde eine Phasenauftrennung des Blutes durch den
Dichtegradienten, erzeugt mit Hilfe von Lymphoprep, erreicht. Aus dem so entstande-
nen dreiphasigen Gemisch (untere Phase: Erythrozyten und Granulozyten, obere
Phase: Lymphoprepgemisch) wurden die Interphasenringe, die die Leukozyten und
damit die Lymphozyten enthalten, vorsichtig abpipettiert. Nachdem der Inhalt des Fal-
cons auf 50 ml mit PBS aufgefullt worden war, erfolgte eine erneute Zentrifugation bei
300 x g und 4 °C fur 10 min. Abhangig von der Farbintensitat schloss sich eine Lyse
der Erythrozyten an, die nach 4 min Inkubation auf Eis mit 3 ml FBS abgestoppt wurde.
Im Falle der Lyse erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 300 x g und 4 °C fur 10 min.
Das daraus hervorgegangene Zellpellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert, auf 30 ml
PBS aufgefullt und erneut zentrifugiert. Dieses Waschen wurde zweimal durchgeflhrt.
FUr die letzte Resuspension, bevor die CD3 Depletion angeschlossen werden konnte,

wurde abermals 1 ml PBS verwendet.

3.2.3. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Zahlkammer nach Neubauer bestimmt.

3.2.4. Prinzip der Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Verfahren, bei dem Zellen auf-
grund ihrer unterschiedlichen Granularitat, GroRe und Farbung quantitativ analysiert
werden konnen. Die Flurochrome am Antikorper, die an die jeweiligen Zellen binden,
emittieren ein optisches Signal, wahrend sie einzeln, aufgrund des fokussierenden
Hullstroms, einen Lichtstrahl passieren. Auch das Streulicht einzelner Zellen kann aus-
gewertet werden. So hangt beispielsweise das Vorwartsstreulicht (FSC= forward scat-
ter) vom Volumen der Zelle ab, wahrend das Seitwartsstreulicht (SSC= side scatter)
eine Aussage Uber die Granularitat und die GroRRe des Zellkerns zulasst.

Ein Photomultiplier verstarkt das Emissionslicht und wandelt es in elektrische Signale
um, die dann digital in Histogrammen dargestellt werden. Auf diese Weise lassen sich
auch sehr kleine Populationen aus komplexen Mischungen aus Zellen quantifizieren

und charakterisieren (Sack, 2007).
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Zur weiteren und genaueren Analyse ist die Verwendung der sogenannten MFI (Mean
Fluorescence Intensity) von Vorteil. Damit kann unter den Zellen, die fur einen be-
stimmten Rezeptor positiv sind, die Dichte dieses Rezeptors ermittelt werden. Je gro-
Rer die Dichte an Rezeptoren ist, desto hoher ist das Fluoreszenzsignal. Der MFI-Wert
gibt dann die durchschnittliche Leuchtstarke an, wodurch auf die durchschnittliche Ex-

pression des jeweiligen Rezeptors geschlossen werden kann.

3.2.5. Farbung der Zellen fur die Durchflusszytometrie-Analyse

3.2.5.1. Extrazellulare Farbung

Die extrazellulare Farbung wurde fur zwei Experimente verwendet. Fur die Farbung
der murinen IL-21 Rezeptoren wurden 0,5 x 108 Lymphozyten zusammen mit 1 ml
PBS in ein FACS-Rohrchen gegeben. Zur Farbung der Oberflachenantigene der muri-
nen B-Zellen wurden die CD19* Zellen aus der Zellkultur geerntet. Es befanden sich
fur diese Farbung 0,25 x 106 Zellen in den FACS-Rohrchen. Beide Farbeprotokolle
liefen, bis auf die verwendeten Antikorper, in gleichen Schritten ab. Parallel wurde je-
weils ein ungefarbtes FACS-Rohrchen mitgefuhrt, was in der spateren Auswertung als
Negativkontrolle diente. Fur die Differenzierung zwischen lebenden und toten Lympho-
zyten wurde im ersten Schritt Fixable Viability Dye eFluor 780 (100 pl einer 1:1000
Vorverdinnung in PBS) verwendet. Durch diesen Vitalitatsfarbstoff werden tote Zellen
permanent markiert und kdnnen bei der Analyse ausgeschlossen werden. Damit wird
eine exaktere Messung und so eine genauere Ergebnisinterpretation gewahrleistet
(Produktinformation FVD 780; eBioscience). Im Anschluss erfolgte die Blockierung der
unspezifischen Antikdrperbindungen an die Fc-Rezeptoren BD mit Fc Block™ purified
anti-mouse CD16/CD32 mAb (25 pl einer 1:100 Vorverdunnung in FACS). Die Antikor-
per (anti-IL-21R, anti-B220, anti-CD23, anti-CD21/CD35, anti-CD1d, anti-CD19, anti-
CDG69, anti-CD80, antiCD86, anti-MHC-Il) wurden hinzugegeben, sorgfaltig gevortext
und das Probenrohrchen im Kihlschrank 30 Minuten inkubiert. Nach jedem Schritt
wurden die Proben mit 1 ml FACS Puffer gewaschen. Nach dem letztmaligen Wa-
schen wurden die Zellen fur den IL-21R in 250 pl FACS Puffer resuspendiert und stan-

den fur die Messung bereit.
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3.2.5.2. Intrazellulare Farbung

Im Unterschied zur extrazellularen Farbung wurden ca. 108 Zellen murine Splenozyten
in ein Probenréhrchen gegeben. Die Verwendung von Fixable Viability Dye, sowieso
die Blockierung der unspezifischen Bindungen erfolgte entsprechend der extrazellula-
ren Farbung. Als Antikorper wurden anti-CXCR5 und anti-CD4 verwendet, nach des-
sen Auftragen das Probenrohrchen gevortext und ebenfalls 30 min im Kuhlschrank bei
4 °C inkubiert. Es folgte die Fixierung mit BD Fixation und Permeabilization Solution
(50 pl). Nach 20-minutiger Inkubation wurde fur die Permeabilsierung BD Perm/ Wash
Puffer (1 ml) verwendet, bevor der intrazellulare Antikorper (Bcl-6) aufgetragen wurde.
Diese wurden erneut sorgfaltig gevortext. Eine Inkubation von 30 Minuten bei 4 °C
folgte. Im Anschluss wurde die Probe ein letztes Mal in 1 ml FACS gewaschen. Der
Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in 250 yl FACS resuspendiert und die

Probe konnte direkt gemessen werden.

3.2.5.3. Durchflusszytometrie Apoptose-Detektion nach Nicoletti

Bei dieser Methode handelt es sich um Farbungen der DNA einer Zelle mit dem Ziel
der Feststellung der Verringerung des DNA-Anteils eines Zellkerns. Im Falle von
apoptotischen Zellen wird die DNA aus dem Zellkern freigesetzt, weshalb sich der
DNA-Gehalt innerhalb des Kerns verringert. Die Abnahme des DNA-Anteils kann
durch Farbung detektiert werden und somit auf den Vorgang der Apoptose geschlos-
sen werden. Neben der Apoptose kdnnen auch weitere Phasen des Lebenszyklus ei-
ner Zelle (Proliferation: G-Phase und Mitose) auf diese Weise untersucht werden.

Fur die Farbung zur Apoptose-Detektion wurden die murinen CD19* Zellen nach 24 h
geerntet und in ein 5 ml Rundbodenrdhrchen uberfuhrt. Nach einer fuinfminutigen Zent-
rifugation bei 300 x g und 4 °C wurde der Uberstand in Eppendorfgefaie pipettiert und
bei -80 °C eingefroren. Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand erneut vorsichtig entfernt worden war, resus-
pendierte man das Zellpellet in 150 pl Propidiumiodid (PI-Stocklésung 1:40 verdunnt
in hypotonem Lysepuffer mit einer Endkonzentration von 50 pg/ml). Die anschlielRende
Analyse im FACS- Gerat erfolgte innerhalb von 15 min.

-28-



3.2.5.4. Durchflusszytometrie Farbung der humanen Proben

Fur die Farbung der T-Zellen aus den humanen Proben wurden zuerst CD3" Zellen
magnetisch angereichert. Es wurden jeweils 1 x 10° Zellen fiir das Proben- und das
Kontrollréhrchen verwendet. Es wurde analog dem Protokoll der extrazellularen Far-
bung der Mausproben verfahren. Als Antikdrper wurden anti-CD4, anti-CXCRS5, anti-
PD-1 und anti-ICOS verwendet.

3.2.6. Prinzip der magnetischen Zellseparation (MACS)

Bei der magnetischen Zellseparation werden Zellen an magnetische Partikel (Micro-
Beads) gebunden. Die Bindung erfolgt dabei Uber verschiedene Antikorper, mit denen
die MicroBeads gekoppelt sind. Damit wird eine Sortierung einer Zellsuspension an-
hand der Oberflachenmerkmale von Zellen ermdglicht. Durchlauft eine so behandelte
Suspension daraufhin eine von einem starken Magnetfeld umgebene Saule, so ver-
bleiben die magnetisch gebundenen Zellen in der Saule. Zellen, die nach Durchlaufen
der Saule in selbiger verbleiben, bezeichnet man als positive Selektion, wahrend die

aufgefangenen Zellen als negative Selektion bezeichnet werden.

3.2.6.1. CD19" Isolation aus murinen Splenozyten

Nachfolgend werde eine positive Selektion von CD19" Zellen aus Splenozyten be-
trachtet. Alle Schritte wurden unter sterilen Bedingungen und auf Eis durchgefuhrt.

Von den aus der Milz isolierten Zellen wurden 20 x 10° Zellen in ein 15 ml Falcon Uber-
fihrt und fiir 10 min bei 300 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand vor-
sichtig aspiriert und in MACS Puffer (180 pl) resuspendiert. 20 yl der CD19 MicroBe-
ads wurden zugegeben, gut vermischt und fur 15 min im Kdhlschrank bei 4 °C inku-
biert. Wahrend des Waschens mit 2 ml MACS Puffer und erneuter Zentrifugation,
wurde eine MS Saule im MACS Separator positioniert und mit 500 ul Puffer aquilibriert.
Die in 500 ul Puffer resuspendierten Zellen wurden auf die Saule gegeben und mit
3 x 500 yl MACS Puffer gewaschen. Anschliellend wurde die Saule zugig aus dem
Magnetfeld entfernt und auf ein neues 15 ml Tube platziert. Mit Hilfe eines Stempels
und 1 ml MACS Puffer wurden die markierten CD19* Zellen aus der Saule gepresst
und in einem Tube aufgefangen. Die Zellen waren damit fur weiteren Zellkulturexperi-

mente aufbereitet.
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3.2.6.2. Positive CD3" Selektion aus humanen peripheren Blutzellen

Auch bei der CD3*-Isolation aus den humanen isolierten PBMCs handelt es sich um
eine positive Selektion, die ebenfalls unter sterilen Bedingungen und stets auf Eis
durchgefiihrt wurde. Die Anleitung des Herstellers Stemcell™ Technologies wurde bei
der Durchfiihrung befolgt (EasySep™ Human CD3 positive Selection Kit Il, Data
sheet). Die Selektion erfolgte dabei mit dem EasySep’™ Magneten, der ein homogenes
magnetisches Feld in seinem Inneren generiert und ohne den Einsatz von Saulen zum
Separieren von Zellen auskommt (Datasheet EasySep™ Magnet, Stemcell™ Techno-
logies).

15 x 108 Zellen wurden in ein 5 ml Rundbodenréhrchen gegeben und in 1 ml PBS re-
suspendiert. Nach einer Zentrifugation von 5 min bei 300 x g und 4 °C wurde der Uber-
stand verworfen und das Zellpellet blasenfrei in 150 yl MACS Puffer resuspendiert.
Nach Hinzugabe von 15 ul des Human CD3 positiven Selection Cocktail erfolgte eine
Inkubation fur 3 min bei Raumtemperatur. Wahrend der letzten 30 s der Inkubation
wurden die Beads (Dextran Rapid Spheres™ 50100) bereits vorbereitet, indem sie
sorgfaltig gevortext wurden. Anschlieend wurden 9 ul Dextran Rapid Spheres™
50100 zur Probe hinzupipettiert und das Tube leicht geschwenkt. Nach weiteren 3 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben mit 2,326 ml MACS Puffer aufge-
flllt und fir 3 min in den EasySep™ Magneten gestellt. Wahrend dieser Zeit kommt es
zur Bindung der CD3 positiven Zellen an die Beads. Wenn die durch eine kontinuierli-
che Bewegung ungebundene Phase nach 3 min abgegossen wird, verbleiben CD3*
Zellen im ersten Rohrchen und kdnnen in 1 ml PBS resuspendiert, zentrifugiert (5 min
bei 300 x g bei 4 °C) und erneut in 1 ml PBS resuspendiert werden. Nach einer Zell-
zahlung mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer wurden die Zellen einer FACS- Farbung

unterzogen.

3.2.7. Kultivierung und Konservierung der Zellen

3.2.7.1. CD19": Apoptose und Proliferation

Um den Einfluss von IL-21 auf B-Zellen und deren Sensibilitdt gegentuber dem Zytokin
zu untersuchen, wurden 0,25 x 10° der vorher selektierten CD19* Zellen in einer 48-
Well Platte kultiviert. Eine Isolierung dient dem Ausschluss einer moglichen Interaktion

mit anderen Zellen. Als Medium wurde RPMI 1640 komplett (mit 10% FBS und 1%
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PenStrep) verwendet, das pro Mausprobe auf 12 Wells verteilt gegeben wurde. Im
Folgenden wurden LPS (10 pg/ml), anti-IgM (1 pg/ml) und anti-CD40 (1 pg/ml) als je-
weils aktivierende Stimulantien hinzugegeben, wobei alle Stimulantien zusatzlich mit
IL-21 (30 ng/ml) kombiniert wurden. Keine Zugabe von IL-21 diente jeweils als Kon-
trollgruppe fur die drei verschiedenen Stimulantien. Sowohl LPS, als auch anti-IgM
sollten in diesem Experiment eine T-Zell-unabhangige Aktivierung der B-Zellen initiie-
ren. Anti-lgM bindet somit direkt an den BZR (membranverankertes IgM) und aktiviert
die B-Zelle. Fur eine T-Zell-abhangige Aktivierung wurde anti-CD40 verwendet, wel-
ches die Funktion eines CD40L der T-Zellen erfullen sollte. Fur jede Behandlung wurde
eine Doppelbestimmung durchgefuhrt. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation fur 24 h
bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid. Dieser Ansatz wurde sowohl fur die Experimente
der Apoptose und des weiteren Lebenszykluses nach Nicoletti, als auch fur eine Far-
bung der Oberflachenmolekuile der B-Zellen genutzt.

Fir eine Zellproliferation und den Zelltod wurde vor Zugabe der Stimulantien und des
Mediums eine CSFE-Farbung der Zellen durchgefihrt. Diese Markierung von Zellen
dient dazu in der Durchflusszytometrie mehrere Generationen mithilfe von Farb-
stoffverdinnung zurlckverfolgen zu konnen. Aufgrund seiner Lipophilie durchdringt
der CSFE-Farbstoff die Plasmamembran und wird dort durch zelleigene Esterasen ge-
spalten. Durch die Spaltung entsteht bei einer aktivierten Form des Farbstoffs eine
Fluoreszenz, die sich durch eine kovalente Bindung an die Innenzelle anlagert.
Dadurch erreicht die Farbung eine enorme Stabilitat und ist auch noch mehrere Tage
in einem Zellkulturumfeld als Signal nachweisbar.

Bei jeder Zellteilung kommt es zur Halbierung der Farbstoffmenge und dessen Weiter-
gabe an entstandene Tochterzellen. Somit Iasst sich die Proliferation von Zellen bis
etwa zur siebten Generation durch Messungen zurtckverfolgen. Fur besagte Farbung
wurden 4 x 106 CD19* in 2 ml PBS (+ 5 % FBS) resuspendiert. Im nachsten Schritt
wurden 110 yl CSFE (1/50 Verdunnung einer 10 mM Stock Losung CSFE in PBS)
langsam zur Zellsuspension pipettiert, wahrend diese in horizontaler Lage gehalten
wurde, wodurch eine Vermischung beider Flussigkeiten verhindert wurde. Nachdem
die gesamte Menge des CSFE hinzugegeben wurde, drehte man das 15 ml Tube auf
den Kopf und tippte gegen dessen AulRenwand, sodass sich die Flussigkeiten in we-
nigen Augenblicken vermischten. Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fur 5
min und ein zweifacher Waschschritt mit RPMI 1640 Medium. Die so mit CSFE gefarb-

ten Zellen wurden nach dem bereits oben beschriebenen Ansatz auf einer 48-Well

-39 -



Platte ausgesat und fur 48 h bei 37 °C und 5% Kohlenstoffdioxid inkubiert. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurden die Zellen aus den Wells entnommen und in Rundboden-
rohrchen uberfuhrt und fur 5 min bei 300 x g bei 4 °C zentrifugiert. Es folgte das Ver-
werfen des Uberstandes und die Farbung von jeweils 0,2 x 108 Zellen mit Fixable Vi-
abiltiy Dye eFluor 780 (100 pl), indem die Zellen in diesem vorverdunnten Farbstoff
(1:1000 in PBS) resuspendiert wurden. Nach einer Inkubation von 30 min im Kuhl-
schrank bei 4 °C wurde die Farbungsreaktion durch die Hinzugabe von 1ml FACS ab-
gestoppt. Die Probe wurde erneut fiir 5 min bei 300 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und das Zellpelletin 150 pl FACS Puffer resuspendiert. Danach

konnte die Probe direkt im Durchflusszytometer gemessen werden.

3.2.8. Histologische Techniken — Immunhistochemie und Immunzytochemie

Eine weitere Methode zum Nachweis von spezifischen Zellstrukturen ist die Immunflu-
oreszenz. Sie zahlt zum Bereich der Immunhistochemie und beruht auf dem Prinzip
einer Antigen-Antikorperbindung. Die Antikorper werden hierbei mit fluoreszierenden
Farbstoffen markiert und ermoglichen es so deren Zielstrukturen nachzuweisen. Die-
ses Verfahren wird als direkte Immunfluoreszenz (DIF) bezeichnet. Die Antikorper wer-
den zum Beispiel zusammen mit einem biotinylierten Sekundarantikorper auf das Ge-
webe gegeben. Diese zumeist eingesetzte Farbemethode wird als Labelled Streptavi-
din-Biotin-Methode (LSAB) bezeichnet und beruht auf der hohen Affinitat von Strep-
tavidin fur Biotin. Der Streptavidin-Biotin-Enzymkomplex ist nun in der Lage das Chro-
mogen zum Leuchten zu bringen, wobei eine Farbreaktion mit Hilfe eines Fluoreszenz-
mikroskop sichtbar gemacht werden kann. Weiterhin ist es moglich mehrere unter-
schiedliche Antigene in einem Praparat durch verschiedene Farben gleichzeitig darzu-
stellen. Dafur werden Antikdrper mit unterschiedlicher Epitopspezialitat und verschie-

denen Fluorochromen unterschiedlicher Emissionswellenlange verwendet.

3.2.8.1. Einbettung

FUr eine histologische Untersuchung an den Mausen wurden deren Milz und der Thy-
mus verwendet. Die Organe wurden enthommen und an der horizontalen Flache im
Tissue-Tek Medium eingebettet. Anschliel3end wurde das so vorbereitete Material im

flissigen Stickstoff fixiert und bis zum Schneiden der Schnitte bei -80 °C gelagert.
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3.2.8.2. Anfertigung von Gefrierschnitten

Mit Hilfe eines Mikrotoms wurden aus dem gefrorenen Gewebestick 4um dicke
Schnitte angefertigt. Der Objekttrager, auf den die Schnitte gezogen wurden, wurde
vorher gekuhlt. Nachdem die Schnitte getrocknet waren, wurden sie mit eiskaltem Ace-
ton fur 15 min fixiert und erneut 30 min an der Luft getrocknet. Im Anschluss wurden

die fixierten Schnitte in Alufolie gewickelt und bei -20 °C gelagert.

3.2.8.3. Farben

Far Farbungen wurden die Schnitte bei Raumtemperatur aufgetaut. Um eine Sicher-
stellung des Verbleibs von spater aufgetragenen Antikorper-Losungen auf den Objekt-
trager zu gewahrleisten, wurde mit Hilfe eines Dako Pen ein Kreis um den jeweiligen
Gewebeschnitt gezogen. Mit 70 yl PBS (PBS enthalt 3 % BSA=bovines Serumal-
bumin) wurde eine Blockierung fur 30 min bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Da BSA
im Uberschuss vorhanden ist und mit den Nachweisantikrpern um eine unspezifische
Bindung konkurriert, wird eine unspezifische und unerwunschte Bindung seitens der
Nachweisantikorper praktisch verhindert. Im Anschluss daran erfolgte ein dreimal wie-
derholter Waschvorgang mit je 100 ul PBS/FBS. Dazu wurde der Objekttrager in einer
schragen Position gehalten und die Losung so pipettiert, dass der Schnitt von oben
nach unten gespult wurde. Es folgte das Farben mit dem Antikorpercocktail und PNA
(Verdunnung 1:100). PNA lag dabei in der biotinylierten Form vor, um das Optimum
seiner Farbeeigenschaften zu ermoglichen. Gekoppelt war der PNA + Biotin-Komplex
an Alexa Fluor 555.

Fluorochrom Verdiinnung
PD-1 Alexa Fluor 647 1:200
IgD Alexa Fluor 594 1:300
CD4 FITC 1:100
PNA + Biotin Alexa Fluor 555 1:100
Streptavidin Alexa Fluor 350 1:500

Tabelle 2: Substanzen und ihre Fluorochrome fiir die Inmunhistochemie (Quelle: Eigene Dar-
stellung)

Das Endvolumen der Antikorper und PNA betrug 70 pl und wurde auf den Gewebe-
schnitt pipettiert. Ein zweiter Gewebeschnitt, der als Kontrolle dient, wurde mit 70 pl
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PBS/FBS behandelt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation fur 30 min bei Dunkelheit
und Raumtemperatur. Nachdem die Probe erneut gewaschen wurde, wurde 70 ul des
Proteins Streptavidin auf die Proben gegeben. Streptavidin war mit dem Fluorochrom
Alexa Fluor 350 gekoppelt und ging im Folgenden eine starke Bindung mit Biotin ein.
Auch die Verwendung von Streptavidin diente im Folgenden einer verbesserten Sig-
nalstarke und erhohte damit die Empfindlichkeit der Farbung. Nach einer erneuten
lichtgeschutzten Inkubation von 30 min bei Raumtemperatur wurden die Schnitte in
Fluormount G fixiert, mit einem Deckglaschen versehen und waren fur die Mikroskopie

bereit.

3.2.8.4. Mikroskopieren

Unter dem Mikroskop wurde eine visuelle Analyse anhand der Lokalisation und Far-
bintensitat der verwendeten Antikorper vorgenommen. Die erkennbaren Lymphfollikel
wurden nach Verteilung und Anzahl an T- und B-Lymphozyten untersucht. Hierbei
sollte die Qualitat im Vordergrund stehen. Die Quantitat wurde durch die Farbintensitat
analysiert.

Eine Lagerung der Objekttrager kann in staubfreier Umgebung bei Raumtemperatur
stattfinden.

3.3. Immunologische Methoden

3.3.1. ELISAIL-10

Beim ELISA handelt es sich um ein sehr sensitives Nachweisverfahren fur Iosliche
Faktoren. Das zum Beispiel zu untersuchene Zytokin wird zwischen zwei Primaranti-
korpern gebunden und dadurch detektiert. Die Vorgehensweise gab dem Verfahren
auch den Namen “Sandwich”-ELISA. Der Versuch wurde entsprechend der Hersteller-
angaben durchgefuhrt.

Im ersten Schritt wurde der erste Antikorper (Capture Antibody: Mouse IL-10) in einer
Konzentration von 1:120 in PBS gel6st und damit eine 96-Well Platte mit jeweils 100 pl
beschichtet und bei Raumtemperatur Gber Nacht inkubiert. An den aufgetragenen An-

tikorper heftet sich spater das zu messende Antigen.
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Nach der Inkubation wurde die Platte automatisch im Mikroplatten Waschgerat dreimal
mit je 400 uyl Wasch Puffer gewaschen. Im letzten Schritt wurde die Flussigkeit aspiriert
und maogliche andere unspezifische Bindungsstellen mit 200 ul Reagent Diluent blo-
ckiert. Die anschlieRende Inkubation fand ebenfalls bei Raumtemperatur fur 1 Stunde
statt. Nach erneutem dreimaligen Waschen wurden geometrisch verdinnte Standard-
reihe zu je 100 pl von Proben in die Wells gegeben.

Als Proben wurden Zelluberstande verwendet. Diese waren zuvor aus den CD19* Zell-
kulturen (Stimulationsdauer 24 h und 48 h) gewonnen worden und bei -80 °C gelagert.
Die Inkubation der Proben und die in dieser Zeit stattfindende Bindungsreaktion zwi-
schen Antikorper und Antigen lief zwei Stunden und wurden mit dem Waschen been-
det. Ungebundene Bestandteile wurden somit entfernt.

Im Folgenden wurden 100 pl des Detektionsantikorpers (Detection Antibody), der mit
einer Konzentration von 1:60 in Reagent Diluent gelost war, in jedes Well pipettiert. In
der anschlieRenden Inkubation von zwei Stunden bei Raumtemperatur geht auch die-
ser Antikorper eine Bindung mit dem Antigen ein. Um diese spezifische Bindung im
Folgenden auch nachweisen zu kdnnen, bedarf es eines Enzyms, das in der Lage ist,
ein Substrat in ein farbiges Reaktionsprodukt umzusetzen. Weiterhin muss es an den
Detektionsantikorper, genauer gesagt, an das Biotin des Detektionsantikorpers, bin-
den konnen. In diesem Fall wurde das an HRP gebundene Streptavidin (S-HRP=Strep-
tavidin-Meerrettich-Peroxidase) verwendet, das nach erneutem Waschen auf die Plat-
ten (100 ul) gegeben wurde. Eine Inkubation wurde hierfur fir 20 min lichtgeschutzt
und bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

Fir die folgende Zugabe des Substrats A+B (1:1 Gemisch aus H2O2 und Tetramethyl-
benzidin) wurde die Platte durch erneutes Waschen vorbereitet und mit 100 pl Substrat
versehen. Bis zum Einsetzen einer blauen Farbreaktion, die etwa 10 min andauerte,
verblieb das Substrat auf der Platte. Hierbei geht das farblose Tetramethybenzidin
(TMB) mit dem S-HRP eine enzymatische Reaktion ein, wobei das TMB oxidiert und
eine blaue Farbung verursacht.

Gestoppt wird diese Reaktion mit 50 pyl Schwefelsdure (2 N H2SO4) pro Well, wobei
ein gelblicher, stabiler Farbkomplex entsteht, dessen Farbintensitat direkt proportional
zur gebundenen Antigenmenge ist. Im Mikroplattenfluorometer erfolgte die Absorpti-
onsmessung in einem Wellenlangenbereich von 450 nm. Als Referenzwellenlange der

Negativproben diente der Bereich von 550 nm oder 560 nm.
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3.3.2. Immunoassay

Auch einem Immunoassay, der Detektion bestimmter Zytokine oder Immunglobuline,
liegt das Grundprinzip des Nachweises mittels Bindungsreaktionen zugrunde. Wie
beim ELISA handelt es sich dabei um ein sogenanntes “Sandwich”-Verfahren, wobei
das zu messende Analyt zwischen zwei Antikorpern gebunden wird. Im Gegensatz
zum ELISA werden die ersten Antikorper (25 ul Capture Antikérper) an magnetische
Beads geschichtet, die nach 30 s auf dem Vortexer, auf jedes Well einer 96-Well Platte
gegeben und fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert werden. Diese Beads kdnnen
mit verschiedenen Antikorpern beschichtet werden, so dass mehrere verschiedene
Zielstrukturen gleichzeitig detektiert und quantifiziert werden konnen.

Nachdem die Platten gewaschen wurden (100 pyl Wasch Puffer), werden je 50 pl Probe
(25 pl Probe in 25 pl Universal Assay Buffer) oder 50 ul Standard in jedes Well gege-
ben. Als Proben wurden die Uberstéande der fiir 24 h stimulierten B-Zellen genommen,
um die Charakterisierung ihrer Immunglobulin-Profile vorzunehmen. Im Anschluss
folgte das Vermischen auf einem Invertierer bei 500 rpm fur 1 h. Nach erneutem drei-
maligen Waschen werden 25 yl des Detektionsantikorper-Mix (Detection Antibody Di-
luent + Detection Antibody) zugegeben, der mit dem an den ersten Antikorpern gebun-
denen Analyten bei Inkubation (30 min, 500 rpm, Raumtemperatur) das sogenannte
“‘Sandwich” bildet. Die Detektionsantikorper sind biotinyliert und kdnnen nach erneu-
tem Waschen im nachsten Schritt durch einen biotin-affinen Fluoreszenzfarbstoff
(60 pl) markiert werden. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei Raumtemperatur ist
die Platte fur die Messung (Bio- Plex reader, Bio- Rad) vorbereitet.

Zur Auswertung der Daten wurden die Werte, die auRerhalb der Spannweite lagen,
mit Hilfe einer Formel berechnet (LOD/Wurzel2).

Immunglobulin LOD- Wert
IgG1 0,04
IgG2a 0,03
IgG2b 0,03
1gG3 0,14
IgA 0,06
IgE 0,04
IgM 0,16

Tabelle 3: Immunglobuline und LOD-Wert (Quelle: Eigene Darstellung)
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3.3.3. Das Prinzip der Reversen Transkription quantitative PCR (RT-gPCR)

Die PCR ist eine molekularbiologische Methode, bei der die zu untersuchenden Gen-
abschnitte amplifiziert werden und somit kleinste Mengen an DNA nachgewiesen wer-
den konnen. Eine exponentielle Amplifizierung kommt zustande, indem in mehreren
aufeinanderfolgenden gleichartigen Zyklen gewonnene Produkte wieder als Aus-
gangsstoff verwendet werden (Kettenreaktion). Bei der RT-qPCR handelt es sich um
ein spezielles PCR-Verfahren. Hierbei wird ein inaktiver Fluoreszenzfarbstoff einer
PCR zugegeben, dessen Fluoreszenzintensitat proportional zu der Menge des ent-
standenen PCR-Produkts ist und gleichzeitig wahrend der Vervielfaltigungszyklen ge-
messen wird. Somit ist ebenfalls eine quantitative Aussage Uber die vorliegende
Menge an DNA in ,Echtzeit® (real time=RT) maoglich.

Fir unsere Versuche wurde Power SYBR Green als Fluoreszenzmittel verwendet, das
sich in eine kleine Furche einer Doppelstrang-DNA lagert und nun aktiviert ist. Da sich
der Fluoreszenzfarbstoff zudem aber auch an unspezifische DNA-Produkte anlagert,
ist eine Kontrolle der spezifischen Schmelzkurve notwendig. Zur Erzeugung der
Schmelzkurve erhoht der Cycler die Temperatur kontinuierlich. Gleichzeitig wird die
Fluoreszenz gemessen. Wird die Schmelztemperatur des hergestellten PCR-Produkts
uberschritten, wird Power SYBR Green freigesetzt und das Fluoreszenzsignal fallt ab.
Eine Erweiterung zur ursprunglichen PCR stellt der Schritt der reversen Transkription
dar, der der eigentlichen PCR vorgeschaltet wird. Bei diesem Schritt wird die RNA mit
Hilfe eines Enzyms (reverse Transkriptase) in cDNA Ubersetzt. Das sogenannte
cDNA-Template stellt im Folgenden das Material fur die qPCR dar. Dadurch wurde es
ermoglicht, durch Umschreibung von mRNA in cDNA, erstere zu quantifizieren.

Fir eine relative Quantifizierung wird ein endogenes Referenzgen (housekeeping
gene) verwendet, welches in seiner Expression unter den hier verwendeten Bedingun-
gen stabil ist und somit Schwankungen der eingesetzten DNA-Menge ausgleichen
kann. In diesem Fall wurde beta-actin verwendet, welches in der Arbeitsgruppe bereits
etabliert war. Des Weiteren wurde der “cycle threshold” (C+-Wert, dt. Schwellenwert-
Zyklus) ermittelt, der den Zeitpunkt angibt, an dem das Fluoreszenzsignal einen be-
stimmten Schwellenwert Ubersteigt. Aus der Differenz (ACt), die sich aus dem C+-Wert
von beta-actin und dem Ci-Wert von IL-10 ergibt, lasst sich letztendlich die relative
Menge an DNA errechnen (2-24¢t Livak & Schmittgen, 2001)
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3.3.3.1. Isolierung der RNA

Fir die Untersuchung der Level an IL-10 mRNA wurden die Ubersténde aus den 48 h
Zellkulturen der zuvor CD19" isolierten Lymphozyten genommen. Diese sogenannte
mMRNA ist dabei als eine Kopie des auf der DNA vorliegenden Gens von IL-10 anzuse-
hen. Methodisch wurde, entsprechend den vorherigen Arbeiten, vorgegangen (Doster
et al., 2016; Helene Packhauser et al., 2017).

Die Isolation der RNA erfolgte mit Hilfe von TriFast. Nachdem die Zelluberstande ab-
pipettiert worden waren, wurden 250 ul TriFast pro Well auf den Zellrasen gegeben,
das fur funf Minuten einwirkte. Das im TriFast enthaltene Guanidinisothiocyanat und
Phenol bewirken unter anderem durch eine pH-Wert Absenkung eine Denaturierung
der Proteine und fuhrt zu einer Lyse der Zellwande. Im Anschluss an eine grundliche
Resuspendierung wurde das Gemisch in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} pipettiert und im
Gefrierschrank bei -80 °C gelagert.

Das Material wurde zur weiteren Verarbeitung spater bei Raumtemperatur aufgetaut
und mit 50 pl Chloroform pro Reaktionsgefal} versetzt. Im Vortex-Mixer wurde das Zell-
material mit dem Chloroform grundlich suspendiert, wodurch eine Phasenbildung er-
moglicht wird. Es folgte die Inkubation bei Raumtemperatur fur 5 min und eine Zentri-
fugation fur 5 min bei 4 °C und 12000 x g. Das Ergebnis dieser Bearbeitung ist eine
aus drei Phasen bestehende Probe, wobei die RNA in der oberen wassrigen Phase zu
finden ist, die vorsichtig mit der Pipette (100 pl) abpipettiert und in ein neues 2 ml Re-
aktionsgefald Uberfuhrt wurde. Unter Zugabe von 125 pl Isopropanol und nach einem
vorsichtigen Mischen, indem man die Probe mehrfach Uber Kopf schwenkte, erfolgte
eine weitere Inkubationszeit fur 10 min bei Raumtemperatur mit anschlieRender Zent-
rifugation fur 5 min bei 4 °C und 12000 x g, womit die Ausfallung der RNA bewirkt wird.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet zweimal mit 250 pl
Ethanol gewaschen.

Nach nochmaliger Zentrifugation bei 8000 x g fiir 5 min wurde der Uberstand erneut
verworfen, das Zellpellet getrocknet und in 7 yl dd H20 geldst. Zur Verbesserung der
Loslichkeit wurde eine 10-minudtige Inkubation bei 60 °C im Thermomixer durchgefuhrt.
Im Anschluss wurden die Proben sofort auf Eis gekuhlt und bis zur Weiterverarbeitung
wieder bei -80 °C gelagert. Die Konzentrationsbestimmung der RNA in den Proben

wurde mit jeweils 1 pl Probenvolumen im NanoPhotometer Pearl durchgefuhrt.
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3.3.3.2. Reverse Transkription

In diesem Schritt wird mit Hilfe der reversen Transkriptase aus der RNA-Matrize ein
cDNA-Strang synthetisiert. Neben der reversen Transkriptase kommen eine Reihe
weiterer Reagenzien zum Einsatz, die in einem Master-Mix zusammengefugt und zu
je 16 pl in PCR-Tubes vorgelegt werden: ein geeigneter Puffer fur die Reaktion (RT
Puffer), Startermolekule (Random Primer), desoxy- Ribonukleosidtriphosphate (ANTP)

und einen RNase-Inhibitor zum Schutz der RNA vor Ribonukleasen.

Reagenzien Menge in pl pro Reaktion
10 x RT Puffer 2

25 xd NTP’s 0,8

Random Primers 2

RNase Inhibitor 1

Multi Scribe 50 U/pl 1

dd H20 9,2

Tabelle 4: Master-Mix fiir Reverse Transkription (Quelle: Eigene Darstellung)

Zu den 16 pl Master-Mix wurden 4 ul der RNA gegeben. Im Thermocycler lief anschlie-
Rend die Reaktion nach festgelegtem Programm ab. Zu Beginn erfolgt eine Inkubation
fur zehn Minuten bei 25 °C, wahrend der sich der Primer an das 3" Ende der RNA-
Strange anlagert. Die Anlagerung erfolgt dabei zufallig und dient als Startpunkt fur die
reverse Transkriptase, die im Folgenden als RNA-abhangige DNA-Polymerase die
dNTP’s an den RNA-Strang anlagert und somit einen RNA-DNA-Hybridstrang bildet.
Der RNA-Anteil dieses Stranges wird durch die RNase-Doméane der Polymerase ver-
daut, die weiterhin durch ihre Funktion als DNA-abhangige DNA-Polymerase in der
Lage ist einen komplementaren DNA-Strang zu generieren (120 min bei 37 °C). Durch
kurzzeitiges Erhitzen auf 85 °C werden die Doppelstrange in DNA-Einzelstrange ge-
trennt und verbleiben so bis zum Ende der Reaktion bei 4 °C. Im letzten Schritt wird
zu jeder Probe 70 ul dd H20 gegeben. Zur Aufbewahrung werden die so bearbeiteten
Proben bei -20 °C gelagert.
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3.3.3.3. Primer

FUr den speziell ausgewahlten Primer ist der IL-10 kodierende Gen //10-Abschnitt das
Zielgen. Actb (beta-actin kodierendes Gen) fungierte als Kontrollgen (housekeeping
gene), das die Eigenschaft besitzt unabhangig vom Zelltyp und aufieren Einflussen
exprimiert zu werden. Auf die Werte von Actb konnte //10 normiert und somit analysiert
werden.

Actb forward:

3" TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC 5’

Actb reverseruckwarts:

3" TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCC 5°

1110 forward:

3" GAAGACCCTCAGGATGCGG 5°

1110 reverse

3" CCTGCTCCACTGCCTTGC 5°

Die Primer wurden von der Firma Thermo Fisher Scientific (UK) geliefert.

3.3.3.4. Quantitative PCR

FUr jedes Primer-Paar, das durch Verdunnen (1,2 pl Primer + 47,6 yl dd H20) auf eine

Endkonzentration von 6 uM eingestellt wurde, wurde wie folgt ein Master-Mix herge-

stellt:
Reagenzien pl pro Reaktion
Power SYBR Green 5
dd H20 1
Primer 1 (je 0,5 pl des forward und reverse)

Tabelle 5: Master-Mix fiir Primer (Quelle: Eigene Darstellung)

Jeweils 7 pl Master-Mix wurden pro Well einer 96-Well-PCR-Platte pipettiert. Jede
cDNA Probe wurde in 40 pl dd H20 resuspendiert und darin gelost. Von der gelosten
cDNA wurden 3 pl in jedes Well gegeben und sorgfaltig gemischt. Um eine Kontami-
nation auszuschliellen, wurden zusatzlich 6 Wells mit Master-Mix inkubiert und an-
stelle der Primer 3 pl dd H20 hinzugegeben (NTC). Im Anschluss wurde die Platte mit

einer speziellen optischen Folie verschlossen um eine Verdunstung wahrend der rt
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PCR zu verhindern. Damit sich das Material vollstandig in einem Reaktionsansatz
sammeln kann, wurde die Platte mit einer Folie bedeckt und kurz bis 300 x g zentrifu-
giert.

Mit einem Thermocycler (7300 Real-time PCR System) wurde die PCR initiiert. Das
Programm umfasst eine zweiminutige Vorinkubation bei 50 °C des Ansatzes mit einer
sich anschlieRenden Denaturierungsphase fur 10 min bei 95 °C, in der sich die DNA-
Strange trennen und die DNA-Polymerase aktiviert wird. Nach anschlieRendem kurz-
zeitigen Erhitzen (15 s) auf 95 °C wird auf 60 °C fur eine Minute abgekuhlt. In dieser
Zeitspanne lagern sich die Primer an die Matrize (Annealing) und die DNA-Polymerase
beginnt mit der Synthetisierung des komplementaren Stranges (Elongation). Am Ende
der Elongation-Phase, die das Ende eines Zykluses darstellt, folgen 39 Wiederholun-
gen des soeben beschriebenen Programms und es wurde der jeweils zugehorige Ct-

Wert gemessen.

3.4. Statistische Auswertung

Die Messdaten aus der Behandlung mit IL-21 wurden als normalisierte Prozente an-
gegeben. Eine Normalisierung erfolgte dabei bezuglich des Mittelwerts der entspre-
chenden unbehandelten Kontrollgruppen. Die statistische Auswertung hinsichtlich der
Mittelwertdifferenz aus Behandlungs- und Kontrollgruppe erfolgte mittels Student’s t-
Test. Zur Prufung der hierfur notwendigen Voraussetzung von normal verteilten Mess-
werten wurde unter Berucksichtigung der Einhaltung eines vorgegebenen Signifikanz-
niveaus bei multiplen Testen der D’Agostino und Pearson Omnibus Normalitatstest
verwendet. Mit dem Kruskal-Wallis Test und Dunnett’s Post-hoc-Test ist die Auswer-
tung der MFI Messdaten der IL-21R Expression und Tfh Zellanzahlen in Mausen
durchgefuhrt worden. Die Messdaten aus dem humanen Experiment wurden einer A-
NOVA unterzogen. Auch in diesem Fall folgte als weitere Auswertung der Dunnett’s
Post-hoc-Test, um signifikante Parameterunterschiede hinsichtlich der verschiedenen
Behandlungsgruppen auch den betreffenden Gruppen zuordnen zu konnen. Signifi-
kanzen bezlglich ausgewahlter Parameter hinsichtlich einzelner Gruppen sind durch
Sternchen gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4. Materialien

4.1. Gerate

Gerate

Geratetyp

Firma

Analysewaage
Autoklav

Automatischer Flo-
ckeneisbereiter

CO2 Inkubator
Kryotom

Durchflusszytome-
ter

EasySep™ Magnet

Elektrophorese-
Netzgerat

Fluoreszenz-Mikro-
titerplatten-Leser

Handdispenser

Inkubationsbad

Kuhlsystem

4°C

-20°C
-80 °C

Magnet- Separator

Mehrkanalpipette
10- 100 pl

Mikroplatten
Waschgerat

Mikroskop

PCR

MC1 Analytic, C 210P
VX-150
RF0399A

MCO-18 AIC (UV)
CM 3050 S 1-1-1
BD FACSCantoTM

18000

PowerPac Basic

FLUOstar Optima

Multipipette®plus

Inkubations- /Inaktivie-
rungsbad 1003

SN-ST 26186MDF-
U333MDF-U53V

Octo MACS
130-042-108

Research plus

Asys Atlantis

Nikon TMS (Lichtmikro-
skop)

BZ-9000, BIOREVO (Fluo-

reszenz-Mikroskop)
7300 Real-Time
PCR System

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland
Systec GmbH, Linden, Deutschland

Manitowoc, Bergneustadt, Deutschland

Sanyo, Moriguchi, Japan
Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Stemcell™ Technologies, Koln, Deutschland

bio-rad, Hercules, USA
BMG LABTECH, Ortenberg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
GFL, Burgwedel, Deutschland

Liebherr-International Deutschland GmbH, Bi-
berach an der Ri}, Deutschland

Sanyo, Moriguchi, Japan

Sanyo, Moriguchi, Japan Air Liquide, Diissel-
dorf, Deutschland

Miltenyi Biotec

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Biochrom Asys, Salzburg, Osterreich

Nikon Instruments, Disseldorf,

Deutschland, KEYENCE DEUTSCHLAND
GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland

Applied Biosystems/ Life Technologies, Carls-
bad, USA
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Personal Computer

Pipetten

10 pl, 20 pl, 100 pl,
200 pl, 1000 pl,
5000 pl

10 pl, 20 pl, 100 pl,

200 pl, 1000 pl
Pipettierhilfe

Schiittelinkubator

Sicherheitswerk-
bank

Stoppuhr
NanoPhotometer

PEARL

Thermocycler

Thermomixer

Tischabzug

Vakuumpumpe

Vortex- Reagenz-
glasmischer

Waage

Wasserbad

Warmeplatte

Zahlkammer

Zentrifuge

EliteDesk 800 GI USDT

Research plus

accu-jet®pro

Polymax 1040
KS-15 CONTROL

HERAsafe KS9
S@FEFLOW1.2
SKT338N
NanoPhotometer™
Pearl 61010-1

PegSTAR 96X Universal
Gradient

Thermomixer 5437

Scala Typ 1200

MP86

Vortex Mixer, neoLab 7-
2020 Analog Vortex Mixer

Analytical AC 210P
Typ 1003, Nr. 11513309K

Modell H1 1220,
042321474

Neubauer Zahlkammer

Centrifuge 5810 R Centri-
fuge 5415 R Rotilabo®-

Mini-Zentrifuge

HP Inc, Palo Alto, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

BRAND GMBH und CO KG, Wertheim,
Deutschland

BRAND GMBH und CO KG, Wertheim,
Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland Edmund Biihler
GmbH, Hechingen, Deutschland

Thermo Electron Corperation, Waltham, USA
Bio air Instruments srl, Siziano, Italien

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

IMPLEN, Mdnchen, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

WALDNER Laboreinrichtungen GmbH & Co.
KG, Wangen, Deutschland

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

neolLab, Heidelberg, Deutschland VWR Inter-
national GmbH, Darmstadt, Deutschland

Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Gesellschatft fur Labortechnik mbH, Burgwe-
del, Deutschland

Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland

LO - Laboroptik, Lancing, England

Eppendorf, Hamburg, Deutschland Eppendorf,
Hamburg, Deutschland Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
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4.2. Verbrauchsmaterialien und Einmalartikel

Produkt Artikelnummer Artikelbezeichnung Hersteller
Alufolie 0,3mx 150 m, 11um
Abdeckfolie 100-SEAL-PLT SealPlate®: Excel Scientific,
fiir ELISA (Non-sterile) Victorville, USA
fir PCR 676 070 VIEWSEAL ABDECK-  Greiner Bio-One GmbH, Fri-
FOLIE, TRANSPA- ckenhausen, Deutschland
RENT
Aufbewahrungs- neolLab,
rack 2-2603 Heidelberg, Deutschland neo-
fir PCR-Tubes Lab,
22604 Heidelberg, Deutschland
und -Strips
Dako Cytomation S2002 Agilent, Santa Clara, USA
Pen
Deckglaser L 189.1 20 x 26 Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land
ELISA DY990 Clear Microplate R&D Systems,
Mikroplatte Minneapolis, USA
Einwegskalpell 200130010 FEATHER®, Osaka, Japan
FACS-Roéhrchen 55.1579 Roéhre 5ml, 75%x12mm,  Sarstedt,
PS Nurnbrecht, Deutschland
Zentrifugenréhr-
chen R
62.554.502 Rohre 15ml, Sarstedt,
15 ml, 120x17mm, PP Nurnbrecht, Deutschland
Réhre 50ml,
62.547.254 114%28mm, PP
50 mi
Flussigkeitsreser-  E830.1 Rotilabo Flussikeits-re- Carl Roth,
vorr servoir, PVC Karlsruhe, Deutschland
Hamozytometer BAA-26402223 Armin Baack,
Deckglas Schwerin, Deutschland
Handschuhe 0923.1 Cryo-Gloves®, Tempshield,
Grofde : S Mount Desert, USA (Bezug:
Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland)
Handtuchpapier HE 5402 Zick-Zack Handtlicher  Heemann OHG,

Falkensee, Deutschland
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Indikatorband

Micro-Fine™ innen
sterile Insulinsprit-
zen

Klebeband

Kryo-Aufbewah-
rungsboxen
Labor- und
Hygienetlcher
Laborglasflaschen
50 ml

100 ml

250 ml

2000 ml

MACS Separation
Columns

LD
MS

Messzylinder
100 ml
500 ml

Cell Strainer

40um Nylon (Sieb)

Mehrkanalpipetten

Parafilm

PCR Streifen

PCR-Platte

Pinzette

Pipettenspitzen

8221.1

324827

C6001210

2-2700

16515-00

21801175
21801245
21801365
21801635

120-000-497

130-042-201

21396 24
K851.1

REF 352340

613-3704 VWR

PM-996

710980

710880

91401-14

Indikatorband flr
Dampfsterilisation

0,33 mm % 12,7 mm,
1 mi

Scotch® Crystal Clear

mit Deckel

zetBox©

Rotilabo®-Messzylin-
der aus PP

30-300ul

8er-SoftStrips® mit
Single Cap, 0.2 ml,
farblos

96 Well Polypropylen
Microplatten, farblos

Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

3M Deutschland GmbH,
Neuss, Deutschland

neolab,
Heidelberg, Deutschland

ZVG Zellstoff-Vertriebs GmbH,
Troisdorf, Deutschland

DURAN Group GmbH, Wert-
heim/Mai,

Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Ber-
gisch Gladbach, Deutschland

DURAN Group GmbH, Wert-
heim/Mai,

Deutschland Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland

Falcon® Corning B.V. Life Sci-
ences, Amsterdam, Nieder-
lande

v.B

Pechiney Plastic Packaging,
Chicago, USA

Biozym Scientific GmbH, Hes-
sisch Oldendorf,

Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hes-
sisch Oldendorf,

Deutschland

Fine Science Tools, Heidel-
berg, Deutschland

Biozym Scientific,
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10 yl ohne Filter

200 yl ohne Filter
Pipettenspitzen

5000 ul ohne Filter

Direktverdranger-
spitzen, unsteril

1ml

25ml

5ml

10 ml
Reaktionsgefalle

1,5 ml

2 ml

Schere

Serologische
Pipetten

5ml

10 ml

25 ml
Taschenrechner

Tischstander fir
Vernichtungsbeu-
tel

Transferpipette

Untersuchungs-
handschuhe

720011 Micro Tips

Premium
70.760.002
0030.000.978

Combitips® plus
0030069.234

Combitips® plus
022266306

Combitips® plus
022266403

Combitips® plus
022266501
72.690.001

0030 123.344

91460-11
86.1253.001
86.1254.001
86.1685.001
Modell: KF01605
951.297
86.1171
9421509 Peha-soft®
50706 Sterling Nitrile,
puderfrei
700112 Nitra-Tex®

Hessisch Oldendorf,

Deutschland Sarstedt, Nirn-
brecht, Deutschland

Eppendor,

Hamburg, Deutschland

Sarstedt,
Ndrnbrecht, Deutschland

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Fine Science Tools, Heidel-
berg, Deutschland

Sarstedt,

Nurnbrecht, Deutschland

Q-CONNECT, Gent,Belgien
Sarstedt,

Nurnbrecht, Deutschland

Sarstedt,
Ndrnbrecht, Deutschland
Paul Hartmann AG,

Heidenheim, Deutschland Kim-
berly-Clark Professional,
Roswell, USA

Ansell, Melbourne,

Australien
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Vernichtungsbeu-
tel

Zahlkammer

Zellkulturplatte

48-Well Mikrotiter-
platte

48-Well Mikrotiter-

861.197

677180

83.3923.500

platte

Neubauer Zahl-kam-
mer

F26 MicroWell™ Plate

TC-Platte 48 Well,
Suspension, steril

Sarstedt,

Nirnbrecht, Deutschland
LO - Laboroptik,
Lancing, England

Greiner Bio-One GmbH, Fri-
ckenhausen,

Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutsch-
land

4.3. Chemikalien, Reagenzien, Stimulanzien

Artikel- Produktangaben Hersteller
nummer

Aceton, eisgekuhlt CP40.2 Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland

BD Cytofix/ Cytoperm 554714 BD Bioscience, Franklin
Lakes, USA

BD FACS Flow Sheath 342003 BD Bioscience, Franklin

Fluid Lakes, USA

BD FACS Clean Solution 340345 BD Bioscience, Franklin
Lakes, USA

BD FACS Shutdown So- 334224 BD Bioscience, Franklin

lution Lakes, USA

BD Perm/ Wash buffer 554723 BD Bioscience, Franklin

10x Lakes, USA

BD PhosflowTM Perm/ 55-7885 BD Bioscience, Franklin

Wash buffer | 10x Lakes, USA

BD anti-mouse, anti-rat 552843 BD Bioscience, Franklin

CompBeads 550844 Lakes, USA

BSA bovines Serumal- A7030 lyophilisiertes Puder, = 98% Sigma-Aldrich, St. Louis,

bumin USA

CFSE 65-0850-84 10mM ThermoFisher Scientific,
Dreieich, Deutschland

Chloroform/ Trichlorme- 3313.2 ROTIPURAN ® >=99%, p.a. Carl Roth, Karlsruhe,

than

Deutschland
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Ethanol 96%

Ethanol

Fetales Bovines Serum
(FBS)

Ficoll/ Lymphoprep R
1,077 g/mi

Fixable Viability Dye e-
Fluor 780

Fluoprep

Isopropanol

LPS B4:0111

Phosphatgepufferte phy-
siologische KochsalzIo-
sung (PBS, steril)

PBS Trockensubstanz

Penicillin/ Streptomycin

PMA (Phorbol- Myristat-
Acetat)

Power SYBR Green
PCR Master Mix

RPMI 1640

Schwefelsaure

Streptavidin- Meerrettich-
Peroxidase

Subastrat

Reagent Pack

9065.3

P30-3306

7861

65-0865-14

75521

1.136.100

L3012-5mg

L1825

L 182-50

P06-07100
524400-

1MG
4309155

P04-16500

17025

DY998

DY999

vergallt mit Mercaptoethanol

ROTIPURAN ® 299,8%, p.a.

Aus Argentinien, Slidamerika

6 x 500ml

2-Propanol, chemsolute® ,
mind. 99,7%

Stock: 1mg/ml
Aus E.Coli

[-] Calcium,

[-] Magnesium,

niedriger Endotoxingehalt
[-] Calcium,

[-] Magnesium

100 ml

SYBR Green 1 Farbstoff,
AmpliTaqg GOLD ®

DNA Polymerase, dNTPs mit
dUTP, passive Referenz, Puf-
ferkomponenten

96%

Color Reagent A (Wasser-

Universitatsapotheke der
Ernst-Moritz-Arndt-Uni-
versitat Greifswald

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Pan Biotech, Aidenbach,
Deutschland

Stemcell Technologies,
Kéln, Deutschland

ebioscience affymetrix

Biomerieux, Nurtingen,
Deutschland

Th. Geyer GmbH & Co.
KG, Renningen, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Munich, Ger-
many)

Biochrome AG, Berlin,
Deutschland

Biochrome AG, Berlin,
Deutschland

Pan Biotech, Aidenbach,
Deutschland

Merck Millipore Billerica,
MA, USA

Applied Biosystems/ Life
Technologies, Carlsbad,
USA

Pan Biotech, Aidenbach,
Deutschland

Fluka Analytical/Sigma-
Aldrich, St- Louis, USA

R&D Systems, Minnea-
polis, USA

R&D Systems, Minnea-

stoffperoxid), Color Reagent B polis, USA

(Tetramethylbenzidine)
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Tissue- Tek O.C.T Com- 545432454 Sakura Finetek, Staufen,

pound 4583 Deutschland

TriFast peqGOLD 30-2020 PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland

Triton-X-100 X100-1L Merck Millipore Billerica,
MA, USA

4.4. Medien, Puffer und Losungen

Losung Zusammensetzung
MACS- Puffer 0,5% BSA
0,4% 0,5 M EDTA in PBS
PBS- Puffer Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
FACS- Puffer 2% FCS in PBS
RPMI- Medium komplett 10% deplettiertes FBS

1% Pen/Strep

89% RPMI 1614
Lysis- Puffer 0,89% NHA4CI

0,1% KHCO3

0,003% 0,5 M EDTA

1x Lysis-Puffer 9 ml ddH20 + 1 ml 10% Lyse= 10 ml 1x Lyse
Propidiumiodid Stocklésung 2 mg/ml in PBS (aliquotiert bei 4 °C)
hypotone Lysepuffer 0,1% Natriumcitrat

0,1% Triton-X-100

in 200 ml ddH20

(in 50 ml-Aliquots bei -20 °C)
Reagent Diluent 1% BSA in PBS

R&D Systems
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4.5. Antikorper

Epitop

Hl pro
Probe

Markie-
rung

Klon

Firma

Artikelnummer

primare mouse anti-mouse Antikorper fur extrazellulare Farbung

Fc Block™ purified
anti-mouse
CD16/CD32 mAb

CXCR5

CD4

IL-21 Rezeptor

B220

CD23

CD21/CD35

CD1d

CD19

CD69

CD80

CD86

MHC2

25

0,5

0,125

0,0625

0,125

0,0625

0,0625

0,25

0,03125

0,25

0,0625

2,5

25

APC

FITC

PE

Alexa
Fluor
647

PE- Cy7
FITC
PerCP-
Cy5.5

PE- Cy7

PerCP-
Cy5.5

FITC

PE

APC

2.4G2

2G8

rat
RM4-4
mhalx21

rat

RA3-6B2

rat

B3B4
rat

7G8

rat

1B1

rat

1D3

hamster

H1.2F3

hamster

16-10A1

BD

Biosciences
Franklin Lakes, USA
BD Biosciences
Franklin Lakes, USA
BD Biosciences
Franklin Lakes, USA
BD Bioscience
Franklin Lakes, USA
BD Biosciences

Franklin Lakes, USA

BD Biosciences
Franklin Lakes, USA
BD Biosciences
Franklin Lakes, USA
BD Biosciences
Franklin Lakes, USA
BD Biosciences
Franklin Lakes, USA
BD Biosciences

Franklin Lakes, USA

BD Biosciences

Franklin Lakes, USA

miltenyi biotec

GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutsch-
land

miltenyi biotec

553142

560615

553055

558607

557683

562825

553818

562713

552854

BD Biosciences

Franklin Lakes,
USA

551113
BD Biosciences

Franklin Lakes,

USA
553768
130-102-604

130-107-942
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GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutsch-
land

primare mouse anti-human Antikorper fiir extrazellulare Farbung

CD4 2,5 PE- Cy7 SK3 mouse
CXCR5 2,5 BB515 RF8B2 rat
PD-1 2,5 Alexa EH12.1
Fluor
647
ICOS 2,5 PerCP-  DX29
Cy5.5 mouse

primare mouse Antikorper fiir intrazellulare Farbung

Bcl-6 0,5 PE K112-91

primare mouse Antikorper fiir Stimulation von B-Zellen

CD40 3/23 Rat

IgM Functional
grade puri-
fied

IL-21 rekombinant
mouse

Antikorper flr die Immunfluoreszenzfarbung: primar

PD-1 Alexa 11-26¢.2a
Fluor
647

IgD Alexa 11-26¢.2a
Fluor
594

CD4 FITC Rat RM4-4

RM4-4

weitere Proteine fiir die Immunfluoreszenzfarbung

Alexa
Fluor
350

Streptavidin

BD Biosciences
Franklin Lakes, USA
BD Biosciences
Franklin Lakes, USA
BD Biosciences

Franklin Lakes, USA

BD Biosciences

Franklin Lakes, USA

BD Biosciences

Franklin Lakes, USA

BD Biosciences
Franklin Lakes, USA
BD Biosciences

Franklin Lakes, USA

BioLegend,

Koblenz, Deutsch-
land

Cell Signaling Tech-
nology, Frankfurt,
Deutschland

BioLegend,

Koblenz, Deutsch-
land

BD Biosciences

Franklin Lakes, USA

ThermoFisher Sci-
entific, Dreieich,
Deutschland

557852

564624

560838

562833

561522

555587

16-5092-85

574502

86163S

405740

553055

S-11249
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PNA + Biotin Alexa Fluka Analyti- L6135-5MG
Fluor cal/Sigma-Aldrich,
555 St- Louis, USA
4.6. Kits
Kit Artikel- Inhalt Hersteller
nummer

CD19 mouse Micro- 130-052- Miltenyi Biotec

Beads 201 GmbH, Teterow,
Germany

ELISA Kit fir IL-10 DY 417-05 R&D DuoSet ELISA
Development Sys-
tem

ProcartaPlex EPX070- eBioscience affy-

Mouse Antibody 20815-901 metrix, Darmstadt,

Isotyping Panel 7- Deutschland

Plex

High Capacity 4374966 10x RT Random Primers, 10x RT Applied Biosystems/

cDNA Reverse Buffer, ANTP Mix (100 mM), RNase In-  Life Technologies,

Transcription Kit hibitor (2000 U, 20 U/ul), MultiScripe™ Carlsbad, USA

MuLV reverse transcriptase (50 U/ul)
EasySep™ Human  #17851 Stemcell™ Technol-

CD3 positiv Selec-
tion Kit 11

ogies, Kaln,
Deutschland

4.7. Software
Software Beschreibung Hersteller
FlowJo V10 FlowJo, Ashland, Oregon
GraphPad Prism 5 Windows GraphPad, Kalifornien, USA
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5. Ergebnisse

5.1. Der Einfluss von IL-21 auf die Viabilitat der B-Lymphozyten

5.1.1. Lebenszyklus der B-Zellen

Zunachst wird der Einfluss von IL-21 auf den Lebenszyklus der B-Zellen untersucht
werden. In Abhangigkeit von stimulierenden und kostimulierenden Faktoren ist be-
kannt, dass IL-21 den Eintritt in die Apoptose bei B-Zellen bedingen kann (Jin et al.,
2004). Dabei sollen eventuelle Unterschiede zwischen den nicht-schwangeren (NPM=
non pregnant mice) und schwangeren CBA/J Mausen festgestellt werden. Die Gruppe
der schwangeren CBA/J Mause wurde weiter differenziert: in die Gruppe mit erfolgrei-
chen (GPOM=good pregnancy outcome mice) und in die Gruppe mit komplikationsrei-

chen (PPOM=poor pregnancy outcome mice) Schwangerschaften.

Die Stimulation mit IL-21 zeigte sowohl in Kombination mit LPS als auch in Kombina-
tion mit anti-CD40 nach 24h in keiner der drei Mausgruppen, im Vergleich zur Kontroll-
gruppe, einen Einfluss auf die Proliferation der B-Zellen. Bei der Stimulation mit anti-
IgM fuhrte IL-21 bei den GPOM und vor allem bei den PPOM zu einer signifikanten
Verringerung der Zellen, die sich in der G2- und Mitose-Phase befanden (68,15 + 10,19
% far GPOM und 60,66 £ 6,420 % fur PPOM) (Abb. 1B).
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Abbildung 1: IL-21 beeinflusst den IgM-vermittelten Eintritt von CD19+-Zellen in die G2/S+M
Phase. Es wurden CD19* Splenozyten von schwangeren und nicht schwangeren CBA/2J (H2¥) Weib-
chen isoliert und fur 24 h kultiviert. Als Stimulantien dienten LPS, anti-CD40 oder anti-IgM, jeweils mit
und ohne (Kontrolle) IL-21. Das Histogramm spiegelt reprasentative Plots fiir die Farbung mit Propidi-
umiodid wider. Es ist die gesamte Zellpopulation dargestellt, wobei nach den Zellen gegatet wurde, die
sich in der G2/S+M Phase befinden. Die Zahlen beziehen sich auf den Anteil der durch das Gate ein-
bezogenen Zellen in Bezug auf die Gesamtpopulation. Die Behandlung mit IL-21 ist durch die schwar-
zen Linien gekennzeichnet und die grau ausgefiillten Bereiche reprasentieren die unbehandelten Kon-
trollen. Die Balken stellen den zu den entsprechenden Kontrollen normalisierten Prozentteil an Zellen
dar, die sich in den Phasen G2/S+M befinden. Die weilRen, hellgrauen und dunkelgrauen Balken stehen
fur die NPM, GPOM, PPOM. n = 5, t-Test, *p<0,05; ***p<0,001. NPM: non pregnant mice, GPOM: good
pregnancy outcome mice, PPOM: poor pregnancy outcome mice.
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5.1.2. Proliferation der B-Zellen

Mit dem folgenden Experiment sollte die Proliferation der B-Zellen innerhalb ihres Zell-
zyklus unter dem Einfluss von IL-21 naher charakterisiert werden.

Die Zellen der PPOM zeigten eine leichte Reduktion an Proliferation, nachdem sie fur
48 h mit LPS stimuliert worden waren (92,31 + 13,34 %) (Abb. 2B). Bei den verblei-
benden Mausgruppen und auch bei den mit anti-CD40 stimulierten Zellen konnten
keine signifikanten Veranderungen im Verhalten zu den von IL-21 unbeeinflussten Zel-
len beobachtet werden.

Den grofdten Einfluss auf die Zellproliferation hatte IL-21 auf die mit anti-lgM behan-
delten Zellen. Hier kam es zu einer signifikanten Steigerung an Proliferation bei den
PPOM (224 + 21,24 %) (Abb. 2B).

-55-



2A

LPS CD40 igM

s
o
o
)
A o RS J
=
o
o
o
AN J
CFSE
2B
CFSE Farbung
150 = exq 150 = 400 = .
I I 300
100 = 100 = . . ..
g 200
50 = 50 =
100
0 = 0 L] ] L] L J 0
O N O N Q N
S Y IV I
Q o " o
3 S &

Abbildung 2: IL-21 beeinflusst die Zellproliferation der CD19* Zellen. Es wurden CD19* Splenozy-
ten von schwangeren und nicht schwangeren CBA/2J (H2¥) Weibchen isoliert und fiir 24 h kultiviert. Als
Stimulantien dienten LPS, anti-CD40 oder anti-IgM, jeweils mit und ohne (Kontrolle) IL-21. 2A zeigt die
lebenden Zellen aus der CSFE Farbung in einem Histogramm. Die Behandlung mit IL-21 ist durch die
schwarzen Linien gekennzeichnet und die grau ausgefiillten Bereiche reprasentieren die Kontrollen. Die
gepunktete Linie markiert den Zeitpunkt t=0. (2B) Die Intensitat des CFSE Farbstoffes ist als Prozent-
satz in den Balken veranschaulicht. Die Werte sind in Bezug auf die jeweiligen Kontrollen normalisiert.
Die weilen, hellgrauen und dunkelgrauen Balken stehen fiir die NPM, GPOM, PPOM. n = 5, gepaarte
t-Test, *p<0,05; ***p<0,001. NPM: non pregnant mice, GPOM: good pregnancy outcome mice, PPOM:
poor pregnancy outcome mice.
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5.1.3. Zelltod

Ein weiteres Experiment beschaftigte sich mit den aktivierenden Stimulanzien der fur
48 h kultivierten CD19* Zellen. Neben der Proliferation stand der Zelltod als auch wei-
terer moglicher Prozess innerhalb eines Zellzyklus der Lymphozyten im Fokus des
Interesses.

Im Fall der mit LPS behandelten Zellen konnte bei den NPM keine signifikante Einlei-
tung des Zelltods durch IL-21 beobachtet werden. In den Gruppen der schwangeren
Mause kam es hingegen bei den so stimulierten Zellen zu einem deutlichen Anstieg
an Zellen, die in den Zelltod eintraten (147,6 + 25,09 % fur GPOM und 151,4 £ 6,951
% fur PPOM; Abb. 3B).

Hingegen hatte eine parallel verlaufende Stimulation mit IL-21 und anti-CD40 andere
Auswirkungen. Bei den NPM kam es zu einem signifikanten Ruckgang des Zelltods
(80,79 £ 7,130 % im Vergleich zur Kontrolle), wohingegen bei den schwangeren Mau-

sen kein Unterschied festgestellt werden konnte (Abb. 3B).

Auch wurde die Antwort des B-Zell-Rezeptors in Bezug auf den Zelltod untersucht. In
diesem Fall konnte durch IL-21 kein Unterschied zwischen den jeweiligen Mausgrup-
pen entdeckt werden. Bei allen Gruppen kam es zu einem signifikanten Rickgang an
Zelltod (64,04 £ 9,756 % fur NPM; 74,54 + 11,42 und 63,25 + 3,012 % fur GPOM und
PPOM; Abb. 3B).
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Abbildung 3: IL-21 begiinstigt den LPS-vermittelten Zelltod von schwangeren Mausen. IL-21 ist
ein proinflammatorisches Zytokin und verursacht bei B-Zellen einen Eintritt in den Zelltod. Es wurden
CD19* Splenozyten von CBA/2J (H2%) Weibchen isoliert und fiir 48 h kultiviert. Als Stimulantien dienten
LPS, anti-CD40 oder anti-IgM, jeweils mit und ohne (Kontrolle) IL-21. Die Experimente erfolgten in Dop-
pelbestimmungen. In 3A zeigen reprasentative Plots die Gating Strategie nach der Viability dye Far-
bung, mit deren Hilfe die exakte Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen moglich war. Die
Behandlung mit IL-21 ist durch die schwarzen Linien gekennzeichnet und die grau ausgefllten Bereiche
reprasentieren die Kontrollen. Der Zelltod wurde entsprechend als Differenz aus Gesamtzahl und le-
benden Zellen ermittelt und als normalisierte Werte mit der entsprechenden Kontrolle in Balken prasen-
tiert. Die weifl3en, hellgrauen und dunkelgrauen Balken stehen fir NPM, GPOM, PPOM. n = 5, gepaarte
t-Test, *p<0,05; ***p<0,001. NPM: non pregnant mice, GPOM: good pregnancy outcome mice, PPOM:
poor pregnancy outcome mice.
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5.1.4. Apoptose

Der nachfolgende Ansatz sollte die nachgeschaltete Regulation des Zelltodes im Zu-
sammenhang mit dem Eintritt in die Apoptose naher charakterisieren.

Bei den mit LPS behandelten B-Zellen der NPM- und der PPOM-Gruppe flhrte die
Stimulation mit IL-21 zu einem signifikanten Anstieg an Apoptose (348,6 + 24,06 % fur
NPM und 365 + 48,23 % fur PPOM) (Abb. 4B).

Bei den GPOM konnte im Vergleich zu den mit IL-21 stimulierten B-Lymphozyten kei-
nerlei relevante Veranderung im Verhalten gegenuber der Kontrollgruppe (alleinige
Stimulation mit LPS ohne IL-21) festgestellt werden (135,4 + 39,37 %). In der Gruppe
der GPOM konnten generell weniger Apoptose bei den B-Lymphozyten beobachtet
werden, als in den anderen beiden Mausgruppen (NPM und PPOM) (p<0,05 und
p<0,001). Diese Beobachtung betraf sowohl die nur mit LPS, als auch die mit LPS und
IL-21 behandelte Gruppe gleichermalien.

Bei den B-Zellen, die mit anti-CD40-Antikorper behandelt worden waren, konnte kein
Unterschied zwischen (den jeweiligen drei) Kontroll- und (der entsprechenden) Be-
handlungsgruppe(n) festgestellt werden (Abb. 4B).

Bei der Behandlung mit anti-lgM-Antikorper gab es keinen Unterschied innerhalb der
NPM. Die beiden anderen Gruppen zeigten jedoch jeweils eine signifikante Verringe-
rung der Apoptose bei den Zellen, die unter dem Einfluss von IL-21 gestanden hatten
(62,41 £ 10,84 % GPOM und PPOM 53,00 % 5,074 %).
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Abbildung 4: IL-21 begiinstigt die LPS-vermittelte Apoptose von B-Zellen in NPM und PPOM. Die
Untersuchung der Apoptose sollte den Zelltod der CD19* Zellen naher charakterisieren. Es wurden
CD19* Splenozyten von CBA/2J (H2%) Weibchen isoliert und fiir 24 h kultiviert. Als Stimulantien dienten
LPS, anti-CD40 oder anti-IgM, jeweils mit und ohne (Kontrolle) IL-2. Alle Experimente wurden in Dop-
pelbestimmungen durchgefiihrt. 4A spiegelt reprasentative Plots fiir die Farbung mit Propidiumiodid wi-
der. Es ist die gesamte Zellpopulation dargestellt, wobei links nach den apoptotische Zellen gegatet
wurde. Die Zahlen beziehen sich auf den Anteil der durch das Gate einbezogenen Zellen in Bezug auf
die Gesamtpopulation. Die Behandlung mit IL-21 ist durch die schwarzen Linien gekennzeichnet und
die grau ausgefiiliten Bereiche reprasentieren die Kontrollen. Die Balken stellen den zu den entspre-
chenden Kontrollen normalisierten Prozentteil an apoptotischen Zellen dar. Die weilen, hellgrauen und
dunkelgrauen Balken stehen fiir die NPM, GPOM und PPOM. n = 5, gepaarte t-Test, *p<0,05;
***n<0,001. NPM: non pregnant mice, GPOM: good pregnancy outcome mice, PPOM: poor pregnancy
outcome mice.
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5.4. Der Einfluss von IL-21 auf die Immunglobulin-Produktion der B-Lymphozyten

Nachdem ein deutlicher Einfluss von IL-21 auf die Lebenszyklen und den Zelltod der
B-Zellen gemessen werden konnte, galt es den Effekt von IL-21 auf B-Zellen naher zu
untersuchen. Das entsprechende Experiment hierzu sollte klaren, welchen Einfluss
eine Reduktion an apoptotischen Zellen auf die Ig Produktion der B-Zellen hat. Dazu
wurden die Uberstande aus den bereits erwadhnten 24 h Zellkulturen verwendet und
ein Bioplex durchgefuhrt, mit dessen Hilfe es moglich war, mehrere Ig gleichzeitig zu
detektieren.

Die mit LPS stimulierten B-Zellen der PPOM zeigten eine erhohte Freisetzung der Ig
unter der Behandlung mit IL-21 (153,9 + 20,98 % fur IgG1; 181,3 + 38,73 % fur 1I9G2a;
232,6 £ 69,91 % fur IgG2b; 226,0 £ 62,67 % fur 1IgG3; 156,5 + 21,71 % fur IgA und
164,1 + 27,66 % fur IgM; Abb. 5). Bei den anderen beiden Gruppen konnte bezlglich
dieser Ig keine signifikante Veranderung beobachtet werden. Hinsichtlich der Freiset-
zung von IgE konnte auch bei den GPOM eine Erhdhung gegenuber allen anderen
Gruppen gemessen werden (145,4 + 36,29 % fur GPOM und 170,3 £ 22,79 % fur
PPOM).
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Abbildung 5: IL-21 beeinflusst die Produktion verschiedener Inmunglobuline durch CD19* Zellen
besonders bei PPOM. Aus Splenozyten von CBA/2J (H2¥) Weibchen wurden CD19*-Zellen isoliert und
mit LPS und anti-IgM (jeweils mit und ohne IL-21) fiir 48 h stimuliert. Im Anschluss erfolgte die Betrachtung
produzierten Igs in den Uberstéanden. Als Kontrollgruppen dienten Zellen, die nur mit LPS und anti-igM
stimuliert worden waren. Die Messung der Ig erfolgte in einem Bioplex. Die Balken zeigen den Prozentsatz
eines jeden Igs. Die Werte sind in Bezug auf die jeweilige Kontrolle normalisiert worden. Die Werte der
Kontrollen entsprechen jeweils dem Wert 100. Die weil3en, hellgrauen und dunkelgrauen Balken stehen
fur die NPM, GPOM und PPOM. n 2 5, gepaarte {-Test, *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001. NPM: non pregnant
mice, GPOM: good pregnancy outcome mice, PPOM: poor pregnancy outcome mice, Ig: Immunglobuline.



5.5. Der Einfluss von rekombinantem IL-21 auf die IL-10 Produktion der B-Lymphozy-
ten auf mMRNA- und Proteinebene

Neben der Ig-Produktion wurde in diesem Experiment der Einfluss von IL-21 auf die
IL-10 Produktion der B-Zellen untersucht. Der Einfluss auf die B- und T-Zellen konnte
bereits durch andere Arbeitsgruppen nachgewiesen werden (Bubier et al., 2009; Yos-
hizaki et al., 2012), wobei der Einfluss wahrend der Schwangerschaft noch unzu-
reichend untersucht ist. AuRerdem ist IL-10 fur den erfolgreichen Schwangerschafts-
verlauf ein gut untersuchtes Zytokin (Chatterjee et al., 2014; Cheng and Sharma,
2015). Als Materialen dienten die Uberstande der mit LPS behandelten CD19*
Splenozyten aus den 24 h und 48 h Zellkulturen, die jeweils mit IL-21 oder nur mit LPS
stimuliert worden waren. Mit Hilfe eines ELISAs wurden die Uberstande auf Unter-
schiede im IL-10 Profil untersucht (Abb. 6 links).

Es konnte eine zeitabhangige Stimulation des produzierten IL-10 nach 48 h im Ver-
gleich zu den Werten nach 24 h gesehen werden (9-, 18- und 4-facher Anstieg bei
NPM, GPOM und PPOM). Dabei zeigte sich in der Gruppe der GPOM der grof3te Kon-
zentrationsanstieg an IL-10. Diese Mausgruppe war es auch, die unter IL-21 Stimula-
tion als einzige nach 48 h einen signifikanten Anstieg an IL-10 erkennen liel3 (von
40,53 + 10,66 pg/ml nach 24 h hin zu 153,4 + 24,56 pg/ml nach 48 h Stimulation: Abb.
6 links).

Um die Auswirkungen von IL-21 auf Ebene der mRNA zu untersuchen, wurde eine
gPCR der fur 48 h kultivierten B-Zellen angefertigt. Dabei fiel auf, dass die Mause mit
gestorten Schwangerschaften unter IL-21 Stimulation die Fahigkeit verlieren die Ex-
pression an //10 zu erhdhen. In den beiden anderen Gruppen war diese Fahigkeit er-
halten geblieben. So konnte ein Anstieg an //70 mRNA nach 48 h unter dem Einfluss
von |L-21 beobachtet werden (228,8 + 50,16 und 244,0 + 28,89 % im Vergleich zur
entsprechenden Kontroligruppe; Abb. 6 rechts).

- 63 -



IL-10 1-10 mRNA
400 - * *k% *
300 = * Hokk
300 - I I
2 I 200 =
= 2001 B x -
2 = S
100 {4 B L 1997
= T
0 — 0 1 1
D 51:‘ S N\ S N S AN
\3 x\\, \%\vﬂ' \ﬁzx\\;‘» \gx\\;'v
4 > >
& RIIR IR

Abbildung 6: Produktion von IL-10 und 1110 mRNA Expression in CD19" Zellen nach Stimulation
mit IL-21. Aus Splenozyten von CBA/2J (H2¥) Weibchen wurden CD19* Zellen isoliert, mit LPS allein
(Kontrolle), oder in Kombination mit IL-21 stimuliert und fiir 24 h oder 48 h kultiviert. Fir die Messung
von IL-10 aus den Uberstanden wurde ein ELISA verwendet. (6 links) Die Werte (pg/ml) an IL-10 sind
in den Balken dargestellt. Einfarbige Balken stehen fiir die Werte an IL-10 aus den Uberstéanden, die
24h kultiviert waren. Die Werte der 48 h Uberstande sind durch die gestreiften Balken veranschaulicht.
Die weifl3en, hellgrauen und dunkelgrauen Balken stehen fir die NPM, GPOM und PPOM. n = 5, ge-
paarte Studenten t-Test.

(6 rechts) IL-21 stimuliert die Zytokinproduktion von IL-10 auf Expressionsebene. CD19* Zellen wurden
fir 48 h mit LPS und IL-21 inkubiert, die RNA wurde isoliert und die Expression mittels PCR gemessen.
Als Kontrollgruppe diente die RNA von Zellen, die nur mit LPS inkubiert worden waren. Die Balken
zeigen die Prozente an /110 mRNA, die auf ihre jeweilige Kontrolle normalisiert sind. Die Werte der
Kontrollen entsprechen jeweils 100%. n = 7, gepaarten t-Test, *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001. NPM: non
pregnant mice, GPOM: good pregnancy outcome mice, PPOM: poor pregnancy outcome mice.
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5.6. IL-21 Rezeptor Expression variiert auf B-Zellen

Aus den ersten Experimenten war fur die verschiedenen Mausgruppen eine unter-
schiedliche Sensibilitat der B-Zellen gegenuber IL-21 erkennbar. Die Wirkung auf die
B-Zellen entfaltet IL-21 Uber seinen Rezeptor. Das folgende Experiment sollte die Ex-
pression der IL-21R auf B-Zellen untersuchen. Verwendet wurden Lymphozyten aus
der Milz, deren IL-21R mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Antikdrpern
sichtbar und messbar gemacht wurde.

Es konnte beobachtet werden, dass die B-Zellen der GPOM eine niedrigere Expres-
sion von IL-21R aufwiesen im Vergleich zu den B-Zellen der PPOM (8,991 + 1,681 vs.
23,62 £ 1,924 MFI; Abb. 7C).

Des Weiteren wurde hinsichtlich der drei ortlich fixierten B-Zell-Hauptgruppen MZ, FZ
und TZ B-Zellen deren IL-21R Expression untersucht. Innerhalb dieser Aufteilung fiel
auf, dass die Expressionsintensitat an IL-21R bei den MZ B-Zellen am weitesten aus-
einanderliegt, sofern man sich auf die GPOM- und PPOM-Gruppe bezieht (26,00 +
1,762 vs. 43,34 £ 4,262 MFI).
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Abbildung 7: Die IL-21R Expression von B-Zellen ist in PPOM hoher als in GPOM. (7A) Gezeigt
wird die Gating Strategie fiir die Beurteilung der Expression an IL-21R auf den B-Zellen. Daflr wurden
Splenozyten von weiblichen CBA/2J (H2¥) Mausen isoliert und mit Antikérpern gegen Oberflachenmo-
lekille von B-Zellen gefarbt. Im ersten Schritt erfolgte das Gating der einzelnen Zellen. Nachfolgend
wurden aus dieser Zellpopulation die Lymphozyten abgegrenzt. Nachdem zwischen lebenden und toten
Zellen unterschieden worden war, erfolgte das Gating nach der Gesamtheit an B-Zellen. Im letzten
Schritt vollzog man die Einteilung in die einzelnen Untergruppen: follikuldr Zonen (FZ), marginal Zonen
(MZ) und transitional Zonen (TN) B-Zellen. Die Beurteilung des IL-21R ist somit innerhalb der gesamten
B-Zell Population sowie den einzelnen Untergruppen moglich. In jeder Gruppe wurden die Werte von
jeweils acht Mausen verglichen. Die Zahlen reprasentieren die Prozentanteile der durch die Antikorper
markierten Zellen in Bezug auf die mittels Gate ausgewahlte Zellpopulation. (7B) Die ineinandergreifen-
den Histogramme zeigen die IL-21R Expression der jeweils korrespondierenden Untergruppen.
(7C) Durch die Balken ist die MFI entsprechend der IL-21R Expression der einzelnen Untergruppen
veranschaulicht. Die weifen, hellgrauen und dunkelgrauen Balken stehen fir die NPM, GPOM und
PPOM. n = 8, Tests nach Kruskal- Wallis von ANOVA, *p<0,05. NPM: non pregnant mice, GPOM: good
pregnancy outcome mice, PPOM: poor pregnancy outcome mice.
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5.7. Der Einfluss von IL-21 auf die Expression der Aktivierungsmarker der B-Lympho-

zyten

Neben dem IL-21R exprimieren reife B-Zellen weitere Oberflachenmolekule, die zum
Teil in ihrer Expressionsintensitat durch IL-21 reguliert werden und auf die augenblick-
liche Aktivitat einer jeweiligen Zelle schlielRen lassen. In vorangegangenen Arbeiten
konnten B-Zellen in PPOM mit dem Zustandekommen einer Th17 Antwort auf diese
Weise in Verbindung gebracht werden, indem sie die Expression ihrer kostimulieren-
den Oberflachenmolekule veranderten (Muzzio et al., 2014a).

Nachdem die unterschiedliche Sensibilitat der B-Zellen auf IL-21 und dessen variie-
rende Rezeptorexpression beobachtet werden konnte, sollte der Einfluss von IL-21 auf
das Expressionsmuster weiterer Oberflachenmolekile der B-Zellen untersucht wer-
den. Dazu wurden die B-Zellen nach oben beschriebenem Ansatz kultiviert und nach
48 h geerntet. Anschliel3end erfolgte die Farbung von CD69, MHCII und den kostimu-
latorischen Molekilen CD80 und CD86.

In allen Mausgruppen fuhrte die IL-21-Stimulation zu einer Reduktion der CD69-Ex-
pression auf den B-Zellen, die mit LPS behandelt worden waren (47,21 + 2,638 % fur
NPM, 55,78 + 7,146 % fur GPOM und 53,18 + 2,689 % fur PPOM verglichen mit den
jeweiligen Kontrollgruppen; Abb. 8B). Hingegen kam es unter identischen Versuchs-
bedingungen zu einer Hochregulation des Molekuls MHCII in allen Gruppen (Abb. 8D).
Diese Hochregulation war besonders stark bei den PPOM ausgepragt verglichen mit
den beiden anderen Gruppen (2789 + 391,0, 263,6 + 20,59 und 246,6 + 31,59 %;
p<0,001).

Im Gegensatz zu MHCII hatte eine IL-21 Behandlung in Kombination mit LPS einen
negativen Effekt auf die Expressionsintensitat von CD80 (Abb. 8F) und CD86 (Abb.
8H). Hier kam es in allen Gruppen zu einer signifikanten Herunterregulation der Pro-
duktion dieser Molekule (69,60 + 4,476, 52,72 + 5,760 und 54,96 + 4,279 % fur CD80;
13,93 £ 1,258, 21,10 £ 9,559 und 14,57 + 0,6732 % fur CD86 bei NPM, GPOM und
PPOM).

Hingegen zeigte IL-21 auf B-Zellen angewendet, die zuvor mit anti-CD40 behandelt

worden waren, zum Teil gegenteilige Effekte. So konnte in Bezug auf eine CD69 Ex-

pression keinerlei Veranderung beobachtet werden.
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Die Expression von MHCIl wurde durch IL-21 reduziert, was auf die NPM und die
GPOM zutraf (84,73 £ 10,73, 69,65 + 8,172 und 33,81 + 1,867 % fur jede Vergleichs-
gruppe; (Abb. 8C und D).

Bezuglich der kostimulatorischen Marker kam es zu einem unterschiedlichen Verhal-
ten. So zeigte die Expression von CD86 eine Reduktion, welche in allen Mausgruppen
beobachtet werden konnte (76,39 £ 8,867, 64,92 + 7,098 und 79,73 + 10,20 % fur jede
Vergleichsgruppe; Abb. 8H). CD80 hingegen wies nur bei den nicht-schwangeren
Mausen eine signifikante Hochregulation auf (125,1 £ 10,07 % im Vergleich zur Kon-
troligruppe; Abb. 8F).

Auch die Kombination aus anti-lgM und IL-21 zeigte einen individuellen Einfluss auf
die Expression, der sich zum Teil kontrar zu den anderen Ergebnissen verhielt.
Demnach fuhrte IL-21 zu einer Hochregulation von CD69 bei den NPM (110,2 £ 15,53
%), jedoch nicht bei den schwangeren Mausen (Abb. 8B).

Sowohl MHCII als auch CD80 lie3en in keiner der Gruppen bezuglich ihrer Expression
einen Einfluss unter IL-21 erkennen (Abb. 8D und F).

Eine Veranderung war jedoch bei CD86 zugunsten einer verstarkten Expression zu
verzeichnen (144,0 + 15,38, 145,0 + 14,21 und 129,5 +10,20 % verglichen mit der
jeweiligen Kontrollgruppe aller drei Gruppen: Abb. 8H).
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Abbildung 8 A+B: IL-21 beeinflusst die Expression von CD69 auf CD19* Zellen. Aus Splenozyten
von CBA/2J (H2¥) Weibchen wurden CD19* Zellen magnetisch isoliert und mit LPS, anti-CD40, oder
anti-IgM stimuliert (Kontrollen). Jede der Stimulantien wurde dabei mit IL-21 kombiniert. Die so kultivier-
ten B-Zellen wurden hinsichtlich ihrer Expression des Aktivierungsmarkers CD69 (8 A+B) untersucht. Im
Histogramm ist die Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Oberflachenmarker dargestellt. Das grau aus-
gefilite Histogramm reprasentiert dabei die Stimulation mit IL-21, die schwarze Linie zeigt die alleinige
Stimulation mit LPS und die gestrichelte Linie steht fiir die ungeféarbte Kontrolle. Die Prozentwerte der
jeweiligen Fluoreszenzintensitat sind im Balkendiagramm veranschaulicht. Dabei erfolgte die Darstel-
lung der Werte in Bezug auf die Kontrolle in normalisierter Form. Die Werte der Kontrollen entsprechen
jeweils dem Wert 100. Die weilRen, hellgrauen und dunkelgrauen Balken stehen fiir die NPM, GPOM
und PPOM. n = 7, gepaarten t-Test, *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001. NPM: non pregnant mice, GPOM:
good pregnancy outcome mice, PPOM: poor pregnancy outcome mice
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Abbildung 8C+D: IL-21 beeinflusst die Expression von MHCII auf CD19* Zellen. Aus Splenozyten
von CBA/2J (H2¥) Weibchen wurden CD19* Zellen magnetisch isoliert und mit LPS, anti-CD40, oder
anti-IgM stimuliert (Kontrollen). Jede der Stimulantien wurde dabei mit IL-21 kombiniert. Die so kultivier-
ten B-Zellen wurden hinsichtlich ihrer Expression des Aktivierungsmarkers MHCII (8C+D) untersucht.
Im Histogramm ist die Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Oberflachenmarker dargestellt. Das grau
ausgeflllte Histogramm reprasentiert dabei die Stimulation mit IL-21, die schwarze Linie zeigt die allei-
nige Stimulation mit LPS und die gestrichelte Linie steht fir die ungefarbte Kontrolle. Die Prozentwerte
der jeweiligen Fluoreszenzintensitat sind im Balkendiagramm veranschaulicht. Dabei erfolgte die Dar-
stellung der Werte in Bezug auf die Kontrolle in normalisierter Form. Die Werte der Kontrollen entspre-
chen jeweils dem Wert 100. Die weilen, hellgrauen und dunkelgrauen Balken stehen fiir die NPM,
GPOM und PPOM. n = 7, gepaarten t-Test, *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001. NPM: non pregnant mice,
GPOM: good pregnancy outcome mice, PPOM: poor pregnancy outcome mice.
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Abbildung 8E+F: IL-21 beeinflusst die Expression von CD80 auf CD19* Zellen. Aus Splenozyten
von CBA/2J (H2¥) Weibchen wurden CD19* Zellen magnetisch isoliert und mit LPS, anti-CD40, oder
anti-IgM stimuliert (Kontrollen). Jede der Stimulantien wurde dabei mit IL-21 kombiniert. Die so kultivier-
ten B-Zellen wurden hinsichtlich ihrer Expression an CD80 (8E+F) untersucht. Im Histogramm ist die
Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Oberflachenmarker dargestellt. Das grau ausgefiillte Histogramm
reprasentiert dabei die Stimulation mit IL-21, die schwarze Linie zeigt die alleinige Stimulation mit LPS
und die gestrichelte Linie steht fiir die ungeféarbte Kontrolle. Die Prozentwerte der jeweiligen Fluores-
zenzintensitat sind im Balkendiagramm veranschaulicht. Dabei erfolgte die Darstellung der Werte in
Bezug auf die Kontrolle in normalisierter Form. Die Werte der Kontrollen entsprechen jeweils dem Wert
100. Die weilRen, hellgrauen und dunkelgrauen Balken stehen fiir die NPM, GPOM und PPOM. n 2 7,
gepaarten t-Test, *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001. NPM: non pregnant mice, GPOM: good pregnancy out-
come mice, PPOM: poor pregnancy outcome mice.
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Abbildung 8G+H: IL-21 beeinflusst die Expression von CD86 auf CD19* Zellen. Aus Splenozyten
von CBA/2J (H2¥) Weibchen wurden CD19* Zellen magnetisch isoliert und mit LPS, anti-CD40, oder
anti-IgM stimuliert (Kontrollen). Jede der Stimulantien wurde dabei mit IL-21 kombiniert. Die so kultivier-
ten B-Zellen wurden hinsichtlich ihrer Expression an CD86 (8G+H) untersucht. Im Histogramm ist die
Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Oberflachenmarker dargestellt. Das grau ausgefiillte Histogramm
reprasentiert dabei die Stimulation mit IL-21, die schwarze Linie zeigt die alleinige Stimulation mit LPS
und die gestrichelte Linie steht fiir die ungeféarbte Kontrolle. Die Prozentwerte der jeweiligen Fluores-
zenzintensitat sind im Balkendiagramm veranschaulicht. Dabei erfolgte die Darstellung der Werte in
Bezug auf die Kontrolle in normalisierter Form. Die Werte der Kontrollen entsprechen jeweils dem Wert
100. Die weilRen, hellgrauen und dunkelgrauen Balken stehen fiir die NPM, GPOM und PPOM. n 2 7,
gepaarten t-Test, *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001. NPM: non pregnant mice, GPOM: good pregnancy out-
come mice, PPOM: poor pregnancy outcome mice.
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5.8. Tfh-Zellen in Schwangerschaft

AbschlieRend wurden in einem Experiment die Zellen naher untersucht, die fur die
Produktion von IL-21 verantwortlich sind. Unter den T-Zellen stellen Tfh-Zellen die Po-
pulation dar, die sich durch eine besonders intensive IL-21-Produktion auszeichnen
und sich hieruber hinaus in einer besonders kleinen Umgebung zu den B-Zellen im
Sekundarfollikel befinden.

5.8.1. Durchflusszytometrie-Farbung von Tfh-Zellen in Mausen

Fir eine erste Charakterisierung wurde eine Farbung von Lymphozyten aus der Milz
durchgefuhrt. Dabei konnte eine Reduktion der Tfh-Zellen bei den GPOM im Vergleich
zu den NPM gesehen werden (60,587 + 7,276 Zellen fur NPM vs. 15,624 + 3,528 Zel-
len bei GPOM; Abb. 9C). Verglichen mit diesen beiden Gruppen zeigten die PPOM
ein signifikant vermehrtes Vorkommen an Tfh-Zellen (93,019 + 22,233 Zellen).
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Abbildung 9: Anzahl an Tfh-Zellen in Mausen. Abschlief3end sollten die Tfh-Zellen ndher charakteri-
siert werden, die sich durch die Produktion von IL-21 auszeichnen. Splenozyten von weiblichen CBA/2J
(H2¥) Mausen wurden isoliert und mit Antikérpern gegen T-Zell Molekiile gefarbt. (9A) Die Gating-Stra-
tegie stellt eine Analysemdglichkeit fir die follikularen T-Helfer-Zellen dar. Diese wurden anhand von
CD4, CXCR5 und Bcl-6 von der Gesamtheit der Lymphozyten abgegrenzt. Die Werte der Zellzahlen
sind fur die drei Gruppen in einem Balkendiagramm veranschaulicht (Abb. 9C). Die weif3en, hellgrauen
und dunkelgrauen Balken stehen fiir die NPM, GPOM und PPOM. n = 7, Test nach Kruskal-Wallis von
ANOVA, *p<0,05;***p<0,001
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5.8.2. Farbung von Tfh-Zellen im Verlauf der Schwangerschaft im humanen Blut

Angeregt durch die Beobachtung von Unterschieden in der Reaktion von Tfh-Zellen
wahrend der Schwangerschaft von Mausen sollten in Analogie die Tfh-Zellen aus hu-
manem Blut untersucht werden. Fur dieses Experiment nutzten wir peripheres Blut,
das von nicht-schwangeren und schwangeren Frauen im ersten und dritten Trimester
gewonnen wurde. Nach Aufbereitung des Blutes wurden mittels positiver Selektion
CD3* Zellen gewonnen und fur eine Farbung vorbereitet.

Aus der Menge der CD3" Zellen wurde der Prozentsatz von CD4*PD1*CXCR5*ICOS*
Zellen ermittelt, wobei zu Beginn einer Schwangerschaft eine bis zu 3-fachen Reduk-
tion dieser Zellen zu beobachten war (von 5,510 £ 2,494 hin zu 1,652 + 1,387 %; Abb.
10D).
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Abbildung 10: Reduzierung der Tfh-Zellen bei schwangeren Frauen. Dargestellt ist die Gating-Stra-
tegie flir CD4*1ICOS*CXCR5*PD-1* Tfh-Zellen, die sich innerhalb CD3* Lymphozyten befinden (10A-C).
Die Gates wurden dabei fir jede einzelne Probe individuell angepasst. Die Zellen wurden aus dem Blut
nicht-schwangerer Frauen und Frauen, die im ersten und dritten Trimester waren, gewonnen (weil3er,
hellgrauer und dunkelgrauer Balken). Dunnett’s Vergleichstest von ANOVA, **p<0,01
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5.8.3. Darstellung des Keimzentrums mithilfe der Immunfluoreszenz

Abschlie3end sollte die Interaktion zwischen Tfh-Zellen und B-Zellen naher untersucht
werden, indem das Keimzentrum, als der Ort dieser Interaktion, dargestellt wurde.
Dazu wurde das Protokoll einer friheren Arbeit verwendet, die das Vorkommen der
Tfh-Zellen im Keimzentrum bereits bei nicht schwangeren Sie-hCD19Tg weiblichen
Mausen mit Hilfe der Immunfluoreszenz nachgewiesen hatte (Yusuf et al., 2014). Die
Arbeit hatte die Rolle von Tfh-Zellen bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von
Autoimmunkrankheiten untersucht. Hierbei konnten erhohte Level der Tfh-Zellen fest-
gestellt werden, die fur eine Expansion an autoreaktiven B-Zellen verantwortlich sind.
AuRerdem wurde das Keimzentrum als der Ort beschrieben, der die Mehrheit der Tth-
Zellen beherbergt. Diese befinden sich in enger Nachbarschaft zu den Keimzentrums
B-Zellen, was mit Hilfe der Immunfluoreszenz farblich innerhalb der sekundaren lym-
phatischen Organe gezeigt werden konnte. Des Weiteren konnte eine positive Korre-
lation zwischen den Anzahlen an Tfh- und Keimzentrums B-Zellen festgestellt werden.
Das Ziel bestand darin, nach einem Farbeprotokoll die interagierenden Zellen des
Keimzentrums wahrend der Schwangerschaft darzustellen.

Es wurden Schnitte von der Milz schwangerer CBA/2J (H2¥) Mause aus der Anpaarung
mit Balb/c Mannchen angefertigt und die dortigen Zellstrukturen gefarbt (Abb. 11A-B).
Dabei konnte die Struktur eines Keimzentrums bildlich dargestellt werden, dessen
Rand aus noch unreifen B-Zellen besteht. Zur Mitte hin haufen sich reife B-Zellen, in
deren Nahe sich wiederholt einzelne Tfh-Zellen befinden. Die Mehrheit der Tfh-Zellen

ist in der Nahe der Keimzentrums B-Zellen lokalisiert.
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Abbildung 11: Immunfluoreszenzbild eines Keimzentrum in der murinen Milz. Dargestellt sind ein
B-Zell-Follikel und ein Keimzentrum. Es wurden Kryoschnitte mit einer Dicke von 4um von der Milz aus
schwangeren CBA/J Mausen am Tag 14 der Schwangerschaft angefertigt. Die Schnitte wurden mit CD4
(blau), IgD (naive B-Zellen, griin) und PD-1 (rot) gefarbt und unter dem Mikroskop analysiert. Der weille
Pfeil markiert die Tfh-Zellen, die sich durch die Farbung weil} darstellen.
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6. Diskussion

Wahrend einer Schwangerschaft finden innerhalb des Immunsystems sowohl auf zel-
lularer als auch auf humoraler Ebene umfassende Anpassungsvorgange statt. Fur das
Aufrechterhalten einer Schwangerschaft ist dabei vor allem ein ausgeglichenes Zu-
sammenspiel der einzelnen Akteure entscheidend (Racicot et al., 2014; Mor et al.,
2017). Im Zusammenhang gestorter Verhaltnisse innerhalb des Immunsystems konn-
ten verschiedene Komplikationen, wie beispielsweise spontane Aborte, Frihgeburt
und Praeklampsie beschrieben werden (Roy Choudhury and Knapp, 2001; Ahmed et
al., 2010; Cappelletti et al., 2016).

Dass auch weitere Akteure an den komplexen Vorgangen innerhalb des Immunsys-
tems essentiell beteiligt sind, die bislang im Paradigma einer Schwangerschaft keine
Berucksichtigung fanden, wurde durch Arbeiten gezeigt. So wird das Mikrobiom des
Reproduktionstraktes mit dem Gelingen und dem Ausgang der Reproduktion in Ver-
bindung gebracht (Nuriel-Ohayon et al.,, 2016; Einenkel et al., 2019).
Ein Zytokin, dessen Einfluss auf den Ausgang einer Schwangerschaft schon in einigen
Arbeiten untersucht wurde, ist IL-21 (Zhang et al., 2017). IL-21 gehort zu der Gruppe
der proinflammatorischen Zytokine und wurde wiederholt mit der Entstehung von Au-
toimmunkrankheiten assoziiert (lwamoto et al., 2014; Qi et al., 2015; Choi et al., 2017;
Long et al., 2019). Ein Polymorphismus des /IL21 Gens konnte mit dem Auftreten von
Fehlgeburten in Verbindung gebracht werden (Messaoudi et al., 2011). IL-21 bindet
den IL-21R auf B-Zellen und nimmt somit Einfluss auf den Schwangerschaftsverlauf
(Collins et al., 2003).

Es konnte gezeigt werden, dass der Einfluss von IL-21 auf B-Zellen besonders ausge-
pragt ist, da sich ihre Antikorperantwort in Richtung einer T-Zell-unabhangigen Antwort
veranderte (Jin et al., 2004). Weiterhin verringert IL-21 die IL-10 Produktion der B-
Zellen (Bubier et al., 2009; Yoshizaki et al., 2012). IL-10 ist jedoch mit einem erfolgrei-
chen Schwangerschaftsausgang assoziiert (Chatterjee et al., 2014; Cheng and
Sharma, 2015), womit ein weiterer Ansatzpunkt fur die Rolle von IL-21 in Bezug auf B-

Zellen fur den Ausgang einer Schwangerschaft gegeben ist.

So konnte in fruheren Arbeiten bereits gezeigt werden, dass sich wahrend einer

Schwangerschaft sowohl die Zellzahl als auch die Funktion der B-Zellen andert (Me-

dina et al., 1993; Muzzio et al., 2014a; Helene Packhauser et al., 2017; Einenkel et al.,
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2019). Schwangere Mause zeigten eine dramatische Reduktion ihrer Vorlauferzellen
im Knochenmark, wohingegen die Anzahl an reifen Lymphozyten in den Lymphknoten,
die den Uterus drainierenden, anstieg (Medina et al., 1993; Muzzio et al., 2014b). Fer-
ner verlauft die weitere Entwicklung der B-Zellen zugunsten eines bestimmten Subtyps
ab: so konnte in verschiedenen Mausstammen eine Erhohung der Zellanzahl der MZ

B-Zellen nachgewiesen werden (Muzzio et al., 2014b, 2016).

Betrachtet man die lokalen Gegebenheiten von MZ B-Zellen genauer, so stehen diese
stets in raumlicher Nahe zu follikularen T-Helfer-Zellen, was zunachst eine damit ein-
hergehende Interaktion zwischen beiden Zelltypen vermuten lasst. Dem Tfh-Zell Sub-
typ wurde erst kurzlich eine grof3e Assoziation zum Ausgang einer Schwangerschaft
nachgewiesen (Zeng et al., 2016). AuRerdem sind Tfh-Zellen fur ihre IL-21 Produktion
bekannt, womit sie an der Schnittstelle zwischen dem zellularen und humoralen Be-

reich des Immunsystems wirken.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von IL-21 wahrend der Schwangerschaft
untersucht. IL-21 ist dafur bekannt eine T-Zell-abhangige B-Zell Antwort zu fordern (Jin
et al., 2004). Dabei wurde dessen Wirkung auf die unterschiedlichen B-Zell Subpopu-
lationen betrachtet und deren funktionale Produktionsregulation von Ig und IL-10 er-
mittelt. Auf Grund der Produktion von IL-21 durch Tfh-Zellen wurden auch diese in die

Untersuchung der Zusammenhange mit einbezogen.

6.1. Die Expression von IL-21R auf B-Zellen

Um detaillierte Aussagen treffen zu konnen, inwieweit das Zytokin IL-21 B-Zellen wah-
rend einer Schwangerschaft in ihnrem Lebenszyklus beeinflusst, bedarf es zunachst der
Charakterisierung der IL-21R Expression von B-Zellen unter normalen Bedingungen.
Dass die Einflussnahme von IL-21 Uber einen Rezeptor einer B-Zelle ebenfalls von
weiteren kostimulierenden Faktoren, wie beispielsweise dem Umgebungsmilieu ab-
hangt (Jin et al., 2004; Ozaki et al., 2004; Jin and Malek, 2006; Wu et al., 2016), ist
nachfolgend zu bertcksichtigen. In Betrachtung kommen ebenso einzelne Untergrup-
pen von B-Zellen, da bezuglich ihrer jeweiligen Zellanzahl in der Schwangerschaft be-

reits Unterschiede charakterisiert wurden (Muzzio et al., 2014b, 2016).

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von IL-21R in den GPOM abnimmt,

sofern man sich auf Expressionen aus PPOM bezieht. Dieser interessante Fakt lasst
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die Rolle von IL-21 fur den Verlauf einer Schwangerschaft in den Fokus rucken. Eine
mogliche Erklarung dieses Ergebnisses konnte im proinflammatorischen Charakter
des Zytokins zu finden sein. So wurde IL-21 bisher mit der Entstehung von Autoim-
munkrankheiten und Fehlgeburten in Verbindung gebracht (Sawalha et al., 2008;
Webb et al., 2009; Qi et al., 2015). Eine weitere Arbeit, die sich mit der IL-21R Expres-
sion auf B-Zellen im Zusammenhang mit Rheumatoider Arthritis beschaftigte, konnte
hier eine Hochregulation des Rezeptors bei allen B-Zellen feststellen (Dam et al.,
2018). Praziser auf die einzelnen B-Zell-Untergruppen abgestellt, fallt innerhalb der
Gedachtnis-B-Zellen eine gesteigerte IL-21R Expression auf (Dam et al., 2018). Und
auch wahrend einer chronisch lymphatischen Leukamie konnte ein veranderter Ex-

pressionslevel des IL-21R auf den B-Zellen entdeckt werden (de Totero et al., 2006).

Die umfassende Adaptation, die das Immunsystem wahrend einer Schwangerschaft
erfahrt, umfasst demnach auch eine Runterregulierung der IL-21R auf den B-Zellen.
Dadurch ist es den B-Zellen in einer normalen Schwangerschaft wahrscheinlich mog-
lich, eine Art Resistenz durch eine verringerte Sensibilitat gegenuber den durch IL-21

vermittelten Effekten unter LPS Stimulation zu erlangen.

An dieser Stelle sei jedoch auf eine notwendige Balance hingewiesen, die auch be-
zuglich des IL-21R wahrend der Schwangerschaft stattfinden muss. So konnte in
friheren Arbeiten gezeigt werden, dass es bei Mausen, die weder auf den B-Zellen
noch auf anderen Immunzellen eine IL-21R Expression aufwiesen, im Falle einer In-
fektion zu einer gestorten Keimzentrumsreaktion bzw. B-Zell-Antwort im Falle einer
Infektion kam (Bessa et al., 2010). Fur die Mutter als auch fur den Fotus ist es jedoch
sehr wichtig, dass die Mutter auf mogliche Infektionserreger mit einer adaquaten Im-

munantwort reagieren kann.

Diese Ergebnisse stutzen weiterhin die bereits postulierten Aussagen, dass MZ B-Zel-
len eine entscheidende Rolle fur den Ausgang einer Schwangerschaft zugesprochen
werden kann, was schlielich in ihrer erhdhten Zellanzahl und ihrer bis dahin bekann-
ten Funktionalitat nachgewiesen werden konnte (Muzzio et al., 2014a, 2016). In dieser
B-Zell-Subpopulation konnten innerhalb der verschiedenen Mausgruppen die starks-
ten Unterschiede bezuglich des Expressionslevels von IL-21R beobachtet werden. Die
MZ B-Zellen der GPOM hatten eine deutlich runterregulierte Expression vom IL-21R
im Vergleich zu PPOM. Die Aufgabe der MZ B-Zellen besteht in der Bereitstellung

einer schnellen T-Zell-unabhangigen Immunantwort gegen mogliche Pathogene
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(Nemazee, 2021). Diese unverzugliche Reaktion scheint vor allem fur Schwangere von
enormer Bedeutung zu sein, da sich das Immunsystem zugunsten einer Toleranz ge-

genuber dem Fotus in seiner Aktivitat begrenzen muss.

Bisherige Arbeiten Uber IL-21 zeigten dahingegen, dass das Zytokin diejenigen B-Zel-
len induzieren kann, die fur eine T-Zell-abhangige Antwort verantwortlich sind (Suto et
al., 2002; Jin et al., 2004). Eine geringere Sensibilitat gegenuber IL-21 konnte dem-
nach die notwendige T-Zell-unabhangige Immunantwort unterstutzen. Diese Aussage
wird durch unsere experimentellen Ergebnisse vor dem Hintergrund, dass die MZ B-
Zellen fur eine entgegengesetzte Antwort verantwortlich sind, gestutzt. MZ B-Zellen
konnen sich dem Einfluss von IL-21 entziehen, indem sie dessen Rezeptor runterre-
gulieren. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die von MZ B-Zellen erfullte Funktion
fur eine erfolgreiche Schwangerschaft unabdingbar ist und sie sich durch die Fahigkeit

einer Verminderung ihrer Expression an IL-21R auf ihrer Oberflache auszeichnen.

6.1.1. Eintritt in Apoptose oder Proliferation in Abhangigkeit von der IL-21R Expres-

sion

Die geringe Sensibilitat der MZ B-Zellen gegenuber IL-21 konnte durch das Experi-
ment, in dem wir den Zelltod der Zellen Uberpriften, von einem anderen Blickwinkel
aus betrachtet werden. Obwohl IL-21 in vielen vorangegangenen Arbeiten aufgrund
seines Zusammenhangs mit Autoimmunkrankheiten zu den proinflammatorischen Zy-
tokinen gezahlt wird, sind pleitrope Effekte (Proliferation und Apoptose) Uber B-Zellen
bekannt (Spolski and Leonard, 2014).

In Kombination mit einem kostimulierenden T-Zell Signal (T-Zell-abhangige Aktivie-
rung) stimuliert IL-21 die Proliferation und Differenzierung der B-Zellen (Foster et al.,
2000; Jin et al., 2004; Ozaki et al., 2004; Spolski and Leonard, 2014). Wahrend im
Falle eines fehlenden T-Zell Signals (T-Zell-unabhangige Aktivierung) oder wenn ein
Signal vorliegt, das vom TLR gesendet wurde, induziert IL-21 jedoch bei den B-Zellen
einen Eintritt in die Apoptose (Jin et al., 2004; Jin and Malek, 2006; Spolski and Le-
onard, 2014).

Ruffin et al. untersuchten den IL-21R von B-Zellen wahrend einer HIV-1-Infektion und
konnten auch in diesem Fall eine positive Korrelation zwischen der Rezeptorexpres-

sion und dem Eintritt von B-Zellen in die Apoptose feststellen (Ruffin et al., 2012). Eine
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weitere Arbeit legte den Fokus auf die MZ B-Zellen und konnte bei Mausen wahrend
einer chronischen Erkrankung einen IL-21 vermittelten Eintritt in den Zelltod feststellen
(Tortola et al., 2010).

Der Ansatz einer Zellkultur unter T-Zell-abhangigen bzw. T-Zell-unabhangigen Bedin-
gungen bildete die Grundlage, um beide mdglichen Effekte von IL-21 auf B-Zellen zu
studieren. Der Literatur folgend war zu erwarten, dass die mit LPS und anti-lgM stimu-
lierten B-Zellen durch den Einfluss von IL-21 vermehrt zur Apoptose neigen (T-Zell-
unabhangige Aktivierung), wohingegen durch eine Stimulation mit anti-CD40 (T-Zell-

abhangige Aktivierung) eine Proliferationssteigerung dieser Zellen erwartet wird.

Bezuglich des erwarteten vermehrten Zelltodes zeigten die Ergebnisse, dass die rela-
tive Haufigkeit des Zelltodes und der Eintritt in diesen von der Kombination aus 1L-21
und den verwendeten Stimulantien abhangig ist und sich im Vergleich von schwange-
ren und nicht-schwangeren Mausen unterscheidet. So zeigten die B-Zellen von den
schwangeren Mausen (GPOM und PPOM) unter IL-21 bei einer vorherigen Stimulation
mit LPS einen vermehrten Zelltod, wodurch fruhere Arbeiten bestatigt werden konnten
(Clark et al., 2002). In der Gruppe der NPM kam es durch die Stimulation zu keinem
Anstieg der Zelltode. Im Falle der PPOM scheint eine Hochregulierung des IL-21R die
Sensibilitat von B-Zellen gegenuber dem Zytokin zuzunehmen, wodurch diese ver-
mehrt in den Zelltod eintreten. Bei den B-Zellen der GPOM kann das Ergebnis jedoch

in den Kontext des aktuellen Wissensstandes eingeordnet werden.

Danach konnte bereits gezeigt werden, dass im Verlauf einer Schwangerschaft das
Immunsystem eine Adaptation durchlauft, infolgedessen es zu einer Abnahme der B-
Zellen in der Milz kommt (Muzzio et al., 2014a). Der hierfur zugrundeliegende Mecha-
nismus ist dabei noch nicht geklart, jedoch kann davon ausgegangen werden, dass
vielmehr der umfassende Prozess einer Schwangerschaft, als weniger die Stimulation

durch IL-21 den Zelltod bei diesen B-Zellen verursacht haben kann.

FUr eine genauere Betrachtung des Weges, der zum Zelltod fuhrte, diente die durch-
gefuhrte Apoptosemessung. Bezuglich des Einflusses des proinflammatorischen Zy-
tokins IL-21 auf die Apoptose von B-Zellen, gibt es umfangreiche Untersuchungen. So
konnte bereits die Signalkaskade als Bim-abhangig identifiziert werden, die nach Bin-
dung an den IL-21R initiiert wird (Jin et al., 2004). Bei Bim (Bcl-2 interacting mediator
of cell death) handelt es sich um ein proapoptotisches mitochondriales Protein. Die
Ergebnisse konnten bezuglich dieser Abhangigkeit eindrucksvolle Unterschiede in den
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unterschiedlichen Gruppen erkennen lassen. Bei den mit LPS behandelten B-Zellen
der NPM und PPOM konnte IL-21 eine relevante Zunahme an apoptotischen Zellen

bewirken, wahrend die B-Zellen der GPOM diese Veranderung nicht zeigten.

An dieser Stelle lasst sich eine plausible Brucke zwischen einer verminderten Expres-
sion von IL-21R und einer parallelen Verringerung des apoptotischen Potentials schla-
gen, das normalerweise durch IL-21 auf LPS-stimulierte B-Zellen ausgeubt wird. Diese
Veranderungen, die B-Zellen wahrend ihrer Adaptationsvorgange in einer Schwanger-
schaft durchlaufen, scheint eine Gegenreaktion auf die zu beobachtende B-Zell-Ver-
ringerung zu sein. B-Zellen entziehen sich so dem Einfluss, der sie in Richtung
Apoptose treiben wirde und kdnnen somit als erste Abwehrlinie gegen mdgliche Pa-
thogene bereitstehen. Fur genau diese Aufgabe wurden die MZ B-Zellen bereits iden-
tifiziert (Cerutti et al., 2013b). Diese Population zeigte in unserem Experiment den
niedrigsten IL-21R Level, womit ein Mechanismus beschrieben werden kann, wie sich

MZ B-Zellen dem Einfluss von IL-21 entziehen.

Neben der Induktion der Apoptose bei B-Zellen konnte fur IL-21 eine weitere Einfluss-
nahme auf B-Zellen nachgewiesen werden. Demnach ist durch frihere Arbeiten ge-
zeigt worden, dass IL-21 B-Zellen, die zuvor mit der aktivierenden Stimulanz LPS kul-
tiviert worden waren, in ihrer Proliferation gehemmt werden (Jin et al., 2004). Diesen
Effekt konnten wir ebenfalls nach 48 h bei den B-Zellen der PPOM beobachten. Eine
Bestatigung lieferten die Ergebnisse mithilfe der Charakterisierung des Zellzyklus. Zel-
len der PPOM und der GPOM, die mit anti-IgM stimuliert worden waren, traten weniger
haufig in die G2- und Mitosephase ein. Anti-lgM bindet direkt an den BZR und bewirkt

so eine Aktivierung einer B-Zellen.

Wourde in frGheren Arbeiten beschrieben, dass IL-21 in Kombination mit anti-IgM eine
Aktivierung der B-Zellen bewirkt (Jin et al., 2004), so konnte auch dieser Effekt in den
hier vorgelegten Ergebnissen bestatig werden. B-Zellen schwangerer Mause zeigten
eine deutliche Zunahme an Proliferation. Bei den PPOM war dieser Effekt besonders
stark ausgepragt, was maoglicherweise an der gesteigerten Sensibilitat dieser Zellen
gegenuber IL-21 liegen konnte. Durch die Ergebnisse aus beiden Gruppen ist jedoch
offensichtlich, dass sich die Wirkung von IL-21 auf die B-Zellen wahrend einer Schwan-
gerschaft verandert. Damit kann dem Zytokin IL-21 erneut ein negativer Einfluss fur
die Zeit wahrend der Schwangerschaft bezuglich der Anpassung der B-Zellen zuge-

sprochen werden.
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6.1.2. Produktion von Ig und IL-10 in Abhangigkeit von der IL-21R Expression

Es wurde bereits angemerkt, dass es innerhalb einer Schwangerschaft eine Praferenz
bezlglich einer T-Zell-unabhangigen Immunantwort auf mogliche Pathogene gibt.
Diese Antwort wird von MZ B-Zellen gegeben, die sich durch eine Runterregulierung
ihrer IL-21R dem Einfluss des Zytokins IL-21 in gewisser Weise entziehen. Dadurch
konnte abgeleitet werden, dass IL-21 fur eine T-Zell-unabhangige Immunantwort keine

Bedeutung hat und tendenziell eher hinderlich ist.

Bekannt ist, dass IL-21 die Differenzierung zu Plasmazellen und die Sekretion von
Immunglobulinen induziert, wenn es mit anti-CD40 kombiniert wird (Péne et al., 2004
Ettinger et al., 2005). Bezuglich des Einflusses von IL-21 auf eine Antikdrperantwort
durch B-Zellen konnte bereits an Mausen, die defizient fur den IL-21R waren, gezeigt
werden, dass diese Mause nach einer Immunisierung mit Ovalbumin hoéhere IgE und
niedrigere IgG1 Level aufwiesen (Kasaian et al., 2002; Ozaki et al., 2002; Suto et al.,
2002).

Des Weiteren ist bekannt, dass eine erfolgreiche Schwangerschaft mit einem Un-
gleichgewicht zugunsten einer Th2 gesteuerten Immunantwort assoziiert ist (Mor et
al., 2011). Dabei produzieren die B-Zellen vermehrt IgG1, IgE und IgA, was durch eine
Sekretion der Zytokine IL-4 und IL-5 durch T-Helfer-Zellen beeinflusst wird.

Unsere Ergebnisse der Experimente zeigten nach einer Stimulation mit IL-21 hohere
Level an allen untersuchten Ig-Serotypen in den Seren der PPOM im Vergleich zu den
Seren der GPOM. Unter den analysierten Ig befanden sich auch die angeborenen An-
tikorper IgE und IgA. Zu diesen Ergebnissen waren bereits fruhere Arbeiten gekom-
men, die Mause untersuchten, die eine Uberexpression an IL-21 aufwiesen (Ozaki et
al., 2004). Eine erste Erklarung fur das Auftreten erhohter Ig-Level in den Seren von
PPOM konnte eine weitere Arbeitsgruppe bieten, die den Th2 eine vornehmliche IL-
21 Sekretion zuschrieb (Wurster et al., 2002). Aus den dort dargelegten Ergebnissen
geht eher ein quantitativer als ein qualitativer Einfluss von IL-21 auf die Ig-Produktion
der B-Zellen aus, ohne dass hierbei gleichzeitig zwischen einer normalen und fehler-
haften Schwangerschaft unterschieden werden kann. Welche Bedeutung einer ge-
nauen Charakterisierung der Ig wahrend einer Schwangerschaft zukommt, machen
Shakerian et al. deutlich. Sie fanden im Serum von Frauen mit wiederholten Fehlge-

burten reduzierte Level an IgG4 (Shakerian et al., 2020). Nach einer monatlichen
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intravendsen Gabe von Ig hatten die Frauen erfolgreiche Schwangerschaften (Shake-
rian et al., 2020).

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss von IL-21 auf die IL-10 Produktion der B-
Zellen untersucht, indem die Zellen zuvor mit LPS stimuliert worden waren. LPS gilt
fur sich als starker Stimulus fur die IL-10 Produktion (Berg et al., 1995). Obwohl die B-
Zellen der GPOM eine niedrigere Expression an IL-21R im Vergleich zu den B-Zellen
der PPOM aufwiesen, konnte IL-21 bei so vorbehandelten B-Zellen der GPOM eine
IL-10 Expression induzieren. Eine solche Induktion konnte bei den B-Zellen der PPOM
nicht gesehen werden. Damit konnten fruhere Ergebnisse, die fur das verwendete
Mausmodell bekannt waren, bestatigt werden. Demnach produzierten B-Zellen von
CBA/J Weibchen, die mit Balb/c Mannchen verpaart worden waren, deutlich hohere
Level an IL-10, als es bei gleichen Weibchen, die aber mit DBA/J Mannchen verpaart
worden waren, der Fall war (Chaouat et al., 2005). Unsere Daten deuten in Abhangig-
keit des Ausgangs einer Schwangerschaft darauf hin, dass IL-10-produzierende B-
Zellen durch die Reduktion ihres IL-21R vor dem durch IL-21 geférderten Apoptose-
Eintritt geschutzt sind.

Eine weitere Erklarung fur unserer Ergebnisse erhalt man durch vorangegangene Ar-
beiten, die IL-10 mit einem erfolgreichen Ausgang einer Schwangerschaft in Verbin-
dung bringen. Hier wird beschrieben, dass das Fehlen von IL-10 bei schwangeren
Mausen eine fetale Resorption, eine Wachstumsretardierung oder sogar einen Tod
des Fotus verursacht (Chaouat et al., 2005; Murphy et al., 2005; Robertson et al.,
2007). IL-10 ist ein stark antiinflammatorisches Zytokin (Moore et al., 2001; Hawrylo-
wicz and O’Garra, 2005; Ng et al., 2013), das eine wahrend einer Schwangerschaft
ablaufende Entzindung auf ein gesundes Mal3 begrenzt und damit den erfolgreichen

Ausgang dieses Prozesses mitverantwortet.

Zusammenfassend deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass eine verminderte Pro-
duktion von IL-21 oder die verminderte Sensibilitat von B-Zellen gegenuber diesem
Zytokin zu einer Aufrechterhaltung der Subpopulation an IL-10 produzierenden B-Zel-

len fihrt und damit zu einer erfolgreichen Schwangerschaft beitragt.
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6.1.3. Expression von Oberflachenmarkern CD69, MHCII, CD80 und CD86 in Ab-
hangigkeit von der IL-21R Expression

Die positiven Effekte, die MZ B-Zellen auf einen positiven Ausgang einer Schwanger-
schaft austben, stehen nicht im Widerspruch zu ihrer Zunahme in absoluten Zahlen
und zur verminderten Expression an IL-21R. Tfh-Zellen wurden aufgrund ihrer raumli-
chen Nahe zu MZ B-Zellen mit Schwangerschaften in Verbindung gebracht, wobei de-
ren genaue Funktion noch nicht ausreichend erforscht ist. Als IL-21-produzierende Zel-
len sollten sie als Quelle des von uns untersuchten Zytokins betrachtet und analysiert
werden. Bevor diese B-Zell/Tfh-Zell-Interaktion naher beleuchtet werden sollte, wurde
der Effekt von IL-21 auf die Expression weiterer Oberflachenmolektle untersucht.
Diese Oberflachenmolekule sind fur die Antigenprasentation innerhalb einer Interak-

tion entscheidend.

Obwohl bezuglich des Einflusses von IL-21 auf die Expression der Oberflachenmole-
kiule keine Unterschiede gesehen werden konnten und alle in ahnlicher Weise auf die
Stimulation reagierten, stach ein Molekul innerhalb der mit LPS behandelten Zellen
besonders hervor. MHCII lieR® in der Gruppe der PPOM eine Hochregulierung erken-
nen, die sich deutlich von den anderen beiden Gruppen abhob. Diese Hochregulierung
an MHCII zeigte eine weitere Arbeit unseres Labors, als die lymphoiden Zellen des
angeborenen Immunsystems (ILCs) der murinen Milz untersucht wurden. Auch hier
kam es bei den PPOM zu einer Hochregulierung, wohingegen die ILCs der GPOM
eine Runterregulierung von MHCII erfahren (Einenkel et al., 2020).

Durch MHCII prasentieren B-Zellen das entsprechende Antigen den CD4* T-Helfer
Zellen, die dadurch aktiviert werden und nun die B-Zellen in ihrer eigenen Immunant-
wort beeinflussen. In diesem Fall handelt es sich bei dem stimulierenden Zytokin um
IL-21, welches eine Reihe unterschiedlicher Einflisse auf die Immunantwort der B-
Zellen ausuben kann (Jin et al., 2004). Ob die Antwort dabei in Richtung einer Anti-
oder Proinflammation lauft, hangt jedoch nicht nur von der Menge des ausgeschutteten
Zytokins IL-21 ab, sondern von weiteren kostimulierenden Molekulen (Jin and Malek,
2006; Ozaki et al., 2006; Wu et al., 2016). Eine Immunantwort in Richtung Inflammation
konnte auf diesem Weg in friheren Arbeiten gesehen werden (Adler et al., 2017).

In unserer Arbeit zeigten die Ergebnisse neben einer Hochregulation von MHCII auch
gleichzeitig eine Runterregulierung weiterer akzessorischer Molekule. Fur die Etablie-

rung einer vollstandigen Zell-Zell-Interaktion scheint diese Beobachtung &aulerst
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untypisch zu sein. Die von uns dargestellte Expression der Oberflachenmolekule
scheint somit als beteiligte Ursache bei der Entstehung von Schwangerschaftskompli-
kationen unklar. Die genaue Bedeutung in Bezug auf die Auswirkung auf eine Schwan-
gerschaft, die dieser entgegengesetzten Regulation innewohnt, bedarf weiterer Unter-

suchungen.

6.2. Anzahl von Tfh-Zellen

Die bislang vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass der Effekt einer Einwirkung
von IL-21 auf B-Zellen groRer ist, wenn das Antigen, durch welches die B-Zellen sti-
muliert werden, T-Zell-unabhangig ist. Am deutlichsten fielen die Unterschiede bei B-
Zellen der verschiedenen Mausgruppen nach LPS Stimulierung aus. Dass IL-21 eine
T-Zell-unabhangigen B-Zell Antwort beférdern konnte, wurde in vorangegangenen Ar-
beiten bereits postuliert (Jin et al., 2004; Bryant et al., 2007; Yoshizaki et al., 2012). Im
Zusammenhang mit der durch IL-21 gesteigerten Produktion an IL-10 in Mausen mit
normalen Schwangerschaften konnte somit ein moglicher Weg aufgezeigt worden

sein, der eine IL-10 vermittelte Toleranz herbeifiihrt.

Gleichzeitig bleibt so das notwendige Potential erhalten, auf Gefahren reagieren zu
konnen. Damit ist der Platz, den IL-10 wahrend einer Schwangerschaft einnimmt, ein
weiteres Mal hervorgehoben. Ein unspezifisches Signal ist LPS, das von Gram-nega-
tiven Bakterien produziert wird. Vor dem Hintergrund der bereits gewonnenen Erkennt-
nisse ist LPS fur unser Experiment deshalb von Bedeutung, da LPS aus der Mikroflora
des Darmtraktes den Outcome schwangerer Mause beeinflussen kann (Einenkel et
al., 2019). Eine Immunantwort, die durch LPS ausgel6st wird, bedrohte eine Schwan-
gerschaft bei Mausen dahingehend, dass es zu einer AbstolRung des Fotus seitens

des mautterlichen Immunsystems kommen kann (Clark et al., 2003).

Neben einer Einflussnahme auf B-Zellen, die zu einer T-Zell-unabhangigen Antwort
fuhrt, zeigten die Ergebnisse, dass unterschiedliche IL-21R Expressionen auf B-Zellen
existieren. Uber diesen Rezeptor besteht ebenfalls eine Moglichkeit, durch die Sekre-
tion von IL-21 Einfluss auf B-Zellen auszulben. Tfh-Zellen wurden bereits mehrfach
als Produzenten von IL-21 angesprochen, wodurch ihnen eine Interaktion mit B-Zellen
moglich ist (Ozaki et al., 2002; Bessa et al., 2010; Ma et al., 2012).
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Kurz nach Abschluss dieser Arbeit wurde eine Publikation veroffentlicht, die erstmalig
den Einfluss der Tfh-Zellen wahrend einer Schwangerschaft bei Mausen auf den
Schwangerschaftsverlauf untersuchte (Zeng et al., 2016). Diese Arbeit stellte eine As-
soziation zwischen extrem hohen Level an Tfh-Zellen und der Entstehung von Fehlge-
burten dar (Zeng et al., 2016). Nachfolgend konnten die Ergebnisse bestatigt werden
(Luan et al., 2017). Der Anstieg an IL-21-produzierenden Zellen lasst abermals auf
einen negativen Einfluss einer exzessiven Erhohung an Tfh-Zellen und IL-21 auf den
Ausgang einer Schwangerschaft schliel3en. Vor diesem Hintergrund ergibt sich ein
moglicher Ausblick fur folgende Experimente, um den Einfluss der Tfh-Zellen auf B-
Zellen noch differenzierter zu betrachten. Somit konnte untersucht werden, inwieweit
eine Veranderung der Tfh-Zellanzahl mit einer veranderten Menge an IL-21 zusam-
menhangt und inwieweit sich dieser Unterschied auf die Interaktion mit den B-Zellen

auswirkt.

Die Tfh-Zellen sollten weiterhin die Schnittstelle sein zwischen den aus dem Tiermodell
gewonnen Daten und denen, die aus dem Blut schwangerer und nicht-schwangerer
Frauen gewonnen wurden. Bis zu diesem Zeitpunkt wurden fast ausschlief3lich hu-
mane Tfh-Zellen aus den Tonsillen und dem peripheren Blut gewonnen (Rautajoki et
al., 2008). Dem ethischen Aspekt einer Organentnahme folgend, entschieden auch wir

uns fur peripheres Blut.

Unsere Daten zeigten eine Reduktion der humanen Tfh-Zellen am Beginn einer
Schwangerschaft. Nun sind die Tfh-Zellen durch einige Oberflachenmolekule charak-
terisiert, die dafur verantwortlich sind, dass diese Zellen im Keimzentrum der sekundar
lymphatischen Organe verbleiben, um dort mit den B-Zellen interagieren zu konnen
(Good-Jacobson et al., 2010; Shi et al., 2018). Eine mogliche Erklarung fur reduzierte
Zellzahlen an Tfh-Zellen im peripheren Blut von schwangeren Probandinnen im Ver-
gleich zu nicht-schwangeren konnte deshalb eine bereits stattgefundene Zellwande-
rung in Richtung der jeweiligen Zielorgane sein. Damit bleibt die Hypothese, dass eine
angemessene Haufung an Tfh-Zellen innerhalb einer Schwangerschaft zu deren er-
folgreichen Ausgang beitragt, wohingegen extrem hohe Level dieser Zellen einen ge-
genteiligen Effekt zu haben scheinen (Zeng et al., 2016), widerspruchsfrei zu den Mes-

sergebnissen der durchgeflhrten Experimente.

Monteiro et al. zeigten erst kurzlich auf, dass die Anzahl von zirkulierenden Tfh-Zellen

vom Menschen von weiteren Faktoren abzuhangen scheint, als sie Tfh-Zellen von
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schwangeren und nicht-schwangeren Frauen miteinander verglichen. Festgestellt
wurde, dass die Anzahl der Tfh-Zellen bei schwangeren Frauen signifikant hoher ist,
was mit den ebenfalls hdheren Leveln an Ostrogen, anti-CMV und anti-Hbs Antikdrper
korreliert wurde (Monteiro et al., 2017). Vergleicht man diese Erkenntnisse mit den
unseren so scheinen sie sich zu widersprechen. Flr uns ware es hierbei interessant
gewesen, die untersuchten Frauen ebenfalls auf das Hormon und durchlaufene Infek-
tionen zu untersuchen. Denn moglicherweise liegt hierin die Ursache fur den beobach-
teten Unterschied, der ebenfalls einen entscheidenden Einfluss auf die Tfh-Zellanzahl
hat. Weiterhin konnten auch wir im Verlauf von Schwangerschaften eine ansteigende
Tendenz von Tfh-Zellzahlen sehen. In jedem Fall konnen unsere Daten die Forderung
nach einer Erweiterung des Th1/Th2/Th17/Treg Paradigmas (Saito et al., 2010), hin
zu einem erweiterten Th1/Th2/Th17/Treg/Tfh Paradigma, unterstitzen (Wang et al.,
2020).

6.3. Die Bedeutung des IL-21/IL-21R-Systems fur die Schwangerschaft

Betrachtet man abschlieRend alle Daten gemeinsam, so deuten diese darauf hin, dass
es wahrend einer Schwangerschaft zu einer Reduktion der IL-21/IL-21R-Produktion
bzw. Expression kommen muss, damit ein erfolgreicher Ausgang einer Schwanger-
schaft Zustandekommen kann. Zytokine bilden dabei das zentrale Bindeglied zwi-
schen vielen einzelnen Einflussen, deren Bedeutung fur eine Schwangerschaft einzeln
unter Beweis gestellt wurde. Das Th1/Th2/Th17/Treg Paradigma spricht den beteilig-
ten T-Zell-Subpopulationen und ihrer ausgeglichenen Balance eine enorm grof3e Be-
deutung innerhalb einer Schwangerschaft zu (Saito et al., 2010; Li et al., 2013). Inwie-
weit IL-21 auf diese Balance Einfluss nimmt, ist jedoch noch nicht untersucht, obwohl
bekannt ist, dass IL-21 eine Th17 Zellproliferation induzieren und die Entwicklung von
Treg reduzieren kann (Korn et al., 2007; Nurieva et al., 2007; Zhou et al., 2007). Auch
das Vorhandensein des IL-21R auf vielen verschiedenen Zellen des Immunsystems,
die innerhalb der Schwangerschaft eine wichtige Rolle einnehmen, bietet viele Ansatze
fur zukunftige Forschungsarbeiten. In dieser Arbeit wurde postuliert, dass der Einfluss
von IL-21 im Rahmen einer Schwangerschaft fur mogliche Komplikationen verantwort-
lich zu machen ist. An anderer Stelle wurde die therapeutische Blockierung des IL-21R
bereits an verschiedenen Tiermodellen und in klinischen Versuchen getestet (Spolski

and Leonard, 2014). Andere Arbeiten, die IL-21R knock-out Mause untersuchten,
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sprechen im Sinne einer Schwangerschaft fur den Nutzen einer IL-21R Blockierung,
da die Gesundheit und Fertilitat dieser IL-21R knock-out Mause durch die Blockierung
nicht beeintrachtigt war (Collins et al., 2003). Auch die Entwicklung der NK Zellen in
diesen Mausen war ohne Auffalligkeiten (Collins et al., 2003). Ob diese Blockierung
auch ein mogliches Werkzeug darstellt problematische Schwangerschaften zu behan-

deln erfordert dringend weitere Forschungen.

6.4. Die Methoden und ihre Limitationen

Nachdem wir mittels der FACS-Analyse signifikante Unterschiede bezuglich der Tth-
Zellzahlen innerhalb der verschiedenen Mausgruppen beobachtet hatten, sollten diese
Ergebnisse anhand anderer Untersuchungsmethoden reproduziert werden. Dabei
sollte mit Hilfe der Immunfluoreszenz ein genaueres Bild Uber die Verteilung und An-
ordnung der Tfh-Zellen erstellt werden, womit die Charakterisierung dieser Zellen hin-
sichtlich ihrer Interaktion mit den B-Zellen vorangetrieben werden sollte. Hierfur wur-
den Schnitte von murinen Milzen verwendet. Fur die Farbungen kamen 4 Antikorper
(PD-1, IgD, PNA, CD4) zum Einsatz, deren Konzentration wir laut Angaben des Her-
stellers wahlten. Obwohl ein bereits etabliertes Farbeprotokoll einer friheren Arbeit
verwendet wurde (Yusuf et al., 2014), konnten so keine zufriedenstellenden Bilder er-
zeugt werden. Fur nachfolgende Arbeiten in diesem Labor ware es wiunschenswert,
dass die Optimierung des Farbeprotokolls gelingt und die bereits hergestellten Schnitte
bezlglich einer weiteren Charakterisierung der Tfh/B-Zell Interaktion untersucht wer-

den kann.

Eine andere Moglichkeit ware die Verwendung eines Multiphotonenmikroskops oder
eines Konfokalmikroskops. In anderen Arbeitsgruppen konnte auf diese Weise sogar
eine dynamische Darstellung der Tth-Zell-Bewegung innerhalb des Keimzentrums und
die anschlieRende Interaktion mit B-Zellen dargestellt werden (Miller et al., 2003; Qi et
al., 2006; Allen et al., 2007; Xu et al., 2013; Liu et al., 2015). Die Tatsache, dass diese
Generation der Mikroskopie eine Untersuchung der jeweiligen Strukturen in vivo er-
moglicht, stellt fur zukunftige Forschungsfragen einen grolRen Gewinn dar, weil so di-
rekte Untersuchung am Objekt in den Vordergrund ricken konnen und die Notwendig-

keit des Umweges Uber Tierversuche teilweise entbehrlich wird.
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6.5. Das Mausmodell, seine Limitationen und dessen Translation auf den Men-

schen

Als Grundlage aller hier durchgefuhrten Experimente diente ein bereits gut untersuch-
tes Mausmodell, bei dem es zu immunologisch vermittelten Fehlgeburten kommt und
welches fur die Erforschung von Schwangerschaftskomplikationen, wie z.B. Wachs-
tumsretardierung verwendet wurde. In diesem Modell werden weibliche CBA/2J (H2¥)
Mause mit DBA/c (H29) Mannchen verpaart. Diese Stamme sind in etwa der Halfte
ihrer Genloci identisch und zeigten in ersten Untersuchungen eine geringe Rate be-
zuglich des Zustandekommens von Schwangerschaften (Clark et al., 1980). Die Ursa-
che wurde sehr bald in einer Fehlregulation des Immunsystems vermutet, weshalb
dieses Modell im Folgenden vor allem fur die immunologische Erforschung von
Schwangerschaftskomplikationen Verwendung fand. Weitere Experimente zur Erfor-
schung dieses Modells konnte zeigen, dass es im Falle einer Schwangerschaft zu ei-
ner abnormalen Formation des Synzytiums (Gendron and Baines, 1988) und zu einer
ausgepragten Infiltration verschiedener Immunzellen kommt, worin sich diese Schwan-
gerschaften anderer Mausstamme unterscheiden. Infolge dieser Vorgange ergeben
sich Aborte, die in einer fetalen Resorption enden. Diese Resorption konnte anhand
einer dunklen, kleineren und nekrotischen fotalen plazentaren Einheit ausgemacht
werden und der Zeitpunkt fur das Eintreten der Aborte wurde mit dem Tag 10 bis 12

der Schwangerschaft beschrieben.

In unserem Fall fand die Organentnahme aus den Mausen am Tag 14 der Schwan-
gerschaft statt. Zu diesem Zeitpunkt konnte die fotale Resorption auch bereits in die-
sen Mausen beobachtet werden. Jedoch lag die Rate dieser Falle des Ofteren unter
den mitgeteilten und in der Versuchsplanung angestrebten 20 %. Auch andere Arbei-
ten hatten diesen Fakt bereits mitgeteilt und mit unterschiedlichen Haltungsbedingun-
gen in Verbindung gebracht. Der Anteil an fotalen Resorptionen zeigte demnach haufig
eine hohe Variabilitdt und befand sich laut Clark et al. zwischen 10 % und 80 % in
Bezug auf die Gesamtanzahl an fotalen plazentaren Einheiten (Clark et al., 2003).

Eine mogliche Ursache fur die zu geringen Raten kdnnte sein, dass die fotale Resorp-

tion am Tag 14 bereits so weit fortgeschritten war, dass sie nicht mehr eindeutig als

solche zu erkennen war. Sofern die Resorption nur noch als eine Anhaufung von Blut

sichtbar ist, kann sie pathologisch keiner Resorption mehr zugeordnet werden. Da es

sich beim Abort jedoch um nur eine mogliche Schwangerschaftskomplikation handelt,
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wurde das Gewicht der Feten ermittelt, um eine intrauterine Wachstumsretardierung

als weitere Komplikation feststellen zu konnen.

Beim Vergleich der GPOM und PPOM Mausgruppen ergaben sich eindeutige Unter-
schiede hinsichtlich der Fotus-Gewichte. So zeigten die Foten der Anpaarungen, die
zu den immunologisch induzierten Komplikationen fuhren sollten, im Durchschnitt ein
signifikant geringeres Gewicht (157,0 + 6,124 g), als die Feten der CBA/2J (H2¥) x
BALB/c (H2%) Anpaarung (177,0 + 5,574 g).

Nach Abschluss unserer Experimente etablierten Zeng et al. ein weiteres Mausmodel
(BALB/c (H?) Weibchen x C57BL/6 Mannchen), mit dessen Hilfe sie die follikularen
regulatorischen T-Zellen wahrend einer Schwangerschaft untersuchen wollten (Zeng
et al., 2020). Ein Vergleich der Fotus-Gewichte beider Mausmodelle ware fur uns eine
Bestatigung der Aussagekraft unseres Mausmodels, dahingehend, dass nicht nur die
fotale Resorption, sondern auch ein geringeres Fotus-Gewicht fur eine problematische

Schwangerschaft spricht.

Ein entscheidender Vorteil in der Verwendung von Mausen ergibt sich aus der Mog-
lichkeit einer Organentnahme. Weiterhin ist es moglich eine Standardisierung des Ver-
suchsaufbaus zu gewahrleisten, wodurch Versuche wiederholt und Ergebnisse repro-

duziert werden konnen.

Bezlglich der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen sind, im Hinblick auf
das verwendete Mausmodell, bereits einige Kritikpunkte bekannt. So kann das Modell
nur fur die erste Schwangerschaft angewendet werden, da in nachfolgenden Schwan-
gerschaften das Auftreten der nekrotischen fetalen Einheiten nicht mehr beobachtet
werden konnte (Singh et al., 2011). Das lasst den Gedanken aufkommen, inwieweit
das Modell dann uberhaupt fur wiederkehrende Fehlgeburten beim Menschen Anwen-
dung finden kann. Des Weiteren wurde bereits angemerkt, dass das Modell der Mause
nicht auf schwangere Frauen uUbertragen werden kann, die innerhalb des ersten Tri-
mesters eine Fehlgeburt erleiden, weil in den Experimenten die Zeitspanne der

Schwangerschaft zu etwa 70% durchlebt wurde.

Zusammenfassend lasst sich jedoch feststellen, dass das CBA/2J (H2k) x DBA/c (H29)
C Modell ein gutes Potenzial besitzt, um die die Vorgange um das mutterliche Immun-
system aufzuzeigen, mit denen es auf die neue Umgebung innerhalb einer Schwan-
gerschaft reagiert. Mit Hilfe dieses Modells konnten bereits viele zellulare und humo-

rale Einflisse, die wahrend einer Schwangerschaft eine Rolle spielen, um sich auf die
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neuen Gegebenheiten anzupassen und somit letzten Endes den erfolgreichen Aus-
gang einer Schwangerschaft zu bedingen, entdeckt werden. Auch kdnnen damit wei-
terhin einzelne Akteure des angeborenen aber auch erworbenen Immunsystems cha-
rakterisiert und in ihrer jeweiligen Bedeutung untersucht werden. Die hier gewonnenen
Erkenntnisse werden eine selektionierte Grundlage fur weitere Annahmen geben, die
im Nachfolgenden dann am Menschen in ausgewahlter Weise untersucht werden muis-

sen.

Erst kurzlich wurden die Immunreaktionen wahrend einer Schwangerschaft in Bezug
auf mogliche Impfungen fur den klinischen Alltag erneut in den Fokus geruckt (Vermil-
lion and Klein, 2018). Die Arbeitsgruppe verwies auf die Risikostellung, die sowohl
schwangere Frauen, der ungeborene Fotus, als auch Neugeborene einnehmen. Durch
das entweder veranderte oder noch nicht ausgereifte Immunsystem sind alle Beteilig-
ten viel anfalliger fur Infektionen. Das Ziel von Vermillion et al. war es, den Zeitpunkt
einer moglichen Impfung gegen einige Infektionen auf den bestmdglichen Zeitpunkt
wahrend der Schwangerschaft zu terminieren. Im besten Fall sollte so gleichzeitig ein
Schutz fur alle drei Risikogruppen ermaoglicht werden. In der Arbeit wurde mehrmals
auf die Wichtigkeit eines umfassenden Verstandnisses uber die Immunreaktionen und

einzelnen Akteure des Immunsystems hingewiesen.

Auch das Robert Koch Institut nahm in Bezug auf die Impfung wahrend der Schwan-
gerschaft, vor dem Hintergrund neuer Studienergebnisse, Veranderungen vor. 2020
veroffentlichte die STIKO im Epidemiologischen Bulletin eine Uberarbeitete Empfeh-
lung in Bezug auf die Pertussisimpfung. Verschiedene Studien hatten ergeben, dass
die Pertussis-spezifischen AntikOrperkonzentrationen bei einem Grof3teil schwangerer
Frauen sehr niedrig seien (Healy et al., 2004; Gonik et al., 2005; Smallenburg et al.,
2014). Ein Schutz des Neugeborenen durch diaplazentar Ubertragene Antikorper sei
demnach nicht gegeben (Shakib et al., 2010; Smallenburg et al., 2014). Wurde die
Mutter jedoch wahrend der Schwangerschaft geimpft werden, so sei die Konzentration
bei ihr und beim Neugeborenen signifikant hoher (Gall et al., 2011; Hardy-Fairbanks
et al., 2013). Die uberarbeitete Empfehlung der STIKO sieht deshalb neuerdings eine
Impfung mit dem Tdap-Kombinationsimpfstoff wahrend der Schwangerschaft vor, um
eine Reduzierung von Erkrankungen, Hospitalisierungen und Todesfallen durch Infek-
tionen mit Bordetella pertussis bei Neugeborenen und jungen Sauglingen zu bewirken.

Infolge unserer Untersuchungsergebnisse sollte eine Arbeitsgruppe der STIKO klaren,
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wann ein geeigneter Zeitpunkt einer Pertussisimpfung wahrend einer Schwanger-
schaft existiert (Vygen-Bonnet et al., 2020).

Das Beispiel zeigt eindrucklich wie wichtig das Wissen uber die genauen Ablaufe in-
nerhalb des Immunsystems wahrend der Schwangerschaft ist. Nur so wird es gelingen
den genauen Zeitpunkt einer Impfung auszumachen, um auf der einen Seite die Mutter

und auf der anderen Seite den Fotus bzw. das Neugeborene bestmdglich zu schutzen.
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7. Zusammenfassung

IL-21 gehort zur Gruppe der proinflammatorischen Zytokine und ermaoglicht als 16sli-
cher Botenstoff eine Interaktion zwischen verschiedenen Zellen innerhalb des Immun-
systems. Unlangst wurde die Rolle von IL-21 bei der Entstehung von Autoimmuner-
krankungen beschrieben. Dabei kommt es zur Fehlregulation des Immunsystems, so
dass infolge korpereigene Strukturen bekampft werden. Wahrend einer Schwanger-
schaft kommt es zu umfassenden Anpassungsvorgangen innerhalb des Immunsys-
tems, wobei mogliche Fehlregulationen sowohl fur die Mutter als auch fur den Fotus
verschiedene Komplikationen mit sich bringen kann. Inwieweit IL-21 innerhalb dieser
Vorgange und letzten Endes fur den erfolgreichen Ausgang einer Schwangerschaft
von Bedeutung ist, ist bislang unbekannt und ist Gegenstand der in dieser Arbeit dar-
gestellten Untersuchungsergebnisse.

Die Ergebnisse lassen erkennen, dass B-Zellen der verschiedenen Mausgruppen
(NPM=nicht schwanger, GPOM=normale Schwangerschaften und PPOM=kompli-
zierte Schwangerschaften) unterschiedlich sensibel auf IL-21 reagieren. Diese Be-
obachtung ful3t auf unterschiedlicher Verteilung des IL-21R. Demnach exprimieren B-
Zellen der GPOM-Gruppe niedrigere Level an IL-21R, deren Beeinflussung durch das
Zytokin IL-21 als gering zu beurteilen ist und deshalb nachfolgend relativ seltener in
die Apoptose eintreten. Die grofdten Differenzen bezuglich der Rezeptorexpression
konnten innerhalb der MZ B-Zellen beobachtet werden. MZ B-Zellen wird bereits in
friheren Arbeiten eine wichtige Rolle fur eine erfolgreiche Schwangerschaft zuge-
schrieben.

Mittels immunologischer Methoden wurde weiterhin die Produktion von IL-10 unter-
sucht, die bei GPOM am hochsten war. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass in
dieser Situation B-Zellen sich durch eine Herunterregulierung ihrer IL-21R dem Ein-
fluss des Zytokins entziehen und nachfolgend fur eine vermehrte Produktion von IL-10
zur Verfugung stehen. Auch IL-10 konnte bereits als ein fur eine erfolgreiche Schwan-
gerschaft forderlicher Faktor identifiziert werden.

Als mogliche Quelle von IL-21 und aufgrund der raumlichen Nahe zu den MZ B-Zellen
wurden Tfh-Zellen mittels Durchflusszytometer analysiert. Hierbei wurde festgestellt,
dass diese Zellen gehauft in der PPOM-Gruppe vorkommen, wodurch auch diese T-
Zell Subpopulation fur den Ausgang einer Schwangerschaft mit verantwortlich sein

kann. Alle Ergebnisse dieser Arbeit sprechen in der Zusammenschau dafur, dass es
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zu einer Reduktion des IL-21/IL-21R-Systems kommen muss, um einen erfolgreichen
Ausgang der Schwangerschaft zu gewahrleisten. Aus diesem Grund sollte auf der ei-
nen Seite das IL-21/IL-21R-System verstarkt in den Fokus kunftiger Forschung ricken
und auf der anderen Seite ist gleichzeitig eine Erweiterung des fur eine Schwanger-
schaft bestehenden Th1/Th2/Th17/Treg Paradigmas um Tfh-Zellen angezeigt.
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