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Einleitung

2 Einleitung

In der Umwelt ist jeder Organismus einer Vielzahl infektioser Pathogene —Viren, Bakterien,
Pilzen, Protozoen und Parasiten- ausgesetzt. Bei gesunden Individuen dauern die meisten
Infektionen, bzw. deren klinische Symptome jedoch nur kurze Zeit und hinterlassen keine
bleibenden Schiden, weil das Immunsystem des Organismus mit seinen vielféltigen
Schutzmechanismen die Ausbreitung der Erreger verhindert. Im Laufe der Evolution hat es sich
zu einem komplexen System entwickelt, in dem man bei hoheren Vertebraten die angeborene
von der erworbenen Immunitdt unterscheiden kann. Die phylogenetisch dltere angeborene
Immunitit, welche heute noch in Pflanzen zu finden ist, wurde vor ca. 450 Millionen Jahren
durch das erworbene Immunsystem erweitert. Dieses erlaubt die Wiedererkennung von
Pathogenen bei darauf folgenden Infektionen durch ein immunologisches Gedichtnis und bot
damit einen Selektionsvorteil (1).

Dass es ein immunologisches Gedéchtnis gibt, welches den Korper im Falle einer zweiten
Infektion vor erneutem Ausbruch der Krankheit bewahrt, ist schon lange bekannt. Der
griechische Geschichtsschreiber Thukydides berichtet in seinen Aufzeichnungen iiber die ,,Plage
von Athen* 430 v. Chr.: ,,Dennoch fanden die Kranken und Sterbenden das meiste Mitgefiihl bei
denen, welche sich von der Krankheit selbst erholt hatten. Diese wussten aus Erfahrung wie es
ist und hatten keine Angst um sich selbst; denn der gleiche Mann wurde nie ein zweites Mal
befallen- jedenfalls nicht todlich.“(2).

Seit die Immunologie sich gegen Ende des 18. Jahrhunderts mit Edward Jenner als Vorreiter zu
einer systematischen Wissenschaft entwickelt hat, konnten sehr viele Erkenntnisse iiber das
immunologische Gedichtnis erlangt werden. So ist bekannt, dass sich dieses aus zelluldren
Bestandteilen, den B- und T-Gedéichtniszellen, sowie aus den von B-Zellen sezernierten
Antikdrpern im Serum zusammensetzt. Die Mechanismen, die dazu beitragen, dass solche
Antikorper auch noch sehr lange Zeit nach einer Infektion im Korper nachweisbar sind, und
Thren wichtigen Beitrag zum Schutz gegen ein Ausbreiten von Pathogenen leisten kdnnen, gehort
zu einem der Phdnomene des immunologischen Gedichtnisses, die die Wissenschaftler auch

heute noch beschéftigen.
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2.1  Angeborene und adaptive Immunitit

Die Epithelschichten, die unseren Korper auf der gesamten Kontaktfliche zur AuBenwelt
begrenzen, stellen die erste Barriere fiir eindringende Mikroorganismen dar. Fettsduren, Enzyme,
ein niedriger pH-Wert, Zilienbewegungen und die normale Mikroorganismenflora schiitzen vor
den meisten potentiellen Krankheitserregern. Erst wenn diese Epithelbarriere iberwunden wird,
werden die Mechanismen der angeborenen Immunitit in Anspruch genommen. Dazu gehoren in
erster Linie Phagozyten, die Mikroorganismen aufnehmen und zerstéren, von ihnen
abgesonderte Zytokine und das Komplementsystem. Wichtiges Unterscheidungsmerkmal zur
adaptiven Immunitét ist, dass die phagozytierenden Zellen wie Makrophagen und neutrophile
Granulozyten sehr einfache Erkennungsmechanismen benutzen, die im Gegensatz zu der
hochspezifischen Antigenerkennung im adaptiven Immunsystem steht. Die Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems erkennen so nicht jedes mogliche Antigen, sondern bestimmte, in
der Evolution hoch konservierte Strukturen. Bei diesen Strukturen handelt es sich um
Wiederholungsmuster molekularer Strukturen wie Lipopolysaccharide (LPS) aus der Zellwand
gramnegativer Bakterien, Peptidoglykane, Mannane, oder bakterielle DNA und doppelstrangige
RNA.

Diese Rezeptoren im angeborenen Immunsystem sind keimbahnkodiert, das heifit, bei allen
Zellen desselben Typs kommt ein bestimmter Satz an Rezeptoren vor. Darum kann dieser Teil
des Immunsystems sofort auf das eingedrungene Pathogen reagieren, ohne den zeitverzogernden
Prozess der klonalen Expansion des adaptiven Immunsystems abzuwarten. So werden die
Mikroorganismen innerhalb von Minuten phagozytiert, mit Hilfe des Komplementsystems lysiert
oder sterben durch den programmierten Zelltod nach Kontakt mit natiirlichen Killerzellen. Durch
sezernierte Zytokine wird im Gewebe eine Entziindung hervorgerufen, welche den Blutfluss
fordert, es werden zusétzliche Leukozyten in das betroffene Gebiet rekrutiert und durch lokale
Blutgerinnung die weitere Ausbreitung verhindert.

Unterschiedliche Komponenten des angeborenen Immunsystems stellen dabei eine Verbindung
zum adaptiven Immunsystem her, indem sie die Reaktionen des adaptiven Immunsystems, die in
den folgenden 4-6 Tagen beginnt, vorbereiten und unterstiitzen (3). Dazu gehoren unter anderem
die Toll-like Rezeptoren (TLR), eine Gruppe der Mustererkennungs-Rezeptoren. Sie
signalisieren die Anwesenheit von Pathogenen (sog. Danger-Signals) und induzieren durch eine
intrazelluldre Signalkaskade unter anderem die Produktion von Zytokinen und die Expression

kostimulatorischer Molekiile, welche fiir das Zustandekommen einer adaptiven Immunantwort
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wichtig sind (4). AuBerdem fordern sie die Reifung der dendritischen Zellen, die fiir die
Antigenprésentation an die Zellen der adaptiven Immunitét verantwortlich sind (5).

Ebenfalls dem angeborenen Immunsystem zugerechnet werden konnen die so genannten
Hhatiirlichen Antikorper. Diese sind hauptsdchlich vom IgM-Subtyp und nicht Produkte aus
einer antigenspezifischen, adaptiven Immunantwort. Vielmehr kommen sie in normalen
Konzentrationen auch im Serum von Méusen vor, die in einer weitgehend sterilen Umgebung
gehalten wurden. Da sie eine, wenn auch geringe, Affinitdt fiir zahlreiche Krankheitserreger
besitzen und starke Kreuzreaktionen zeigen, sind sie moglicherweise wichtig fiir eine Bindung
von Krankheitserregern noch bevor die Antikorper der adaptiven Immunitét entstanden sind.
Wahrscheinlich wird ein Grofteil dieser [gM-Molekiile von B-1 Zellen sezerniert, Zellen, die als
eine evolutiondre Vorgingerform der konventionellen B-2 Zellen angesehen werden konnen (6,
7), nach neueren Erkenntnissen aber auch fiir spezifische Immunantworten zum Schutz der
Schleimhiute verantwortlich gemacht werden (8).

Wenn das angeborene Immunsystem in den Korper eingedrungene Krankheitserreger nicht
ausreichend eliminieren kann, so kommt es zur Aktivierung der erworbenen Immunitit. Die
entscheidende Rolle iibernehmen hierbei die Lymphozyten, von denen jeder nur einen
Rezeptortyp mit einer Spezifitdt fiir nur ein ganz bestimmtes Antigen trégt. Aus diesem Grund
werden in einer Immunantwort niemals alle Lymphozyten aktiviert, sondern nur diejenigen,
welche einen passenden Rezeptor fiir ein Antigen auf dem eingedrungenen Erreger tragen. Um
trotzdem eine ausreichende Anzahl von Effektorzellen zu erreichen, fiihrt die Aktivierung eines
Lymphozyten zu dessen Proliferation und klonaler Expansion, so dass nach wenigen Tagen viele
identische Kopien der aktivierten Zelle im Organismus vorhanden sind und somit einen
optimalen, antigenspezifischen Schutz gewéhrleisten.

Durch die Aktivierung und Proliferation der Lymphozyten entstehen jedoch nicht nur die
momentan benotigten Effektorzellen, sondern auch langlebige Zellen, welche die zweite
besondere Eigenschaft des adaptiven Immunsystems tragen: Das immunologische Gedéchtnis.
Dieses ermdglicht dem Organismus bei einem zweiten Kontakt mit demselben Antigen einen
schnelleren und effektiveren Schutz als beim Erstkontakt. Aufgrund der Lern- und Merkfahigkeit
der Zellen des adaptiven Immunsystems wird der Korper so in vielen Féllen vor
wiederkehrenden Erkrankungen bewahrt und macht den Schutz vor Krankheiten durch aktive
Impfung moglich.
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2.2 Lymphozyten und lymphatische Organe

2.2.1 B-und T- Lymphozyten

Innerhalb des adaptiven Immunsystems kann man zwei Systeme voneinander unterscheiden, die
durch zwei unterschiedliche Lymphozytentypen représentiert werden, durch verzahnte
Interaktionen jedoch gemeinsam zum Schutz des Individuums beitragen. T-Zellen, die
Effektorzellen der so genannten zellvermittelten Immunitdt, verfligen iiber Rezeptoren, die
Peptidfragmente intrazelluldrer Krankheitserreger erkennen. Spezialisierte Molekiile, die MHC-
I-Molekiile, transportieren Peptide von Virenbestandteilen, die im Zytosol der befallenen Zellen
hergestellten wurden, an die Zelloberfliche, und présentieren sie zytotoxischen T-Zellen.
Genauso konnen zytotoxische T-Zellen auch entartete Zellen erkennen und abtéten. Bestandteile
von phagozytierten Erregern werden mit MHC-II-Molekiilen einer anderen Art von T-Zellen
prasentiert: den T-Helfer-Zellen. Die Aktivierung dieser T-Helfer-Zellen ist wichtig fiir das
zweite System der adaptiven Immunitit, die so genannte humorale Immunitit. Deren
Effektorzellen, die B-Lymphozyten, tragen den B-Zell-Rezeptor (BCR) auf ihrer Oberflache. Mit
dessen Hilfe konnen sie Antigene auBerhalb von Korperzellen erkennen, zu denen viele
Bakterien zdhlen. Wird die B-Zelle wirkungsvoll aktiviert, kann sie zur Plasmazelle
ausdifferenzieren, die ihre antigenspezifischen Antikorper in die Korperfliissigkeiten sezerniert.

Gemeinsamkeit der beiden Zellarten ist ithre Vorlduferzelle im Knochenmark, aus der sowohl B-
als auch T-Zellen hervorgehen. Die weitere Entwicklung und Reifung geschieht jedoch in
unterschiedlichen Organen aus denen die Bezeichnung der Zellen abgeleitet wurde. Wahrend T-
Zellen in den Thymus, einem lymphoepithelialen Organ im vorderen Mediastinum, wandern und
dort zu immunkompetenten T-Zellen heranreifen, sind die Reifungsorte der B-Zellen das
Knochenmark (englisch: Bone marrow), die Milz und die fotale Leber. Beide Zellarten verfiigen
iber die Moglichkeit, im Laufe dieses Reifungsprozesses eine sehr grofe Anzahl an
Rezeptorspezifititen ausbilden zu konnen, und so zu garantieren, dass jedes in den Korper
eindringende Antigen von einem Lymphozyten spezifisch erkannt und gebunden werden kann.
Wihrend ihrer Entwicklung durchlaufen die Zellen eine Umordnung in den Keimbahngenen, die
fiir Antigenrezeptoren codieren. Dabei erfolgt eine zuféllige Kombination von Gensegmenten als
Grundlage fiir die Diversitdit der Antigenrezeptoren. Diese so genannte somatische
Rekombination ermoglicht trotz des Vorhandenseins von nur einigen hundert Gensegmenten die

Entstehung einer grofen Vielzahl von Rezeptoren. Legt man die geschétzte Anzahl der
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unterschiedlichen Gensegmente zugrunde und geht man davon aus, dass jede neue Anordnung
dieser Gene auf der DNA erfolgreich ist, so beliefe sich die Zahl der Rearrangements und damit
Antikorper-, bzw. BCR-Spezifititen auf 48 Millionen (9) und im Falle der T-Zell-Rezeptoren auf
3 x 10* unterschiedliche Varianten (10). Um bei dieser Vielzahl zu gewihrleisten, dass keine
Rezeptoren bzw. Antikorper entstehen, welche korpereigene, d.h. Selbst-Antigene, erkennen und
Autoimmunreaktionen auslosen, wird jeder entstandene Lymphozyt einem strengen
Selektionsprozess unterzogen. T-Zellen miissen zusétzlich noch die Féhigkeit zeigen,
korpereigene MHC-Molekiile zu erkennen, ansonsten sterben auch sie den programmierten
Zelltod (Apoptose). Diese Testung geschieht zundchst in den zentralen lymphatischen Organen
Thymus und Knochenmark. Nach Wanderung der Lymphozyten in die peripheren lymphatischen
Organe konnen auch dort nur Lymphozyten iiberleben, welche nicht gegen korpereigene Zellen
gerichtet sind, bzw. sie werden zunéchst anergisch und sterben erst spiter.

Kommt es in der Peripherie zu einer Infektion, so nehmen phagozytierende Zellen gro3e Mengen
von Antigen auf und wandern damit in die sekunddren Organe. Erkennt ein Lymphozyt dort ein
passendes Antigen, wird er aktiviert, proliferiert und kann zu Effektorzellen differenzieren. Uber
efferente Lymphbahnen verlassen diese den Ort ihrer Aktivierung um am Infektionsherd das

eingedrungene Pathogen zu bekdmpfen.

2.2.2 Grundstruktur lymphatischer Organe

Die lymphatischen Organe liefern mit ihren unterschiedlichen Zellen und Signalen die
entscheidenden Faktoren fiir das Uberleben der Lymphozyten. Durch die Ansammlung
antigenprasentierender Zellen ist in sekundéren lymphatischen Organen die Moglichkeit fiir
Lymphozyten groB3, auf ihr passendes Antigen und andere aktivierte Lymphozyten zu treffen um
erfolgreich aktiviert zu werden. Als zentrale oder primére lymphatische Organe werden das
Knochenmark und der Thymus bezeichnet. Hier findet die Reifung und Ausbildung der
Rezeptorspezifititen statt.

Zu den peripheren lymphatischen Organen gehdren die Milz, Lymphknoten, das Knochenmark,
das darmassoziierte lymphatische Gewebe (GALT), und weniger gut organisierte
Ansammlungen von Lymphozyten wie das bronchienassoziierte Gewebe (BALT) oder das
mucosaassoziierte lymphatische Gewebe (MALT) in anderen Schleimhduten. Milz und
Lymphknoten werden auch als systemische lymphatische Organe bezeichnet, die verantwortlich

sind fiir die Antigene, die sich im Blut (Milz) bzw. in der gewebedrainierenden Lymphe
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(Lymphknoten) befinden. Die mucosa-assoziierten Gewebe nehmen Antigene von den
Oberflachenepithelien des Darms, der Lunge und des Rachenbereiches auf.

Sie alle zeigen dhnliche Organisationsstrukturen. Dazu gehdren der Aufbau aus getrennten
Bereichen fiir B- und T-Zellen, die Besiedlung mit anderen Leukozyten wie z.B. Makrophagen
und dendritischen Zellen sowie mit Stromazellen. In der Milz sind die meisten Lymphozyten in
der weillen Pulpa lokalisiert, die Inseln innerhalb der roten Milzpulpa einnehmen. In die weille
Pulpa wird Blut aus den zentralen Arteriolen geleitet, die von der periarterioldren Scheide
(PALS) umgeben sind, einem Bereich, in dem hauptsidchlich T-Zellen zu finden sind. Die
meisten B-Zellen liegen in so genannten Follikeln, die neben den PALS liegen. Aus diesen
Follikeln bilden sich nach Antigenkontakt Keimzentren, Orte massiver Proliferation und
Differenzierung von B-Zellen. Um die PALS und B-Zellareale liegt der Randzonenbereich, in
dem sich spezielle Makrophagen, Gedichtniszellen und eine besondere Art von B-Zellen
befinden.

Ungepragte Lymphozyten zirkulieren zwischen Blut, Gewebe und diesen Organen solange, bis
sie auf ein passendes Antigen treffen und proliferieren, oder sie sterben. Der Eintritt in ein
Follikel liefert fiir die naiven B-Zellen wahrscheinlich ein essentielles Uberlebenssignal, so dass
die Zellen, denen die Passage aufgrund begrenzter Kapazitit verwehrt wird, nicht lange in der
Peripherie iiberleben. Eine Ausnahme hiervon stellen die Randzonen-B-Zellen in der Milz dar,
die nicht zirkulieren. Sie besitzen eingeschrinkte Rezeptorspezifititen und konnen ohne die

Hilfe von T-Zellen schneller als die follikularen B-Zellen aktiviert werden (11).

2.3 Die humorale Inmunantwort
Aus dem lateinischen Wort humor (Feuchtigkeit, Fliissigkeit) leitet sich der Begriff der
humoralen Immunitédt ab, mit dem der Beitrag der B-Lymphozyten zur adaptiven Immunitét
umschrieben wird. Allein die Effektorzellen der B-Lymphozyten, die Plasmazellen, sind in der
Lage, Antikorper zu produzieren, und diese in die Korperfliissigkeiten zu sezernieren. Dadurch
ist die humorale Immunantwort verantwortlich fiir den Schutz der Extrazellularrdume, in dem
sich die meisten infektiosen Bakterien vermehren, und wo intrazelluldar lebende Bakterien bei
Threr Ausbreitung von Zelle zu Zelle angegriffen werden konnen. Davon abgesehen stellt eine
effektive Aktivierung der B-Zellen die Voraussetzung fiir die weitere Immunantwort dar, die

zum Beispiel auf deren Fahigkeit zur Antigenprésentation beruht.
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2.3.1 Aktivierung und Differenzierung von B-Zellen

Es gibt hauptséchlich zwei Arten, wie B-Lymphozyten aktiviert werden konnen. Die eine Form
der Aktivierung beruht auf einer Antigenerkennung durch eine B-Zelle, die im Anschluss daran
mit einer durch dasselbe Antigen aktivierten T-Zelle interagiert (sog. cognate Interaktion). Die-
sen Mechanismus nennt man T-Zell-abhdngige Immunantwort. Er kommt zum Tragen bei Im-
munantworten auf Proteinantigene, in deren Verlauf sich Geddchtnis-B-Zellen bilden und lang-
lebige Plasmazellen generiert werden. Polysaccharidantigene dagegen kdnnen B-Lymphozyten
stimulieren, ohne dass diese in Kontakt mit aktivierten T-Lymphozyten treten miissen, weshalb
diese Immunantworten T-Zell-unabhéngig genannt werden. Auflerdem muss man unterschiedli-
che B-Zelltypen- B1/B2 Zellen und Randzonen B-Zellen- unterscheiden, die sich sowohl in ihren
Anforderungen an eine effiziente Aktivierung als auch in den entstehenden Effektorzellen unter-
scheiden.

Im Falle von Proteinantigenen (zu denen auch das in dieser Arbeit verwendete Ovalbumin
gehort), welche eine T-Zell-abhidngige Immunantwort ausldsen, beginnt die Aktivierung einer B-
Zelle mit der Bindung des Antigens an den spezifischen BCR der Zelloberfliche. Das Antigen
wird in die Zelle eingeschleust, prozessiert, und einzelne Peptide daraus anschlieBend mit MHC-
Klasse-II Molekiilen an der Zelloberflache présentiert (7, 12). Die so dargebotenen Molekiile
konnen von T-Helferzellen erkannt werden, wenn diese vorher durch das gleiche Antigen
aktiviert worden waren. Die Interaktion mit einer aktivierten T-Zelle stellt die Voraussetzung fiir
die Aktivierung der B-Zelle dar, was als ,,Gekoppelte Erkennung™ bezeichnet wird. Diese
Kopplung bedeutet aber nicht, dass beide Zellen identische Epitope auf dem Antigen erkennen
miissen, sondern dass die jeweils erkannten Epitope Teil desselben Antigens sind.

Die Bindung einer aktivierten T-Zelle an den MHCII-Peptid-Komplex 16st in der T-Zelle die
Bildung von Zytokinen und Synthese von zellgebundenen Rezeptoren und Liganden aus. Dazu
gehort auch der CD40-Ligand, dessen Bindung mit dem CD40-Molekiil auf der B-Zelle zu deren
Proliferation fiihrt (13). Wird diese Interaktion durch blockierende Antikérper verhindert, kommt
keine effiziente Immunantwort zustande und Keimzentren konnen nicht ausgebildet werden (14).
AuBlerdem spielen die von der T-Zelle sezernierten IL-4, BLyS und APRIL eine Rolle, die
vermutlich zusammen fiir die klonale Vermehrung und weitere Entwicklung der B-Zelle sorgen
(11). Um sicherzustellen, dass nur die gebundene, antigenspezifische B-Zelle von den

sezernierten Zytokinen beeinflusst wird, scheint die Kontaktstelle zwischen beiden Zellen nach
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auflen hin mittels Adhisionsmolekiilen abgedichtet zu werden. Die folgende Sekretion der
Effektormolekiile bleibt nur auf diesen Raum beschrénkt.

Auch auf der B-Zelle ist durch die Bindung von Antigen an den BCR die Expression von
Oberflachenmolekiilen induziert worden, welche als Korezeptoren fiir den BCR wirken und
positive oder negative Signale ins Innere tibermitteln konnen.

Wie oben dargestellt, sind die peripheren lymphatischen Organe Ort dieser Aktivierung. An der
Grenze zwischen B- und T-Zellzone entsteht durch die klonale Vermehrung der Zellen der so
genannte Primérfokus. Viele der entstandenen B-Zellen sterben den programmierten Zelltod,
andere B-Zellen differenzieren zu extrafollikuldren, kurzlebigen Plasmazellen und wandern in
andere Bereiche der lymphatischen Organe oder zirkulieren und sezernieren Antikdrper geringer
Affinitét (15). Wenige der B- und T-Zellen aus den Primérfoki wandern in die B-Zellzone des
lymphatischen Gewebes, wo sie sich innerhalb der Primaérfollikel weiter vermehren und
schlieBlich so genannte Keimzentren ausbilden, aus denen nach wenigen Tagen langlebende
Plasmazellen mit hochaffinen Antikoérpern und Gedéchtniszellen hervorgehen.

Als Keimzentren werden hoch organisierte Ansammlungen von B-Zellen, Helfer-T-Zellen und
Follikuldren dendritischen Zellen (FDC) bezeichnet. In diesen Regionen findet nach T-Zell-
abhéngiger Antigenaktivierung eine schnelle oligoklonale Expansion der spezifischen B-Zellen
statt (7). Die ersten Zellstadien werden Zentroblasten genannt, die viele Hypermutationen in den
Genen der variablen Antikorperregionen erfahren. Die Zellen differenzieren im Keimzentrum
weiter zu Zentrozyten, die sich nicht mehr teilen. Diese Zentrozyten miissen streng selektioniert
werden, da durch die Hypermutation nicht nur héher affine Rezeptoren, sondern auch Auto-

Antikorper entstanden sind (16).

Bakterielle Polysaccharide und polymere Proteine zdhlen zu den Antigenen, welche ohne diese
beschriebene T-Zell-Hilfe eine Differenzierung von B-Zellen ausldsen konnen (Typ 1). LPS zum
Beispiel aktiviert die Zellen via TLR-4, die sich darauthin unabhéngig von ihrer BCR-Spezifitit
polyklonal vermehren. Die daraus entstehenden Plasmazellen kénnen schnell zur Bekdmpfung
extrazelluldrer Bakterien beitragen, auch wenn ihre Antikorper nur geringe Affinitit aufweisen
und die Effektorzellen nicht lange leben. Eine andere Klasse von T-Zell-unabhingigen
Antigenen (Typ 2) ist durch die vielfache Wiederholung von Epitopen charakterisiert (17). Diese
Antigene aktivieren hauptsdchlich reife B-Zellen der B-1- oder Marginal- Zellpopulation indem
siec BCR quervernetzen (7, 8). Auch aus diesen Zellen entstehen Plasmazellen, welche

wahrscheinlich grofitenteils kurzlebig sind. Wie bei allen T-Zellunabhédngigen Reaktionen
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entstehen dabei keine Gedéchtnis-B-Zellen. Ein Klassenwechsel von IgM zu anderen Isotypen
ist bei T-Zell-unabhéngigen Typ-2 Antigenen mdglich, wenn die B-Zelle Kontakt zu T-Zell
Zytokinen erhilt.

2.3.2 Lokalisation und Lebensdauer von Plasmazellen

Plasmazellen (Antigen-sezernierende Zelle, ASC) sind die ausdifferenzierten Endstadien der B-
Zellentwicklung, deren herausragende Aufgabe es ist, eine groBe Menge von Antikdrpern einer
einzigen Spezifitit zu sezernieren. Im Laufe Threr Entwicklung, die mit der Aktivierung einer B-
Zelle beginnt, verdndern sich der Phinotyp und die Morphologie der Zelle. Die morphologischen
Merkmale der Plasmazellen sind alle durch Ihre Funktion als Antikdrper-,,Fabrik* zu erkléren.
Sie besitzen sehr viel Zytoplasma, das fast vollstdndig von rauem endoplasmatischen Retikulum
(RER) ausgefiillt ist. Das RER ist Ort der Proteinsynthese der Zelle, weswegen die Zisternen des
RER einer Plasmazelle viele Immunglobuline enthalten (18). In der histologischen Farbung
erscheint das Zytoplasma der Plasmazelle basophil, was durch die grolen Mengen RNA entsteht,
die im RER benétigt werden. Die Antikorper, von denen mehrere tausend pro Sekunde
hergestellt und sezerniert werden (19, 20), kdnnen in der Zelle mit fluoreszierenden Antikdrpern
angefarbt werden.

Die Verdnderungen auf molekularer Ebene betreffen unterschiedliche Oberflachenmolekiile.
Dazu gehoren die Abregulation von MHCII, B220, CD19, CD21 und CD22, sowie der Verlust
fast aller Oberflichenimmunglobuline (11, 15). Weitere Molekiile werden exprimiert, die
Plasmazellen von anderen B-Zellen unterscheiden: Syndecan-1 (CD138 in der Maus, CD38 im
Mensch), ein Proteoglykan, welches extrazelluldre Matrix erkennt (21) gilt als Marker fiir
Plasmazellen. Auch der Transkriptionsfaktor Blimp-1 (B lymphocyte-induced maturation
protein-1) gilt heute als Marker fiir Plasmazellen. Es hat sich herausgestellt, dass die Expression
von BLIMP-1 entscheidend fiir die Differenzierung von B- zu Plasmazellen ist (22-24).

Im Rahmen dieser Aufzidhlung ist zu beachten, dass die Plasmazellen in ihrer Entwicklung
zundchst ein Zwischenstadium durchlaufen, in dem sie als Plasmablasten bezeichnet werden. Als
Plasmablast verlassen die B-Zellen die Keimzentren, sind als Vorlduferzellen noch teilungsfihig
und exprimieren im Gegensatz zu Plasmazellen noch MHCII. Die Ausdifferenzierung ist im
Stadium der Plasmazelle abgeschlossen, und die Zelle nicht mehr teilungsfahig. Beide Zelltypen
sezernieren jedoch Antikorper. Darum wurde im Rahmen dieser Arbeit in den Fillen, in denen
nicht, aufgund von Oberflichenmolekiilen, zwischen Plasmablast und —Zelle unterschieden

werden konnte, der Begriff ,,Antikdrper sezernierende Zelle® (ASC) gewéhlt.
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Dass Plasmazellen kein MHCII mehr tragen, hat zur Folge, dass sie nicht mehr in der Lage sind,
T-Helfer-Zellen Antigen zu présentieren.

Eine weitere wichtige Eigenschaft der Plasmazellen ist ihre verdnderte Sensibilitidt gegeniiber
unterschiedlichen Chemokinen. Diese Anderungen vermitteln die Wanderung der Plasmazellen
vom Ort ihrer Entstehung in andere Gebiete. In der Milz ist das die rote Milzpulpa, in den
Lymphknoten die Markstringe (25) und im Knochen verteilt im Mark. Auflerdem konnen
Plasmazellen in grofler Anzahl in entziindete Gebiete migrieren (26). Plasmazellen, die aus
Immunantworten der Schleimhéute entstanden sind, kehren nach einer Zirkulation durchs Blut
meist wieder an ihren Entstehungsort in der Schleimhaut zuriick (27) Die Plasmazellen in der
Milz und den Lymphknoten leben wahrscheinlich groftenteils nur wenige Tage. Nur ein geringer
Anteil iiberlebt auch in diesen Organen sehr viel langer (28), wenn die rdumliche Kapazitit des
Gewebes ausreicht um das Uberleben zu fordern. Zu den kurzlebigen Plasmazellen gehdren
wahrscheinlich die extrafollikuldr entstandenen Plasmazellen aus Primédrantworten, aber auch
Plasmazellen aus T-Zell unabhidngigen Immunreaktionen, Abkdmmlinge von B-1 Zellen und
Randzonen B-Zellen (29). Im Gegensatz dazu stellt das Knochenmark einen Ort dar, zu dem
Plasmazellen vor allem nach sekundidren Immunantworten migrieren und lange iiberleben
konnen (30, 31). Aus diesem Grund kann nach einer sekundaren Immunisierung nach den ersten
Tagen des Anstiegs ein rapider Abfall von Plasmazellen in Milz und Lymphknoten beobachtet
werden, wihrend im Knochenmark die Plasmazellen gleichzeitig kumulieren (32).
Jahrzehntelang galt im Bereich der immunologischen Forschung das Dogma, dass Plasmazellen
kurzlebig sind, d.h. nach einer Lebensspanne von wenigen Tagen den programmierten Zelltod,
die Apoptose sterben (33-35). Aufgrund von Proliferationsstudien mit radioaktivem Thymidin
trafen Ho et al. die Aussage, dass die Lebensdauer von Plasmazellen vom Ort ihres Aufenthaltes
abhiingt (36). Sie schiitzten das Uberleben der Zellen in Milz und Lymphknoten auf 3 Tage, im
Knochenmark ermittelten sie eine Lebensdauer von 3 Wochen. In den letzten Jahren konnte aber
deutlich gezeigt werden, dass Plasmazellen im Knochenmark aus sekunddren Immunantworten
sehr viel ldnger leben. In BrdU-Inkorporationsstudien waren Plasmazellen im Knochenmark
noch 90 Tage nach einer Sekunddrimmunisierung mit Ovalbumin nachweisbar, ohne Zellzyklen
durchlaufen zu haben (37). Nach Infektion mit dem lymphocytic choriomeningitis Virus
(LCMYV) konnte Slifka et al. noch 1,5 Jahre nach Infektion mit nachfolgender Bestrahlung zur
Depletion der Gedéchtniszellen virusspezifische Plasmazellen im Knochenmark zeigen (31).
Durch Rekonstitution mit allotypischen Lymphozyten konnte hier ausgeschlossen werden, dass

persistierende Viren neue B-Zellen zu Plasmazellen aktivierten. Sowohl Slifka als auch Manz
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gelang es, virus- bzw. ovalbumin-spezifische Plasmazellen aus dem Knochenmark in naive
Rezipienten zu transferieren, wo sie fiir viele Tage weiterlebten und antigenspezifische
Antikorper sezernierten ohne Kontakt zum Antigen zu benétigen (30, 31).

Im Allgemeinen wird heute angenommen, dass das Uberleben der Plasmazellen aus
Sekundérantworten vor allem im Knochenmark aber auch der Milz nicht von deren intrinsischen
Veranlagung abhéngt, sondern von unterschiedlichen Signalen aus der unmittelbaren Umgebung
der Plasmazelle in den Organen (38, 39). Die Ansammlung der ndtigen Faktoren an einem Ort
wird als ,,Uberlebensnische* fiir die Plasmazelle bezeichnet. Dazu gehdren Zytokine wie 1L-6,
TNF-a (Tumornekrosefaktor-a), SDF-1 (Stromal derived factor-1) und BlyS (B lymphocyte
Stimulator), aber auch Zell-Zellkontakte zwischen Plasmazellen und stromalen Zellen (40-43).
Die weitere Identifikation der Signale und Faktoren, welche eine solche Nische ausmachen sind
jedoch noch Gegenstand intensiver Forschung.

Aufgrund der Beobachtung, dass die Frequenz von Plasmazellen im Knochenmark wéhrend der
gesamten Lebenszeit konstant bleibt, wird vermutet, dass die Zahl dieser Nischen, welche
Plasmazellen beherbergen, begrenzt ist. Dafiir sprechen auch die Ergebnisse von Sze et al., der
eine Hochstzahl von Plasmazellen je Flicheneinheit in der Milz fand (28).

Aus diesem Konzept der begrenzten Uberlebensnischen von Plasmazellen entstand daraufhin der
Gedanke des Wettbewerbs der Plasmazellen untereinander oder auch mit anderen Lymphozyten
und hdmatopoetischen Stammzellen um einen Platz in einer Nische. Die in der Milz und anderen
peripheren lymphatischen Organen gebildeten Plasmazellen wandern in das Knochenmark ein.
Dort kdnnen sie nur iiberleben, wenn entweder freie Nischen verfiigbar sind oder indem sie alte

Plasmazellen verdringen (44).

2.3.3 Struktur und Funktion von Antikérpern
Der islamische Arzt Rhazes ging im 10. Jahrhundert davon aus, dass eine Ansteckung mit
Pocken das Blut des Kranken ,,reifen ldsst, genauso wie aus Traubensaft durch Giarung Wein
entsteht und der Kranke gesundet, wenn ,,iiberschiissige Feuchtigkeit aus dem Blut getrocknet
ist“ (45, 46). Der deutsche Arzt und Wissenschaftler Behring und sein japanischer Kollege
Kitasato entdeckten Ende des 19. Jahrhunderts, dass durch eine Infektion bestimmte Stoffe im
Serum des Blutes auftauchen, die den Erreger effektiv bekdmpfen konnen. Ehrlich und Behring
stellten das erste hochkonzentrierte Serum zur passiven Immunisierung her, 1936 konnten
Antikorper schlieBlich isoliert werden, und 1959 beschrieben Porter und Edelman die chemische

Struktur des Antikorper-Molekiils.
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Antikorper sind die sezernierte Form des B-Zell-Rezeptors, die von Plasmazellen in die
Korperfliissigkeiten ausgeschiittet werden. Dort {iben sie ihre Schutzfunktion durch Bindung von
Toxinen und Pathogenen aus.
Sie sind alle aus zwei Paaren unterschiedlicher Polypeptidketten aufgebaut, den schweren Ketten
mit 50kDa und den leichten Ketten mit 25kDa. Aus diesen Teilen bildet sich eine Form, die
einem ,,Y* dhnelt, in der die Ketten durch Disulfidbriicken lose miteinander verbunden sind.
Dieses ,,Y* setzt sich strukturell aus zwei Regionen zusammen, von denen die eine spezifisch
Antigen bindet, und die andere fiir verschiedene Effektormechanismen verantwortlich ist. Der
antigenbindende Teil ist in einer groBen Vielzahl unterschiedlicher Versionen vorhanden, so dass
nahezu jede Struktur erkannt werden kann, weshalb dieser Teil variable Region genannt wird.
Die variable Region befindet sich am oberen Ende der Arme des ,,Y*, und wird von leichter und
schwerer Kette zusammen gebildet. Jeder Arm weist eine Bindungsstelle auf, so dass
gleichzeitig zwei identische Strukturen gebunden werden konnen.
Der andere Teil (hauptsidchlich der Ful} des ,,Y*) hei3t konstante Region, der zu einem grof3en
Teil von den gepaarten schweren Ketten gebildet wird. Da es fiinf unterschiedliche Hauptformen
der schweren Kette gibt, kann man fiinf verschiedene Immunglobulinklassen voneinander
unterscheiden, namlich IgM, IgD, IgG, IgA und IgE. Jede dieser Hauptklassen hat andere
Effektorfunktionen und regelt ihre Verteilung im Korper. In jeder primdren Immunantwort
werden zundchst Antikorper des [gM-Subtyps gebildet. Obwohl diese ersten Antikérper noch
eine geringe Affinitdt aufweisen, ist die Gesamtbindungsstirke (Aviditdt) eines IgM-Antikorpers
hoch, da er als Pentamer insgesamt 10 Antigenbindungsstellen besitzt. [gM kommt hauptsichlich
im Blut vor. Erst nach einer Genumlagerung der Plasmazelle, ausgeldst durch T-Zell Zytokine,
kommt es zum Klassenwechsel und damit zur Sekretion anderer Antikorperklassen. IgA ist der
Isotyp der Schleimhdute und kommt in vielen Sekreten, z.B. im Darm, Atemtrakt, in der
Trianenfliissigkeit und im Kolostrum vor. IgE kommt selten frei im Blut vor, sondern ist meist an
Mastzellen gebunden, die sich in Bindegewebe von Haut und GefidBBen authalten. Der hiufigste
Isotyp in Serum und extrazelluldren Fliissigkeiten mit einem Anteil von 85% ist IgG (41). Auch
dem ungeborenen Kind werden durch die Plazenta nur Antikérper vom Typ IgG tibertragen.
Die Wirkung der Antikorper beruht auf unterschiedlichen Mechanismen:
1. Neutralisation

Die krankmachende Wirkung vieler Mikroben beruht auf deren Sekretion so genannter

Toxine. Manchmal reicht schon ein einziges Molekiil dieser Toxine aus, um schidliche

Wirkungen auf Zellen auszuiiben, indem diese an deren Oberfliche binden. Beispiele dafiir
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sind das Tetanustoxin von Clostridium tetani, das erythrogene Toxin des Scharlacherregers
Streptococcus pyogenes oder Choleratoxin von Vibrio cholerae. Spezifische Antikorper
konnen an diese Toxine binden und verdecken so deren Bindungsstellen fiir die Rezeptoren
auf Korperzellen. Genauso konnen Antikorper auch Viren oder ganze Bakterien

neutralisieren.

Komplementaktivierung

Haben sich mehrere IgG- oder ein IgM-Molekiile auf die Oberfliche eines Bakteriums
gebunden, dndert sich deren rdumliche Struktur. So konnen sich Proteine des
Komplementsystems anheften und eine Kaskade proteolytischer Spaltungen wird in Gang
gesetzt. Am Ende dieses Prozesses steht die Aufnahme des Pathogens durch Phagozyten oder

eine direkte Lyse durch einen membranangreifenden Komplex.

Immunkomplexbildung
Viele kleine Antigene werden durch mehrere Antikdrper zu Immunkomplexen verbunden,
die wiederum Komplement aktivieren oder unter Bindung an Erythrozyten in Milz und Leber

transportiert werden, wo sie abgebaut werden konnen.

Opsonierung

Die Bindung von Antigen an einen Antikorper ldsst den Ful3 des ,,Y* des Antikorpers frei.
Dieser Teil der konstanten Region wird Fc-Fragment genannt. Viele Immunzellen, darunter
Makrophagen, zytotoxische T-Zellen, Leukozyten und Mastzellen, besitzen Rezeptoren fiir
diese Fc-Teile. Ein Antigen wird durch die Bindung von Antikorpern markiert, bzw.
opsoniert (griech. opsonein: schmackhaft machen), so dass diese Zellen den Fc-Teil binden
konnen und aktiviert werden. Darauthin wird das Pathogen, je nach Zelltyp, phagozytiert,
oder es werden Mediatoren freigesetzt die es schlieBlich zerstoren. Auch dendritische Zellen
besitzen Fc-Rezeptoren, iiber die sie Immunkomplexe in den peripheren lymphatischen

Organen festhalten kdnnen um sie T-und B-Lymphozyten zu présentieren.

Eine weitere Funktion von Antikérpern im Serum stellt die Regulation der Immunantwort dar.

Vor allem IgM kann iiber Komplementaktivierung zu einer Verstirkung der Immunantwort

beitragen, wihrend IgG durch negatives Feedback die humorale Immunantwort auf ein

spezifisches Antigen unterdriicken kann (47). Durch die Maskierung von Epitopen durch IgG

und die Hemmung der B-Zell-Aktivierung durch den Fc-Rezeptor FcyRIIB wird der Korper vor

einer iiberschieBenden Antikdrperproduktion bewahrt.
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2.4  Das immunologische Gediichtnis
Eine der herausragendsten Eigenschaften des adaptiven Immunsystems ist die Fahigkeit der
Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses. Das bedeutet, dass sich das Immunsystem
lange Zeit, manchmal ein Leben lang, an ein Pathogen erinnern kann, mit dem es einmal Kontakt
hatte. Fiir die Immunantwort bedeutet dies, dass es zwischen einem ersten (priméren) Kontakt
und jedem weiteren (sekundidrem) Kontakt mit einem Antigen strukturelle Unterschiede gibt. Fiir
den Organismus bedeutet es im giinstigsten Fall, dass es bei einem zweiten Kontakt mit
demselben Pathogen nicht mehr zu klinischen Krankheitssymptomen kommt, weil sein

Immunsystem das Pathogen nun viel effizienter bekdmpfen kann.

2.4.1 Gedichtnis-B-Zellen und sekundire Antikorperantworten

Das immunologische Gedéchtnis beruht zum einen auf speziellen T- und B- Gedichtniszellen
und zum anderen auf dem Vorhandensein von zirkulierenden Antikérpern im Serum.

Diese B-Gedichtniszellen, die im Laufe des ersten Antigenkontaktes aus Keimzentren
entstanden sind (16), unterscheiden sich sowohl qualitativ als auch quantitativ von naiven B-
Zellen. Morphologisch erscheinen sie als kleine Zellen, die im Gegensatz zu naiven B-Zellen
kein IgD auf der Oberfliache tragen, und nur selten IgM (7, 16, 48). Wihrend beim ersten
Kontakt nur sehr wenige Lymphozyten aufgrund ihres spezifischen BCR auf das Antigen
reagieren konnen, stehen in den folgenden Immunantworten 10-100-mal mehr spezifische
Gedidchtnislymphozyten zur Verfiigung. Ein Teil dieser B-Gedéchtniszellen zirkuliert, wie naive
Lymphozyten auch, kontinuierlich durch die sekunddren lymphatischen Organe bis sie auf ihr
passendes Antigen treffen, wihrend andere Gedéichtniszellen an einem Ort verbleiben, z.B. in
den Randzonen der Milzfollikel. Nach der Bindung eines passenden Antigens kommt es wie bei
naiven B-Zellen auch zur Aktivierung und Teilung der Zelle entweder in einem Keimzentrum
oder auBerhalb von Keimzentren (7, 49). Wahrscheinlich haben die Gedéchtnis-B-Zellen eine
niedrigere Schwelle fiir Reaktivierung als naive B-Zellen (16, 49). Bernasconi et al. wiesen in
ihren Studien auf die Mdglichkeit einer unspezifischen Aktivierung humaner Gedéchtnis-B-
Zellen durch CpG mittels dessen Rezeptor TLR9 hin (16, 50, 51).

Aufgrund der groBBeren Anzahl spezifischer Zellen kdnnen in einer Sekundirantwort wesentlich
hohere Antikorpertiter erzeugt werden, die je nach System 8-10x hoher als in der Primdrantwort

ausfallen (48, 52, 53).
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Nach ihrer Aktivierung zur Plasmazelle sezernieren sie schon von Beginn einer sekundiren
Reaktion an hauptsdchlich Antikdrper vom Typ IgG und in geringeren Mengen auch IgA oder
IgE, was einen Unterschied zu den anfanglichen IgM-Antikorpern in Primérantworten darstellt
(54). Das ist moglich, weil die B-Gedichtniszellen schon wihrend ihrer Entstehung im
Keimzentrum in der Primdrantwort einen Klassenwechsel durchgemacht haben. Wie aus der

Abb. 1 ersichtlich, ist dabei auch ein deutlich schnellerer Anstieg der Antikdrper im Serum zu

verzeichnen.
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Abb. 1: Schematische Darstellung von Antikérperkonzentration und Antikorperaffinitit nach
Immunisierungen. Gezeigt ist die Anderung der Konzentration spezifischer IgG bzw. IgM Antikdrper nach
der ersten Immunisierung und Sekunddr- sowie Tertidrimmunisierung (links) und die gleichzeitig
stattfindende Erhohung der Affinitit vor allem der IgG Antikérper (rechts). Konzentration und Affinitét sind

logarithmisch aufgetragen, Einzelheiten werden im Text erldutert. Nach (55), verdndert.

Aus der durchlaufenen Keimzentrumsreaktion und der dort stattfindenden somatischen
Hypermutation (49, 54) ist auch die viel hohere Affinitdt der sezernierten I1gG-Antikdrper zu
erklaren (Abb.1). Zusitzlich werden in der sekundiren Immunantwort nur die hoher affinen
Gedidchtnis-B-Zellen zu einer weiteren Proliferation stimuliert. Das wird moglich durch die
Antikorper, die aus der primdren Immunantwort hervorgegangen waren. Sie binden das
eingedrungene Antigen, so dass die BCR der Gedichtnis-B-Zellen mit den Antikdrpern um die
Bindung des Antigens konkurrieren. Nur die BCR mit hoherer Affinitdt konnen das Antigen
binden und prozessieren, um nach T-Zellerkennung Hilfe zur Proliferation und Differenzierung
zu erhalten. Eine weitere Aufgabe der priexistierenden Antikorper in einer Sekundérantwort ist

die Verhinderung einer Aktivierung naiver B- und T-Lymphozyten. Dieser Mechanismus
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gewihrleistet eine Okonomisierung der Immunreaktionen, die im Falle einer Sekundirantwort
nur den Gedéchtniszellen zufillt, die schneller und effizienter reagieren kdnnen (55).

Die Frage der Lebensdauer von Gedéichtnis-B-Zellen wird schon lange diskutiert. Transfer-
Experimente von Gray et al. zeigten einen Verlust der transferierten spezifischen Gedéchtnis-B-
Zellen mit einer Halbwertszeit von 2-3 Wochen wenn kein Antigen mittransferiert wurde. Im
Gegensatz dazu konnten durch die Applikation von Antigen beim Transfer noch 20 Wochen
spéter reaktionsfidhige Geddchtniszellen nachgewiesen werden (48). Daraus wurde die These
abgeleitet, dass fiir die Aufrechterhaltung eines Gedéachtniszellpools die wiederholte Stimulation
durch Antigen, gebunden an FDC, erforderlich ist. Andere Studien wiederum konnten zeigen,
dass Gedéchtnis-B-Zellen lange Zeit ohne Teilung im Organismus persistieren (56), und fiir ihr

Uberleben kein Antigen bendtigen (57).

2.4.2 Langzeit-Antikorpertiter

Nach vielen Infektionen und Impfungen sind noch Jahre spiter spezifische Antikdrper im Serum
nachweisbar und schiitzen so den Organismus vor einer neuen Infektion. Dass dieser Langzeit-
Antikorpertiter nicht von einer wiederholten Infektion des Organismus abhingt, zeigen mehrere
klassische Beispiele: Peter Ludwig Panum beschrieb 1846 seine Beobachtungen auf den Faroer
Inseln im Nordatlantik (58). Die letzte Masernepidemie war dort 65 Jahre vorher zu verzeichnen
gewesen, daraufhin waren die Faroer Inseln offensichtlich lange Zeit masernfrei. In einer
Epidemie von 1846 erkrankten schlieBlich iiber 80% der Bevdlkerung an Masern, aber alle
Personen, welche vor 65 Jahren erkrankt gewesen waren, zeigten keine klinischen Symptome
einer Erkrankung, bei der Antikorper die wichtigste Schutzaufgabe innehaben (29). Ein anderes
Beispiel ist die Untersuchung an Bewohnern isoliert gelegener Inuitdorfern die ohne Kontakt zu
fremden Individuen lebten. Bei diesen Menschen konnten mittels ELISA 40 Jahre nach einer
Polioepidemie noch virusspezifische Antikorper nachgewiesen werden (59). Auch im Falle einer
Gelbfieberepidemie in Norfolk, USA im Jahr 1855 konnten 65 Jahre spéter aus immunen
Individuen Seren entnommen werden, mit denen eine passive Immunisierung moglich war. Das
heift, dass die Ubertragung der im Serum enthaltenen Antikdrper ausreichte, um Affen vor einer
Ansteckung zu schiitzen (60).

Auch nach Impfungen sind lange Zeit spédter noch zirkulierende Antikorper nachzuweisen.
Obwohl der Antikorpergehalt im Anschluss an eine Immunisierung nach einem anfénglichen
Maximum stark abfillt und sich auf einem Plateau bei ungefidhr einem Zehntel des

Ausgangswertes  einpendelt (61), sind 25-30 Jahre nach einer Tetanus- oder
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Diphterieimmunisierung die Titer gegen diese Antigene noch erhoht (62, 63, 64, 65), wie auch
40-60 Jahre nach Immunisierung gegen Pocken (61, 66). In Tierstudien fanden Gray und
Kollegen nach Injektion von Tetanustoxoid oder einem immunogenen Schneckenprotein
(keyhole limpet hemocyanin, KLH) in Méausen einen Serum-Antikorpertiter, der das ganze
Leben der Maus aufrechterhalten werden konnte (54). Auch Ovalbumin-spezifische Antikorper
sind 21 Wochen nach einer Sekunddrimmunisierung von Midusen noch auf einem stabilen

Niveau nachweisbar (37, 40).

2.4.3 Gedichtnisantikorper nach unterschiedlichen Imnmunantworten
Nicht alle Immunantworten fithren zu einem Antikdrpertiter der noch lange Zeit nach Kontakt
mit dem Antigen nachweisbar ist. Unterschiede bestehen zum einen aufgrund der Art des Erre-
gers bzw. Antigens und zum anderen aufgrund des Weges, den dieser/dieses benutzt um in den
Korper zu gelangen.
Viele Viren induzieren nach einmaligem Kontakt einen Langzeitschutz mit Antikorpern. Dieses
Phénomen ist zu beobachten bei Impfungen mit lebenden attenuierten Viren wie der Masern-,
Polio- oder Gelbfieberimpfung (31). Ebenso sind im Tiermodell bereits nach einmaliger
Infektion {iber ein Jahr spiter noch schiitzende Antikorper in groBen Mengen vorhanden (31, 67),
auch wenn der Virus bereits nach 2 Wochen vollstindig aus dem Organismus eliminiert ist (67).
Im Gegensatz dazu sind bei sich nicht replizierenden Antigenen mehrere Kontakte nétig, um
einen Langzeit-Antikorpertiter aufzubauen (54). Das gilt fiir die meisten Impfungen mit
Toxoiden, d.h. unschédlich gemachte Toxine, z.B. im Falle von Tetanus oder Diphterie. Nur
wenn den Menschen im ersten Jahr nach Primdrimmunisierung zwei weitere Immunisierungen
gegeben wurden, hielt der Antikorpertiter fiir lange Zeit (68). Genauso sind die oben
beschriebenen langen Zeitrdume nach Ovalbumin-Immunisierung erst nach einer
Sekundidrimmunisierung zu erreichen (37, 40).
Ein weiterer Unterschied besteht zwischen mukosalen und systemischen Infektionen. Die
aufgezéhlten Beispiele entsprechen systemischen Infektionen, bei denen die Immunreaktionen in
der Milz und den Lymphknoten ablaufen. Im Gegensatz dazu sind die meisten mukosalen
Antikorperantworten relativ kurzlebig, d.h. im Menschen sind Antikdrper nur wenige Monate bis
ein Jahr nachzuweisen (54). Als Beispiele fiir diese lokalisierten mukosalen Infektionen sind
Erreger aus der Gruppe der Rhinoviren, Rotaviren oder Respiratory syncitial viren (RSV) zu
nennen. Auf der anderen Seite konnten auch nach einer Infektion junger Méuse mit Rotaviren

iiber ein Jahr spiter noch Antikorper in Stuhl und Serum nachgewiesen werden (69). Meist ist
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dies jedoch nicht der Fall. Die nur kurze Immunitét durch Antikorper kdnnte eine Erkldrung sein,

warum wiederkehrende respiratorische oder intestinale so Infektionen hiufig sind (70).

2.4.4 Aufrechterhaltung eines Langzeitantikorpertiters

Nach Aktivierung von B-Zellen und deren Differenzierung zu Plasmazellen sezernieren diese
Zellen Antikorper, die spezifisch gegen das fiir ihre Aktivierung verantwortliche Antigen
gerichtet sind. Uber viele Monate bis Jahre hinweg kénnen Antikdrper dieser Spezifitit noch im
Serum nachgewiesen werden (54, 70). Die Halbwertszeit der Antikorper im Serum betrégt
jedoch hochstens 2-3 Wochen (71-73). Daraus ergibt sich, dass Antikorper kontinuierlich
nachproduziert werden miissen, um einen Antikorpertiter iiber lingere Zeit aufrechterhalten zu
konnen.

In der Vergangenheit wurden verschiedene Mechanismen diskutiert, die gewéhrleisten, dass tiber
lange Zeit hinweg spezifische Plasmazellen vorhanden sind, welche Antikorper produzieren. Im
Allgemeinen geht man heute davon aus, dass nicht einer dieser Mechanismen alleine, sondern
deren Zusammenspiel fiir die Aufrechterhaltung eines Langzeitantikorpertiters verantwortlich zu

machen sind (41, 68, 70).

1. Antigenabhdingige Mechanismen

Antigen kurzlebige Plasmablasten/-zellen

Y I

wr
Antigen
\,\ B-Zelle
/ 9
4

, O — Zelltod

)

Antigen ;

\,\ /B—Zelle

& 2
> 9/\)/ — 5 Zelltod

/ B-Zelle

— Zelltod

Zeit

Abb. 2: Antigenabhingige Aufrechterhaltung eines Langzeitantikérpertiters. Durch eine persistierende Im-
munreaktion oder wiederholten Antigenkontakt werden kontinuierlich B-Zellen stimuliert, die sich zu kurz-

lebigen Plasmablasten und Plasmazellen entwickeln. (Nach: (41), verdndert)
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Durch chronische Infektion, wiederholten Antigenkontakt oder durch persistierendes Antigen im
Korper kann es zu einer kontinuierlichen Stimulation des Immunsystems kommen.

Vor allem von viralen Infektionen ist bekannt, dass die Erreger lange Zeit im Korper verbleiben
(chronische Infektion), auch wenn die Krankheit als akut eingestuft wird, d.h. die klinischen
Krankheitssymptome nach einiger Zeit verschwinden. Das ist der Fall bei Masern (74) oder
Roteln, deren auslosende Paramyxoviren noch Jahre nach der urspriinglichen Infektion in Zellen
des Gehirns (Masern) (75) bzw. die Rubiviren in peripheren mononukledren Zellen (Rételn) (76)
in Einzelfdllen nachgewiesen werden konnten.

Ebenso ist es moglich, dass erneute Kontakte mit dem Antigen aus der Umwelt die
Immunantwort aufs Neue stimulieren und so Plasmazellen entstehen, die die spezifischen
Antikorper sezernieren.

Einen weiteren antigenabhidngigen Mechanismus stellt die wiederholte Aktivierung von
Gedidchtnis-B-Zellen zu Plasmazellen durch persistierendes Antigen (im Gegensatz zum
vollstdndigen Erreger) dar. Es konnte gezeigt werden, dass Antigen-Antikdrperkomplexe an der
Oberfldche von follikuldren dendritischen Zellen (FDC) festgehalten werden, und so in der Lage
sind, Gedéchtnis-B-Zellen zur Bildung von Keimzentren anzuregen (77-81).

Gegen eine absolute Abhdngigkeit von Antigen argumentieren die Wissenschaftler mit den
Ergebnissen ihrer Untersuchungen und einigen empirischen Beobachtungen .

Klassischerweise wird der Langzeitantikorpertiter gegen Masern der Bewohner der Faroer Inseln
(58), oder die Gelbfieberepidemie in Norfolk (60)) genannt (siche oben). Dazu zéhlt auch die
Untersuchung von Antikorpertitern pockengeimpfter Menschen in den U.S.A. Nachdem dort das
Immunisierungsprogramm gegen Pocken im Jahre 1972 beendet worden war, und 1980 die Welt
von der WHO als pockenfrei erkldrt wurde, fanden die Wissenschaftler noch hohe Titer
pockenspezifischer Antikdrper bei Menschen, die vor iiber 50 Jahren gegen Pocken geimpft
worden waren (61). Inwieweit bei den genannten Féillen viraler Erkrankungen mit einer
moglichen Persistenz der Viren und somit fiir Antigenabhdngigkeit argumentiert werden kann,
ist schwierig einzuschitzen.

Die Dauer der Verfiigbarkeit von persistierendem Antigen auf FDC hingt von der Lebenszeit der
FDC ab und von der Halbwertszeit des Antigens. Wéhrend FDC wahrscheinlich sehr lange leben
konnen (68), wurde die Halbwertszeit des Antigens auf der Oberflache der FDCs von Slifka und
Ahmed auf nur 8 Wochen geschétzt (70). Daraus ergidbe sich die Anzahl von einem Molekiil
Antigen pro FDC nach 3 Jahren, so dass eine alleine davon abhidngende Stimulation des

Immunsystems unwahrscheinlich erscheint.

25



Einleitung

Nicht zuletzt zeigten auch mehrere Transferstudien die Unabhingigkeit der
Langzeitantikorpertiter von persistierendem Antigen. Der Transfer Ovalbumin- bzw. LCMV-
spezifischer Plasmazellen in antigenfreie Méuse ergab im Serum der Rezipienten einen

antigenspezifischen Antikorpertiter, der bis zu ein Jahr aufrechterhalten wurde (30, 31).

2. Antigenunabhdngige Mechanismen

Mechanismen zur Aufrechterhaltung eines Langzeitantikorpertiters, die nicht von der
Vorraussetzung einer wiederholten Stimulation durch das spezifische Antigen ausgehen, sind die
kontinuierliche Sekretion von Antikdérpern durch langlebige Plasmazellen im Knochenmark und
die Aktivierung von spezifischen Gedéichtnis-B-Zellen durch unspezifische Stimuli, sowie die

Moglichkeit der Kreuzreaktivitit mit Umwelt- oder Selbstantigenen.
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Abb. 3: Antigenunabhiingige Aufrechterhaltung eines Langzeitantikorpertiters durch langlebige Plasmazel-
len. Langlebige Plasmazellen konnen einen Antikorpertiter auch ohne kontinuierliche Antigenstimulation

aufrechterhalten. (Nach: (41), veréndert)

Es konnte gezeigt werden, dass das murine Knochenmark den wesentlichen Ort der
Langzeitantikorper-Produktion nach einer viralen Infektion, Impfungen mit Lebendimpfstoffen
sowie mit Proteinantigenen darstellt (67, 82, 83). Die Plasmazellen im Knochenmark sezernieren
spezifische Antikorper hoher Affinitdt (84, 85), und sind zumeist aus einer Keimzentrums-
reaktion hervorgegangen (25, 28).

Nach einer Immunisierung mit Ovalbumin konnten Manz et al. im Knochenmark von Méusen
eine Lebensdauer der Plasmazellen von mindestens 90 Tagen nachweisen, ohne dass eine
Proliferation dieser Zellen zu beobachten war (37). Diese Plasmazellen konnen in antigenfreie

Rezipienten transferiert werden und sezernieren auch dann weiterhin Antikorper fiir viele
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Wochen (30). Die Halbwertszeit langlebiger Plasmazellen im Knochenmark in der Maus wurde
von Slitka und Ahmed auf ungefdhr 5 Monate geschitzt (31). Mdglicherweise iiberleben
Plasmazellen unter physiologischen Bedingungen ldnger als hier geschitzt, da eine
Beeintrachtigung der Zellen durch die in dieser Studie angewandte Bestrahlung nicht
auszuschlieBen ist.

Einen weiteren Hinweis auf den Stellenwert langlebiger Plasmazellen im Knochenmark im
Rahmen der Langzeitantikdrper-Produktion lieferte eine Untersuchung von Patienten, die mit
Antikorpern gegen CD20 (Rituximab) behandelt wurden. Diese Behandlung zerstort B-
Lymphozyten, aber nicht Plasmazellen, da diese kein CD20 mehr exprimieren. Eine Behandlung
mit Rituximab dnderte den Gehalt des Serums an Antikorpern gegen Tetanus oder Mikrobielle
Antigene, als Beispiele fiir Gedchtnisantikorpertiter, nicht signifikant (86, 87). Da auch humane
Gedidchtnis-B-Zellen durch ihre Expression von CD20 depletiert worden waren, ist es sehr
wahrscheinlich, dass die CD20 negativen Plasmazellen im Knochenmark den
Langzeitantikorpertiter gewéhrleisten.

Das Uberleben der Plasmazellen im Knochenmark hat den Vorteil, dass die Zellen dort in der
geschiitzten Umgebung weniger Einfliissen aus der Peripherie ausgesetzt sind und kontinuierlich
Antikorper produzieren konnen. Zudem konnen die peripheren lymphatischen Organe wie die
Milz oder Lymphknoten nach einer akuten Infektion wieder in ihren Ausgangszustand
zuriickkehren, nachdem die Plasmazellen in das Knochenmark gewandert sind, und sind so

bereit fiir neue Immunantworten (70).

Idiotypische Netzwerke

Eine Theorie zur Aufrechterhaltung eines Langzeitantikorpertiters, die heute weitgehend
verlassen wurde, ist die Moglichkeit einer gegenseitigen Stimulation des Immunsystems durch
so genannte idiotypische Netzwerke. Dieser Mechanismus ist ebenfalls unabhidngig von
spezifischem Antigen. Vereinfacht geht die von Jerne (88) aufgestellte Theorie davon aus, dass
sich Antikorper (antiidiotypische Antikorper) gegen die variablen Regionen von Antikdrpern
(idiotypische Antikorper) im Serum bilden. Durch die Interaktion der antiidiotypischen
Antikorper mit ihren Idiotypen, bzw. deren gebundener Form als BCR, kommt es zur
kontinuierlichen Stimulation von B-Zellen. Deren Differenzierung zu Plasmazellen gewéhrleistet

eine Aufrechterhaltung des Langzeitantikorpertiters (89).
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Bystander-Aktivierung bzw. polyklonale Aktivierung von Geddchtnis-B-Zellen
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Abb. 4: Antigenunabhingige Aufrechterhaltung eines Langzeitantikorpertiters durch polyklonale-
/bystander-Aktivierung. Gedichtnis-B-Zellen werden nicht durch ihr spezifisches Antigen aktiviert, son-
dern durch polyklonale-/bystander-Stimuli. Diese Aufgabe konnen unterschiedliche Antigene, Zytokine oder
Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP) {ibernechmen. Ob daraus Plasmazellen entstehen, die ins

Knochenmark wandern und lange iiberleben ist nicht bekannt.

Mit ihren Untersuchungen an humanen Lymphozyten schlugen Bernasconi und Lancaveccia
kiirzlich einen weiteren Mechanismus vor, der es ermoglicht, liber viele Jahre hinweg spezifische
Antikorper zu erzeugen (51). Sie stellten fest, dass humane Gedéchtnis-B-Zellen in vitro durch
unspezifische Stimulation mit mikrobiellen Bestandteilen wie z.B. CpG von Bakterien, oder
Zytokinen von T-Zellen aktiviert werden konnen, ohne dass eine Triggerung durch den BCR
notwendig ist.

Diese Art der Stimulation wird polyklonale Aktivierung bzw. bystander-Aktivierung genannt
(vgl unten Begrifflichkeit). CpG, das sind unmethylierte DNA-Oligonukleotide, wird von einem
Mitglied der Toll-like-Rezeptorfamilie erkannt, dem TLR-9 (5, 90). Da der TLR-9 im Menschen
auf naiven B-Zellen nicht oder kaum exprimiert wird, wihrend er auf Gedéchtnis-B-Zellen in
hohem Masse vorhanden ist, werden durch CpG nur Gedichtnis-B-Zellen stimuliert (51). Auf
diese Weise konnen im Laufe von Immunreaktionen durch polyklonale-/bystander-Aktivierung
von Zellen des Gedichtnis-B-Zell-Pools neue Plasmablasten entstehen, die alte Plasmazellen
ersetzen (50, 51, 91). Dazu ist das spezifische Antigen nicht erforderlich. In in vivo
Untersuchungen an Menschen nach Immunisierung mit Tetanustoxin konnten Bernasconi et al.
feststellen, dass sich 6-8 Tage nach der Immunisierung eine Erhohung von Plasmazellen anderer

Spezifititen aus alten Immunreaktionen im Blut feststellen lie. Wihrend dieser Zeit waren
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ungefdhr 10-Mal mehr dieser Plasmazellen im Blut vorhanden als vor der Immunisierung,
insgesamt aber in duferst niedrigen Frequenzen, d.h. 0,1 Plasmazelle vor und 1 Plasmazelle je 1
Million peripheren mononukledren Zellen nach der Immunisierung (51). Diese Beobachtung
fihrte er auf eine polyklonale-/bystander-Aktivierung von Geddchtnis-B-Zellen aus
zuriickliegenden Immunreaktionen durch die Tetanusimmunisierung zuriick. Eine andere
Erklarung fiir das Auftauchen dieser Plasmazellen im Blut kdnnte jedoch in einer Verdriangung
residenter Plasmazellen im Knochenmark zu finden sein, die den in der Tetanusimmunisierung

entstandenen Plasmazellen weichen mussten (44).

Begrifflichkeit

Der Begriff ,,polyklonaler Stimulus® ist in der Literatur nicht eindeutig definiert. Teilweise wird
hierunter ein Stimulus, ausgehend von mikrobiellen Bestandteilen wie LPS oder CpG (vermittelt
iiber TLR4 bzw.9) verstanden, in Abgrenzung zu dem anderen Begriff ,,Bystander-T-Zellhilfe*,
der einen antigenunabhéngigen, nicht BCR-vermittelten Stimulus beschreibt, der wahrscheinlich
iiber T-Zell-produzierte Zytokine wirkt (51, 91). An anderen Stellen wird der Begriff
,polyklonaler Stimulus* als Uberbegriff fiir jeden antigenunabhiingigen Stimulus auf B-Zellen
angewandt, oder der Ausdruck ,polyklonale Stimulation® verwendet, wenn eine BCR-
unabhingige, aber MHCII vermittelte T-Zellhilfe beschrieben wird (92). In dieser Arbeit wurde

darum die Kombination polyklonaler/bystander-Stimulus verwendet.
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3 Zielsetzung

Pathogene oder Impfstoffe 16sen im Korper die Produktion und Sezernierung von Antikorpern
aus. Diese Antikorper konnen oft fiir viele Jahre, manchmal ein Leben lang, im Serum
nachgewiesen werden, auch wenn die Halbwertszeit der Antikdrpermolekiile nur 2-3 Wochen
betrdgt. Daraus ergibt sich, dass die Antikorper kontinuierlich nachproduziert werden miissen,
um einen Antikorpertiter iiber lange Zeit aufrechtzuerhalten. Die Mechanismen der
Aufrechterhaltung dieses Langzeitantikorpertiters sind bis heute nicht genau bekannt. Man weil3,
dass die Antikorper von Plasmazellen im Knochenmark sezerniert werden, fiir deren
Vorhandensein es jedoch mehrere Erklarungsversuche gibt.

Eine Hypothese geht von langlebigen Plasmazellen aus, die kontinuierlich Antikérper sezernie-
ren. Die zweite Hypothese geht von einer wiederholten antigenabhéngigen Aktivierung von B-
Zellen aus. Hierbei spielen Mechanismen wie persistierende Infektion, Reinfektionen oder Anti-
genpersistenz eine Rolle. Eine dritte, kiirzlich aufgestellte Hypothese geht davon aus, dass Ge-
déchtnis B-Zellen durch unspezifische Stimulantien wiederholt dazu aktiviert werden, sich zu
Plasmazellen zu differenzieren. Unspezifische Stimulantien konnen T-Zell Zytokine oder mikro-
bielle Produkte wie z.B. LPS oder bakterielle DNA sein, die die Gedéchtnis B-Zelle ohne Trig-
gerung durch den BCR aktivieren. Dieser Mechanismus wird als polyklonale-/bystander-
Aktivierung bezeichnet und beruht im Wesentlichen auf der in Zellkultur beobachteten leichten
Stimulierbarkeit von Gedédchtnis B-Zellen mit den oben genannten Stimulantien.

In der vorliegenden Studie soll das dargestellte Phanomen an Mdusen untersucht werden. Dabei
soll getestet werden, ob polyklonale-/bystander-Aktivierung unter physiologischen Bedingungen
eine Rolle fiir die Aktivierung von B-Zellen und die Aufrechterhaltung eines
Langzeitantikorpertiters spielt.

Hierzu soll ein Mausmodell etabliert werden, welches qualitative und quantitative Aussagen iiber
eine polyklonale-/bystander-Aktivierung moglich macht. Ein besonderes Augenmerk soll auf
eine ndhere Charakterisierung der aus polyklonaler-/bystander-Aktivierung entstandenen Zellen
gelegt werden, deren Zahl, Morphologie und Wanderungsfihigkeit ins Knochenmark, sowie

mogliche Effekte auf den Serumantikorpertiter.
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4 Material und Methoden

Eine Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Medien, Puffer und Reagenzien wird den
einzelnen Methoden vorangestellt, da sie die Grundlage der durchgefiihrten Experimente waren.
Die im Einzelnen verwendeten Materialien sind bei der Beschreibung der jeweiligen Methode

aufgefiihrt.

4.1 Material

4.1.1 Medien, Puffer und Reagenzien

Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller
PBS (Phosphat buffered saline) 8g/I NaCl, Roth
0,2g/1 KCl, Sigma-Aldrich
1,44 g/l Na2HPO4 Sigma-Aldrich
pH auf 7,2 eingestellt, Losung autoklaviert
PBS/BSA (PBS mit Bovinem PBS 0.5% BSA Biomol
Serum-Albumin)
FACS- Flow Puffer PBS 0.05% Azid DRFZ
CASI-Flow Puffer PBS 0.05% Azid, Losung steril filtriert (0.2um @) | DRFZ

Spezielle Medien und Puffer fiir den ELISPOT Assay

Komplettes Rosewell Park Memorial Institute Medium Life Technologies
Zellkulturmedium (RPMI) 1640
10% Fetales Kélberserum (FCS) Invitrogen

10mM L-Glutamat “
20pM B-Mercaptoethanol “
100 U/ml Penicillin “
100pg/1 Streptomycin

Blockierungspuffer PBS 3% BSA Biomol
Losung steril filtriert (0,2pum @)

Waschpuffer PBS 3% BSA Biomol
0.01% Tween20 Sigma-Aldrich
AMP-Puffer 95 ml 2-Amino-2-methyl-1-propanol (AMP) Sigma-Aldrich
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0,1 ml Triton X-405

150 mg/ml MgCI12

900 ml Wasser

pH 10,25 eingestellt mit HCI
steril filtriert und bei 4°C gelagert

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Entwicklungs-Puffer

8 mg BCIP(5-Bromo-c-chloro-indolyl-phosphat),

8 ml AMP-Puffer,

-20 min bei 65°C im Wasserbad

2 ml 3% Agarose, niedriger Elektroendosmosewert
(in Mikrowelle geschmolzen)

-10 min bei 65°C im Wasserbad

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Substrat (BCIP)

5- Bromo-4-chloro-3-indonyl-phosphat

Sigma-Aldrich

Spezielle Puffer und Losungen fiir den ELISA

PBS/BSA-Acid PBS 0.5% BSA,
0,2% NaN3 Roth
Substratlosung Substrat: Roche
99,5 mmol/l p-Nitrophenylphosphat, pHS8.5
Konservierungsmittel
Puffer/Aktivatoren: Roche

1,12 mmol/l 2-Amino-2-methyl-1-propanol
2,49 mmol/l Magnesiumacetat

0,5 mmol/l Zinksulfat

2,49 mmol/l N-(2-Hydroxyethyl)

ethylendiamintriessigséure

4.1.2 Ubersicht iiber die verwendeten Fiirbereagenzien und Antikorper

Antikorper-Konjugat Klon Funktion Verwendung Herkunft
Férbereagenzien
OVA-Cy5 Detektion FACS Kopplung durch

ovalbuminbindender

Zellen, s.f. und i.c.

DRFZ
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Antikorper
anti CD16/CD32 2,4G2 Blockierung der Fc- FACS DRFZ
(Ratte-anti-Maus) Rezeptoren, s.f.
anti CD138-PE 281-2 Férbeantikorper, s.f. FACS BD Pharmingen
(Syn-1)
anti B220 — Biotin RA 36 B2 | Firbeantikorper, s.f. FACS DRFZ
anti B220 Microbeads RA3-6B2 | magnetische Markierung, | MACS Miltenyi-Biotec
s.f.
anti MHCII-Biotin M15/114 Férbeantikorper, s.f. FACS DRFZ
anti CD22-Biotin Férbeantikorper, s.f und FACS Miltenyi-Biotec
ic.
anti BrdU-FITC 3D4 PRB- | Férbeantikorper, i.c. FACS BD Pharmingen
1
Anti Kappa-Leichteketten 187.1 Férbeantikorper, s.f. und FACS BD Pharmingen
ic.
anti IgG polyklonal | Coatingantikérper ELISPOT,ELISA Southern Biotech
anti I[gM polyklonal | Coatingantikérper ELISPOT,ELISA "
anti IgG — Biotin polyklonal | Detektionsantikdrper ELISPOT,ELISA "
(Ziege-anti-Maus)
anti IgM — Biotin polyklonal | Detektionsantikdrper ELISPOT,ELISA "
(Ziege-anti-Maus)
Sekundiirreagentien
Streptavidin - PerCP - Bindet spezifisch an FACS BD Pharmingen
Biotin
Streptavidin-Alkalische - Bindet spezifisch an ELISPOT,ELISA Roche

Phosphatase (SAAP)

Biotin
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4.1.3 Kommerziell erworbene Assays (,,Kits*)

Name Inhalt Hersteller
BrdU Flow Kit anti-BrdU Antikorper, BD Pharmingen
Cytofix/CytopermTM Buffer,
Cytofix/CytopermTM Buffer,
Cytoperm PlusTM Buffer
DNAse in PBS-BSA (300pg/ml)
4.1.4 Besondere Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung Zweck Hersteller
Pipetten Zellbiologisches Arbeiten Abimed
Pipettenspitzen Zellbiologisches Arbeiten Corning Costar
Mehrkanalpipette ELISA, ELISPOT-Assay Thermo Labsystems

Zellrohrchen 15ml, 50ml

Zellbiologisches Arbeiten

Corning Costar

Reaktionsgefifie Zellbiologisches Arbeiten Corning Costar
0,5ml, 1,5ml, 2ml
Sterilfilter (@ 0,2pum) Zellbiologisches Arbeiten Millipore

Zellsiebe (D 70pum)

Gewebedesintegration

Becton Dicinson

Petrischalen

Zellbiologisches Arbeiten

Corning Costar

96-er Mikrotiterplatte
(flachbodig,hochbindend)

ELISA, ELISPOT-Assay

Corning Costar

Spritzen Immunisierung, Gewebedesintegration Braun
Kaniilen Immunisierung Braun

4.1.5 Gerite und Software
Geriit Typ Hersteller
Zentrifuge Multifuge 3 S-R Heraeus
Tischzentrifuge Biofuge fresco Heraeus
Brutschrank Heraeus
Zellzéhlgerit Casy® Model TT Schirfe System
Mikroskop CK30 Olympus
Durchflusszytometer FACS-Calibur Becton Dickinson
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FACS-Software

Cell QuestTM Research Software Version

Becton Dickinson

ELISA-Reader

E-Max

MWG-Biotech

ELISA-Software

SOFTmax-Pro 3.0

Molecular Devices

Corp

4.2  Miiuse und Immunisierungen

4.2.1 MaAuse

Verwendet wurden weibliche Miuse des Stammes Balb/c (B: Bragg, alb: albino), einem der

dltesten Mausinzuchtstimme (1913). Durch vielfache, mindestens 20 fache Bruder x Schwester

Verpaarung entstehen homozygote, syngene Tiere (d.h. identische Autosomen, wie eineiige

Zwillinge). Dadurch sind die einzigen Unterschiede zwischen den Tieren auf verschiedene

Umweltfaktoren zurlickzufiihren. Diese Tiere wurden von der Versuchstierzuchtanlage des

Bundesinstituts fiir Risikobewertung (BfR) in Berlin bezogen und sowohl Aufzucht als auch

Haltung erfolgte unter spezifisch-pathogenfreien Bedingungen (spf). Zu Anfang der jeweiligen

Experimente waren die Miuse 6-10 Wochen alt.

Tierversuchs-Genehmigungsnummer: G0190/03.

4.2.2 Ubersicht iiber die zu Immunisierungen verwendeten Proteine, Oligonucleotide

und Adjuvantien

Bezeichnung

Bemerkung

Hersteller

Ovalbumin (OVA)

Protein aus Hithnerei

Sigma-Aldrich

Imject®-Alum

Aluminium-Magnesium-Hydroxid

Pierce

4-Hydroxy-3-nitrophenylacetyl
(NP)

Haptenantigen, daher gekoppelt an KLH (30 NP-
Gruppen je KLH)

Biosearch Technologies

Keyhole Limpet Hemocyanin

(KLH)

Respiratorisches Protein der

Schliissellochschnecke

Biosearch Technologies

CpG 1668

Basensequenz: 5 TsCsC sAsTsg sAsCsg sTsTsC
sCsTsg sAsTsg sCsT, (s =Thiobindung)

TIB Molbiol
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4.2.3 Immunisierungen

Fiir eine Primdrimmunisierung mit Ovalbumin wurde zunéchst das kristalline Protein in sterilem
PBS gelost (c= 1mg/ml), und anschlieBend 20 min mit gleichem Volumen Imject®-Alum
verrithrt. Von dieser Antigen-Adjuvans Mischung erhielten die Mause 200ul intraperitoneal
appliziert, d.h. jeweils 100ug Proteinantigen. Durch das mitinjizierte Alum als Adjuvans (lat.
adiuvare=unterstiitzen,helfen) wird das Antigen ldnger im Bauchraum festgehalten und
vergrofert so die Zeitspanne, in der Immunzellen mit dem Antigen in Kontakt treten konnen
(Depotwirkung). AuBerdem lockt Alum Immunzellen wie T-Zellen, B-Zellen oder Antigen-
préisentierende Zellen an, um mit dem Antigen zu interagieren.

Nach drei Wochen erfolgte eine sekundire Immunisierung mit 100pg in 100ul PBS gelostem
Ovalbumin wiederum intraperitoneal injiziert. In einigen Experimenten wurde weitere drei
Wochen spdter den Tieren noch einmal die gleiche Menge Ovalbumin in eine laterale
Schwanzvene injiziert. Fiir die Untersuchung der Auswirkungen eines polyklonalen-/bystander-
Stimulus auf die spezifisch in einer gegen Ovalbumin gerichteten Immunantwort gebildeten
Zellen war eine weitere Immunisierung notwendig. Hierflir wurde den Méusen 2 Wochen nach
dieser letzten Ovalbumininjektion eine Mischung aus 100png des Haptens NP, gekoppelt an
KLH, und 10pg CpG, gelost in 110ul PBS intraperitoneal verabreicht. Wenn im Falle des NP
von einem Hapten (griech. beschleunigen) gesprochen wird, so bedeutet dies, dass es sich hierbei
um ein sehr kleines chemisches Molekiil handelt, welches alleine keine Immunantwort
auszuldsen vermag, jedoch Antikdrper bindet. Immunogen wird es nach Kopplung an ein
Triagerprotein. Die Funktion des Trégerproteins {ibernahm in der vorliegenden Arbeit KLH.

Im Gegensatz zur DNA von Prokaryonten enthélt Sdugetier-DNA nur sehr wenige unmethylierte
cytidyl-guanosyl-Sequenzen (CpG). Vermittelt iiber den TLR9 auf Lymphozyten kann CpG
immunstimulatorische Effekte ausiiben. Beschrieben sind eine Proloferationsinduktion von
Gedéchtnis-B-Zellen bei Inkubation mit CpG (50, 51, 94), Produktion von TNF-a und
Interleukinen durch Makrophagen und Zytokinproduktion durch dentritische Zellen (5).
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4.2.4 DNA-Markierung proliferierender Zellen mittels BrdU

BrdU (5-Bromo-2'-deoxyuridin) ist ein

Thymidinanalogon und wird an dessen Thymidin BrdU
0 0
Stelle von der DNA-Polymerase wéhrend .
H, Br
der DNA-Synthese in der S-Phase des

NH NH
Zellzyklus in  den neuen  Strang
inkorporiert. Somit ist es moglich, jede
Zelle mit neu gebildeter DNA mit gegen

BrdU gerichteten, fluoreszensmarkierten

Antikorpern unter anderem im FACS
nachzuweisen. Zwar  kann  BrdU
Basentransition verursachen und somit
mutagen wirken, hat aber dennoch Abb. 5: Das Nucleosid Thymidin und sein Basenanalogon
weniger starke Auswirkungen auf den BrdU.

Organismus als z.B. radioaktiv markierte

Nukleotide.

In den BrdU- Experimenten wurde gleichzeitig mit der intravendsen Ovalbumininjektion
begonnen, den Méusen BrdU oral zuzufiihren. Hierzu wurde fiir 5 Tiere BrdU in einer
Konzentration von 1mg/ml in 200 ml Wasser gelost. Als Geschmackszusatz wurde 200mg
Zucker beigefiigt. Da BrdU nach dem Losen in Wasser lichtempfindlich ist, wurde sorgfiltig auf

eine Lichtprotektion der Wasserflaschen geachtet und alle 3 Tage die Losung ausgewechselt.

4.2.5 Gewinnung der Seren
Zunichst wurde die Maus unter eine 100W Rotlichtlampe gesetzt. Die Erwidrmung fiihrt zu einer
Dilatation der peripheren Gefdsse, wodurch die Blutabnahme wesentlich erleichtert wird.
Aus einer lateralen Schwanzvene konnte so ca. 150ul Blut gewonnen werden. Nach
vollstdndiger Gerinnung bei Raumtemperatur iiber Nacht wurde das Serum abpipettiert und bei

-20°C gelagert.
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4.3  Zellisolierung und Zellquantifizierung

4.3.1 Herstellung einer Einzelzellsuspension
Die zu untersuchende Maus wurde durch Genickbruch getotet und mit 70% Ethanol desinfiziert
um eine Kontamination der Organe zu vermeiden. Nach Eroffnung des Peritoneums wurde die
Milz im linken oberen Bauchraum aufgesucht, mit Pinzette und Skalpell vorsichtig entfernt, und
sofort in eine Petrischale mit kaltem RPMI Medium {iberfiihrt. Alle folgenden Schritte wurden
zur Vermeidung des Absterbens der Zellen auf Eis durchgefiihrt. Zur Gewebsdesintegration
diente ein Zellsieb, durch das die intakte Milz gestrichen wurde, so dass die Zellen von
Milzkapsel und Bindegewebe getrennt wurden und eine kliimpchenfreie Suspension der Zellen
entstand. Die Femuren wurden durch Abtrennung der Knochen am Hiift- und Kniegelenk
freigelegt und das anhaftende Muskelfleisch entfernt. Nach Eroffnung der Markhdhle medial der
Epiphysen mit einer kleinen Schere konnte mittels diinner Kaniile in die Markhohle eingegangen
und das Knochenmark durch den Fliissigkeitsstrom behutsam in eine Petrischale ausgespiilt
werden. Die so erhaltenen Zellsuspensionen wurden durch 10-miniitiges Zentrifugieren bei 1200
Umdrehungen pro Minute (rpm) mit Medium gewaschen, und die Pellets je nach

Weiterverwendung in Medium oder PBS/BSA resuspendiert.

4.3.2 Zellquantifizierung mittels CASY®-Technology
Der CASY®-Technology liegt das Prinzip der elektronischen Zellvolumenbestimmung mittels
Pulsflachenanalyse zugrunde. Dabei wird jede Zelle beim Durchgang durch den Sensor,
basierend auf der physikalischen Grundlage der Widerstandsmesstechnik, mit einer sehr hohen
Frequenz, die bis zu 1 000 000 Messungen pro Sekunde betrégt, erfasst. Sowohl Partikel als auch
intakte Zellen verdringen eine ihrem Volumen entsprechende Menge einer Elektrolytlésung und
durch die resultierende Widerstandserhdhung ist eine Berechnung deren Volumen moglich.
Durch die hohe Messfrequenz wird die Pulsamplitude jeder Zelle nicht nur einmal, sondern
mehrere hundert Mal erfasst, und so diffizile Aussagen iiber Form, Breite, und Zellvolumen
moglich gemacht. Durch einen nachgeschalteten, fest kalibrierten Vielkanalanalysator ist eine
Verrechnung der Messdaten moglich, und man erhdlt standardisierte und reproduzierbare
Ergebnisse. Die zu messende Einzellzellsuspension wurde fiir eine genaue Messung mit CASY-
Flow Puffer verdiinnt, der Bereich der Zellgrof3e mit zwei frei beweglichen Cursorn festgelegt,

innerhalb der das Geriét die Zellzahl berechnet, und die Probe gemessen. Dabei entstanden fiir
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Suspensionen aus der Milz und aus dem Knochenmark zwei unterschiedliche charakteristische

Ergebnissdiagramme.

} [Knochenmark |

Zellzahl

12,500 15.00 ol 2500

19,00 12.50 15.00

Durchmesser (um)

Abb. 6: Ergebnisdiagramme der Zellzahlbestimmung mittels CASY-Technologie. Dargestellt sind Proben von

Mauszellen aus Milz und Knochenmark. Einzelheiten sind im Text erldutert.

Sowohl in der Milz als auch im Knochenmark erkennt man eine Zellpopulation aus kleinen
Zellen, die hauptsidchlich aus Erythrocyten und Zelldebris besteht. Aufgrund ihres gréferen
Durchmessers lassen sich mononukledre Zellen (Leukozyten) hiervon abgrenzen. Die Zellen
groBer als 5,48um, rechts vom Cursor, wurden in die Zellzahlbestimmung einbezogen. Im
Knochenmark sind diese des Weiteren in zwei Populationen unterschiedlicher Grofle aufgeteilt,
die die verschiedenen  Vorlduferzellen im  Knochenmark représentieren.  Der
Gesamtzahlbestimmung mononukleédrer Zellen, als auch der Plasmazellzahlbestimmung aus
ELISPOT-Experimenten im Knochenmark wurde zugrunde gelegt, dass in beiden Femuren der
Maus 12,6% des gesamten Knochenmarks enthalten sind (82), und somit die in den

Experimenten erhaltenen Zahlen mit dem entsprechenden Faktor multipliziert.
4.4 Durchflusszytometrische Messungen
4.4.1 Prinzip des Durchflusszytometers
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es moglich, durch laservermittelte Anregung

fluoreszensmarkierter Molekiile eine sowohl qualitative als auch quantitative Zuordnung

einzelner Zellen zu definierten Zellpopulationen zu treffen.
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Photodetektoren
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Abb. 7: Prinzip einer durchflusszytometrischen Messung. Die Messung der Zellen im Durchflusszytometer
beruht darauf, dass diese in einem ersten Schritt durch fluoreszensgekoppelte Antikdrper markiert werden,
welche gegen ausgewdhlte Zellantigene gerichtet sind. Es folgt die Anregung der Fluorochrome durch
Laserlicht, die darauthin Licht einer bestimmten Wellenlédnge emittieren. Dieses Licht kann durch ein
komplexes System aus Spiegeln und Filtern im Durchflusszytometer gebiindelt und zerlegt werden. Auf diese
Weise erhdlt man fiir jeden eingesetzten Fluoreszensfarbstoff ein spezifisches Signal. Einzelheiten sind im

Text erldutert (nach (55), verindert).

Am Anfang einer zytometrischen Messung steht die Markierung der Zellen mit Antikorpern,
welche zuvor mit einem fluoreszierenden Farbstoft gekoppelt wurden. Die Antikdrper sind
gegen ausgewahlte Molekiile gerichtet, meist Proteine, die auf der Zelloberfldche lokalisiert und
den Differenzierungs-/ CD-Antigenen (cluster of differentiation) zuzuordnen sind. Das Gemisch
aus markierten Zellen wird mittels hydrodynamischer Fokussierung (95) in feinste Tropfchen
zerlegt, so dass ein laminarer Probenstrom einzeln hintereinander aufgereihter Zellen entsteht.
Diese Zellen werden vom monochromatischen Licht eines Lasers, im verwendeten Gerit ein
Argonlaser der Wellenldnge 488nm und einem Diodenlaser, 635nm, getroffen. Durch die
Streuung des Lichtes entstehen verschiedene Informationen: Unmarkierte Zellen lenken die

Strahlen zum einen nach vorne ab, wodurch das Vorwirtsstreulicht oder Forwardscatter (FSC)
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entsteht, und Aussagen iiber die Grofle der Zellen mdglich macht. Zum anderen wird ein im 90°-
Winkel an Strukturen innerhalb der Zelle abgelenktes Seitwértsstreulicht (SSC) registriert und
stellt ein MaB3 fiir die Zellgranularitit, Membranoberfliche und Zellform dar. Trifft der
Laserstrahl auf eine fluoreszenzmarkierte Zelle, wird ein Teil der Lichtenergie absorbiert und
Fluoreszenslicht einer hoheren Wellenldnge emittiert. Sammellinsen biindeln dieses Licht,
zwischengeschaltete Spiegel teilen es auf und optische Filter erlauben eine spezifische Detektion
der einzelnen Fluoreszenzen. Nachgeschaltete Photodetektoren und Photodioden wandeln die
optischen Signale in elektrische Impulse um, die mit der Intensitédt des Lichtsignals korrelieren.
Die Daten von FCS, SSC und den verschiedenen Fluoreszenzen konnen fiir jede Zelle einzeln
erfasst, von einem Computer gesammelt, und anschlieBend mit einer speziellen Software

ausgewertet werden.

4.4.2 Probenmessung und Datenauswertung
In der vorliegenden Arbeit erfolgten die Messungen an einem Durchflusszytometer vom Typ
FACS-Calibur™ und die Daten wurden mit Cellquest'™ Research Software ausgewertet. Es gibt
unterschiedliche Mdoglichkeiten der Darstellung der Daten. Grundsétzlich werden FSC und SSC
linear, die Fluoreszenzen jedoch in logarithmischer Darstellung aufgetragen, was eine bessere
Auflosung schwacher Signale garantiert. Bei dem eindimensionalen Histogramm handelt es sich
um eine einfache Haufigkeitsverteilung, bei der die Stirke eines Fluoreszenssignals gegen die
Anzahl der Ereignisse aufgetragen wird. Soll die Beziehung zweier verschiedener Fluoreszenzen
auf einer Zelle gezeigt werden, eignet sich die Darstellung in Form eines Dot-Plots. Jeder Punkt
repriasentiert eine Zelle, die durch ihre Lage in der zweidimensionalen Darstellung als

unmarkierte, einfach positive oder doppelpositive Zelle erkennbar wird.

< A+/B- A+/B+

Abb. 8: Darstellung einer FACS-Messung von murinen Milzzellen. Aus der doppelten Markierung mit ,,A* und

,,B ergibt sich ein charakteristischer Dot-Plot. Einzelheiten sind im Text erldutert.
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Eine Schwierigkeit bei der Messung mehrfach markierter Zellen kommt durch spektrale
Uberlappungen der eingesetzten Fluorochrome zustande. Zwar ist diese zum einen durch die
Auswahl von Fluorochromen mit moglichst entfernten Emissionsspektren, zum anderen durch
den Einsatz der Filter mdglich, die entweder ein definiertes Wellenldngenband (Bandpassfilter)
oder nur Licht ab einer bestimmten Wellenldnge (Longpassfilter) passieren lassen (96). Dennoch
ist bei Mehrfachfirbung regelmédfig vor der eigentlichen Messung eine so genannte
Kompensation notig, um Fluoreszenssignale, die in einem anderen Kanal als in dem fiir sie
vorgesehenen registriert werden, zu minimieren. Dazu werden einfach gefiarbte Zellen gemessen
und ein gewisser Anteil des jeweiligen Fluoreszenssignals in den Kanilen proportional zur

Fluoreszensintesitét im eigentlich zugehdrigen Kanal subtrahiert (95).

4.4.3 Markierung der Zellen mit Antikorpern

Die vorbereitete Einzelzellsuspension wurde zentrifugiert und das Pellet aus 10°-107 Zellen
vorsichtig mit PBS-BSA und den darin enthaltenen jeweiligen Antikérpern resuspendiert. Alle
Schritte wurden auf Eis und unter Lichtschutz in einem Volumen von 50-200ul in Eppendorf-
Zellrdhrchen durchgefiihrt, gewaschen wurde grundsitzlich in 10-fachem Uberschuss mit PBS-
BSA oder Waschpuffer. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen von Fc-Teilen der
Férbeantikorper an Fc-Rezeptoren anderer Zellen (z.B. Phagozyten) wurde zunéchst 15 min mit
anti-CD16/CD32 (10png/ml) inkubiert, mit dem die Fc-Teile blockiert wurden. Es schloss sich
ein Waschschritt an, bevor die eigentlichen fluoreszensmarkierten Antikorper in einer zuvor aus
Titrationsversuchen ermittelten Konzentration zugefiigt und fiir eine 20 miniitige Inkubation
belassen wurden. Um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen wurde erneut gewaschen.
Manche Primérantikdrper sind nicht direkt mit einem Fluorochrom markiert, sondern mit der nur
0,24 kDa groflen Verbindung Biotin (prosthetische Gruppe, die als Cofaktor vieler Enzyme
wirkt). Wurde ein solcher Antikorper eingesetzt, war eine erneute Inkubation mit einem
fluorochrommarkierten Protein ndtig. Markiertes Streptavidin aus dem Bakterium Steptomyces
avidinii, welches sehr spezifisch an Biotin bindet, wurde in einer Konzentration von 1pg/ml fiir
weitere 15 min zum Zellpellet hinzugefiigt und anschlieBend gewaschen. War fiir die Analyse
nur die Markierung oberflachlich exprimierter Molekiile notwendig, war die Farbung hier
beendet, die Zellen wurden in 500ul PBS-BSA aufgenommen und gemessen.

Sollten mit der Durchflusszytometrie Ovalbumin-spezifische B-Zellen oder inkorporiertes BrdU
nachgewiesen werden, war zusétzlich eine intrazelluldre Antikérpermarkierung notwendig. Fiir

die vorliegenden Daten wurde die Fixation der Zellen, Permeabilisierung und intrazelluldre
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Féarbung mit dem BrdU-Flow Kit und zugehorigem Protokoll durchgefiihrt. Nach Farbung der
Oberflachenmolekiile wurden die Zellen fixiert. Hierdurch sollen die exprimierten Antigene iiber
einen ldngeren Zeitraum stabil gehalten, die Zellmorphologie aufrechterhalten, und der
Antigenverlust minimiert werden. Dazu wurden die Zellpellets zundchst mit 100ul
Cytofix/CytopermTM Buffer 15 min inkubiert (enthédlt 4% Paraformaldehyd und Saponin).
Durch das enthaltene Saponin (lat.sapo-Seife) werden die Zellen im gleichen Schritt durchldssig
gemacht, indem dieses pflanzliche Detergenz mit dem Cholesterol der Zellmembran reagiert und
dadurch fiir Antikorper passierbar macht. Da diese Permeabilisierung reversibler Natur ist, muss
in jedem folgenden Schritt ebenfalls Saponin enthalten sein. AnschlieBend wurde mit einem
speziellen Waschpuffer (enthilt fetales Rinderserum und Saponin) gewaschen.

Eine 10 miniitige Re-Fixation mit 100pl CytopermTM Plus Buffer (enthdlt 10%
Dimethylsulfoxid), ein Waschschritt und eine weitere 5 miniitige Fixation mit
Cytofix/CytopermTM Buffer zur Verstiarkung der intrazelluldren Farbung vervollstdndigten die
Fixation der Zellen. Fiir den Nachweis des Thymidinanalogons BrdU war vor der
Antikorperzugabe noch der Verdau der DNA nétig um die Freilegung der BrdU-Molekiile zu
gewihrleisten. Die Zellen wurden fiir 1h bei 37°C mit 100ul DNAse in PBS (300pg/ml)
inkubiert, gewaschen und anschlieBend weitere 20 Minuten mit den Antikdrpern gegen BrdU
bzw. fluoreszensgelabeltem Ovalbumin inkubiert. Die Zellen konnten nun in 500 pl PBS-BSA

aufgenommen gemessen, oder bei 4°C gelagert werden.

4.5  Quantifizierung Antikorper-sezernierender Zellen mittels ELISPOT-Assay

4.5.1 Prinzip des ELISPOT Assays
Der Enzyme-linked Immunospot Assay (ELISPOT-Assay) bietet die Moglichkeit, einzelne Zel-
len einer Zellsuspension, die ein spezifisches Protein sezernieren, zu detektieren. Dieses Protein
kann ein Zytokin sein, oder ein Antikdrper, wodurch im letzteren Fall die Bestimmung der An-
zahl von Plasmablasten bzw. Plasmazellen in der eingesetzten Zellpopulation moglich wird. Eine
quantitative Auswertung des sezernierten Antikorpers ist mit diesem Test jedoch nur sehr be-
grenzt moglich. Obwohl in der Literatur eine Nachweisgrenze bei einer ASC pro 500000 Milz-
zellen angegeben wird (97) ist es prinzipiell mdglich, jede ASC im ELISPOT nachzuweisen,

wenn das ganze Organ in die Testung einbezogen wird.
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Auf dem Prinzip eines Sandwich-ELISAs basierend, wird zundchst eine hochbindende
Polystyrolplatte mit einem Antigen beschichtet. Um spétere Lichtspiegelungen bei der Detektion
unter dem Mikroskop zu vermeiden, werden spezielle ,.flat-bottom* Platten eingesetzt. Durch
Adsorption wird das Antigen bzw. der Antikorper aufgrund hydrophober Wechselwirkungen an
den Plattenboden gebunden. Ist die Platte solcherart ,,gecoatet™ und nicht gebundenes Antigen
entfernt, folgt zunichst das Abblocken freier Proteinbindungsstellen und anschlieBend die
Uberschichtung der zu untersuchenden Zellsuspension und Inkubation unter optimalen
Bedingungen (37°C mit 5 % CO »,).

Wihrend der Inkubationszeit sezernieren die enthaltenen Plasmazellen Antikorper. Ist eine
Plasmazelle spezifisch fiir das zum coaten verwendete Antigen, so binden deren sezernierte
Antikorper im Umkreis der Plasmazelle an ihr Antigen und bilden die Grundlage fiir den spiter
detektierbaren Spot. Darum ist besonders darauf zu achten, eine Erschiitterung der Platten zu
vermeiden, um ein Verrutschen der Zellen, und damit der Spots, zu verhindern.

Die Zellen werden durch gewissenhaftes Waschen entfernt, und Detektionsantikorper
zugegeben. Dieser ist gegen die konstanten Fc-Teile der sezernierten Antikorper gerichtet und
biotinyliert. Nach erneuter Inkubation und einem Waschschritt wird das an Streptavidin
konjugierte homodimere Enzym alkalische Phosphatase zugegeben. Streptavidin bindet an
Biotin in der ndchsten Inkubationsphase, und die alkalische Phosphatase setzt das im letzten
Schritt zugegebene Substrat BCIP in einem speziellen Entwicklungspuffer zu einem stabilen
prézipitierenden farbigen Produkt um. Durch die gleichzeitig fliissig zugegebene, und im Verlauf
der Entwicklung bei 37°C fest werdende Agarose entsteht ein durchsichtiger Film, der die
farbigen Spots fixiert. Unter einem Invertmikroskop konnen die Spots im Anschluss ausgezéhlt
werden.

In dieser Studie wurde die Immunisierung von Balb/c Méusen mit Ovalbumin gewihlt. Dies war
in der Arbeitsgruppe bereits zuvor etabliert worden, und sowohl im Durchflusszytometer als
auch im ELISPOT-Assay und im ELISA war der sichere Nachweis von Ovalbumin-spezifischen
ASC oder ihrer Sekretionsprodukte mdglich. Ovalbumin ist ein 65 KD grofles Proteinantigen,
welches in der Primédrantwort zundchst die Bildung von IgM-ASC, in der Sekunddrantwort fast
ausschlieBlich IgG;-ASC hervorruft (30, 98). Im ELISPOT wurden daher IgM-ASC nachgewie-
sen, wenn eine Primdrantwort betrachtet werden sollte, und IgG-ASC im Falle der Sekundérant-
wort. Da in dieser Studie nach einer zweimaligen Immunisierung, im Gegensatz zu dem in der
Arbeitsgruppe etablierten Schema, nur wenige Ovalbumin-spezifische ASC nachzuweisen wa-

ren, wurden die Tiere dreimal mit Ovalbumin immunisiert.
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4.5.2 Vorgehensweise beim ELISPOT

Eine 96-well Platte wurde zundchst mit Coaten mit Ovalbumin Zugabe des Enzyms SAAP

dem zu detektierenden Antigen, in der S —— S

vorliegenden Arbeit Ovalbumin oder IgG i ;\* -0 A X

und IgM, in PBS gelost und mit einer " ——al= =
. . Abbg?ggﬁ?];:;gﬁégi“her Zugabe des Substrats BCIP

Konzentration von S5pg/ml beschichtet = o g bstaeaaee

(coating). Nach einer Inkubation iiber | . —

Nacht bei 4°C wurde die Losung A LA CA

zundchst ausgeschlagen und dann mit ,,ln;ba;n sor Zellon Ein;v;icklu:g derFarbr;kt;/

3%PBS/BSA  gewaschen. Mit dem f;';;;,f — = -

. L * s _7r° .
leichen Puffer wurde fiir eine halbe |=® & > A® « Koo O

Stunde bei Raumtemperatur geblockt, i =

Zugabe des Biotingelabelten

anschlieBend mit PBS gewaschen, und im Detektionsantikorpers Ag;éémegiggsﬁggts

Anschluss die vorbereitete [ ®

Einzelzellsuspension in  komplettem | g ’f A=0 4 A X \ @
Zellkulturmedium ausgesdt. Um eine

optimale Auszdhlung der Spots zu Abb. 9: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte

erreichen, wurde dieses in absteigender bei einem ELISPOT. Beispiclhaft wird hier die

Zelldichte und Doppelansitzen Detektion Ovalbumin- Antikérper sezernierender Zellen
.. igt.

durchgefiihrt. geaeig

Es folgte eine zweistiindige Inkubation im Brutschrank, danach mehrmaliges Waschen mit
einem speziellen Waschpuffer (3% PBS/BSA und zugesetztes Tween, einem nichtionischen
Detergenz). Daraufhin wurden die biotinmarkierten Detektionsantikdrper in Waschpuffer
(c=1pg/ml) fiir 20 min bei Raumtemperatur zugegeben, erneut mehrmals gewaschen, und als
nichstes an Streptavidin gekoppelte alkalische Phosphatase in Waschpuffer fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach weiteren Waschschritten mit Waschpuffer wurde in jedes Well
vorsichtig Developmentpuffer pipettiert (Zusammensetzung und Herstellung im Materialteil
beschrieben), entstandene Luftblasen mittels Kaniile entfernt, die Platte dann 10 min bei 4°C,
und zuletzt 2 Stunden bei 37°C inkubiert, um eine vollstdndige Entwicklung der Farbreaktion zu

gewihrleisten.
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4.6  Quantifizierung von Immunglobulinen in Serum mittels ELISA

4.6.1 Prinzip und Durchfiihrung des Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Wie auch beim ELISPOT-Assay handelt es sich bei dem ELISA um einen quantitativen
Immunoassay der ebenfalls auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion basiert, um mit hoher
Sensitivitdt Konzentrationen von Biomolekiilen in den zu untersuchenden Losungen zu messen.
96-well Platten wurden mit in PBS gelostem Ovalbumin (c=5pg/ml) beschichtet und wie beim
ELISPOT iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag folgten drei Waschgidnge mit H,O,
eine Abblockung unspezifischer Bindungsstellen mit PBS/BSA+Azid fiir 30 min bei 37°C und
daraufhin die Inkubation der zu untersuchenden Seren, die in einer Verdiinnungsreihe mit
absteigenden Konzentrationen und in Doppelansétzen eingeschichtet worden waren. Zusitzlich
wurde in den Experimenten ein Standart mit der bekannten Konzentration von 2pg/ml anti-
Ovalbumin IgG; mitgefiihrt, so dass spéter die Konzentrationen der Probeseren genau berechnet
werden konnten. Nach der 60-miniitigen Inkubation bei 37°C wurden die in den Uberstéinden
enthaltenen, nicht gebundenen Antikorper durch dreimaliges Waschen mit H>O entfernt. Im
nédchsten Schritt wurden biotinmarkierte [gG-Antikorper in einer Konzentration von 1pg/ml 60
Minuten inkubiert, und im Anschluss wiederum drei mal gewaschen. Daraufhin erfolgte eine 20-
miniitige Inkubation mit Streptavidin-Alkalische Phosphatase und schlielich die Zugabe des
Substrates p-Nitrophenylphosphat in einer Pufferlosung. Durch die Umsetzung dieses Substrates
durch die an die Antikorper gekoppelte Alkalische Phosphatase wird das Substrat in Phosphat
und p-Nitrophenol abgespalten. Das freigesetzte p-Nitrophenol ist proportional der Alkalischen-
Phosphatase-Aktivitidt und damit der Menge der Antikdrper im eingesetzten Serum, und kann
photometrisch gemessen werden. Im Elisa-Reader konnte anschlieBend bei der fiir das
verwendete Substrat spezifischen Wellenldnge, hier 430nm, die Absorption der Platten

gemessen, und mithilfe der Standartkurve die Titer der Seren berechnet werden.

4.7  Zelltransfer-Experimente
Fiir die Zelltransfer-Experimente wurden Einzellzellsuspensionen von Milzzellen Ovalbumin-
immunisierter Méuse hergestellt. Diese wurden mittels MACS-Zellsortierung (sieche 4.7.1) in
B220+ und B220- Zellen aufgetrennt, und die B220+ Zellen in PBS auf eine Konzentration von

1,7x10" Zellen pro ml eingestellt. Von dieser Zellsuspension wurden 200ul in die laterale
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Schwanzvene eines jeden Rezipienten injiziert. 20 Minuten spiter erhielten die Tiere je nach
Gruppenzugehorigkeit entweder 100pg Ovalbumin und 10pg CpG, oder 100pug NP und 10pg

CpG intraperitoneal appliziert, oder wurden nicht weiter behandelt.

4.7.1 Magnetische Zellsortierung (MACS)
Mit der magnetischen Zellsortierung konnen Zellen nach Oberflichenmolekiilen getrennt
werden. Zundchst ist eine Markierung der Oberflaichenmolekiile, nach denen getrennt werden
soll, notig. Dafiir werden Antikorper gegen diese ausgewéhlten Molekiile an so genannte
Microbeads gekoppelt, sehr kleine supramagnetische Partikel, die nur in einem Magnetfeld
magnetisch wirken, also untereinander nicht verklumpen. Die Zellen der Ausgangspopulation
werden nach Inkubation mit den markierten Antikorpern durch eine mit Eisenkiigelchen befiillte
Sdule geschickt, die sich in einem starken Magnetfeld befindet. So werden alle markierten Zellen
zurlickgehalten, wiahrend die unmarkierten am Ende der Sdule aufgefangen werden konnen.Fiir
die Durchfithrung der magnetisch-assoziierten Zellsortierung wurden die Milzzellen in einem
Verhiltnis von 1:10 mit den markierten anti-B220 Antikdrpern flir 15 min. bei 4°C inkubiert.
Nach einem Waschschritt mit PBS/BSA und Zentrifugation wurden die Zellen in PBS/BSA
resuspendiert, und iiber eine LS-Sdule gegeben, die vorher ebenfalls mit PBS/BSA &quilibriert
worden war. Zum Abschluss wurde die Séule zweimal mit je 4ml PBS/BSA gespiilt, um
verbleibende unmarkierte Zellen aus der Sdule zu entfernen. Zur Gewinnung der B220+ Zellen,
die aufgrund ihrer magnetischen Markierung in der Sdule verblieben waren, wurde die Séule
zundchst aus dem Magnetfeld entfernt und dann zweimal mit PBS/BSA gespiilt. So konnten die
positiv markierten Zellen in einem Zellrohrchen aufgefangen, und nach Zentrifugation mit PBS

auf die gewlinschte Konzentration zur Weiterverwendung aufgenommen werden.

4.8  Graphische Darstellung und Statistik
Die in dieser Arbeit enthaltenen Graphen wurden mit dem Programm Prism GraphPad Software
4.03 erstellt. Die statistische Auswertung sowie die Wahl der Darstellung wurden von Frau Dorte
Huscher (DRFZ) unterstiitzt.
Um Aussagen iiber signifikante Unterschiede zwischen den Ergebnissen von 2 Gruppen
unterschiedlich behandelter Tiere treffen zu konnen, wurde der Mann-Whitney-U-Test fiir
unverbundene Werte als zweiseitige Analyse mit dem Programm Prism GraphPad Software 4.03

durchgefiihrt. Als signifikant wurden Werte mit p<0,05 angesehen.
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5 Ergebnisse

5.1 Immunantwort gegen das Antigen Ovalbumin
Das aus Hiihnereiweiss stammende Ovalbumin stellt ein hdufig verwendetes Antigen in
Immunisierungsprotokollen dar, da es eine starke Immunantwort auszuldsen vermag, und
etablierte Methoden zur Verfiigung stehen, sowohl Ovalbumin-spezifische Plasmazellen, als
auch die sezernierten Antikorper mit zellbiologischen Methoden spezifisch nachzuweisen. Aus
diesem Grund sind viele Faktoren des kinetischen Ablaufs einer Primér- oder
Sekundarimmunisierung mit Ovalbumin aus der Literatur bekannt (32). Um Aussagen iiber
Zellzahlen und Titerentwicklung auch nach mehrmaliger Immunisierung mit dem gleichen
Antigen treffen zu konnen, wurde eine Primdrimmunisierung mit 100pg Ova und dem Adjuvans
Alum intraperitoneal an einer groferen Gruppe von Balb/c Miusen durchgefiihrt. Jeweils im
Abstand von drei Wochen wurden die Tiere mit 100png Ova in PBS intraperitoneal wiederholt
immunisiert. Am 5.Tag nach der jeweils letzten Immunisierung wurden die Milz und das

Knochenmark von drei bis finf Tieren untersucht.

5.1.1 Mononukleire Zellen in Milz und Knochenmark nach mehrmaliger
Ovalbumin-Immunisierung
Die Anzahl mononukledrer Zellen in Milz und den Femuren jeweils 5 Tage nach der letzten
Immunisierung wurde mit dem Casy-Zellzdhler bestimmt. Dies war zum einen wichtig, um die
im ELISPOT erhaltenen Frequenzen spéter in absolute Zellzahlen umrechnen zu kénnen, zum
anderen auch um zu sehen, ob die massive wiederholte Auseinandersetzung mit demselben
Antigen eine quantitative Anderung des Pools der momonukleiiren Zellen bewirkt. Aus Abb.10
ist ersichtlich, dass sowohl in der Milz als auch im Knochenmark die Zellzahlen konstant
blieben. In der Milz schwankten die Werte um die 1x10® Zellen, im Knochenmark waren
erwartungsgemall mehr Zellen nachweisbar, gefunden wurden ndmlich durchschnittlich etwa
2,5x10% Zellen. Wie im Methodenteil beschrieben, ist es moglich, mit dem aus den beiden
Femuren erhaltenen Knochenmarkanteil das gesamte Knochenmarkvolumen zu berechnen. Die
in den folgenden Abbildungen angegebenen absoluten Zahlen beziehen sich darum immer auf

das gesamte Knochenmark, errechnet aus der Zellzahlbestimmung der Femuren.
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Abb. 10: Anzahl mononuklefirer Zellen in Milz und Knochenmark nach wiederholter Ova-Immunisierung.
Nach Primdrimmunisierung mit Ova et Alum wurden im Abstand von drei Wochen wiederholte
Immunisierungen mit Ova intraperitoneal durchgefiihrt. Fiinf Tage nach jeder Immunisierung wurde die
Gesamtzahl der mononukleédren Zellen in Milz und den Femuren durch Auszidhlung mit dem Casy-Zellzadhler
bestimmt. Mit den Daten aus 2 Femuren konnte so die Anzahl im gesamten Knochenmark errechnet werden.
Dargestellt sind die Einzelwerte von Mé&usen, wobei die geschlossenen Kreise (o) Messwerte aus dem

Knochenmark, die offenen (o) diejenigen aus der Milz anzeigen.

5.1.2 Kinetik der Anzahl Ovalbumin-spezifischer Antigen-sezernierender Zellen
(ASC) in Milz und Knochenmark
In Reaktion auf ein Antigen bildet das Immunsystem spezifisch gegen dieses Antigen gerichtete
Plasmablasten, die sich im Laufe der Zeit zu Plasmazellen differenzieren. Hat das Immunsystem
zum zweiten Mal Kontakt zu einem Antigen, werden 10 bis 100-mal mehr dieser Zellen
generiert, wie am Beispiel des Ovalbumin-Antigens gezeigt wurde (49, 99). Fir die
Fragestellung dieser Arbeit war es jedoch interessant zu wissen, wie sich die Zellzahlen nach
weiteren Ovalbumin-Immunisierungen entwickeln. Daher wurde an Tag 5 nach jeder
Immunisierung die Milz und das Knochenmark mehrerer Tiere jeweils zum einen auf
Ovalbumin-spezifische IgG ASC und zum anderen auf Ovalbumin-spezifische IgM ASC mit der
ELISPOT Technik untersucht. In Abb.11 sind die Ergebnisse fiir Ovalbumin-bindendes IgG in
Milz und Knochenmark aus der Immunisierungsreihe gezeigt. 5 Tage nach der ersten
Immunisierung waren noch keine IgG ASC in Milz oder Knochenmark nachzuweisen. Erst an
Tag 5 nach der zweiten Ova-Immunisierung lag der Median der Gruppe bei 678 1gG ASC in der
Milz und bei 1.990 Zellen im Knochenmark. Nach der dritten und vierten Immunisierung stiegen

die Werte weiter liber 4.023 IgG ASC auf 12.433 IgG ASC in der Milz und im gesamten
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Knochenmark iiber 10.925 nach der dritten und 39.000 IgG ASC nach der vierten Ova-

Immunisierung. Mit dieser vierten Immunisierung hatten die Zellzahlen ein Plateau erreicht.
Sowohl in der Milz als auch im Knochenmark erfolgte nach der flinften und sechsten

Immunisierung kein signifikanter Anstieg der fiir Ova spezifischen ASC mehr.
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Abb. 11: Kinetik von Ovalbumin-spezifischen IgG ASC nach wiederholter Immunisierung mit Ovalbumin.
Nach Primédrimmunisierung mit Ovalbumin et Alum wurden im Abstand von drei Wochen wiederholte
Immunisierungen mit Ova intraperitoneal durchgefiihrt. Fiinf Tage nach jeder Immunisierung wurde die
Gesamtzahl der Ovalbumin spezifischen, 1gG sezernierenden Zellen in Milz und Knochenmark mittels
ELISPOT an einer Gruppe von drei bis fiinf Mausen ermittelt. Dargestellt sind die Einzelwerte von Méusen

und die daraus errechneten Medianwerte

Anti-Ovalbumin IgM sezernierende Zellen wurden ebenfalls untersucht, hier waren insgesamt

wesentlich weniger Zellen nachzuweisen (Daten nicht gezeigt). Nach der ersten Immunisierung
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waren in der Milz als Median der Gruppe aus vier Tieren 348 IgM ASC je Organ nachweisbar,
dann fielen die IgM sezernierenden Zellen auf Medianwerte zwischen 155 und 165 IgM ASC ab.
Im Knochenmark stiegen die Zahlen kontinuierlich von 144 IgM ASC nach der ersten auf 1000

IgM ASC je Knochenmarksorgan nach der sechsten Immunisierung an.

5.1.3 Kinetik von ASC nach wiederholter Ovalbumin-Immunisierung
Nicht nur die Anzahl von ASC, die gegen Ovalbumin gerichtete Antikdrper sezernieren, sondern
auch die Gesamtzahl aller, entweder IgG oder IgM sezernierenden ASC in Milz und
Knochenmark nach den wiederholten Ovalbumin-Immunisierungen, ohne Riicksichtnahme auf
deren Spezifitit, sollte untersucht werden. Hierzu wurden die Platten im ersten Schritt des
ELISPOT-Assay nicht mit Ovalbumin, sondern mit einem Pool aus IgG und IgM als Antigen
gecoatet, und die Milz und das Knochenmark wie vorher beschrieben an Tag 5 nach jeder
Immunisierung untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb.12 dargestellt. Sowohl in der Milz als
auch im Knochenmark lagen die Anzahlen der ASC um eine Zehnerpotenz iiber den
Ergebnissen der Ovalbumin-Antigen spezifischen ASC (Abb.7). In der Milz pendelten die
Medianwerte der Gruppen 5 Tage nach jeder der 6 Immunisierungen um 154.300 (= 29.000)
ASC je Organ, im Knochenmark stiegen die Medianwerte der Gruppen von 7.100 ASC nach der
ersten Immunisierung iiber 228.000, 255.000, 382.500, 455.000 ASC nach den weiteren

Immunisierungen, auf 897.500 ASC nach der sechsten Immunisierung an.
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Abb. 12: Kinetik von ASC nach wiederholter Immunisierung mit Ova. Nach Primdrimmunisierung mit Ova et

Alum wurden im Abstand von drei Wochen wiederholte Immunisierungen mit Ova intraperitoneal

durchgefiihrt. Flinf Tage nach jeder Immunisierung wurde die Gesamtzahl von IgG und IgM sezernierenden

Zellen ohne Riicksichtnahme auf deren Spezifitit in Milz und Knochenmark mittels ELISPOT an einer

Gruppe von drei bis fiinf Méusen je Zeitpunkt ermittelt. Dargestellt sind die Einzelwerte von Méausen und die

daraus errechneten Medianwerte.

5.1.4 Anstieg der spezifisch gegen Ovalbumin gerichteten Antikorper im Serum im

Verlauf mehrmaliger Ovalbumin-Immunisierung

Um in Korrelation zu den mittels ELISPOT erhobenen Daten iiber die Anzahl Ovalbumin-

spezifischer ASC auch Aussagen zu den von diesen Plasmablasten/Plasmazellen produzierten

Antikorpern im Serum treffen zu konnen, wurde jeweils 5 Tage nach jeder Immunisierung das
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Serum der Miuse gewonnen. In der Immunantwort gegen Ovalbumin werden hauptsidchlich
Antikorper vom Typ IgG; gebildet (40). Am Ende der Immunisierungsreihe konnten nun die
Seren jeder Maus mittels ELISA auf Anderungen in der Menge von gegen Ovalbumin
gerichtetem IgG; untersucht werden. In Abb.13 ist am Beispiel einer Maus der charakteristische
Anstieg des Titers im Laufe von 6 durchgefiihrten Immunisierungen gezeigt. Durch Mitfiihren
eines Standards mit definiertem anti-OVA IgG;-Gehalt konnten zusdtzlich absolute IgG,
Mengen errechnet werden. Nach der ersten Immunisierung waren noch unter 2 pg/ml im Serum ,
der Mittelwert aller untersuchten Méuse stieg nach der zweiten auf 160 pg/ml, nach der dritten
auf 1060 pg/ml, nach der flinften auf 2260 pg/ml und nach der sechsten Immunisierung auf 2400
pg/ml anti-OVA IgG, im Serum an.
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Abb. 13: Titeranstieg von gegen Ovalbumin gerichtetem IgG; nach wiederholter Ovalbumin-Immunisierung.
Fiinf Tage nach jeder Immunisierung wurde das Serum der Mause auf anti-Ova IgGl mittels ELISA
untersucht. Zum Zeitpunkt nach der vierten Immunisierung sind keine Daten verfiigbar. Dargestellt sind die
Titrationskurven einer Maus nach der jeweils angegebenen Anzahl von vorhergegangenen Ovalbumin-

Immunisierungen als représentatives Beispiel von 5 Tieren je Gruppe.
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5.2 Polyklonale-/bystander-Aktivierung durch Ovalbumin-Immunisierung
Ovalbumin als Antigen verursacht im Korper eine Immunantwort, die antigenspezifische
Immunzellen generiert. Als Effektorzellen der humoralen Immunitit werden dabei
Plasmablasten/Plasmazellen als ASC und Memoryzellen gebildet. Um die Frage zu kliren, ob
und in welchem Mafle eine Ovalbumin-Immunisierung auch Einfluss auf die Population der
ASC hat, die nicht Ovalbumin-spezifische Antikorper bilden, welche im Zellinneren
nachzuweisen sind, wurde das in Abb. 14 schematisch dargestellte Experiment durchgefiihrt.
Eine Gruppe von 10 Tieren wurde mit Ovalbumin grundimmunisiert. Dazu wurde jedes Tier im
Abstand von drei Wochen zwei Mal mit 100pg OVA et Alum intraperitoneal immunisiert. Zwei
Monate spiter wurden die bisher gleich behandelten Tiere in zwei Gruppen aufgeteilt. Die eine
Gruppe erhielt eine erneute Ovalbumin Boost-Immunisierung mit 100pg Ovalbumin i.v.,
wohingegen die andere Gruppe keine Immunisierung mehr erhielt. Gleichzeitig mit der Boost-
Immunisierung der einen Gruppe wurde begonnen, beiden Gruppen iiber das Trinkwasser
kontinuierlich BrdU zuzufiittern. Somit sollte es moglich werden, die ab diesem Zeitpunkt

gebildeten Zellen im Durchflusszytometer nachzuweisen.

3 Wochen 3 Monate BrdU-Ftitterung
Tagé Tag28
Analyse Analyse
Abb. 14: Polyklonale-/bystander-Aktivierung durch Ovalbumin. Schematische Darstellung des

Versuchsansatzes. Einzelheiten sind im Text erldutert.

5.2.1 Identifizierung von Plasmablasten/Plasmazellen in der Milz
Fiir durchflusszytometrische Analysen ist es notwendig, Marker zu finden, die eine Population
mit hinreichender Sicherheit richtig identifizieren. Fiir ausgereifte Plasmazellen ist das
Oberflichenmolekiill CD138 (Syndecan) als charakterisierender Marker beschrieben (21).

Syndecan-1 ist ein Proteoglykan und erkennt extrazellulire Matrix und Wachstumsfaktoren (11).
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Um sicherzustellen, dass es sich bei CD138 positiven Zellen um Plasmazellen handelt, wurden in
der Vergangenheit Versuche durchgefiihrt, in denen CD138 postive Zellen mit einem Zell-Sorter
auf ELISPOT-Platten gesortet worden waren (15), oder nach der Sortierung histologisch
untersucht wurden (100). So konnten die Zellen auf die Fahigkeit tiberpriift werden, Antikorper
zu sezernieren bzw. durch ihre histologische Morphologie als Plasmazellen identifiziert werden.
Beide Autoren kommen zu dem Schluss, dass eine Identifizierung von Plasmazellen iiber die
Expression von CD138 moglich ist, und tiber CD138 Expression sdmtliche Plasmazellen
identifiziert werden. In Abb.15 ist gezeigt, wie die Spezifitit der Firbung der Plasmazellen in der
Milz kontrolliert wurde. In die Analyse wurde zunéchst iiber das Vorwirts /Seitwirtsstreulicht
nur die Population kleiner, nicht granuldrer Zellen eingeschlossen. Dann wurden {iiber eine
Féarbung von CD138 auf der Oberfldche und intrazelluldrer Ovalbuminféarbung die Plasmazellen
identifiziert. Die so erkennbar gewordenen zwei Populationen stellen die fiir Ovalbumin
spezifischen Plasmazellen dar (Ova+) und diejenigen anderer Spezifititen (Ova-). Um weiter zu
iiberpriifen, ob es sich bei diesen Zellen um Plasmazellen handelt, wurden die beiden
gekennzeichneten Populationen auf die Expression von Leichtketten vom Typ Kappa untersucht.
Indem der Kappa-Antikorper vor Permeabilisierung der Zellen mit Saponin zugegeben wurde,
konnten die Immunglobuline auf der Oberflache der Zellen selektiv markiert werden. Wurde der
Antikorper nach dem Permeabilisierungsschritt zugefiigt, war eine intrazelluldre Farbung
moglich.

Die Population Ovalbumin-positiver Plasmazellen (linke Histogramme) zeigt in 92% keine
Expression von Kappa-Leichtketten an der Oberfliche, wie es fiir die Morphologie reifer
Plasmazellen gefordert wird (31), jedoch ldsst sich in 99% der Zellen Kappa intrazellulér
nachweisen, als Ausdruck der massiven Antikdrperproduktion im ER der Zelle. In der
Population der Ovalbumin-negativen Plasmazellen (rechte Histogramme) exprimierten 92% der
Zellen Kappa in der Zelle. Durch die oberfldchliche Kappafiarbung wurde deutlich, dass diese
Population 63% Zellen enthilt, die keine Kappa-Leichtketten exprimiert und 47%, die auch auf
ithrer Oberfldche positiv fiir Kappa sind. Dies kann zum einen darauf hinweisen, dass es sich bei
dieser Population um Plasmablasten/Plasmazellen in unterschiedlichen Reifestadien handelt,
oder um Plasmazellen, welche auch im ausgereiften Zustand IgG; auf ihrer Oberfliche tragen
(15). Durch die Kombination der Marker war es somit moglich, Plasmazellen in der Milz zu
identifizieren, und die Ovalbumin-spezifischen von denjenigen anderer Spezifititen

abzugrenzen.
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Abb. 15: Identifizierung von Ovalbumin-Antigen spezifischen und unspezifischen ASC in der Milz. 6 Tage

nach Immunisierung mit Ovalbumin wurde zundchst die Lymphozytenpopulation iiber das
Vorwirts/Seitwartsstreulicht definiert (oben links). Durch oberflichliche CD138 Férbung und intrazellulére
Ovalbuminfiarbung konnten ACS, die fiir Ovalbumin spezifisch sind, von ASC anderer Spezifititen
unterschieden werden (oben rechts). Zur weiteren Charakterisierung wurden die gezeigten Populationen der

Ovalbumin-bindenden (Ova+) und nicht-bindenden (Ova-) Plasmazellen auf intrazellulire oder

oberflachliche Expression von Leichtketten vom Typ Kappa untersucht (Mitte und unten).
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5.2.2 Identifizierung von Plasmablasten/Plasmazellen im Knochenmark
Analog zum spezifischen Nachweis von Plasmazellen bzw. deren Vorstufe der Plasmablasten in
der Milz sollte auch im Knochenmark eine Kombination von Markern gefunden werden um
diese Zellen eindeutig zu identifizieren. Da die alleinige CD138 Férbung zusammen mit
Ovalbumin im Knochenmark nicht zu einer sicher abgrenzbaren Population CD138 positiver
Zellen fiihrte, musste ein weiterer Marker in jeder Fiarbung eingefiihrt werden (siche Abb.16).
Hierfiir bot sich eine Firbung der in den Plasmazellen vorhandenen Antikorperbestandteile
Kappa-Leichtketten an (Abb 16A). Als Kontrollen fiir die Ovalbuminfiarbung wurden die Zellen
einer Maus, die zuvor nicht mit Ovalbumin immunisiert worden war, durchflusszytometrisch
untersucht. Wie zu erwarten fanden sich in dieser Maus keine Ovalbumin-positiven Plasmazellen
(Abb.16B). Die Unterschiede nach Ovalbumin-Grundimmunisierung und Ovalbumin-Boost sind

in Abb.16C verdeutlicht.
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Abb. 16: Identifizierung von Ovalbumin-Antigen spezifischen und unspezifischen ASC im Knochenmark. 28
Tage nach Immunisierung mit Ovalbumin wurde analog zur Milz die Lymphozytenpopulation iiber das
Vorwirts-/Seitwértsstreulicht definiert (nicht gezeigt). (A) Da eine Abgrenzung der Populationen nur durch
die CD138 Expression zusammen mit Ovalbumin nicht eindeutig mdglich war (oben links), wurde jede Zelle
zusdtzlich zur Expression von CD138 durch intrazelluldre Leichtketten vom Typ Kappa definiert (oben
rechts). (B) In einer Maus, die zuvor nicht mit Ovalbumin immunisiert worden war, waren keine Ovalbumin-
spezifischen ASC im Knochenmark nachzuweisen. (C) 16 Wochen nach Grundimmunisierung waren nur
noch wenige Ovalbumin-spezifischen ASC nachzuweisen (unten links), 8 Wochen nach Ovalbumin-Boost ist

eine Population Ovalbumin-spezifischer ASC im Knochenmark nachzuweisen (unten rechts).
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5.2.3 Einfluss einer Ovalbumin-Immunisierung auf Plasmazellen in der Milz

Mit dem unter 5.2 beschriebenen und in Abb. 14 schematisch dargestellten Experiment sollte ein
moglicher Einfluss einer Ovalbumin-Immunisierung auf Plasmazellen in der Milz untersucht
werden. Wenn durch Immunisierung mit einem Antigen nicht nur ASC entstehen, die spezifisch
fiir dieses Antigen sind, sondern auch polyklonal-/bystander-aktivierte ASC generiert werden, so
sollten diese in der Population der Ovalbumin-negativen Plasmazellen nach der Immunisierung
zu finden sein. Ausser den ASC, die spezifisch gegen Ovalbumin gerichtete Antikorper
sezernieren, sind in dieser Gruppe alle ASC der anderen Spezifititen vereint und Anderungen in
der Zahl oder Zusammensetzung des Pools aller Ovalbumin-negativen ASC nach Ovalbumin-
Immunisierung sollten hier nachzuweisen sein. Durch Beginn der BrdU-Fiitterung am Tag der
Ovalbumin-Boosterimmunisierung war es zusitzlich moglich, Zellen, die ab diesem Zeitpunkt
neu gebildet worden waren, von vorher schon existierenden Zellen zu unterscheiden.

Das Oberflichenmolekiil MHCII wird bei Aktivierung einer B-Zelle aufreguliert, und bleibt bis
zu deren Differenzierung zum Plasmablasten exprimiert. Erst mit der endgiiltigen Reifung zur
Plasmazelle verliert die Zelle MHCII auf ihrer Oberfliche (30). Aufgrund dieser Beobachtung
wurden die ASC auch auf das Expressionsniveau von MHCII hin untersucht, um Aussagen iiber

deren Reifegrad treffen zu konnen.
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Abb. 17: Polyklonale-/bystander-Aktivierung nach Ovalbumin-Immunisierung in der Milz. Eine Gruppe der

Balb/c Méuse wurde mit Ovalbumin grundimmunisiert, die andere Gruppe erhielt zudem eine Booster-

Immunisierung. Vom Tag der Boosterimmunisierung an wurde beiden Gruppen kontinuierlich BrdU per os

zugefiihrt. Gezeigt sind die durchflusszytometrischen Farbungen von ASC in der Milz und Ihrer Expression

von MHCII bzw. Aufnahme von BrdU beispielhaft an je einer von 5 untersuchten Méusen je Gruppe. Als

Kontrolle fiir die Spezifitdt von Ovalbumin und BrdU diente die Analyse einer fiir Ovalbumin naiven und

nicht BrdU-gefiitterten Maus. Je Probe wurde eine Million Zellen analysiert.

In der Abb.17 sind exemplarische Dot-Plots fiir die untersuchten Marker aus den beiden

Gruppen und als Kontrolle von einer fiir Ovalbumin naiven und nicht BrdU gefiitterten Maus

gezeigt. Die naive Maus wies keinerlei fiir Ovalbumin spezifische ASC in der Milz auf, ebenfalls

gab es keine mit anti-BrdU Antikorper anfarbbaren Zellen.

Mehr als 2 Monate nach der Ovalbumin Grundimmunisierung (Abb.17, mittlere Spalte) waren

nur sehr wenige Ovalbumin-spezifische ASC in der Milz zuriickgeblieben. In der Gruppe, die 6

Tage zuvor eine Boostimmunisierung erhalten hatte (rechte Spalte), war die Frequenz der
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Ovalbumin-ASC rapide angestiegen auf 1,1% der Lymphozyten in der Milz. Ca. 1% der
Lymphozyten waren Ovalbumin-negative ASC, wie auch schon vorher in der Literatur
beschrieben (41). Im Falle der fiir Ovalbumin naiven Maus fiel die hohe Frequenz Ovalbumin-
negativer ASC auf. Obwohl die Méuse alle unter spf-Bedingungen gehalten wurden, kommen
die Tiere dennoch iiber Futter und das Personal mit Antigenen in Kontakt, so dass
Immunreaktionen ablaufen, die zu ASC in der Milz fiihren. Dass die Anzahlen von Effektor-B-
Zellen in der Milz von Tieren aus spf-Bedingungen dhnlich denen in der Milz von Tieren aus
konventioneller Haltung sind, ist in der Literatur beschrieben (101).

Fir MHCII waren 2 Populationen auszumachen, deren Frequenzen sich je nach
Immunisierungszustand dnderten. 6 Tage nach der Immunisierung waren die Ovalbumin-
positiven ASC zu 80% MHCII positiv (rechte Spalte). Kurz vorher entstanden, sind die ASC
noch nicht vollstindig ausgereift und im Stadium der Plasmablasten, was erkldrt, warum
innerhalb der Ovalbumin-negativen Plasmazellen der Anteil der MHCII positiven Zellen
wesentlich geringer ist, namlich nur noch weniger als die Hilfte. An der Inkorporation von BrdU
liess sich feststellen, welche Zellen seit den 6 Tagen vor der Analyse neu entstanden waren. Die
Ovalbumin-spezifischen Zellen der geboosteten Gruppe hatte zu 95% BrdU inkorporiert. Da
davon auszugehen ist, dass diese Zellen, bis auf den geringen Anteil der Ovalbumin-spezifischen
Zellen, die vermutlich noch aus der Grundimmunisierung vorhanden waren, alle innerhalb der
letzten 6 Tage entstanden waren, kann auf eine hocheffiziente BrdU-Inkorporation geschlossen
werden. Im Vergleich der Ovalbumin-negativen ASC der beiden Gruppen an diesem Beispiel ist
zu sehen, dass die Frequenz neu gebildeter, BrdU+ Zellen durch die Ovalbumin-Immunisierung
von 26% auf 51% angestiegen ist. Dies liefert einen Hinweis auf ASC, die seit der
Boosterimmunisierung durch stattgefundene polyklonale-/bystander-Aktivierung entstanden

sind.

5.2.4 Anzahl nicht Ovalbumin-spezifischer ASC nach Ovalbumin-Immunisierung in
Milz und Knochenmark
An den Tagen 5, 6 und 28 wurden jeweils 3 bis 5 Miuse je Gruppe, wie unter 5.2.3 dargestellt,
durchflusszytometrisch untersucht. Aufgrund der sehr niedrigen Frequenz der zu untersuchenden
ASC (im Bereich 1% aller Lymphozyten) war davon auszugehen, dass sich eine Anderung in
der Anzahl der ASC zwischen den beiden Gruppen in noch niedrigeren Frequenzbereichen
abzeichnen wiirde. Um Fehlinterpretationen zu vermeiden, wurden als Ergebnisse immer die

absoluten Zellzahlen angegeben.
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Das Ziel des Experiments war es, nachzuweisen, ob und in welchem Masse polyklonale-
/bystander-Aktivierung im Rahmen einer Immunantwort auf Ovalbumin dazu fahig ist, einen
nachweisbaren Anstieg in der Anzahl der nicht fiir Ovalbumin spezifischen ASC in Milz oder
Knochenmark auszulésen. In Abb.18 sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse
an Tag 6 und 28 dargestellt. Die an Tag 5 erhaltenen Werte zeigen die gleiche Tendenz wie
diejenigen von Tag 6 und sind deshalb hier nicht gezeigt.

Sowohl in der Milz als auch im Knochenmark an Tag 6 und 28 waren in diesem Experiment
keine signifikanten Unterschiede in der absoluten Anzahl der Ovalbumin-negativen ASC
feststellbar. Der Mittelwert der Gruppe ohne Immunisierung (offene Symbole,0) betrug an Tag 6
in der Milz 5,6x10° (+ 2,1x10°) und derjenige der Gruppe mit Boosterimmunisierung
(geschlossene Symbole, ) 6x10° (+ 2,0x10%). Im Knochenmark zum selben Zeitpunkt waren es
im Mittel 13,1x10°(+ 4,6x10°) Zellen ohne, und 10x10°(+ 2,9x10°) mit Immunisierung. Die
Mittelwerte an Tag 28 betrugen 2,0x10° (+ 0,9x10%) vs. 2,3x10° (+ 0,8x10%) in der Milz und
5,9x10° (£ 1,3x10%) vs. 5,0x10° ( 0,5x10°) im Knochenmark.
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Abb. 18: Anzahl nicht Ovalbumin-spezifischer ASC nach Ovalbumin-Immunisierung in der Milz und im
Knochenmark. An Tag 6 und 28 nach Ovalbumin-Immunisierung (geschlossene Symbole, ®) wurde die
Anzahl von nicht Ovalbumin-spezifischen ASC mittels Durchflusszytometer bestimmt und verglichen mit
der Gruppe, die keine Boosterimmunisierung erhalten hatte (offene Symbole, ©). Die in der
durchflusszytometrischen Messung erhaltenen Frequenzen wurden auf die gesamte Zellzahl des jeweiligen
Organs bezogen, in absolute Zellzahlen umgerechnet. Jedes Symbol steht fiir das Messergebnis eines Tieres,

der Strich kennzeichnet den Mittelwert der jeweiligen Gruppe.

5.2.5 Weiterfiihrende Analyse der Ovalbumin-negativen ASC in der Milz nach
Ovalbumin-Immunisierung

Obwohl in der Gesamtzahl der Ovalbumin-negativen ASC sowohl in der Milz als auch im
Knochenmark kein Unterschied zwischen geboosteten und nicht geboosteten Tieren festgestellt
werden konnte, sollte eine mdgliche Anderung des Phiinotyps innerhalb der Population dieser
Zellen untersucht werden. Die MHCII- Farbung machte eine Aussage iliber den Reifezustand der
ASC, die BrdU-Inkorporation iiber deren Entstehungszeitraum moglich. Eine valide Farbung
aller ndtigen Marker im Knochenmark liess sich nicht etablieren, weswegen hier nur Ergebnisse
aus der Milz gezeigt werden konnen (Abb.19).

Tatsichlich konnte an Tag 6 eine signifikante Anderung festgestellt werden. Durch den

Ovalbumin-boost waren die MHCII-positiven, aber Ovalbumin-negativen Plasmablasten von 1,4
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x10° (= 0,3 x10°) auf 2,6 x10° (+ 0,5 x10°) angestiegen. Ebenso waren mehr Zellen

nachzuweisen, welche BrdU inkorporiert hatten. Diese waren durch den Boost von 1,0 x10° (+
0,3 x10%) auf 2,3 x10° (+ 0,8 x10°) angestiegen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass es durch die Ovalbumin-Immunisierung durchaus zu einer
Aktivierung von Ovalbumin-negativen Zellen gekommen war. An Tag 6 sind mehr unreife
Plasmablasten in der Milz und seit der Immunisierung haben sich mehrere Plasmablasten geteilt.
Warum sich diese Aktivierung nicht im den absoluten Zahlen der Ovalbumin-negativen ASC
zeigt, kann zum einen daran liegen, dass in Anbetracht der Streubreite der Werte innerhalb der
Gruppen, der Effekt in jeder einzelnen Milz zu gering ausgeprégt ist um einen Anstieg deutlich
zu machen. Zum anderen ist sowohl bei den MHCII-, als auch bei den BrdU- negativen Zellen
eine Tendenz zur Verminderung durch den Ovalbumin-boost zu sehen. Es konnte also sein, dass
die neu entstandenen ASC in der Milz reife Plasmazellen verdringen und somit die gesamte
Anzahl der ASC konstant bleibt.

An Tag28 ist keinerlei Unterschied zwischen den Gruppen mehr feststellbar. Dies gilt sowohl fiir

BrdU als auch MHCII, die Daten fiir MHCII sind hier nicht gezeigt (Abb.19).
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Abb. 19:

Tag 6

Tag28

Untersuchung der oberfliichlichen MHCII Expression und Inkorporation von BrdU in nicht

Ovalbumin-spezifischen ASC nach Ovalbumin-Immunisierung in der Milz. An Tag 6 und 28 nach

Ovalbumin-Immunisierung (schwarze Symbole,®) wurde die Expression des Oberflichenmolekiils MHCII

auf nicht Ovalbumin-spezifischen ASC mittels Durchflusszytometer bestimmt (vgl. Abb. 13) und verglichen

mit der Gruppe, die keine Boosterimmunisierung erhalten hatte (weie Symbole,0). Die in der

durchflusszytometrischen Messung erhaltenen Frequenzen wurden auf die gesamte Zellzahl des jeweiligen

Organs bezogen, in absolute Zellzahlen umgerechnet. Jeder Punkt steht fiir das Messergebnis eines Tieres,

der Strich kennzeichnet den Mittelwert der jeweiligen Gruppe. Die Sterne kennzeichnen im Mann-Whitney-

Test errechnete signifikante Unterschiede mit p<0,05.
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Durch die oben beschriebenen Analysen war deutlich geworden, dass eine Immunisierung mit
Ovalbumin eine polyklonale-/bystander-Aktivierung auszuldsen vermag, auch wenn sich diese
Aktivierung nicht in einer nachweisbaren Vergrdsserung der Population Ovalbumin-negativer

ASC niederschligt.

Um weitere Aussagen iiber den moglichen Beitrag einer solchen Aktivierung auf einen
Langzeitantikorpertiter treffen zu konnen, war es noétig, die Zellen weiter morphologisch zu
beschreiben. Hierdurch sollte es mdglich werden, herauszufinden, ob die unspezifisch aktivierten
Zellen weitere phinotypischen Unterschiede zu den spezifisch Aktivierten aufweisen.

Das Oberflichenmolekiil CD22 ist einer der inhibitorischen Co-Rezeptoren fiir den BCR. Nach
Phosphorylierung eines Teils des Rezeptors wird durch verminderte Ca*'-Mobilisierung in der
Zelle die Schwelle fiir BCR-vermittelte Aktivierung der Zelle erhoht und so eine
Uberstimulation von B-Zellen verhindert (102). AuBerdem bindet CD22 an bestimmte Zucker
des Sinusendothels im Knochenmark und ist dadurch wahrscheinlich fiir das
Knochenmarkhoming von B-Zellen mitverantwortlich (103).

An Tag 6 nach Ovalbumin-Immunisierung in der Milz waren 98% der Ovalbumin-spezifischen
ASC CD22 negativ (Abb.20), in Ubereinstimmung mit dem in der Literatur beschriebenen
Verlust des CD22 nach Aktivierung (104). Die Population der Ovalbumin-negativen ASC
bestand aus Zellen, die CD22 nicht exprimieren und Zellen, die CD22 in starker Auspriagung auf
ihrer Oberfliche tragen. In einem Vergleich der beiden Gruppen (Vgl. Versuchsschema in
Abb.14) wurde deutlich, dass bei den Tieren, welche den Ovalbumin Boost erhalten hatten,
innerhalb der Ovalbumin-negativen ASC in der Milz signifikant mehr ASC Zellen CD22
exprimierten als in der Gruppe ohne Ovalbumin Boost (Abb.20).
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Abb. 20: Expression von CD22 auf Ovalbumin spezifischen und unspezifischen ASC an Tag 6 nach
Ovalbumin-Immunisierung in der Milz. In den Histogrammen (oben) ist ein Beispiel fiir die CD22
Expression auf Ovalbumin-spezifischen bzw. -unspezifischen ASC an Tag 6 nach Booster-Immunisierung
(graue Fliche) und ohne Boosterimmunisierung (graue Linie) dargestellt. Unten sind die erhaltenen
Messwerte der Ovalbumin-negativen ASC aus den durchflusszytometrischen Messungen mit jeweils 1
Million erfassten Ereignissen aufgetragen. Die weilen Symbole (o) stehen fiir die Ergebnisse der Tiere ohne,
die schwarzen Punkte (e) fiir diejenigen mit Boosterimmunisierung. Der Stern kennzeichnet einen

signifikanten Unterschied im Mann-Whitney-U-Test mit p<0,05.

67



Ergebnisse

5.3  Einfluss einer NP/CpG-Immunisierung auf Ovalbumin-spezifische B-Zellen
In den vorhergehenden Experimenten wurde der Einfluss von polyklonalen-/bystander- Stimuli
auf den gesamten Pool ASC untersucht. Wie aber verhalten sich die ASC, die zirkulierenden
Antikorper und die Memoryzellen einer bestimmten Spezifitit nach Kontakt des Immunsystems
mit polyklonalen-/bystander-Stimuli? NP, konjugiert an KLH, induziert eine T-Zell abhidngige
Immunantwort und miisste somit in der Lage sein, Bystander-Aktivierung auszuldsen. CpG, als
Bestandteil bakterieller DNA, stimuliert via TLR9 B-Zellen polyklonal. Mit diesen beiden
Antigenen als Ausloser polyklonaler-/bystander-Aktivierung und dem nachfolgend
beschriebenen Immunisierungsschema sollten fiir Ovalbumin-spezifische B-Zellen die gestellten

Fragen beantwortet werden (Abb.21).

Zur Generierung von Ovalbumin-

Ova et Alum ip. ) o
spezifischen ASC, Antikérpern gegen
Ova et Alumip. o )
Ovalbumin im Serum, und Ovalbumin-
Ovaiv.

Gedichtnis B-Zellen wurden zunichst

mehrere Tiere zwei Mal im Abstand

| — von 3 Wochen mit 100pg Ovalbumin
Kontrolle Bystander-Aktivierung

und Alum intraperitoneal
“ﬁﬁii ﬂi grundimmunisiert, und 3 Wochen
spiater mit 75pg  Ovalbumin i.v.

geboostet. 14 Tage spiter wurden die

Tiere in zwei Gruppen aufgeteilt, und

Analyse Tag 6 . . .
yse 1ag jedem Tier Serum entnommen. Eine

Analyse Tag 14 . . .
Gruppe erhielt eine Mischung aus
Analyse Tag 28
100pg NP-KLH und 10pg CpG als
polyklonalen-/bystander-Stimulus  in
Abb. 21: Versuchsansatz zur Ermittlung des Einflusses einer eine laterale Schwanzvene injiziert,
NP/CpG-Immunisierung auf Ovalbumin-spezifische B-Zellen. 41 .cnq4  die andere Gruppe als
Einzelheiten sind im Text erldutert .
Kontrolle unbehandelt blieb. 6, 14 und
28 Tage nach diesem Stimulus wurde

das Serum der Tiere untersucht,
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und die beiden Organe Knochenmark und Milz von jeweils 5-7 Tieren je Gruppe mit einem

ELISPOT-Assay und durchflusszytometrischen Analysen begutachtet.

5.3.1 Anderung der Anzahl von Ovalbumin-spezifischen ASC durch polyklonale-
/bystander-Aktivierung

Die Anzahl der Zellen, die Ovalbumin-spezifische Antikorper sezernieren, wurde 6, 14 und 28
Tage nach dem unspezifischen Stimulus in Milz und Knochenmark bestimmt. Aus Abb.22 ist
ersichtlich, wie viele IgG- und wie viele IgM-sezernierenden Zellen in den beiden Gruppen zu
den angegebenen Zeitpunkten vorhanden waren. An Tag 6 war die Gesamtzahl der Zellen je
Milz, die Ovalbumin-spezifische IgGs sezernieren, durch den unspezifischen Stimulus
signifikant angestiegen. In der Kontrollgruppe waren im Mittel 443 (£265) solcher Zellen in der
Milz vorhanden, durch die NP/CpG Immunisierung waren es mehr als doppelt so viele, ndmlich
im Mittel 971 (£370) je Organ. An den Daten der spiteren Zeitpunkte wird aber auch deutlich,
dass es sich bei dem beobachteten Anstieg um ein zeitlich auf wenige Tage beschrinktes
Phidnomen handelt: Schon 8 Tage spiter, an Tag 14, waren keine Unterschiede mehr
nachweisbar, ebenso wenig an Tag 28. Auch im Knochenmark war kein signifikanter Anstieg
von Ovalbumin-spezifischen ASC durch den unspezifischen Stimulus zu erkennen. ASC, die
Ovalbumin-spezifisches IgM sezernieren, wurden in insgesamt niedrigeren Zahlen gefunden.
Diese erklédren sich aus der Beobachtung, dass in einer Sekunddrantwort auf Ovalbumin >90%
der Plasmazellen vom Subtyp IgG; sind (30). Eine Vermehrung durch die NP/CpG-
Immunisierung schien nicht stattgefunden zu haben.

Aus diesen Daten ldsst sich vermuten, dass der Anstieg Ovalbumin-spezifischer ASC nach
polyklonaler-/bystander-Aktivierung ein lokal auf die Milz beschrinktes, kurzfristiges Phanomen
der ASC vom Subtyp IgG ist, welches die Anzahlen der ASC im Knochenmark nicht beeinflusst.
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Abb. 22: Einfluss einer Immunisierung mit NP und CpG auf Ovalbumin-spezifische ASC in Milz und
Knochenmark. Einzelheiten zur Versuchsdurchfithrung sind im Text und der Abb.16 erldutert. Dargestellt
sind die durch ELISPOT ermittelten Zellzahlen und die Mittelwerte jeder Gruppe, wobei jeder Punkt die
Messdaten einer Maus repréasentiert. Schwarze Symbole (®)stehen fiir Méuse der Gruppe mit NP/CpG-
Immunisierung, die weilen Symbole (o) fiir diejenigen ohne. Der Stern kennzeichnet einen signifikanten

Unterschied mit p<0,05 im Mann-Whitney-U-Test.

5.3.2 Titerverlauf der gegen Ovalbumin gerichteten Antikdrper nach NP/CpG-
Immunisierung
Im nédchsten Schritt wurden die Seren der Tiere im Vergleich der beiden Gruppen auf ihren
Gehalt an IgG; Antikorper gegen Ovalbumin untersucht. In Abb.23 sind die Mittelwerte von
jeweils 5 Tieren pro Gruppe in ihrem zeitlichen Verlauf aufgetragen. Mit ,,prd“ bezeichnet ist der
Ovalbumin-IgG; Gehalt, der nach der Ovalbumin-Grundimmunisierung, aber unmittelbar vor der
Immunisierung mit NP/CpG im Serum der beiden Gruppen vorhanden war. In den Tagen danach
fiel der Antikorpertiter langsam ab. Es ist erkennbar, dass dieser Abfall beide Gruppen in
gleichem Masse betraf, und selbst 6 Wochen nach der Ovalbumin Boost-Immunisierung die
Plateauphase im Antikorperriickgang noch nicht erreicht zu sein schien. Obwohl durch die
NP/CpG-Immunisierung in der Milz Ovalbumin-spezifische ASC entstanden waren, kam es

nicht zu einer im ELISA nachweisbaren Anderung des Gehalts an Ovalbumin-IgG;.
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Abb. 23: Titerverlauf von anti-Ovalbumin IgG; nach NP/CpG-Immunisierung. Vor NP/CpG-Immunisierung
(préd) und an verschiedenen Zeitpunkten nach dieser wurde das Serum der Méuse im ELISA auf Ovalbumin-
spezifische Antikorper untersucht (graue Balken) und verglichen mit den Tieren ohne NP/CpG-
Immunisierung (weille Balken). Der Versuchsablauf ist schematisch in Abb. 17 gezeigt. Dargestellt sind die

Mittelwerte und der SD der Ergebnisse von 5 untersuchten Tieren je Gruppe im Verlauf iiber die Zeit.

5.3.3 Identifizierung von Ovalbumin-spezifischen Gedéchtnis-B-Zellen in der Milz
Gedidchtnis-B-Zellen  entstehen  in T-Zell ~ abhéngigen = Immunantworten  aus
Keimzentrumsreaktionen (7), und sind verantwortlich fiir das schnellere Auftreten einer groBBeren
Anzahl hoher affiner Antikorper im Laufe einer Sekunddrantwort. Um Aussagen iiber eine
Verminderung oder Vergrosserung (48, 49) des Pools Ovalbumin-spezifischer Gedéchtniszellen
nach NP/CpG-Immunisierung treffen zu kdnnen, war es auch hier sinnvoll, zunéchst eine sichere
Methode zur Identifizierung der Zellen im Durchflusszytometer zu etablieren. In der Literatur
sind Gedichtnis-B-Zellen als kleine Zellen beschrieben (105, 106), die den B-Zell-Marker B220
und Oberflichenimmunglobine tragen, jedoch negativ fiir CD138 sind, und schlieflich das fiir
sie spezifische Antigen auf der Oberfliche binden. Die in Abb.24 markierte Population
Ovalbumin-bindender, B220+ Zellen erfiillte diese Kriterien und konnte somit als

Gedichtniszellpopulation identifiziert werden.
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Abb. 24: Charakterisierung von Ovalbumin-spezifischen Gedichtnis-B-Zellen in der Milz. Milzzellen von
Miusen 24 Tage nach Boosterimmunisierung und von nicht immunisierten Kontrolltieren wurden im FACS
durch Expression des Oberflachenmolekiils B220, sowie die Fahigkeit Ovalbumin auf der Zelloberflidche zu
binden, als Ova-spezifische Memoryzellen identifiziert. Zur weiteren Kontrolle wurden diese auf
oberflachliche CD138 und Kappa-Leichtketten Expression sowie auf Ihre Verteilung im Vorwdérts-
/Seitwértsstreulicht hin untersucht (rechte Spalte). Im Histogramm sind die Memoryzellen durch die

schwarze Flache dargestellt, Zellen aus dem Lymphozytengate mit der grauen Linie.

5.3.4 Ovalbumin-spezifische Gedéichtnis-B-Zellen nach NP/CpG-Immunisierung
Nach ihrer Entstehung im Keimzentrum eines Follikels zirkulieren die Gedéchtnis-B-Zellen
entweder zwischen den lymphatischen Organen auf der Suche nach ,,ihrem* Antigen oder lassen
sich in der Milz als residente Zellen nieder. In der Literatur sind fiir Gedichtnisszellen Zahlen
von 0,01-0,05% der gesamten Milzlymphozyten (56) beschrieben. Eine polyklonale-/bystander-
Aktivierung, die ASC generiert, indem Gedichtniszellen aus in der Vergangenheit abgelaufenen
Immunreaktionen unspezifisch stimuliert werden, konnte dazu fiihren, dass sich diese Zellen
teilen und zu Plasmazellen differenzieren. Dann wiirde die Anzahl dieser Gedichtniszellen
abnehmen, wihrend neue Plasmazellen nachweisbar werden. Teilt sich die Gedichtniszelle

jedoch, und nur ein Teil der Tochterzellen differenzieren zu Plasmazellen, wéhrend der andere
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Teil die urspriingliche Gedéchtniszelle ersetzt, so wiirde der Pool der Gedichtniszellen nach
Kontakt mit einem polyklonalen-/bystander-Stimulus groBer werden. Abb.25 macht deutlich,
dass in der Milz zwischen 0,02-0,06 % als Frequenz der Lymphozyten Ovalbumin-
Gedidchtniszellen waren. Durch die Immunisierung mit NP/CpG als unspezifischen Stimulus fiir
die Ovalbumin-Gedéchtniszellen &dnderten sich die Frequenzen dieser Zellen in der Milz an Tag

6 oder 28 nicht nachweislich.

. 0075 0,075
(4]
©
e c [o] L
T ¢
£<5 005{ —o—— o 0,051 ° .
qé -§ [o] [eTe] *0
= Q
£ E 00251 ] ¢

s 0, 0,025
g a . o .
o
o
w 0,0 0,0

Tag 6 Tag 28

Abb. 25: Ovalbumin-spezifische Gedichtnis-B-Zellen nach NP/CpG-Immunisierung in der Milz. Die
Frequenz von B220+/CD138-/Kappa(s.f.)high/O VA(s.f.)+ Gedéchtnis-B-Zellen in der
Lymphozytenpopulation wurde an den angegeben Zeitpunkten nach NP/CpG-Immunisierung
durchflusszytometrisch analysiert. Die Tiere mit Immunisierung (schwarze Symbole,®) wurden verglichen
mit den Tieren ohne die NP/CpG-Immunisierung (offene Symbole,0). In den Graphiken entspricht jeder

Punkt dem Messwert eines Tieres, die Linien kennzeichnen den Mittelwert einer Gruppe.

5.3.5 Reaktion naiver B-Zellen auf polyklonale-/bystander-Stimuli
Menschliche naive B-Zellen teilen sich nicht, wenn sie nur zusammen mit CpG kultiviert
werden, wihrend es zu starker Proliferation der Zellen kommt, wenn zusétzlich IL-15 und anti-
IgG als BCR-Signal zugefiigt wird (51). Um zu testen, ob eine NP/CpG-Immunisierung in der
Maus einen Stimulus darstellt, der in der Lage ist, naive B-Zellen zur Teilung und
Differenzierung Ovalbumin-spezifischer Plasmazellen anzuregen, wurde von einer Gruppe
naiver Méuse die eine Hélfte mit 100pgNP-KLH und 10pugCpG immunisiert, wihrend die
andere Hélfte nicht behandelt wurde. In Abb.26 sind die Ergebnisse von jeweils 5 Tieren an Tag
6 nach dieser Immunisierung gezeigt. Weder im Knochenmark noch in der Milz waren im
ELISPOT-Assay ASC detektiert worden, die gegen Ovalbumin gerichtetes IgG sezernierten. In
der Milz der Tiere ohne Behandlung waren im Mittel 9 (£5) Ovalbumin-spezifische ASC, und
mit NP/CpG-Immunisierung im Mittel 70 (+47) Ovalbumin-spezifische ASC vorhanden, was
mit p<0,05 im Mann-Whitney-Test einen signifikanten Anstieg bedeutet. Es ist also moglich,

dass naive B-Zellen durch den polyklonalen-/bystander-Stimulus zur Proliferation und
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exrafollikuldren Bildung von kurzlebigen IgM-Plasmazellen angeregt worden waren (16). An
Tag 7 konnten die gleichen Ergebnisse erhoben werden und sind hier nicht gezeigt. Ob dieser
Anstieg allerdings tatsdchlich durch entstandene ASC, die gegen Ovalbumin gerichtete
Antikorper der Klasse IgM sezernieren, zustande kam, oder aber durch eine Kreuzreaktivitat mit
Ovalbumin, kann nicht entschieden werden. IgM ist ein aus 5 Untereinheiten zusammengesetztes
Multimer und das groBite Antikdrpermolekiil. Da es meist nur eine geringe Affinitét besitzt, ist

eine unspezifische Bindung wahrscheinlicher als bei anderen Antikdrperklassen.
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Abb. 26: Auswirkungen einer NP/CpG-Immunisierung auf Ovalbumin-spezifische ASC einer naiven Maus.
Naive Méuse wurden mit NP/CpG immunisiert (schwarze Symbole,®). An Tag 6 wurde mittels ELISPOT die
Anzahl 1gG bzw. IgM sezernierender, Ovalbumin-spezifischer ASC ermittelt und verglichen mit Mausen
ohne NP/CpG-Immunisierung (weile Symbole,0). Dargestellt sind die Einzelwerte sowie die jeweiligen
Mittelwerte der verschiedenen Gruppen. Die Werte der beiden Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney-U-

Test statistisch analysiert. Der Stern kennzeichnet einen signifikanten Unterschied mit p<0,05.
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5.4  Aktivierung transferierter Ovalbumin-Gedichtniszellen mit NP/CpG
oder Ovalbumin

Werden Gedéchtnis-B-Zellen aus der Milz in naive Rezipienten transferiert, so ist es moglich,
durch darauf folgende Immunisierung mit dem urspriinglichen Antigen im Rezipienten eine
Gedéachtnis-Immunantwort auszulosen (35, 107). Um eine Antwort auf die Frage zu erhalten, ob
auch ein polyklonaler-/bystander-Stimulus in der Lage ist, durch unspezifische Aktivierung von
Memoryzellen einen nachweisbaren AntikOrpertiter zu generieren, wurde folgendes
Transferexperiment durchgefiihrt: Donortiere wurden zwei Mal im Abstand von 4 Wochen mit
100pg Ovalbumin intraperitoneal immunisiert. Die Generierung von Memoryzellen in den
Keimzentren dauert ungefdhr 3 Wochen (105). 5 Monate spiter wurden die Milzzellen der
Donortiere gewonnen, mit dem MACS Verfahren in B220+ und B220- Zellen sortiert, und
Durchflusszytometrisch auf ihre Reinheit untersucht (86%). Um eine Verunreinigung der
Fraktion B220+ Zellen mit ASC auszuschlieBen wurden Proben der B220+ und B220- Zellen auf
ELISPOT-Platten inkubiert. In den B220+ Proben konnte kein Spot detektiert werden. So konnte
davon ausgegangen werden, dass mit den B220+ Zellen Gedichtniszellen und B-Zellen, aber
keine ASC transferiert werden wiirden. 3,4x10° der B220+ Zellen wurden in syngene
Rezipienten transferiert, die vorher noch nie Kontakt mit Ovalbumin gehabt hatten. 20 Minuten
spater wurde 5 Tieren 100pg Ovalbumin mit CpG und 5 Tieren 100pg NP mit CpG
intraperitoneal injiziert. 5 Tiere blieben zur Kontrolle unbehandelt.

Nach 8 und nach 25 Tagen wurde das Serum der Tiere auf Ovalbumin-spezifische Antikorper
der Klasse IgG; untersucht. In der Positivkontrolle, den Ovalbumin-immunisierten Tieren, war
durch Stimulierung der transferierten Memoryzellen ein Ovalbumin-Titer generiert worden. Die
NP/CpG-Immunisierung hatte keinen wesentlich iiber der Kontrollgruppe liegenden
Antikorpertiter hervorgerufen. Aus den eingesetzten Verdiinnungen geht hervor, dass die
Ovalbumin-Immunisierung einen mindestens 20-fach hoheren Anstieg der Ovalbumin-
Immunglobuline gegeniiber dem Anstieg durch die NP-Immunisierung hervorzurufen

vermochte.
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Abb. 27: Ausbildung von anti-Ovalbumin spezifischen IgG; Antikérpertitern im Blut nach Transfer von
B220" Milzzellen und darauf folgenden Immunisierungen. Die Donoren der Milzzellen waren zuvor mit
Ovalbumin sekunddrimmunisiert worden. 20 Minuten nach Transfusion von 3,4x106 B220+ Milzzellen
wurden die Rezipienten mit Ovalbumin und CpG (rot), NP und CpG (blau) oder nicht (griin) immunisiert. A
zeigt die Ausbildung Ovalbumin-spezifischer IgG1 Titer nach 8 Tagen, B nach 25 Tagen. Dargestellt sind die

Ergebnisse von 5 Tieren als reprisentatives Beispiel von 5 untersuchten Tieren je Gruppe.
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6 Diskussion

Um wiederholte Infektionen mit einem Pathogen in unserem Korper zu verhindern hat das
Immunsystem Mechanismen entwickelt, die uns vor bereits bekannten Pathogenen schiitzen. Oft
sind Antikorper die wichtigsten Komponenten in diesem Schutzsystem, die als Verteidiger in der
vorderen Reihe, zirkulierend im Serum oder entlang der Schleimhautoberfldachen, eingedrungene
Erreger abfangen.

Bemerkenswert dabei ist, dass dieser Schutz dem Korper iiber viele Jahre erhalten bleibt (70,
108, 109).

Da die Halbwertszeit von Antikorpern im Serum weniger als 2-3 Wochen betrigt (72, 73) muss
eine kontinuierliche Produktion von Antikorpern gewéhrleistet werden, um dauerhaft erhohte
Titer von antigenspezifischen Antikorpern aufrechtzuerhalten.

Die Frage, wie das Immunsystem diese Aufgabe bewiltigt, beschéftigt Wissenschaftler schon
seit langer Zeit.

Plasmazellen und Plasmablasten mit ihrer Fihigkeit, mehr als 5000 Antikdrpermolekiile je
Sekunde zu sezernieren (20), sind die einzigen antikdrpersezernierenden Zellen.

Um eine kontinuierliche Antikdrperproduktion zu erreichen, sind zwei Moglichkeiten denkbar:
Entweder die Plasmazellen sind langlebig oder der Pool kurzlebiger Plasmazellen wird dauernd
durch neue Zellen aufgefiillt.

Uber Jahrzehnte hinweg galt das Dogma, dass Plasmazellen nach einer Lebensdauer von
wenigen Tagen durch Apoptose zugrunde gehen (110). Durch Transferexperimente und BrdU-
Markierung konnte jedoch zum einen gezeigt werden, dass Plasmazellen zumindest iiber viele
Monate hinweg leben kénnen, und zum anderen, dass fiir ihr Uberleben keine Stimulation von
Antigen notwendig ist (30, 31). Diese Vorlduferplasmazellen wandern nach ihrer Entstehung von
peripheren lymphatischen Organen ins Knochenmark. Nur dort finden sie in gesunden
Organismen die Bedingungen fiir langes Uberleben vor und produzieren Antikorper.

Fir die Annahme, dass dauernd kurzlebige Plasmazellen entstehen, die den Antikdrpertiter
aufrechterhalten, wurde bisher von einer wiederholten Stimulation von Gedichtnis-B-Zellen
ausgegangen, die das Vorhandensein von Antigen voraussetzt.

Eine Untersuchung von Bernasconi et al. an menschlichen Gedichtnis-B-Zellkulturen wies mit

ihren Ergebnissen auf eine neue Mdoglichkeit zur Generierung von Plasmazellen hin:
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Antigenunspezifische Aktivierung von Gedichtnis-B-Zellen mit daraufhin folgender
Differenzierung zu Plasmazellen fiihrt zum stetigen Wiederauffiillen des Plasmazellpools im
Knochenmark (51).

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, eine Immunantwort, die durch polyklonale-/bystander-
Stimuli in der Maus ausgelost wurde, zu untersuchen und néher zu charakterisieren, um dann
deren Beitrag zur Aufrechterhaltung eines Langzeit-AntikOrpertiters in der Maus besser

einschétzen zu konnen.

6.1 Diskussion der Methodik

Durchflusszytometrische Analysen

Antikorper-sezernierende Zellen, ob als Plasmablasten oder im ausdifferenzierten Stadium als
Plasmazellen, machen nur einen sehr geringen Teil der Lymphozyten -zwischen 0,1-2%- in den
lymphatischen Organen Milz und Knochenmark aus. Daraus ergeben sich vielfdltige technische
Schwierigkeiten, insbesondere dann, wenn, wie in dieser Arbeit, geringe Zellzahlunterschiede
zwischen Versuchsgruppen ermittelt werden sollen. Eine so sensitive Methode wie die
durchflusszytometrische Untersuchung, mit der Zellen auf Einzelzellebene charakterisiert
werden konnen, stellt darum ein gebrduchliches Hilfsmittel in der immunologischen Forschung
dar.

Eine Erschwernis dieser Methode wiederum ist die fehlende Moglichkeit, aufgrund von funktio-
nellen Eigenschaften (Sekretion von Antikorpern), oder dem mikroskopisch-morphologisch ein-
deutigen Bild, eine gemessene Zelle als Plasmazelle zu identifizieren. Die Einordnung mittels
Grosse, Granularitidt, Oberflichenmolekiilen und schliefllich der Nachweis von intrazelluldren
Immunglobulinen sollte eine hinreichende Sicherheit geben, dass es sich bei den gemessenen

Zellen tatsdchlich um ASC handelt.

Methodik der BrdU-Markierung
Die Markierung von neu synthetisierter DNA mit dem Basenanalogon BrdU bietet eine elegante
Methode, den Entstehungszeitraum von Lymphozyten zu bestimmen. Im Gegensatz zu der

klassischen Quantifizierung neusythetisierter DNA mittels *H-Thymidin weist diese Methode
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den Vorteil fehlender Radioaktivitit auf, und stellt eine etablierte Methode (111) in
Zellproliferationsstudien mit hoher Sensitivitét dar, die auch in unserer Arbeitsgruppe erfolgreich
angewendet wurde (37). Allerdings miissen hier, wie bei allen Substanzen, die in physiologische
Ablédufe eingreifen, mogliche Auswirkungen auf die Zellen und den Gesamtorganismus bedacht
werden. Zum einen kann BrdU durch Basentransitionen mutagen wirken (112), zum anderen
werden moglicherweise Anderungen der Lymphozyten hervorgerufen. Diskutiert wird eine
abweichende Expression von Oberflichenmolekiilen, eine geringere antigenspezifische
Immunantwort, sowie geringere Zytokinproduktion nach Einbau von BrdU in die Zelle (113,
114). In Bezug auf die Funktionseinbusen der Lymphozyten nach BrdU-Inkorporation gehen die
Meinungen auseinander (115), und miissen besonders bei langfristiger Fiitterung bedacht
werden. In dieser Arbeit waren die Tiere hdochstens 28 Tage BrdU ausgesetzt. Die meisten
Studien sprechen von Auswirkungen erst nach langen Zeitrdumen, ebenso wie auch erst spéter
eine Resistenz der Zellen gegen den Einbau von BrdU festgestellt werden konnte (115).
AuBlerdem konnten die durch BrdU erhobenen Ergebnisse in dieser Arbeit auch durch
Auswertung von MHCII unterstiitzt werden.

Anhand der Analyse der Ovalbumin-spezifischen Plasmazellen nach Sekundarimmunisierung,
von denen bekannt war, dass die fast ausschlieBlich seit Beginn der BrdU-Fiitterung entstanden
waren, konnte der effektive Einbau des Basenanalogons erfasst werden. Uber 95% dieser Zellen
waren im Durchflusszytometer BrdU+ (Abb.17), wihrend die ungelabelten Zellen noch aus der
Primdrantwort vorhanden waren und darum kein BrdU aufnahmen. Diese Beobachtung steht in
Einklang mit Literaturangaben (111). Zusammenfassend kann von einer effizienten und guten

Methode zur Markierung neu entstandener Zellen durch BrdU ausgegangen werden.

Ermittlung von absoluten Zellzahlen aus Zellfrequenzen

Die in der Arbeit angegebenen Zellzahlen entsprechen grofitenteils absoluten Zellzahlen je
Organ. In den Programmen zur Auswertung der Daten von durchflusszytometrischen Analysen
werden Frequenzen der betrachteten Population als Anteil der insgesamt analysierten Ereignisse,
oder als Anteil an einer iibergeordneten Population berechnet. Im Falle dieser Arbeit war dies
zumeist der Anteil von ASC innerhalb der Population von Lymphozyten. Eine Erhéhung der
Frequenz von ASC lésst aber noch keine Aussage iiber das tatsdchliche Verhalten der Grof3e der
Population zu. Auch wenn die Population der Lymphozyten kleiner wird, die Anzahl der ASC

aber konstant bleibt, tduscht eine resultierende Frequenzerhohung der ASC eine
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Zellzahlzunahme vor. Um falsche Interpretationen auszuschlieBen, wurden daher jeweils auf
Grundlage der im Casy gezdhlten absoluten Zellzahl eines Organs zunéchst die absoluten Zahlen
der Lymphozyten, und dann die absoluten Zellzahlen der jeweils untersuchten Population
berechnet. Dass dadurch eine groBere Streubreite der Werte zwischen den Tieren zustande kam,

musste in Kauf genommen werden.

Immunisierungen und Antigene

Sowohl Ovalbumin als auch NP, die als Antigene eingesetzt wurden, rufen T-Zell abhingige
Immunantworten hervor und unterscheiden sich zum einen durch Thre Grée und Anzahl der
Epitope von Bakterien oder Viren und auch dadurch, dass sie nicht vermehrungsfahig sind. Die
Féhigkeit von lebenden Bakterien, Viren oder Protozoen, im Organismus eine polyklonale-
/bystander-Aktivierung auszuldosen kann sicherlich eine andere sein als diejenige der in dieser
Studie verwendeten Antigenen und Adjuvantien. Von Protozoen wie Plasmodien oder Leishma-
nien ist bekannt, dass sie eine massive polyklonale Aktivierung im Wirtsorganismus auslsen
konnen (98, 116, 117), genauso wie persistierende virale Infektionen (118). Ziel dieser Studie
war es jedoch, die in vitro-Ergebnisse anderer Arbeiten zunichst in ein Mausmodell zu {ibertra-
gen und in vivo die Effekte von polyklonaler-/bystander-Aktivierung nach Immunisierung mit
Protein-Antigen und Hapten zu untersuchen. Neben NP-KLH wurde den Tieren als unspezifi-
scher Stimulus CpG 1668 verabreicht. CpG ist in einer Vielzahl unterschiedlicher Sequenzen
erhiltlich, die mit unterschiedlichen Nummern gekennzeichnet sind. In Anlehnung an die Stu-
dien von Krieg et al. (94) wurde die Sequenz CpG 1668 gewihlt. Da unterschiedliche Sequenzen
in ihrer B-Zell-stimulatorischen Aktivitdt voneinander abweichen konnen (94, 119), konnen mit
dieser Arbeit nur Aussagen iiber die Wirkungen nach Stimulation mit CpG 1668 getroffen wer-
den.

Samtliche Tiere wurden wihrend der gesamten Zeit unter spf-Bedingungen gehalten. Dieses war
ndtig, um von aullen einwirkende Storfaktoren wie Infektionen einzelner Tiere zu minimieren.
Dass in den Tieren vor Beginn der Immunisierungen dadurch nur wenige Immunreaktionen ab-
gelaufen waren, schwichte sicherlich die messbare polyklonale-/bystander-Aktivierung ab (Abb.
14), da dieses Phidnomen mehrheitlich durch Aktivierung von Geddchtnis-B-zellen zustande
kommt (51, 98). Die Haltung der Tiere unter spezifisch-pathogenfreien Bedingungen verhindert

aber nicht jeglichen Kontakt der Tiere mit Antigen, so dass auch in diesen Tieren vor Beginn der
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Immunisierungen Immunreaktionen abgelaufen und Gedéchtnis-B-Zellen gebildet worden wa-

ren.

6.2  Diskussion der Ergebnisse

Sowohl in der Milz als auch im Knochenmark gibt es eine begrenzte Anzahl von Ovalbumin-
spezifischen Zellen

Fiir die Antikorperproduktion in der Zeit nach einer akuten Infektion sind vor allem
Plasmazellen verantwortlich, die sich im Knochenmark befinden (54, 82), und dort lange
iiberleben konnen (37). Vorraussetzung hierfiir ist jedoch, dass die Plasmazellen im
Knochenmark Mikromilieubedingungen antreffen, die sie in ihrem Uberleben unterstiitzen (40).
Durch die begrenzte Kapazitit, solche Mikromilieubedingungen bereitzustellen, entstehen
vermutlich sogenannte ,Uberlebensnischen®, deren Anzahl limitiert ist (30). Aus
Untersuchungen am Menschen weil man, dass in humanem Knochenmark der Anteil von
Plasmazellen ungefahr konstant bleibt. Jedoch ist nicht klar, ob hierfiir ein Kapatsititslimit der
Nischen oder ein Gleichgewicht von sterbenden und neu eingewanderten Plasmazellen
verantwortlich ist.

In der Milz von Méusen wurde gezeigt, dass nur eine begrenzte Anzahl von Plasmazellen je
Volumeneinheit in ihrem Uberleben unterstiitzt werden kann. Die iiberziihligen Plasmazellen
sterben wenige Tage spéter (28).

In Abb.11 ist erkennbar, dass auch fiir Ovalbumin-spezifische ASC in der Milz und im
Knochenmark  Grenzwerte existieren. Wiéhrend die Zahl ASC zu Beginn der
Immunisierungsreihe mit jedem Antigenkontakt weiter anstieg, war in der Milz bei 12000 ASC
je Organ nach der vierten Immunisierung kein weiterer Anstieg mehr zu errechen. Auch im
Knochenmark war der Anstieg zwischen 4. und 5. Immunisierung nicht mehr signifikant. Mit
ungefidhr 40000 Ovalbumin-spezifischen ASC scheinen entweder die Nischen im Knochenmark
besetzt zu sein, oder eine Inhibierung mittels FcylIB-Rezeptoren verhindert einen weiteren
Anstieg spezifischer Plasmazellen. Auch der Verlauf des Titers von Ovalbuminspezifischem IgG
im Serum der Tiere folgte derselben Kinetik. Nach mehrmaliger Immunisierung war kein
Anstieg des Titers mehr zu beobachten (Abb.13).

In Milz und Knochenmark stieg die Zahl Ovalbumin-ASC bis zur vierten Immunisierung an, und
konnte danach nicht weiter gesteigert werden. Im Gegensatz dazu stieg die Gesamtzahl von ASC

im Knochenmark kontinuierlich (Abb.12), bis die ASC nach der sechsten Immunisierung 0,4%
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der mononukledren Zellen ausmachten. Die Zahlen stimmen mit den in der Literatur
angegebenen Grenzwerte von ASC im Knochenmark iiberein, die von 0,2% (120) (Maus) bis
0,5% (Mensch) (30)variieren. Da die Plasmazellen anderer Spezifititen bis dahin noch
einwandern konnen, wihrend Ovalbumin-spezifische Plasmazellen bereits ein Limit erreicht
haben, kann davon ausgegangen werden, dass der fehlende Anstieg von Ovalbumin-spezifischen
Plasmazellen im Knochenmark nach den spidteren Immunisierungen auf die inhibierende
Wirkung der FcylIB-Rezeptoren zuriickzufiihren ist.

Schon lange ist bekannt, dass fiir die Aufrechterhaltung eines LangzeitantikOrpertiters mit
Antikorpern gegen nicht-replizierende Antigene eine einmalige Immunisierung nicht ausreicht.
Das Antigen muss mindestens drei Mal appliziert worden sein, um bis zu 50 Jahre spiter noch
Antikorper nachweisen zu konnen. Eine Begriindung fiir diese Beobachtung war die Vermutung,
dass erst durch mehrmaligen Antigenkontakt geniigend Antigen-Molekiile auf follikuldren
dendritischen Zellen deponiert werden konnten (54). Angesichts der Kinetik in Abb.11, die den
kontinuierlichen Anstieg spezifischer Plasmazellen zeigt, wire es jedoch auch gerechtfertigt, die
ausreichende Anhdufung von antigenspezifischen ASC im Knochenmark und der Milz fiir den
lang anhaltenden Schutz verantwortlich zu machen. Diese ist erst nach mehrmaligen

Antigenkontakten erreicht.

Ungefdhr 6-8 Tage nach einer Immunisierung lassen sich ASC, welche spezifisch sind fiir das
zur Immunisierung verwendete Antigen, im Blut von Menschen (44, 51) bzw. Maéusen
nachweisen (121). Im Menschen konnte auBer diesen Zellen zum gleichen Zeitpunkt auch ein
Anstieg von ASC anderer Spezifititen im Blut gefunden werden (44, 51). Das Auftreten dieser
Zellen wurde unterschiedlich interpretiert. Bernasconi et al. gingen von einer durch Impfung
hervorgerufenen polyklonalen-/bystander-Aktivierung von Gedéchtnis-B-Zellen aus, die zur
Generierung von ASC anderer Spezifititen und deren Nachweis im Blut fithrte. Im Gegensatz
dazu betrachteten Odendahl et al. die ASC anderer Spezifititen als urspriinglich im Gewebe
angesiedelte Plasmazellen, unter anderem aus dem Knochenmark. Da die Anzahl der dort
residenten Plasmazellen jedoch begrenzt ist, werden sie durch die im Verlaufe der
Immunisierung entstandenen und ins Knochenmark einwandernden ASC aus ihren

Uberlebensnischen verdringt.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es eine Limitierung von ASC in Milz und
Knochenmark gibt, und auf deren bis dahin kontinuierliches quantitatives Ansteigen nach
mehreren Antigenkontakten. Die Limitierung einer Spezifitit wird jedoch wahrscheinlich durch
FcylIB-Rezeptoren iibermittelt. Ist jedoch das Kapazititslimit im Knochenmark erreicht, kann es
durchaus zu einem Verdringungsmechanismus kommen und eine ausreichende Plasmazellzahl
bleibt nur dann bestehen, wenn genug spezifische ASC im Knochenmark angehiuft worden
waren (122).

BrdU-Pulsexperimente wéren eine Moglichkeit um in der Zukunft zu unterscheiden, ob
Ovalbumin-spezifische Zellen in der Plateauphase residente, langlebige Zellen sind, die anderen
Zellen den Eintritt in das jeweilige Kompartment verwehren, oder ob sich neue Zellen durch

Verdriangung der Alten einen Platz in der Nische sichern.

Eine polyklonale-/bystander-Aktivierung ist auch im Mausmodell nachweisbar

Mit Hilfe zweier unterschiedlicher Immunisierungsmodelle sollte eine polyklonale-/bystander-
Aktivierung in vivo ausgeldst und nachgewiesen werden.

Zunichst konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine Immunisierung mit einem
T-Zell-abhidngigen Antigen, in diesem Fall Ovalbumin, Auswirkungen auf B-Zellen anderer
Spezifititen hat.

Den bekannten Mechanismen einer Immunantwort folgend, wurden in der Grundimmunisierung
mit Proteinantigen (in der vorliegenden Arbeit Ovalbumin) naive B-Zellen, die den Ovalbumin-
bindenden B-Zellrezeptor auf ihrer Oberfldche trugen durch spezifische T-Zellhilfe mittels CD40
und IL-4 sowie weiteren Zytokinen zur Proliferation angeregt (55, 123). Darauthin entstanden in
den Follikeln der Milz Keimzentren, aus denen sich Plasmablasten, die fiir Ovalbumin
hochaffine Antikdrper produzieren, oder Gedéchtnis-B-Zellen entwickelten. Diese Gedéchtnis-
B-Zellen stellen die Grundlage fiir die schnellere und stirkere Plasmazellgenerierung in einer
folgenden Immunreaktion auf Ovalbumin dar. In der Tat waren nach der Boost-Immunisierung
mit Ovalbumin sowohl in der Milz als auch im Knochenmark sehr viel mehr Ovalbumin-
spezifische ASC nachweisbar (Abb. 16, 17).

Es sollte untersucht werden, inwiefern diese Immunreaktion auf Ovalbumin auch B-Zellen
beeinflusst, die keinen Ovalbumin bindenden B-Zellrezeptor tragen. Das bedeutet, dass fiir diese
Zellen Ovalbumin nicht ein spezifisches Signal zur Proliferation und Differenzierung geben

kann, sondern mit anderen Mechanismen, der polyklonalen- bzw. bystander-Aktivierung, Zellen
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stimuliert. Entstehen hierbei Plasmazellen, so wire es moglich, dass diese ins Knochenmark
wandern, um den Pool der dort residenten Plasmazellen aufzufiillen.

Im Rahmen dieser Studie war es nicht mdglich, eine Anderung in der GrdBe des nicht
Ovalbumin-spezifischen Plasmazellpools von Milz oder Knochenmark nachzuweisen. Betrachtet
man die Ergebnisse in Abb.18, so zeigt sich, dass der Ovalbumin-Boost, der einen
unspezifischen Stimulus fiir das gesamte Kompartiment Ovalbumin-negativer B-Zellen
bereitstellte, nicht ausreichte, um den Pool Ovalbumin-negativer ASC signifikant zu vergroBern-
bzw. die angewandten Messmethoden die geringen Anderungen nicht anzeigten.

Die durchflusszytometrische Analyse der Milzzellen (Abb.17, 19) an Tag 6 zeigt jedoch eine
signifikante Vermehrung von ASC, die MHCII exprimieren, sowie von Zellen, die BrdU
inkorporiert haben.

Diese Beobachtung ist ein eindeutiger Hinweis darauf, dass Ovalbumin und die darauf folgende
spezifische Immunreaktion zur Entstehung von ASC anderer Spezifititen gefiihrt hat: Die
Aufnahme von BrdU zeigt an, dass die Zellen im Zeitraum seit der Ovalbumin-Immunisierung
(Beginn der BrdU-Fiitterung) entstanden sind. Ebenso wie die Ovalbumin-spezifischen
Plasmablasten, die in der Boostimmunisierung entstanden sind, sind auch die unspezifisch

entstandenen Zellen MHCII-positiv, phianotypisch Plasmablasten.

Auch im folgenden Versuchsaufbau konnten ASC nachgewiesen werden, die durch eine
polyklonale-/bystander-Aktivierung entstanden waren:

Aus Zellkulturexperimenten ist bekannt, dass Gedéchtnis-B-Zellen iiber TLR4 und TLR9 durch
mikrobielle Produkte wie CpG oder LPS polyklonal stimuliert werden kénnen (50), oder durch
CD40-Stimulation und Zytokine von aktivierten T-Zellen aus anderen Immunreaktionen zur
Proliferation angeregt werden (51). Aus den Gedichtnis-B-Zellen entstanden in diesen
Untersuchungen so Plasmazellen, deren sezernierte Antikdrper im Uberstand der Kultur
nachweisbar waren.

Dieser Mechanismus wurde hier im Tiermodell unter physiologischen in-vivo Bedingungen
ndher untersucht. Nach mehrfacher Immunisierung mit Ovalbumin wurde Tieren NP und CpG
intravends verabreicht (Abb.21). An verschiedenen Zeitpunkten danach wurden mit der
ELISPOT Technik die ASC, die Ovalbumin-bindende Antikorper sezernieren, ausgezéhlt.

An Tag 6 waren in der Milz dieser Tiere signifikant mehr Ovalbumin-spezifische 1gG-ASC
nachweisbar als in der Gruppe, die keine NP/CpG-Immunisierung erhalten hatte (Abb.22).
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Das angewandte Modell erzeugt hauptsdchlich eine polyklonale-/bystander-Aktivierung von
Memoryzellen

Dass eine Erhohung nur der IgG-sezernierenden Ovalbumin-spezifischen ASC erfolgt war,
wihrend die IgM-sezernierenden Zellen keine Anderungen zeigten, ist ein Hinweis darauf, dass
tatsdchlich Gedachtnis-B-Zellen aktiviert worden waren (Abb. 22). Zu den gleichen Ergebnissen
kommt auch Bernasconi in seiner Untersuchung humaner B-Zellen (50, 51), der eine
Aktivierung ausschlieBlich von Gedachtnis-B-Zellen sieht, widhrend naive humane B-Zellen
nicht durch CpG-Stimulation proliferieren.

Die Frage, ob im murinen System ebenfalls naive B-Zellen durch NP/CpG-Immunisierung zur
Bildung von fiir Ovalbumin-spezifischen ASC angeregt werden konnen, konnte mit einem
weiteren Versuchsansatz beantwortet werden.

In einer Maus, die nicht mit Ovalbumin immunisiert wurde und vermutlich nie Kontakt zu
Ovalbumin hatte, konnten 5 und 6 Tage nach einer Immunisierung mit NP und CpG
Ovalbumin-spezifische ASC nachgewiesen werden (Abb.26). Diese entstandenen ASC
sezernierten jedoch ausschlieBlich Antikdrper vom Typ IgM, sie waren in duflerst geringer
Anzahl in der Milz entstanden und waren im Knochenmark nicht nachzuweisen. Zusammen mit
den Ergebnissen aus den Experimenten mit Ovalbumin-grundimmunisierten Mausen ldsst sich
also nicht vollig ausschlieen, dass sich auch naive B-Zellen auf eine polyklonale-/bystander-
Aktivierung hin zu ASC differenzieren, aber eine Aktivierung von Gedéchtnis-B-Zellen ist der
auch in diesem Modell deutlich vorherrschende Mechanismus, der zu neuen IgG-ASC und damit

zu IgG-Antikdrpern im Serum fiihrt.

Das Ausmaf3 der Generierung von ASC in der Milz durch polyklonale-/bystander-Aktivierung ist
gering und der Anstieg der Anzahl von ASC transient.

Obwohl gezeigt werden konnte, dass im Rahmen einer Ovalbuminimmunisierung neue
Plasmablasten entstanden sind (Abb.19), sah man diese Vermehrung nicht in einem Anstieg der

gesamten Zellzahlen im Vergleich mit der Kontrollgruppe (Abb.18). Das kann daran liegen, dass
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in jedem Tier nur so wenige neue Zellen entstehen, so dass der Anstieg aufgrund der groBen
Streuung der Zellzahlen zwischen den Tieren verdeckt wird.

Nach Immunisierung iiber antigenabhingige Mechanismen generierte ASC halten sich nur
kurzzeitig in der Milz auf. Nach einer Sekundédrimmunisierung kommt es zu einem Anstieg der
Zellen dort bis zu Tag 6. Danach fallen die Zellzahlen schnell ab, wahrend im Knochenmark um
etwa einen Tag versetzt dazu ein paralleler Anstieg der Zellzahlen beobachtet werden kann (93).
In Migrationsstudien konnte diese Beobachtung erkldrt werden, indem gezeigt wurde, dass die
Plasmablasten wihrend dieser Zeit die Fihigkeit haben, gegen verschiedene Liganden der
Chemokinrezeptoren CXCR3 und CXCR4 zu wandern und dadurch im Knochenmark
akkumulieren (25, 32).

Auch die Plasmablasten, die durch die polyklonale-/bystander-Aktivierung entstanden waren,
sind zwar an Tag 6 (und auch schon an Tag 5, die Daten nicht gezeigt), nach 28 Tagen aber nicht
mehr in der Milz nachzuweisen (Abb.19). Allerdings ist fiir diese Zellen nicht bekannt, ob sie,
wie die spezifisch generierten Zellen, iiberhaupt die Féhigkeit haben, ins Knochenmark
einzuwandern und ihr Verschwinden in der Milz darauf zuriickgefiihrt werden kann.

Ebenso fiihrte eine Immunisierung mit NP und CpG zu einem nur voriibergehenden Auftreten
von wenigen ASC, die durch polyklonale-/bystander-Aktivierung entstanden waren.

14 Tage nach der Immunisierung waren die an Tag 6 in der Milz gesehenen Ovalbumin-
spezifischen ASC nicht mehr nachweisbar (Abb.22). Sie waren auch zu keinem Zeitpunkt im
Knochenmark zu sehen, was zwei Interpretationsmoglichkeiten zuldsst.

Entweder sie fithren aufgrund ihrer sehr geringen Frequenz im Knochenmark nicht mehr zu einer
signifikanten Erh6hung Ovalbumin-spezifischer ASC im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Die Zahl der polyklonal-/bystander-aktivierten Zellen pro Spezifitét ist so gering, dass sie im
relativ kleinen Pool ASC in der Milz noch in Erscheinung treten. Im Knochenmark, wo zehnmal
mehr Ovalbumin-spezifische Plasmazellen vorhanden sind, lassen sich innerhalb dieses
Versuchsaufbaus dann keine Unterschiede zur Kontrollgruppe mehr feststellen.

Eine andere Erkldrung kann sein, dass sie nicht die Fahigkeit besitzen, wie die spezifisch
generierten Plasmazellen, ins Knochenmark zu wandern. In diesem Fall wire zu erwarten, dass
ihr Uberleben nach wenigen Tagen durch Apoptose endet, weil sie die Uberlebensfaktoren im
Knochenmark nicht erreichen.

Die Zunahme der unspezifisch aktivierten Zellen ist in dem System mit der NP/CpG-

Immunisierung nur gering (Abb.22), aber dennoch signifikant.
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Durch eine Ovalbumin-Immunisiserung von Tieren, die vorher schon Kontakt zu Ovalbumin
gehabt hatten, also Ovalbumin-Gedéchtnis-B-Zellen besitzen, entstehen um die 10.000
Ovalbumin-spezifische ASC (Abb.11, (32)). Im Vergleich zu dieser spezifischen Aktivierung
sind durch die, durch NP-Immunisierung ausgeloste, polyklonale-/bystander-Aktivierung ca. 500
ASC entstanden. Der Effekt einer polyklonalen-/bystander-Aktivierung betrégt somit nur 5%
einer spezifischen Aktivierung.

Durch die ungefihr 500 ASC, die durch die polyklonale-/bystander-Aktivierung entstanden sind,
ist es jedoch unmdglich, einen Anstieg des Titers der Antikorper gegen Ovalbumin im Vergleich
mit der Kontrollgruppe nachzuweisen (Abb.23). Der erwartete Anstieg um 5% liegt weit
unterhalb der mit ELISA erreichbaren Nachweisbarkeit.

Eine weitere Erkldrung fiir den gleich bleibenden oder sogar erniedrigten Antikorpertiter liefert
Sardinha et al.. In Ovalbumin-immunisierten Tieren waren nach Plasmodien-Infektion mehr
Ovalbumin-spezifische ASC, aber geringere Ovalbumin-IgG Titer nachzuweisen als in
Kontrollen ohne Plasmodien-Infektion (98). Der niedrigere Ovalbumin-Titer der
plasmodieninfizierten Tiere wurde auf einen erhohten Katabolismus der Antikorper
zuriickgefiihrt, mit dem der Organismus konstante Level an zirkulierendem IgG aufrechterhalten

kann.

Die polyklonale-/bystander-Aktivierung von transferierten Geddchtnis-B-Zellen erzeugt nur
einen schwachen Antikorpertiter im Serum

Gedéchtnis-B-Zellen vermdgen auch nach einem Transfer durch Stimulation mit dem fiir sie
spezifischen Antigen zu Proliferation, Differenzierung und Antikdrpersezernierung angeregt zu
werden. Dieser Antikorpertiter kann {iber lange Zeit aufrechterhalten werden (48). Wie in den
vorhergehenden Experimenten dargestellt, ist eine Aktivierung von Gedéchtnis-B-Zellen auch
durch den Mechanismus der polyklonalen-/bystander-Stimulation mdglich. Ob diese andere
Form der Aktivierung nach einem Transfer von Gedéichtnis-B-Zellen ebenfalls zu einem
Antikorpertiter fithrt, wie dessen Ausmal ist, ob er in einer anderen Kinetik verlduft und wie
lange dieser Aufrechterhalten wird, sollte durch ein Transferexperiment ermittelt werden. Um
moglichst physiologische Bedingungen im Rezipienten zu schaffen, wurden fiir Donoren wie
Rezipienten Méuse des Stammes Balb/c ausgewdhlt, die nicht bestrahlt worden waren. Eine
vorhergehende Bestrahlung ebenso wie eine Verwendung von SCID-Tieren hitte eine

unphysiologische Knochenmarkssituation hergestellt: In diesen Tieren findet aufgrund der stark
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verminderten Zahl von B- und T-Zellen (124) ein Wettbewerb um freie Nischen im
Knochenmark nicht statt.

Abb.27 spiegelt die Effekte wieder, die die unterschiedlichen Aktivierungsmechanismen auf die
Gedidchtnis-B-Zellen in diesem System haben. Die spezifische Aktivierung durch Ovalbumin
resultierte in einem hohen anti-Ovalbumin-Titer, wihrend dieser in den Tieren, die NP/CpG
erhalten hatten, mindestens 20-fach geringer ausgeprigt war.

So verdeutlicht auch diese Beobachtung, welchen quantitativen Stellenwert eine polyklonale-
/bystander- Aktivierung in diesem System einnehmen kann.

Es wird ein Antikorpertiter durch diese Aktivierung erzeugt, der aber um ein vielfaches unter

demjenigen liegt, der durch die spezifische Aktivierung von Gedéchtnis-B-Zellen erzeugt wird.

Eine Verdringung residenter Plasmazellen aus dem Knochenmark wurde nicht beobachtet.

Wie oben beschrieben, geht Odendahl aufgrund seiner in humanem Blut gemachten
Beobachtungen von einer Verdringung residenter Plasmazellen aus dem Knochenmark durch
neu entstandenen Plasmablasten aus (44). Nach einer Immunisierung mit Tetanus konnte er zum
einen Tetanus-spezifische ASC im Blut nachweisen, und zum anderen auch ASC anderer
Spezifititen. Zu anderen Zeitpunkten waren keine dieser Zellen im Blut vorhanden. Die Zellen
waren nicht nur hinsichtlich ihrer Spezifitit, sondern auch morphologisch voneinander zu
unterscheiden. Wéhrend die Tetanus-spezifischen Zellen den Phinotyp von kiirzlich generierten
Plasmablasten aufwiesen, mit hohen Leveln von CXCR3 und CXCR4 sowie hoher MHCII-
Expression, so exprimierten die nicht Tetanus-spezifischen Plasmazellen niedrige Level an
CXCR3 und CXCR4, aber wenig MHCII - phénotypisch ausgereiften Plasmazellen
entsprechend. Aulerdem war die GroBe dieser Populationen im Blut auffillig dhnlich (44).

Geht man von einer begrenzten Anzahl von Uberlebensnischen fiir Plasmazellen im
Knochenmark aus (39, 40, 43), wofiir auch Hinweise in dieser Arbeit gefunden wurden, so gibt
es eine einfache Erkldrung fiir Odendahls Beobachtung: Die Tetanus-Immunisierung fiihrt zur
Ausschwemmung ,,alter®, residenter ASC aus dem Knochenmark durch Verdringung aus ihren
Uberlebensnischen, die dann im Blut nachgewiesen werden kénnen (122, 125). Auch dies wiirde
eine Vermehrung von Plasmazellen anderer Spezifititen nach einer Immunisierung hervorrufen,
und bietet eine alternative Erkldrung fiir deren Auftreten durch bystander- bzw. polyklonale

Aktivierung.
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Beide Hypothesen lassen sich experimentell iiberpriifen, da sich neu entstandene ASC von
malten, aus dem Knochenmark oder anderen Nischen verdringten ASC phénotypisch
unterscheiden.

In dem hier angewandten Immunisierungsschema mit Ovalbumin ist ein Anstieg der absoluten
Zahlen von Ovalbumin-negativen, MHCII- und BrdU- ASC (also ,alten® ASC aus dem
Knochenmark) in der Milz nicht zu erkennen (Abb.19). Es ist nicht ausgeschlossen, dass ein
Verdriangungsmechanismus im Knochenmark stattfindet, die Zellen aber nicht in der Milz
nachweisbar sind, weil sie ohne die Uberlebenssignale der stromalen Zellen des Knochenmarks
wie IL-5, I1-6, TNF-a oder SDF-1 und ohne Kontakt zu CXCL-12 schnell durch Apoptose
sterben (40, 43) und mit der Aufregulierung von CXCR4 die Fihigkeit verlieren in die
Uberlebensnischen des Knochenmarks zuriickzukehren (32), also auch dort nicht nachweisbar
sind.

Aufgrund der Ergebnisse scheint es also zu einer polyklonalen-/bystander-Aktivierung
gekommen zu sein, die jedoch nur zu einem voriibergehenden und sehr geringen Anstieg der
ASC gefiihrt hat. Eine parallel dazu stattfindende Verdrangung von ASC aus dem Knochenmark
ist dabei nicht ausgeschlossen, konnte aber in dem hier angewandten Modell nicht nachgewiesen

werden.

Die Frequenz von Geddchtnis-B-Zellen wird durch eine polyklonale-/bystander-Aktivierung
nicht beeinflusst.

Ob eine polyklonale Aktivierung auch eine VergroBerung des Gedichtnis-B-Zell Pools
beinhaltet, der spater durch Stimulation mit dem spezifischen Antigen abgerufen werden kann,
war Gegenstand einer fritheren Untersuchung (98).

Eine Sekundidrimmunisierung mit Ovalbumin sollte die vorhandenen Ovalbumin-spezifischen
Gedidchtniszellen aktivieren. In einer Gruppe war 100 Tage vorher durch eine Infektion mit
Plasmodien zusdtzlich eine polyklonale Aktivierung ausgelost worden. Nach der
Sekunddrimmunisierung mit Ovalbumin waren jedoch in beiden Gruppen gleich viele
Ovalbumin-spezifische ASC nachweisbar.

Daraus schlossen die Untersucher, dass durch polyklonale Aktivierung entweder die Signale fiir
eine Bildung von Gedéchtnis-B-Zellen fehlen, oder dass die aktivierten Zellen frith durch

Apoptose sterben.
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In dieser Arbeit wurde die Frequenz von Ovalbumin-spezifischen Geddchtnis-B-Zellen nach
polyklonaler-/bystander-Aktivierung mit NP/CpG durchflusszytometrisch bestimmt, und
ebenfalls keine Frequenzzunahme im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne NP/CpG festgestellt
(Abb.25).

Auf der anderen Seite widre denkbar, dass durch eine polyklonale-/bystander-Aktivierung
Gedidchtnis-B-Zellen unspezifisch aktiviert werden, und nach deren Differenzierung zu
Plasmazellen die Population der Gedédchtnis-B-Zellen fiir dieses Antigen kleiner zuriickbleibt,
und somit weniger dieser Zellen fiir eine zukiinftige spezifische Aktivierung zur Verfiigung
stehen. In diesem Fall hitte eine polyklonaler-/bystander-Aktivierung von Gedéachtnis-B-Zellen
einen negativen Effekt auf die zukiinftige Antikorperproduktion.

Doch auch eine Frequenzabnahme wurde in der dargestellten Untersuchung nicht festgestellt.
Die Effekte einer polyklonalen-/bystander-Aktivierung sind im hier angewandten System ohne

Auswirkungen auf die GroBe der Gedachtnis-B-Zellpopulation.

Entscheidend fiir den Beitrag der durch polyklonale-/bystander-Aktivierung entstandenen ASC
ist deren Uberlebensdauer

Dass es eine polyklonale-/bystander-Aktivierung in der Maus gibt, die Anzahl der durch diesen
Aktivierungsmechanismus entstandenen ASC jedoch duferst gering ist, konnte in den
dargestellten Versuchen gezeigt werden.

So wirkte sich deren Auftauchen nicht in einer Erhéhung des spezifischen Antikorpertiters aus.
Denkbar wére aber, dass sich im Laufe der Zeit auf diese Weise entstandene ASC ansammeln
und schlieBlich eine so grofle Population bilden, die zur Langzeitantikdrperproduktion beitragen
kann.

Das kann aber nur der Fall sein, wenn diese ASC lange genug iiberleben. Darum ist die
entscheidende Frage, ob die ASC, die durch polyklonale-/bystander-Aktivierung entstanden sind,
kurz- oder langlebig sind.

In der Vergangenheit wurde u.a. mittels BrdU-Markierung ein System entwickelt, dass es dem
Untersucher erlaubt, Aussagen iiber den Entstehungszeitraum und deren Uberlebensdauer zu
treffen (100). Da aber die Frequenz der bystanderaktivierten ASC zu gering war, konnte diese
Methode zur Bestimmung der Uberlebensdauer hier nicht angewandt werden.

Trotzdem kdnnen iiber weitergehende Beobachtungen Riickschliisse auf die Uberlebensdauer der

ASC gezogen werden.
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Die Wanderung von ASC ins Knochenmark ist essentiell fiir deren Uberleben

Bekannt ist, dass ASC, die unter unterschiedlichen Bedingungen aktiviert werden,
unterschiedlich lange leben. So unterscheiden sich zum Beispiel die ASC aus einer
Primérantwort von denen aus einer Sekundérantwort.

Die meisten der ersten Plasmazellen, die in einer Primirantwort gegen ein Antigen auerhalb der
Follikel entstehen, sind kurzlebige Zellen, die nach wenigen Tagen apoptotisch werden (15,
126).

In Primaten und Mé&usen konnte ein Anstieg der Expression von Apoptosemarkern in Milz-
Zellen festgestellt werden, nachdem die Tiere mit Plasmodien infiziert und massive polyklonale
Aktivierung induziert worden war (127). Dies legt die Vermutung nahe, dass die durch
Plasmodien aktivierten Zellen durch Apoptose sterben (98).

Im Gegensatz dazu entstehen bei einer Sekundédrantwort ASC, die viele Monate lang iiberleben
(37). Sie tiberleben aber nur dann, wenn sie durch Migration in eine Umgebung gelangen, die ihr
weiteres Uberleben sichert. Eine Vielzahl von Untersuchungen identifizierte das Knochenmark
als wichtigstes Homingorgan fiir das Langzeitiiberleben von ASC (28, 31, 37, 67).

Ausser dem Knochenmark gibt es auch andere Organe die Plasmazellen beherbergen kdnnen und
ihnen das zum Uberleben nétige Mikromilieu liefern. In der Niere von autoimmunen Miusen
(26), in Gelenken von Patienten mit rheumatoider Arthritis (128) oder auch in der Gingiva der
Mundhéhle (129) konnte eine Akkumulation von Plasmazellen mit lingerem Uberleben nach-
gewiesen werden. Diesen Geweben war allerdings gemeinsam, dass sie sich in einem Zustand
chronischer Entziindung befanden. Das durch Entziindung zustandekommende Mikromilieu hat
mit dem Knochenmark die Produktion von Zytokinen gemeinsam die das Plasmazell-Uberleben
unterstiitzen (40). Es ist davon auszugehen, dass fiir die in den peripheren lymphatischen Orga-
nen entstandenen Plasmazellen die Aufnahme ins Knochenmark essentiell ist fiir ein verldngertes

Uberleben, sofern keine Entziindungsherde im Kérper weitere Uberlebensnischen &ffnen.

Weisen polyklonal/bystander-aktivierte ASC ein anderes Migrationsverhalten auf?
In der Milz waren 6 Tage nach Immunisierung mit NP/CpG mehr Ovalbumin-spezifische ASC
nachweisbar gewesen (Abb.22). Aus anderen Experimenten ist bekannt, dass spezifisch aktivier-

te ASC, die in der Milz in einer Sekundérantwort entstanden sind und ins Knochenmark wan-
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dern, an Tag 6 bereits zu einem groflen Teil im Knochenmark angekommen sind (78, 99). In
dieser Arbeit konnte keine Vermehrung der Zahl Ovalbumin-spezifischer ASC durch eine
NP/CpG-Immunisierung im Knochenmark an Tag 6 festgestellt werden. Auch eine Erhdhung
dieser Zellzahlen aufgrund einer spiteren oder langsameren Migration war an Tag 14 oder 28
nicht zu erfassen.

In primédren antigenspezifischen Immunantworten wandern die entstandenen ASC
wahrscheinlich nicht ins Knochenmark (15), wéhrend die ASC der frithen Phase der
Sekundérantwort im Knochenmark nachweisbar werden. Préferentiell wandern solche Zellen ins
Knochenmark ein, die Antikorper hoherer Affinitdt sezernieren, nachdem sie eine
Keimzentrumsreaktion durchlaufen haben (126). Dass diese Unterschiede in der
Migrationsfdhigkeit von ASC intrinsisch reguliert werden, d.h. aufgrund von Modulation oder
Expression der Chemokinrezeptoren gesteuert werden konnen, konnte aus den Beobachtungen in
Transferexperimenten geschlussfolgert werden (99): Hier wanderten ASC, die in
Sekundérantworten generiert worden waren und danach transferiert wurden, unabhéngig davon,
ob der Rezipientenorganismus sich im Stadium einer Primérantwort oder Sekundérantwort
befand, ins Knochenmark.

Diese  Ausfiihrungen deuten eine andere, moglicherweise intrinsisch regulierte
Migrationsfdhigkeit der durch polyklonale-/bystander-Aktivierung generierten ASC an, die den

ASC nicht erlaubt, ins Knochenmark zu gelangen.

In der Expression von CD22 zeigen sich Unterschiede zwischen polyklonal-bystander-
/aktivierten und spezifisch aktivierten Zellen

Neben der Migrationsfdhigkeit der ASC sollte auch {iiber deren Morphologie mogliche
Unterschiede festgestellt werden. Als negativer Regulator der B-Zellfunktion wurde hier ein
Corezeptor des BCR, CD22 untersucht.

Der BCR auf der Oberfliche der B-Zellen kann iiber transmembrandse Signale eine Anderung
von Genexpression ins Zellinnere weiterleiten, die zu einer Aktivierung der Zelle fithren kann,
aber auch zu Anergie oder Apoptose der B-Zelle (55). Fir den BCR wiederum gibt es
Korezeptoren, die diese Signale positiv oder negativ beeinflussen konnen. Neben dem Fcyll-

Rezeptor und CD72 ist auch CD22 solch ein negativer Regulator (102).
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In dieser Arbeit wurden die ASC auf ihre Expression von CD22 untersucht. Dabei wurde in
Ovalbumin-immunisierten Tieren ein Anstieg an Ovalbumin-negativen, CD22-exprimierenden
Zellen im Vergleich zu Tieren ohne Ovalbumin-Immunisierung festgestellt (Abb.20).

CD22 wird auf B-Zellen in unterschiedlicher Stirke im Laufe Ihrer Entwicklung exprimiert,
beginnend mit niedriger Expression im Stadium der Pre-B-Zelle. Reife B-Zellen in der Milz und
Knochenmark weisen die hochsten Level an CD22 auf. Nach Aktivierung der Zelle iiber den
BCR verringert sich jedoch die Expression von CD22.

Wird CD22 exprimiert, kann es als Co-Rezeptor des BCR die oben beschriebene Funktion
negativer Regulation erfiillen. Uber Rekrutierung der Tyrosin-Phosphatase SHP-1 im Zellinnern
werden verschiedene hemmende Vorgdnge in Gang gesetzt, wie zum Beispiel ein massiver
Ausstrom von Ca*’ aus der Zelle (102, 104, 130, 131), die die Schwelle bis zur Ubertragung
eines BCR-Signals erhohen. In Zellkulturexperimenten von Lajaunias et al. (130) und Erickson
et al. (132) wurde deutlich, dass die Regulation von CD22 von der Art der Stimulus abhingt.
Wihrend von anti-IgM Antikdrper aktivierte B-Zellen CD22 verminderten, stieg dessen
Expression bei Aktivierung ohne Einbezug des BCR mit LPS, anti-CD40 Antikorper oder IL-4
an. Mit CD22 besitzt die B-Zelle also vermutlich einen negativen Feedback-Mechanismus um
ungewollte Aktivierung von B-Zellen, die zu Antikdrpern niedriger Affinitdt oder autoreaktiven
Antikorpern fiihren, zu verhindern. Im Gegensatz dazu fiihrt eine Aktivierung der B-Zellen
durch den BCR iiber niedrigere CD22 Level zu geringerer Inhibition, was die Antigenantwort
fordert.

Diese Uberlegung wird unterstiitzt von der Beobachtung, dass CD22-defiziente Miuse nach
Immunisierung eine stirkere Immunantwort zeigen als Kontrolltiere sowie meist hohere Titer
von gegen DNA gerichteten Autoantikorpern aufweisen (133).

Dass auch in der Population Ovalbumin-negativer ASC ein Anstieg von CD22 zu verzeichnen ist
(Abb.20), liefert einen Hinweis auf ein niedrigeres Aktivitdtsniveau der durch polyklonale-

/bystander-Aktivierung entstandenen Zellen.

Abschdtzung des Beitrages von polyklonal-/bystanderaktivierten Plasmazellen zum Langzeitan-
tikorpertiter
Geht man von den 500 Ovalbuminantikérper sezernierenden Zellen aus, die durch NP/CpG-

Immunisierung entstanden sind, bzw in der Milz nachweisbar geworden sind, so wiirde ihr An-
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teil an den Ovalbumin-spezifischen Knochenmarksplasmazellen 5% betragen, vorausgesetzt es
gelingt allen Zellen, ins Knochenmark zu wandern.

Unter der Annahme, dass die residenten langlebigen Knochenmarksplasmazellen mit der Zeit
langsam weniger werden, jedoch durch Plasmazellen aus polyklonaler-/bystander-Aktivierung
ersetzt werden, kann man berechnen, wann die Hélfte des Plasmazellpools aus diesen Zellen
bestehen wird.

Dafiir ist es aber notwendig zu wissen wie oft der Organismus iiberhaupt eine Infektion durch-
macht, die stark genug ist, um zu einer polyklonalen-/bystander-Aktivierung zu fiihren.

Dass die téglichen Kontakte mit Pathogenen nicht zu solchen Immunreaktionen fiihren, in denen
polyklonale-/bystander-aktivierte Plasmazellen entstehen, kann man aus den Studien ableiten,
die Bernasconi et al durchfiihrten (51). Hier konnten Plasmazellen ,,anderer Spezifititen, d.h.
hier nicht spezifisch fiir das in der Immunisierung verwendete Antigen, im Blut nur im
unmittelbaren Anschluss an eine intravendse Immunisierung in relevanten Zahlen nachgewiesen
werden. Der alltdgliche Kontakt mit Pathogenen in der Umwelt der Menschen reicht nicht zur
Stimulation von Gedachtniszellen aus, um das in dieser Studie durch intravendse
Antigenapplikation erzeugte AusmalBl der polyklonalen-/bystander-Aktivierung zu erreichen.
Untersuchungen von Spenderblut einer Blutbank ergaben, dass in ungefdhr jeder zwanzigsten
Blutprobe eine Erh6hung von polyklonalen Plasmazellen gefunden wird (134). Sind an einem
beliebigen Tag 5% der Blutproben einer repriasentativen Spendergruppe plasmazellerhoht, kann
man davon ausgehen, dass auch in einem beliebigen Spender die Wahrscheinlichkeit einer
Plasmazellerhohung 5% ist. So kann man weiter davon ausgehen, dass in 365 Tagen verteilt 18
Tage sind, an denen Plasmazellen im Blut erhdht sind. Da man aber weil}, dass nach einer
Infektion durchschnittlich 2 Tage lang eine Erhohung der Plasmazellen im peripheren Blut
gefunden werden kann, ergibt sich aus diesen Zahlen ein Schitzwert von 9 Infektionen im Jahr,
die dazu fiihren, dass Plasmazellen in der Peripherie nachgewiesen werden konnen. Unter diesen
Plasmazellen sind jedoch wahrscheinlich viele IgA-sezernierende Zellen, die aus lokalen
mukosalen Immunreaktionen stammen, so dass die Zeitabstinde zwischen Infektionen, die in
Milz oder Lymphknoten eine polyklonale-/bystander-Aktivierung auslosen wahrscheinlich eher
langer sind. Auch in der Literatur ist ein Schitzwert von 4 Infektionen pro Jahr angegeben, der
sich also in der gleichen Gréfenordnung befindet (135).

Kommt es also maximal zehn Mal im Jahr zu einer Infektion, die 5% der Knochenmarksplas-
mazellen durch polyklonale-/bystander-Aktivierung ersetzt, so wiirden nach einem Jahr 50% der

Knochenmarksplasmazellen aus diesen Plasmazellen bestehen.
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Hierbei handelt es sich jedoch um eine Maximalabschédtzung, da die Ergebnisse dieser Arbeit
nicht zeigen, dass die durch polyklonale-/bystander-Aktivierung entstandenen Plasmazellen

iiberhaupt ins Knochenmark wandern.

Abschliefend kann also davon ausgegangen werden, dass polyklonale-/bystander-Aktivierung
von Gedichtnis-B-Zellen stattfindet. Aufgrund der geringen Aktivierungsfrequenz muf3 eine
Akkumulation der Zellen gewéhrleistet sein, um einen quantitativen Einfluf auf den Antikorper-
titer im Blut zu haben. Da davon ausgegangen wird, dass Plasmazellen nur im Knochenmark
lange iiberleben, ist eine wichtige Frage, ob die polyklonal-/bystander-aktivierten Zellen dorthin
wandern konnen. Dieser Sachverhalt konnte nicht abschlieBend gekldrt werden, und mu3 Ge-
genstand weiterer Untersuchungen sein.

Unter Annahme der Wanderungsfahigkeit ins Knochenmark kommt man iiber eine Maximalab-
schitzung zu einem Zeitraum von 1 Jahr, nach dem der Langzeitantikorpertiter zu 50% von po-
lyklonal-/bystander-aktivierten Zellen getragen werden konnte, und ohne Kontakt zum eigentli-
chen Antigen weiter aufrechterhalten werden kann.

Dass das Verstindnis dieser Mechanismen auch von klinischer Relevanz ist, wird bei der Ent-
wicklung neuer Impfstoffe deutlich, die zu einer mdglichst lange anhaltenden Immunitét fithren

sollen, genauso wie bei den Uberlegungen zur Entwicklung von Impfstrategien.
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7 Zusammenfassung

Die Antikdrperproduktion gegen eingedrungene Pathogene oder Impfantigene wird oft iiber viele
Jahre aufrechterhalten, auch nachdem der Organismus die akute Infektion {iberwunden hat, bzw.
kein weiterer Kontakt zum Impfantigen besteht. Obwohl dieses Phdnomen schon lange und oft
beschrieben wurde, gibt es eine noch immer andauernde Diskussion iiber die zugrunde liegenden
Mechanismen.

Da Antikorper mit einer Halbwertszeit von 2-3 Wochen im Korper abgebaut werden, muf eine
kontinuierliche Antikorperproduktion gewihrleistet sein, um einen Langzeitantikorpertiter
aufrechtzuerhalten.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine aktuelle Hypothese untersucht, die diese kontinuierliche
Antikorperproduktion erklédrt, ndmlich die Generierung von Plasmazellen durch polyklonale-
/bystander-Aktivierung. Diese Theorie basiert auf der Beobachtung, dass in vitro eine
unspezifische Stimulation von Gedéichtnis-B-Zellen moglich ist, und in vivo im Rahmen von
systemischen Immunantworten Plasmazellen anderer Spezifititen im Blut auftauchen.

In der Arbeit wurde ein Mausmodell etabliert, in welchem die Effekte polyklonaler-/bystander-
Aktivierung unter physiologischen Bedingungen untersucht werden konnten.

Es konnte gezeigt werden, dass durch Impfung mit Ovalbumin oder NP und CpG eine
polyklonale-/bystander-Aktivierung in diesem Mausmodell ausgeldst werden kann, die sowohl
mittels BrdU-Markierung proliferierender Zellen als auch numerisch nachgewiesen wurde.
Hauptsidchlich werden dabei Gedichtnis-B-Zellen aktiviert, die aus vorhergehenden
Immunreaktionen im Organismus vorhanden sind.

Die Anzahl der neu entstandenen Plasmazellen ist jedoch sehr gering. Verglichen mit einer durch
Antigen spezifisch ausgelosten Immunantwort betrigt der Effekt einer polyklonalen-/bystander-
Aktivierung 5%. Sowohl kurzfristig als auch nach Wochen konnte kein signifikanter Beitrag
zum Antikorpertiter im Serum nach polyklonaler-/bystander-Aktivierung nachgewiesen werden.
Dariiber hinaus sind die durch diesen Mechanismus entstandenen Plasmazellen nur in einem
begrenzten Zeitraum in der Milz nachweisbar. Im Knochenmark konnten sie zu keinem Zeitpunk
detektiert werden.

Das Erreichen des Knochenmarks ist jedoch essentiell wichtig fiir das lingerfristige Uberleben
der Plasmazellen, und nur durch dieses Uberleben ist eine Akkumulation der polyklonal-

/bystander-aktivierten Plasmazellen mdoglich. Eine Maximalabschédtzung -unter Annahme der
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Wanderungsfahigkeit ins Knochenmark- ergibt einen Zeitraum von einem Jahr, nach dessen
Ablauf 50% des Pools der Plasmazellen im Knochenmark von polyklonal-/bystander-aktivierten
Plasmazellen ersetzt sein konnte.

Die Ergebnisse der hier gezeigten Untersuchungen machen deutlich, dass polyklonale-
/bystander-Aktivierung zur Aufrechterhaltung eines Langzeitantikorpertiters beitragen kann. Sie
zeigen jedoch auch, dass dessen Effekte nicht nach Tagen, sondern frithestens nach Monaten
tragen, und nur unter der Voraussetzung dass die Plasmazellen als langlebige Zellen ins
Knochenmark gelangen.

Zu verstehen, wie der Stellenwert der unterschiedlichen Mechanismen zur Aufrechterhaltung
eines Langzeitantkorpertiters einzuschétzen ist, hat klinische Bedeutung nicht nur in der
Entwicklung neuer Impfstoffe, sondern auch fiir den Aufbau von zukiinftigen Impfstrategien z.B.

zur Verhinderung von Reinfektionen der erwachsenen Bevolkerung.
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