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Einleitung

2 Einleitung

Das menschliche Immunsystem ist ein hoch diffeenteni Apparat, dessen Aufgabe es ist, den
Organismus vor Fremdstoffen, Mikroorganismen, Terirund malignen Zellen zu schitzen.
Eine Vielzahl von spezialisierten Organen, Gewehéallen und Molekilen sind fir die
Funktion und Aufrechterhaltung dieses komplexen t&gs verantwortlich. Durch die
Produktion spezifischer Antikérper tragen Plasmamemal3geblich zur humoralen Immunitat
bei (1). Neben dieser herausragenden Schutzfunkiimmen Plasmazellen aber auch an der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen (2, 3), maligrierkrankungen wie z.B. Multiples
Myelom (4), oder Allergien (5) beteiligt sein. Voissetzung fur den Einsatz erfolgreicher
Therapien ist ein detailliertes Verstandnis dethBgénese dieser Erkrankungen. Daflr ist die
Kenntnis der Biologie normaler Plasmazellen underihWMorlaufer essentiell, wozu die

vorliegende Arbeit beitragen soll.

2.1 Das angeborene und erworbene Immunsystem

Das Immunsystem lasst sich in die angeborene undreene Abwehr unterteilen. Bevor ein
Erreger in den Organismus eindringen kann, wirdven physikalischen und chemischen
Schutzbarrieren zurtickgehalten. Zu ihnen zahlemrruahderem eine intakte Epidermis, der
Saureschutzmantel der Haut und die Hautflora, Eezgowie das Flimmerepithel des oberen
Respirationstrakts. Schafft es ein Pathogen denriieke erste Barriere zu tUberwinden, wird
das angeborene Immunsystem aktiviert. Die angebarétbhwehrmechanismen werden auch als
unspezifisch bezeichnet, da sie zunachst unabh&ogigjeweils eindringenden Erreger schnell
agieren. Bestandteil unspezifischer Abwehrmalinahsiad das Monozyten-Makrophagen-
System und neutrophile Granulozyten, die fremdea@ggmen anhand ihrer Oberflachenstruktur
erkennen und phagozytieren sowie mit Hilfe des Klemegntsystems lysieren. Naturliche
Killerzellen (NK Zellen) induzieren den programntesr Zelltod infizierter Zellen. Zudem
werden Zytokine und Chemokine sezerniert, die akwge Entziindungsreaktion im betroffenen
Gewebe auslosen bzw. weitere Phagozyten zum OriGasshehens locken und somit eine
zunehmende Ausbreitung der Krankheitserreger veenin

Mit einer Verzdgerung von drei bis sieben Tagegtfdie erworbene (adaptive) Immunantwort,
die im Gegensatz zur angeborenen Abwehrreaktiozifsgm Pathogene erkennt. Sie wird

aktiviert, wenn das unspezifische Immunsystem degeglrungenen Erreger nicht ausreichend
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eliminieren kann. Eine wichtige Rolle spielen herldie B- und T-Lymphozyten. Diese tragen
auf ihrer Oberflache Rezeptoren, die jeweils num bestimmtes Antigen hochspezifisch
erkennen kénnen. Durch die Bindung des entspreemedgtigens werden die Lymphozyten
aktiviert, was zu ihrer Proliferation und klonal&xpansion fihrt. Daraus resultieren viele
identische Kopien dieser Zelle, die als Effektdereldie Bekampfung der Krankheitserreger
gewahrleisten. Die humorale Antwort wird mit derk&gion von spezifischen Antikorpern

ausdifferenzierter B-Zellen, den Plasmazellen uhdenn unmittelbaren Vorlaufern, den

Plasmablasten, sichergestellt. Wahrend der Gro@éeiZellen nach erfolgreicher Eliminierung
der Pathogene stirbt, Gberleben einige Lymphozytdform von langlebigen Gedachtniszellen.
Diese bilden die Grundlage des immunologischen Gddéses, das bei erneutem Kontakt mit

demselben Pathogen einen schnelleren und effizeantchutz bietet als beim Erstkontakt.

2.2 Die humorale Immunitat

2.2.1 B-Zellentwicklung

B-Zellen entstehen aus pluripotenten hamatopoeis@tammzellen im Knochenmark (6). Die
Entwicklung ist durch die Abfolge mehrerer Zwischerien streng festgelegt und beinhaltet die
Bildung eines funktionierenden B-Zellrezeptors. DeB-Zellrezeptor entspricht
membrangebundenem Immunglobulin  (Antikdrper) einemmzigen Spezifitdt auf der
Zelloberflache. Im Verlauf des Reifungsprozesses @&eZellen erfolgt eine zuféllige
Rearrangierung der Gensegmente, die fur die sciwand leichten Ketten eines Antikorpers
kodieren. Auf diese Weise entsteht eine Vielzahtergsthiedlicher B-Zellrezeptoren, die
eindringende Antigene spezifisch erkennen und bindanen.

Jede B-Zell-Entwicklungsstufe wird anhand ihrer @Behenmolekile und dem Status der
Genrekombination der schweren und leichten Kettaradtierisiert (7). Zunachst bilden sich
antigenunabhangig tber verschiedene Zwischenstadtiezife B-Zellen, die erstmalig auf ihrer
Oberflache einen vollstandigen B-Zellrezeptor inrmfovon membranstandigem IgM
exprimieren. Stromale Zellen aus dem Knochenmasditele einen wichtigen Beitrag in der B-
Zellentwicklung. Als stromale Knochenmarkzellen dem fibroblastenartige, nicht-
hamatopoetische Zellen bezeichnet, die u.a. ddsulde Gerist des Knochenmarks formen.
Durch den Zell-Zell-Kontakt und die Produktion [dbler Faktoren unterstitzen sie die
Zelldifferenzierung und —proliferation (8). Es folgin Selektionsprozess, bei dem autoreaktive

B-Zellen anergisch werden oder in Apoptose gehgnUBerlebende unreife B-Zellen verlassen
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dann das Knochenmark und werden in den periphalamdaren lymphatischen Organen lber
zwei Ubergangsstadien (die transitionalen Stadigrud T2) zur reifen, naiven B-Zelle, die
neben IgM zusatzlich IgD auf ihrer Oberflache trag&0). Abhangig von ihrer Lokalisation ist
eine Unterscheidung in zwei Populationen moglicin Heiner Teil der T2 B-Lymphozyten
migriert zur Marginalzone der Milz und persistiddrt als naive Marginalzonen B-Zellen (11).
Die meisten B-Zellen der Ubergangsphase T2 reddogh zu naiven follikularen B-Zellen, die
in die Follikel der Milz und Lymphknoten sowie iKsiochenmark wandern (12).

Grundsatzlich kdnnen B-Zellen in zwei Gruppen efatiewerden: B1- und B2-Zellen. Wahrend
B1-Zellen vorwiegend in der Bauchhdhle anzutrefierd, stellen B2-Zellen die klassischen B-
Zellen dar. Zur Vereinfachung werden die B2-Zelledieser Arbeit als B-Zellen bezeichnet.

2.2.2 B-Zellaktivierung und —differenzierung zur Phsmazelle

Reife, naive B-Lymphozyten sind in der Lage, Antigeu erkennen und werden Uber deren
Bindung aktiviert. Marginalzonen B-Zellen sind @iesten B-Zellen, die auf Antigen reagieren
und vermitteln dadurch einen sehr schnellen Scfilty. Die Stimulation von B-Zellen fuhrt
entweder zum Zelltod aufgrund von Autoreaktivitatr Differenzierung in Gedachtnis-B-Zellen
oder Antikorper-sezernierende Plasmablasten (18)w&den zwei Aktivierungsmechanismen
unterschieden: die T-Zell-abhangige und T-Zell-udaigige Immunantwort. Beide finden in

den sekundéren lymphatischen Organen statt.

Sobald ein Proteinantigen an den B-Zellrezeptoddtinist die zusatzliche Hilfe von T-Zellen
zur Stimulation der B-Zelle notwendig und es konmut T-Zell-vermittelten Immunreaktion.
Zunachst wird das Antigen von der B-Zelle aufgen@nnund in seine Peptidbestandteile
gespalten  (,prozessiert’). AnschlieRend werden diPeptidfragmente an den
Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histoconmbpgity complex, MHC) Klasse Il
gebunden und auf der B-Zelloberflache prasentizig.so dargebotenen Moleklle kdnnen nun
von CDA4-T-Helferzellen erkannt werden, wenn diesengr durch das gleiche Antigen einer
Antigen-prasentierenden Zelle (APC) aktiviert wurd€l4). Es entsteht eine Interaktion
zwischen beiden Zellarten, bei der vor allem dign8&itbertragung zwischen CD40 (B-
Lymphozyt) und seinem Liganden CD40L (T-Lymphozydh Bedeutung ist. Aul3erdem werden
die T-Zellen zur Sekretion verschiedener Zytokine w.B. den Interleukinen (IL) IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 und IL-21 angeregt. Diese Vorganprdern die Proliferation der B-Zelle und
ihre Differenzierung zum Plasmablasten bis hin mifen Plasmazelle (14-17). Viele der
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entstandenen, kurzlebigen Plasmazellen residiererdan extrafollikularen Regionen der
lymphatischen Organe und sezernieren zumeist Ighkéuper geringer Affinitat (18). Eine
Blockade von CD40L hemmt die klonale ExpansionRl&tellen (19).

Ein Teil der follikularen B-Zellen, die entspreclden T-Zellhilfe erhalten, kann zuséatzlich
Keimzentren bilden. In der so genannten Keimzergreaktion, die mit Phasen starker
Proliferation einhergeht, kommt es zur somatiscHgpermutation, bei der sich die variable
Region und damit die Affinitdit des B-Zellrezeptoverandern (20, 21). Im Verlauf der
Affinitatsreifung werden B-Zellen positiv selektiederen Bindungsaffinitdt zum spezifischen
Antigen dadurch gesteigert wird. Nach wenigen Tag@stehen aus dieser Reaktion langlebige,
ruhende Gedéchtnis-B-Zellen (22) und zunachst Ribkraten mit hoch affinen Antikorpern, die
dann zu Plasmazellen reifen (20). Von T-Helferzelgoduzierte Zytokine kénnen aufRerdem
einen Klassenwechsel der Antikorper bewirken. Gleths-B-Zellen sind nicht in der Lage
Antikorper zu sezernieren. Bei einer Reinfektion emdAuffrischimpfung kommt die
Keimzentrumsreaktion schneller zustande und auohd diurchschnittliche Affinitat der

sezernierten Antikérper ist hoher.

B-Zellen kénnen auch ohne T-Zellhilfe, das heiffgld durch zusatzliche Signale des Antigens
selbst aktiviert werden. Zu diesen Antigenen zéahbakterielle Polysaccharide, polymere
Proteine und Lipopolysaccharide, welche die B-Zelflyklonal stimulieren. Die meisten
Plasmazellen, die aus der T-Zell-unabhangigen Inamwwort hervorgehen, sind kurzlebig und
verbleiben in den extrafollikularen Regionen ddwuselaren lymphatischen Organe, Gedachtnis-
B-Zellen werden nicht gebildet (4, 18).

Grundsatzlich kdnnen Plasmablasten aus jeder lgphiebaktivierten B-Zelle entstehen. Dazu
gehoéren naive Marginalzonen-B-Zellen und follikel@-Zellen, stimulierte Keimzentrums-B-
Zellen und Gedachtnis-B-Zellen. Es ist jedoch niklair, ob die entstehenden Plasmablasten

aller Ursprungszellen in der Lage sind, in langieldPlasmazellen Gberzugehen (5).

2.2.3 Regulierung der Plasmazellentwicklung

Plasmazellen reprasentieren das Endstadium derli@Zeicklung. Die Fahigkeit, sich zur
ausdifferenzierten Plasmazelle zu entwickeln, mt verschiedenen Faktoren abhangig. Eine
Voraussetzung ist die Aktivierung des Gens PRDMisifpve-regulatory-domain containing 1),
das den Transkriptionsfaktor BLIMP1 (B-lymphocytehiced maturation protein 1) kodiert (23).

10
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BLIMP1 wird von allen Plasmazellen, unabhangig ntstehungsart und Lebensdauer, in der
Milz und im Knochenmark, aber nicht in B-Zellen expert (24, 25). Es gilt als ein
molekulares Schlusselelement in der PlasmazellBmumg und Antikérperproduktion (26).
Folge der BLIMP1-Kodierung ist die Unterdrickung deanskriptionsfaktoren PAX5 (paired
box protein 5) und BCL-6 (B-cell lymphoma 6), di@ewichtige Rolle in der B-Zellfunktion,
insbesondere in der Keimzentrumsreaktion, spiel2i).( Diese Unterdriickung bewirkt
wiederum die Auspragung von XBP1 (X-box-bindingtpm 1), den als erstes nachgewiesenen
Transkriptionsfaktor in der Differenzierung von $aazellen (28). XBP1 kontrolliert die
Funktionsweise des endoplasmatischen Retikulums,s ddurch die erhebliche
Antikdrperproduktion sehr beansprucht wird (29)e Rirbeitsgruppe um Busslinger zeigte im
Mausmodell eine weitere Folge der PAX5-Unterdrickudie Reaktivierung verschiedener
Gene in Plasmazellen, wie z.B. den Chemokinrez&p@iR2 (30). Aul3erdem wurde beobachtet,
dass Mause, deren B-Zellen CCR2 defizient sindad®Ofgeringere Mengen spezifischer
Antikdrper produzierten. Dies deutet auf eine wipht Funktion von CCR2 in der
Plasmazelldifferenzierung hin.

Eine weitere Aufgabe von BLIMPL1 ist die Repressitms Proto-OnkogensMyc, das fur die
Zellteilung verantwortlich ist und in der Folge dienddifferenzierung der Plasmazelle
unterstitzt (31). Die Zytokine IL-2, IL-5, IL-6, 10, IL-21 sowie STAT3 (Signal Transducers
and Activators of Transcription) sind fur die Indiokn der BLIMP1-Expression entscheidend
(16, 32).

Grof3tenteils sind jedoch die genauen Signale untekularen Mechanismen, welche die
Entwicklung von Plasmazellen regulieren noch nigbtlstandig verstanden und bedirfen

weiterer Forschungsarbeiten.

2.2.4 Charakterisierung von Plasmazellen und ihrevorlaufern

Der Entwicklungsprozess von der B-Zelle Uber Plasiheorlaufer (Plasmablasten) zur
ausdifferenzierten Plasmazelle geht mit morphotdgs und funktionellen Veranderungen
einher. Aufgabe sowohl der Plasmazellen als aueh Worlaufer ist es, bis zu 1®olekiile pro

Sekunde an l6slichen Antikérpern zu sezernieren , (334). Um der hohen

Immunglobulinsynthese im endoplasmatischen Retikulgerecht zu werden, verfigen
Plasmablasten und Plasmazellen lber eine heransie@azahl dieser Organellen. Folglich ist
das Zytoplasma im Verhaltnis zum Zellkern starkgvé8ert und verdrangt den Kern an den
Rand der Zelle. AulRerdem verdndert sich die Expesszahlreicher spezifischer

11
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Oberflachenmolekile auf dem Entwicklungsweg zusiizelle. Die Molekile MHC 11, CD19,
CD21 und CD22, der murine B-Zellmarker B220 sowee ldumane B-Zellmarker CD20 werden
auf Plasmazellen deutlich schwécher exprimiert dad B-Zellrezeptor verschwindet von der
Zelloberflache (35-37). Dagegen wird CD38 in hohdévtalle auf der Oberflache von
Plasmablasten und Plasmazellen ausgebildet (38, Z2@gatzlich erscheint das Proteoglykan
Syndekan-1 (CD138) auf der Oberflache (40).

Eine Unterscheidung zwischen Plasmazellen und ilwenittelbaren Vorlaufern anhand der
Oberflachenmolekule ist schwierig. Hinweise komrmjedioch aus vergleichenden Analysen von
Plasmablasten bzw. Plasmazellen aus dem KnochenderRonsille und dem peripheren Blut
(41-43). Die in diesen Organen gefundenen Plasheazeentsprechen verschiedenen
Reifegraden. Medina und Koautoren (41) beobachtei#in Knochenmarkplasmazellen eine
geringere Auspragung der Marker CD19, CD20, CDA2Z; HLA-DR (MHC 1) und CD62L
als auf Blutplasmazellen. Das Adhasionsmolekil CD3durde dagegen auf
Knochenmarkplasmazellen starker exprimiert. Dasgnih VLA-4 (very late antigen 4) sowie
CD44 zeigten auf Plasmazellen aus dem Blut und Keothenmark keine Unterschiede. Das
Proteoglykan CD138 gilt als Differenzierungsmarkér reife Plasmazellen (44) und ist auf
Knochenmarkplasmazellen starker ausgebildet, diele@em erhohte Level des
antiapoptotischen Faktors Bcl-2 beinhalten (41).neEi Ubersicht zum Plasmazell-
Expressionsmuster in den verschiedenen OrganenAfpbiildung 1. Ein weiterer Marker zur
Beurteilung der Plasmazellentwicklung ist CD38, dias Laufe der Enddifferenzierung an
Intensitat zunimmt und seine starkste Expressidfnochenmarkplasmazellen erreicht (45, 46).
Diese Heterogenitat spricht fur eine zunehmendé&Rigr Plasmazellen aus dem Knochenmark
gegenuber Vorlauferzellen aus der Peripherie (41).
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Tonsille —— Blut — Knochenmark

DIFFERENZIERUNG
CD138

CD19, CD20, CD22, CD45, HLA-DR

UBERLEBEN

CD95

Bcl-2

TRANSKRIPTION BLIMP-1
ADHASION CD31, VLA4
CD11a, CD21

CD44

CD9, CD50, CD54

L

CD62L

Abb. 1: Plasmazell-Expressionsmuster in verschieden Organen. Die Abbildung zeigt das
Expressionsmuster verschiedener Oberflachenmolekidee fiir Differenzierung, Uberleben,
Transkription und Adhasion von Plasmazellen veranfwh sind. Dabei weisen Plasmazellen aus
Tonsille, peripherem Blut und Knochenmark einenetsthiedlichen Phé&notyp auf. Abbildung in
Anlehnung an Medina et d¥1).

Ein entscheidendes Differenzierungsmerkmal zwiscRéasmablasten und Plasmazellen ist
jedoch die Teilungsfahigkeit. Wahrend Plasmablasterch teilungsfahig sind, kdnnen
enddifferenzierte Plasmazellen nicht mehr proldesn (47). Beiden Zellarten gemein ist ihre
Antikorperproduktion und —sekretion., weshalb irr déeratur auch der Begriff ,Antikorper

sezernierende Zelle* (ASC) gewahlt wird (5, 32). Rahmen dieser Arbeit wurde die
Antikorpersekretion jedoch nicht untersucht, deshafurde in den Fallen, in denen nicht
aufgrund von Oberflachenmolekilen zwischen Plasasabund Plasmazelle unterschieden

werden konnte, zur Vereinfachung der Term ,Plashieizeerwendet.

2.2.5 Migrationsverhalten von Plasmablasten und Ptanazellen

Aus aktivierten B-Zellen entstehen Plasmablasten,denen sich ein Teil lokal zur Plasmazelle
entwickelt und dann gemalf ihres Ursprungs in deargkiren lymphatischen Geweben sesshatft

bleibt (18). Plasmablasten, die aus Keimzentrunkti@sen hervorgehen, besitzen die
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Eigenschaft, tber die Lymphbahnen oder das peeplut in verschiedene Regionen zu
wandern um dort zur Plasmazelle zu differenzieds).(Ermdglicht wird diese Fahigkeit unter
anderem durch ihre Sensibilitdt gegentber Chemaoki@demokine gehdren zur Gruppe der
Zytokine, welche die Zellwanderung, insbesonderen oeukozyten regulieren. Sofern
Leukozyten Uber die entsprechenden Rezeptoren adeh Adh&sionsmolekile auf ihrer
Oberflache  verfugen, konnen sie gezielt von Cheneki entlang eines
Konzentrationsgradienten in bestimmte Gebiete ¢elaerden. Gebildet werden Chemokine
sowohl vom Grundgewebe der lymphatischen Organawdh von den einzelnen Zellen selbst,
um sich gegenseitig anzuziehen. Am Ziel angekomatan auch wahrend der Reifung kénnen
die Zellen ihr Chemokinrezeptorprofil und so auchMigrationsverhalten andern (48, 49).
Wahrend B-Zellen die Follikel-koordinierenden Chémnoezeptoren CXCR5 und CCR7 noch
auf ihrer Oberflache exprimieren, sind sie auf Rlalslasten nicht mehr vorhanden (50, 51).
Plasmablasten verlieren daraufhin ihre Fahigkeitgegéber den korrespondierenden
Chemokinen und ihr Auswandern aus den lymphatiscBeganen wird auf diese Weise
vermutlich erméglicht. Eine wichtige Rolle in derigviation von Plasmablasten spielen ihr
Chemokinrezeptor CXCR4 und der zugehorige LigandCCX (SDF-1, stromal derived factor
1), welcher von der roten Pulpa der Milz, den M#a&sgen der Lymphknoten und den
stromalen Zellen des Knochenmarks gebildet wird &?). Bei Plasmazellvorlaufern, denen
CXCR4 auf der Oberflache fehlt, ist die Migrationnz Knochenmark deutlich beeintrachtigt
und es kommt zur Dislokalisation innerhalb der MB®, 51). Dennoch ist die Zahl der Antigen-
spezifischen Plasmazellen in Mausen mit CXCR4 dmiten B-Zellen 90 Tage nach
Sekundarimmunisierung vergleichbar mit dem Wildtyp dass CXCR4 zwar wichtig, aber nicht
essentiell fur die Zellwanderung in das Knochenmadheint (53). Obwohl auch reife
Plasmazellen aus dem Knochenmark den Chemokinmaz€XCR4 exprimieren, sind sie zwei
Wochen nach Sekundarkontakt nicht mehr in der Laggen CXCL12 zu migrieren (54),
weshalb CXCL12 als méglicher Uberlebensfaktor filasmazellen eine neue Funktion
zugeschrieben wird (55). Die Auspragung des Rerep@XCR3 erlaubt die Anziehung von
Plasmablasten in entziindete Gewebe (50). Dabdt $pierferony (IFN- y) eine bedeutende
Rolle, indem es CXCR3 auf Plasmablasten und dierekpondierenden Liganden auf
Entztindungszellen hoch reguliert (56). Aber aueh werlieren reife Plasmazellen die Fahigkeit,
gegen CXCL9 und CXCL11, den Liganden von CXCR3 zandern. Das Ziel von IgA-
sezernierenden Plasmablasten sind meistens mukGs&dlete des Intestinaltrakts (48). Mit
Hilfe ihrer Rezeptoren CCR9 und CCR10 wandern sttaeg des Konzentrationsgradienten zu
den entsprechenden Liganden CCL25 und CCL28 (97, 58
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2.2.6 Lokalisation und Lebensdauer von Plasmazellen

Lange Zeit wurde vermutet, dass die Lebensspann®ldemazelle im Bereich weniger Tage
liegt und wurde dementsprechend als relativ kugeaahen (59-61). Mittlerweile hat sich diese
Sichtweise geandert und eine Vielzahl von Studietedi das Vorhandensein langlebiger
Plasmazellen (62-64).

Aus der T-Zell-unabhangigen B-Zellaktivierung gelmmneist Plasmazellen mit einer kurzen
Lebenszeit hervor, sie residieren im extrafollikala Gewebe der sekundaren lymphatischen
Organe und gehen innerhalb weniger Tagen in Apep(d3). Dagegen Uberleben langlebige
Plasmazellen mindestens mehrere Monate (62). NaZkllFabhéngiger Stimulation von B-
Zellen sind zwei Differenzierungswege moglich. Eseits erfolgt wiederum eine in
extrafollikularen Regionen stattfindende primaremiumantwort mit der Ausbildung von meist
kurzlebigen Plasmazellen. Andererseits ist die Fdion von Keimzentren mdglich, aus deren
Keimzentrumsreaktion langlebige Gedachtnis-B-Ze#lewie kurz- und langlebige Plasmazellen
entstehen kdnnen. Das bedeutet, es existierensuhiedliche Plasmazellpopulationen, wobei
offenbar nicht alle Plasmablasten in der Lage dimdanglebige Plasmazellen zu differenzieren
(65).

Die maximale Zahl an spezifischen Plasmazellen e@odr primaren Immunisierung mit einem
T-Zell-abhangigen oder —unabh&ngigen Antigen wiethn etwa einer Woche erreicht. Sie
verweilen flr einige Tage in den extrafollikular&egionen der sekundaren lymphatischen
Organe, bevor sie infolge eines programmiertent@idls sterben (18). Nach einer sekundaren
Immunantwort, wie z.B. bei einer Reinfektion odeinee Auffrischimpfung kdnnen im
menschlichen Serum sehr lang anhaltende Antikdtpertim Fall von Tetanus und Diphtherie
uber mehrere Jahrzehnte lang nachgewiesen werdei@ Zahl der Antigen-spezifischen
Plasmazellen in den sekundaren lymphatischen Ongatezgt in den ersten Tagen zuné&chst
rapide an und fallt dann innerhalb einer Wocheeanén Wert, der nur wenig tber dem vor der
Immunisierung liegt (18). Parallel dazu erh6ht giah Plasmazellzahl im Knochenmark, wo sich
die Mehrheit der Immunglobulin-sezernierenden Pkmstien beim erwachsenen Menschen
befindet (66). Insgesamt handelt es sich um eitagivekonstante Plasmazellfrequenz von ca.
0,2-0,4% (42) bzw. 0,1-1% (45) aller mononukleagailen im Knochenmark. Aufgrund der
geringen Halbwertszeit ungebundener Immunglobulore maximal drei Wochen (67), ist eine
kontinuierliche Antikorperproduktion notwendig, uamen ausreichenden Spiegel schitzender
Antikorper beizubehalten. Die Aufrechterhaltungegitangjahrigen Immunitat wirft die Frage
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nach den zu Grunde liegenden Mechanismen auf, eisutlich in einem Zusammenspiel
funktionieren (5).

Ein Erklarungsversuch beruht auf der Abhangigkedn vpersistierendem Antigen und
Gedéachtnis-B-Zellen, einhergehend mit deren korgntiaher Proliferation und Differenzierung
in kurzlebige Plasmazellen (68, 69). Die zweite driee beinhaltet die Entstehung von
langlebigen Plasmazellen mit einer definierten Maltiszeit aus Gedachtnis-B-Zellen tber die
Bystander-Aktivierung (70). AuRerdem gibt es dasikept, dass Plasmazellen unabhéngig von
Gedachtnis-B-Zellen und T-Zell-Hilfe in bestimmtétberlebensnischen im Knochenmark fur
eine lange Zeit am Leben bleiben kdnnen. Diesesz&mnwurde durch Untersuchungen zur
Lebensdauer von Knochenmarkplasmazellen in der Mzmesétigt. Mit Hilfe von BrdU-
Inkorporationsstudien zeigten Manz et al. (62),sdBksmazellen aus dem Knochenmark drei
bis sechs Wochen nach einer Sekundarimmunisierub@walbumin nicht mehr proliferieren
und spater mindestens drei Monate ohne DNA-Synthé@serleben kdnnen. In weiteren
Experimenten, bei denen Plasmazellen aus dem Knowr& in naive Mause transferiert
wurden, konnten Antikdrpertiter Uber mehrere Momaehgewiesen werden, ohne dass Antigen
in die naive Maus injiziert wurde (64). Slitka et #3) verfolgten die Lebensspanne von
LCMV-spezifischen Antikorpertitern und Plasmazellemdem sie diese in naive Mause
transferierten, deren Gedachtnis-B-Zellen vorhgaeteert wurden. In diesem Versuch wurden
noch langer als ein Jahr nach dem Transfer viragspehe Plasmazellen im Knochenmark
nachgewiesen. Dabei konnte ausgeschlossen werdgss, dlese Plasmazellen infolge einer

kontinuierlichen Repopulation von virusspezifiscli@edachtnis-B-Zellen neu entstanden sind.

Aufgrund mangelnder Nachweismdoglichkeiten ist esMenschen schwieriger, das Vorkommen
von langlebigen Plasmazellen zu zeigen. Die Ergsieniberuhen hier auf der Detektion
protektiver, spezifischer Antikdrpertiter, meistrdenmunglobulin-Klasse G (IgG) und IgA,
viele Jahre bis Jahrzehnte nach Infektion oder rsathimpfung (1). In einer kirzlich
veroffentlichten Longitudinalstudie von Amanna kt(@1) wurden die Antikdrperspiegel gegen
Masern, Mumps, Roételn, Pocken, Epstein-Barr-Virasvie Varizella-Zoster-Virus und der
nicht-replizierenden Antigene wie Tetanus- und Ehghnietoxin Uber eine Zeitspanne bis zu 26
Jahren untersucht. Fur die Antikdrper gegen Munupst Masernviren wurden Halbwertszeiten
von Uber 200 Jahren beobachtet. Die Antigen-sgehiéin Gedachtnis-B-Zellen waren langlebig,
jedoch ergab sich keine Korrelation zu den Antikdtiern in den Féllen, die mehrfach
Antigenkontakt hatten oder die wiederholt geimpfirden. Das wurde dafir sprechen, dass

Plasmazellen und Gedachtnis-B-Zellen unabhangigeimander reguliert werden. Einen
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weiteren Hinweis fur langlebige Plasmazellen im Bthen ergeben Studien an Patienten, bei
denen CD20 B-Lymphozyten mit dem monoklonalen Antikdrper Ritaab eliminiert wurden

(72-74). Die Antikorperkonzentration im Serum blietbennoch unverandert, so dass
wahrscheinlich langlebige Plasmazellen, die aufdrdes Fehlens von CD20 nicht von der

Depletion betroffen sind, fiir die anhaltende Imnt@tnwverantwortlich sind (72-74).

Neben dem Knochenmark, das im gesunden Organisisiphiygsiologisches Hauptreservoir von
langlebigen Plasmazellen fungiert, kann eine Anhdgfvon Plasmazellen auch in anderen
Geweben vorkommen. In der Milz findet sich normaksse nur ein kleiner Anteil von
langlebigen Antikdrper-sezernierenden Zellen (18, &5, 75). Im Zustand chronischer
Entzindung sind Plasmazellen auch in entziindetevetian anzutreffen (5) und tragen durch
die Produktion von Immunglobulinen vor Ort effektaur Bekampfung des Pathogens bei.
Beispiel fir eine vermehrte Plasmazellakkumulatgnd entziindete Nieren von NZB/W-
Mausen, dem Mausmodell fir die Autoimmunerkranksygtemischer Lupus erythematodes
(SLE) (76), sowie von SLE-Patienten mit Nephritr¥), In den Nieren von NZB/W-Mausen
konnten zwar vielfach hohere Plasmazellzahlen dietékverden, jedoch keine Bildung von
Keimzentren (76). Dies deutet darauf hin, dass Hlasmazellen von den sekundaren
lymphatischen Organen in das chronisch entziindeteee einwandern. Ein weiteres Beispiel
sind Plasmazellen in der Synovia von Patienten nméumatoider Arthritis (78, 79). Die
Lebensdauer dieser in entziindete Gewebe eingewandelasmazellen beschréankt sich aber
wahrscheinlich auf die Dauer der Inflammation &) anderer Ort der Plasmazellbildung ist die
Mukosa. Ob sich hier auch langlebige Plasmazeiteteh ist bisher unklar (80).

2.2.7 Das Konzept der Plasmazell-Uberlebensnische

Plasmazellen aus dem Knochenmark haimenivo eine sehr lange Lebensspanne ohne sich
weiterhin zu teilen. Werden diese Zellen jedeghvivoisoliert odelin vitro generiert, sterben sie
innerhalb weniger Tage in Kultur infolge Apopto$&,(81). Das Knochenmark scheint somit ein
besonderes Mikromilieu zu bieten, das eine entdemele Rolle bei der terminalen
Differenzierung, beim Uberleben und bei der Funitiveise der Plasmazellen spielt: die so
genannte Plasmazell-Uberlebensnische (5, 82, 88h himmt an, dass dieses Mikromilieu von
einem oder mehreren Zelltypen gebildet wird, diealorerschiedene Faktoren bereitstellen, die
synergistisch das Uberleben von Plasmazellen erohiégl. Bei diesen Uberlebensfaktoren

handelt es sich um Zytokine und AdhasionsmolekMeraussetzung fir eine gesteigerte
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Lebensdauer ist zusatzlich die intrinsische Fatiighker Plasmazellen, diese Uberlebenssignale
zu erkennen und darauf zu reagieren f&jch andere hamatopoetische Zellen, z.B. der friihen
B-Zellentwicklung im Knochenmark, benétigen verscigne Nischen zum Uberleben und zur
gerichteten Differenzierung (9). Diese sind jedagimutlich nicht mit der Plasmazellnische
identisch.

In vitro Studien in der Maus konnten einige Molekiile aukéec welche die Lebensdauer von
isolierten Knochenmarkplasmazellen fiir einige Tage Kultur verlangern. Den grof3ten
alleinigen Effekt zeigt das Zytokin IL-6, aber auth5, TNF-o, CXCL12 und Liganden fur
CD44 sind wichtige Vertreter, die besten Uberlebatiess wurden jedoch durch synergistische
Wirkungen der einzelnen Faktoren erzielt (55, &82je Bedeutung von IL-6 entweder als
Uberlebens-, Wachstums- oder Differenzierungsfakteurde in normalen Antikorper-
sezernierenden Zellen (84-86), und auch intensMyelomzellen, den malignen Plasmazellen,
untersucht (87-90). Es ist bekannt, dass IL-6 Ubkeri unterschiedliche Signalwege
Myelomzellen vor Apoptose schiitzen kann (91). Pmatien kbnnen einen gewissen Anteil an
IL-6 endogen produzieren, die Hauptsynthese leigbem mesenchymale retikuldre Stromazellen
aus dem Knochenmark. Mit der Bildung und Bereitstgl von verschiedenen
Wachstumsfaktoren sowie Zellkontakt-abhdngigen &en in der Hamatopoese, sind
mesenchymale retikuldre Stromazellen ein entschdaeElement der Knochenmarksumgebung
(92, 93). Hinweisend auf ihre Beteiligung an demdmiazellnische ist die enga vivo
Kolokalisation von Plasmazellen zu VCAM-({vascular cell-adhesion molecule 1) stromalen
Zellen, die CXCL12 produzieren (94). Bisherige KitkittExperimente zwischen murinen (81),
humanen Stromazellen (95) oder Stromazelllinien) (@& Antikdrper-sezernierenden Zellen
unterschiedlicher Gewebe verdeutlichen den positiEgnfluss mesenchymaler, retikularer
Zellen auf das Uberleben und die Reifung von Pladaséen bzw. Plasmazellen.
Uberlebensfordernde Interaktionen zwischen Plasheazend mesenchymalen Zellen sind tber
mehrere Adhasionsmoleklle moglich. Plasmazellemimxgren das Integrin VLA-4 und binden
dariber an VCAM-1 und Fibronektin, beides typiséDkerflaichenmolekile von retikularen
stromalen Zellen (97). Die Zugabe eines blockieeand\ntikorpers gegen VLA-4 in eine
Plasmazell-Stromazell-Kokultur resultierte in einerminderten Immunglobulinsekretion, so
dass VLA-4 mal3geblich zur Stromazelladhasion bmgein scheint (81). AuRerdem kénnen
Plasmazellen tber CD44 mit der extrazellularen Matresenchymaler Zellen interagieren, der
Ligand hierfur ist u.a. Hyaluronséure.

Weitere essentielle Uberlebenssignale beziehemaleslen von BAFF (B-cell-activating factor)

und/oder APRIL (a proliferation inducing ligand)giles Liganden fur den von Plasmazellen
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exprimierten Rezeptor BCMA (B-cell maturation aetiy (98). So demonstrierten O’Connor et
al. (98), dass eine Blockierung von BAFF und APRIirch TACI-lIg zu einer Verminderung
von ansassigen Knochenmarkplasmazellen um etwa Bwtel fiuhrt Die Bedeutung von
BCMA wird in BCMA™ Méusen ersichtlich, deren Plasmazellzahl im Knooherk nach 6-8
Wochen einer Immunisierung stark reduziert ist igrgleich zu Wildtypmausen (98).

Auf molekularer Ebene wird der Transkriptionsfakfaiplos, Mitglied der Ikaros-Familie, als
relevant beschrieben. In Aiolos-defizienten Mausaristehen zwar kurzlebige, aber keine
langlebigen Knochenmarkplasmazellen, wobei diesgekd bereits in den B-Zellen anzusiedeln
ist (99). Wichtige Transkriptionsfaktoren der Plas®illdifferenzierung sind in Aiolds Tieren
nicht beeintrachtigt, das heil3t, der genaue Wirkorgchanismus von Aiolos muss noch
ermittelt werden.

Dem Konzept der Plasmazell-Uberlebensnische entdpdie Tatsache, dass in gesunden
Menschen die Kapazitat des Knochenmarks fiur lamggel’lasmazellen begrenzt ist. Die
Frequenz der Plasmazellen erreicht ein stabiletedlabei ca. 0,1-1% aller mononuklearen
Zellen im Knochenmark (42, 45), dementsprechend&trungefahr T0anglebige Antikérper-
sezernierende Zellen beherbergt werden (100). D&Kdmper standig verschiedenen Erregern
ausgesetzt ist, die eine Immunantwort mit der Bigluon neuen Plasmablasten auslosen, ist ein
Konkurrenzkampf um die limitierte Uberlebensniscmaimganglich (101). Einen Hinweis dafiir,
dass neu entstandene Plasmablasten mit den amsAsBigsmazellen konkurrieren und
maoglicherweise deren Platz in der Nische einnehrgint,die Arbeit von Odendahl et al. (52).
Einmal verdrangte Plasmazellen gehen aufgrund ilesermdgens weiterhin in andere

Regionen zu migrieren, vermutlich in Apoptose (52).

2.3 Das Knochenmark

2.3.1 Aufbau

Das Knochenmark ist Bestandteil des Knochens ufiddss sich in der Markhohle zwischen
den Balkchen der Spongiosa. Es zeichnet sich dsgote hochkomplexe Architektur aus und
kann in zwei voneinander abhangige Zellkompartimearihgeteilt werden: das hamatopoetische

System und das Stromagewebe, dessen Funktion didi&eng der Blutbildung ist (102).

19



Einleitung

2.3.2 Mesenchymale stromale Knochenmarkzellen

Das Wort ,Stroma“ stammt urspringlich aus dem Giigzhen und beschreibt das Gerist oder
das bindegewebige Stitzgewebe eines Organs (10BxdiAgs gibt es keine einheitliche
Definition daruber, welche Zellarten dem Stromaumudnen sind. Teilweise werden sowohl
hamatopoetische Zellen wie Makrophagen als auchotBetzellen mit eingeschlossen (104).
Andere Arbeitsgruppen verstehen darunter fibroblestige, nicht-hamatopoetische Zellen, die
allgemein als Stromazellen zusammengefasst weld¥¥n (06). Zu ihnen gehéren Osteoblasten,
Fibroblasten, retikulare Zellen und Adipozyten (LO5

Pionierarbeit auf dem Gebiet der Erforschung niéiatopoetischer Zellen aus dem
Knochenmark leisteten Friedenstein und seine Meiggbin den 60er und 70er Jahren (107-109).
Sie etablierten die Isolierung von Zellen aus Krecharkproben anhand ihrer Fahigkeit an
Plastikoberflachen zu haften. Neben der Plastikamitza ist ein spindelférmiger, d.h.
Jfibroblastenartiger* Phanotyp dieser als heterogeschriebenen Zellpopulation kennzeichnend.
In Kultur formieren sich die adhérenten Zellen aug zu vereinzelten Kolonien von mehreren
Zellen (,,colony-forming unit-fibroblasts®, CFU-Fsjje sich nach einer Verzégerung von 2 bis 4
Tagen rapide vermehren (108). Der Anteil der CFUaRrsden mononukleéren Zellen aus dem
Knochenmark ist sehr gering und variiert zwischen @01 und 0,1 % (110). In Abhangigkeit
vom Spender werden 38 Populationsverdopplungen foiglich bis zu 1,2x1®fache
Expansionen beschrieben (111). Erreichen die keften Knochenmarkzellen eine hohe Dichte,
dann gehen sie in eine Ruhephase Uber, in derigie weiter proliferieren (112). AuRerdem
werden nicht-adharente hamatopoetische ZellenzuiBeginn dein vitro Kultur noch zu ca.
30% vorhanden sind (108), im Laufe der Kulturzeitdus gewaschen (108, 113).

Bereits Friedenstein beobachtete eine spontanerBifzierung dieser CFU-Fs in Knorpel- und
Knochenzellen. Basierend auf diesen Beobachtungardem die Untersuchungen weiter
verfolgt, welche die multipotenten Progenitoreiggradten von CFU-Fs, in mesenchymale
Zelltypen wie Osteoblasten, Chondrozyten und Adypmz zu differenzieren, unterstreichen.
Dies fulhrte zur Einfuhrung des Begriffs der mesgnwilen Stammzelle (mesenchymal stem
cell, MSC) durch Maureen Owen (105). Aufgrund ihrémgenschaften riickte nun die
multipotente mesenchymale Stammzelle in den Folusklihischen Forschung. Das Interesse
gilt insbesondere der therapeutischen Anwendur§, in der regenerativen Medizin durch
Llissue engineering”, Transplantation oder Gentpierél14).
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Parallel zu diesen Forschungsarbeiten beschéaftigitan verschiedene Gruppen mit der Rolle
von Knochenmarkzellen beziglich ihres Einflusse$ die murine Hamatopoese (115)
insbesondere der B-Zellentwicklung (92, 116). lesén Mausstudien und auch im humanen
System (97, 117) wurden Langzeitkulturen von Knocharkproben etabliert, in denen

Zellvermehrung und —Uberleben von der adharentdachecht abhangig ist.

Da zahlreiche Arbeitsgruppen sehr unterschiedlithieurbedingungen und Anwendungsgebiete
fur diese Knochenmarkzellen entwickelten, ist i déeratur eine Vielzahl zu Verwirrung
fuhrender Bezeichnungen entstanden. Die Namenevanmii von CFU-Fs, mesenchymaler
Vorlauferzelle, Knochenmarkstromazelle und mesemcligr Stammzelle (118). Fur Klarung
dieser uneinheitlichen Terminologie sorgte 2005 dlieternational Society for Cellular
Therapy” (ISCT) (119). Hier formuliert sie einegdimeingiltige Nomenklatur basierend auf der
mesenchymalen Herkunft der Zellen unabhangig vomenh Differenzierungs- und
Therapiepotential: multipotente mesenchymale Steathea (MSC). Das Wort multipotent beruht
auf der Fahigkeit in verschiedene Abkémmlinge zifledenzieren. In der vorliegenden Arbeit
wurde diese Eigenschaft der adharenten Knocheneldgkzjedoch nicht untersucht, weshalb
auf diesen Zusatz verzichtet wird und der Begrifflsenchymale Knochenmarkstromazelle bzw.

mesenchymale stromale Knochenmarkzelle verwenddt wi
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3  Zielsetzung

Plasmazellvorlaufer aus dem Blut wandern unter @mdeins Knochenmark, um dort weiter
auszudifferenzieren und humorale Ged&achtnis-Anpi&dr zu produzieren. Mesenchymale
Stromazellen aus dem Knochenmark untersttitzendngeterminale Plasmazelldifferenzierung.
Vermutlich finden die Prozesse in eng abgegreniiBkrokompartimenten, so genannten

,Nischen", statt.

Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung eines hunrane vitro Kokultur-Systems zwischen
Plasmazellen aus dem peripheren Blut und mesendegnsromalen Knochenmarkzellen.
Dieses Modell soll der Untersuchung von Interaldgimrewischen beiden Zellarten dienen.
Insbesondere soll Uberprift werden, ob diese Iktieween das Uberleben der
Plasmazellvorlaufer und deren Differenzierung aifen Plasmazelle fordern. Es soll untersucht
werden, ob mégliche Wechselspiele auf einem ZdlHZentakt beruhen oder I6sliche Faktoren
die entscheidende Rolle spielen. Letztendlich istFtage der Exklusivitat von mesenchymalen
Stromazellen zu beantworten. In diesem Zusammenhaualen die stromalen
Knochenmarkzellen hinsichtlich ihres Phanotyps died Homogenitéat charakterisiert werden.
AuBBerdem soll die Frage geklart werden, ob die esatzten Knochenmarkstromazellen mit
ithrer Produktion von Wachstumsfaktoren und Zelllétvabhangigen Signalen allein

ausreichend sind, um die spezifische Plasmazdilaiza bilden.
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4

4.1

Material und Methoden

4.1.1 Puffer, Lé6sungen und Medien

Ubersicht Uiber die verwendeten Materialien

Bezeichnung Zusammensetzung Herkunft
Phosphatgepufferte 8 g/l NaCl, Roth, D
Kochsalzlésung (PBS) | 0,2 g/l KClI, Sigma-Aldrich, D

1,44 g/l NaHPOy (pH 7,2)

Sigma-Aldrich, D

PBS mit bovinem

Serum Albumin

PBS 0,5 % BSA

Biomol, D

(PBS/BSA)
RPMI Rosewell Park Memorial Institute Life Technologies, GB
Medium 1640
RPMI Plus RPMI
10 mM L-Glutamat Invitrogen, USA
10% fetales Kélberserum Invitrogen, USA
20 uMB-Mercaptoethanol Invitrogen, USA
100 U/I Penicillin Invitrogen, USA
100 pg/ml Streptomycin Invitrogen, USA
DMEM Plus DMEM Gibco, D
20% fetales Kalberserum Invitrogen, USA
20 uMB-Mercaptoethanol Invitrogen, USA
100 U/ml Penicillin Invitrogen, USA
100 pug/ml Streptomycin Invitrogen, USA
FACS-Flow Puffer PBS 0.05% Azid DRFZ
CASI-Flow Puffer PBS 0.05% Azid, Losung steril | DRFZ

filtriert (0.2um @)

Ficoll-Hypaqué" PLUS

Amersham Biosciences, S
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4.1.2 Antikorper und Reagenzien fur die durchflussgtometrische Analyse

Spezifitat Klon Verdinnung | Herkunft

CD3-APC UCHT1 1:20 BD Pharmingen, D
CD9-FITC 1:100 ImmunoKontact, D
CD9-PE M-L13 1:20 BD Pharmingen, D
CD10-FITC 1:100 ImmunoKontact, D
CD11a-FITC 1:20 DRFZ

CD14-PE M5E2 1:20 BD Pharmingen, D
CD16-PE 1:20 BD Pharmingen, D
CD19-FITC HIB19 1:20 BD Pharmingen, D
CD19-PE HIB19 1:20 BD Pharmingen, D
CD20-FITC 2H7 1:20 BD Pharmingen, D
CD20-PE 2H7 1:20 BD Pharmingen, D
CD29-PE MAR4 1:20 BD Pharmingen, D
CD31-PE WM59 1:20 BD Pharmingen, D
CD32-FITC FLI8.26 (2003)| 1:100 BD Pharmingen, D
CD38-APC HIT2 1:20 BD Pharmingen, D
CD44-PE G44-26 1:1000 BD Pharmingen, D
CD45-APC HI30 1:20 BD Pharmingen, D
CD49d (VLA-4)-FITC HP2/1 1:20 Immunotech, F
CD62L (L-Selektin)-FITC| 145 1:50 DRFz

CD64-PE 10.1 1:10 Serotech
CD95-FITC DX2 1:20 BD Pharmingen, D
CD106-PE (VCAM) 51-10C9 1:20 BD Pharmingen, D
CD138-FITC 1:20 ImmunoKontact, D
HLA-DR (MHC II)-FITC | TU36 1:20 BD Pharmingen, D
CCR2-PE 48607 1:10 R&D, USA

DAPI

Molekular Probes, US/
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4.1.3 Materialien fur die Isolierung von Plasmazeéin

Bezeichnung Herkunft
Plasma Cell Isolation Kit: Miltenyi Biotec, D

*Non-Plasma Cell Depletion Cocktail (Biotin-
konjugierte Antikdrper gegen CD2, CD3, CD14, CD{5,
CD22, CD34, CD56, CD123, CD235a)
*Anti-Biotin MicroBeads (an monoklonale anti-biotin
Antikorper konjugierte MicroBeads)
*CD38 MicroBeads (an monoklonale anti-CD38
Antikorper konjugierte MicroBeads)

Preseparations Filter Miltenyi Biotec, D
LD-S&ulen Miltenyi Biotec, D
MS-Saulen Miltenyi Biotec, D
MidiMACS Magnet Miltenyi Biotec, D
MiniMACS Magnet Miltenyi Biotec, D
MultiStand Magnetstander Miltenyi Biotec, D
4.1.4 Gerate

Bezeichnung Herkunkft

Brutschrank Heraeus 6000 Heraeus, D

Invertmikroskop Olympus, CK 30 Olympus, D

Sterile Werkbank HERA safe Heraeus, D
Durchflusszytometer FACS LSR |l BD, D

Zentrifuge Multifuge 3 S-R Heraeus, D

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus, D

Zellzahlgerat Casy®, Modell TT Scharfe Systems, D
autoMACS" Separator Miltenyi Biotec, D
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4.2 Isolation von mononuklearen Zellen/Zellisolierag

4.2.1 Herstellung einer Einzelzellsuspension vonanonukledren Zellen aus dem
Blut

Zur Gewinnung von Blutzellen wurden Leukozytenfileufbereitet, die vom Blutspendedienst

des Instituts fur Transfusionsmedizin der ChariegliB zur Verfligung gestellt wurden.

Die folgenden Arbeitsschritte wurden unter sterilBedingungen durchgeftihrt. Zunachst
mussten die Filter mit Hilfe einer Schere von dethamgenden Schlauchsystem getrennt werden.
Danach wurde der Inhalt mit einer 20 ml Spritze eimem Volumen von 100 ml PBS gegen die
gekennzeichnete Pfeilrichtung aus dem Filter geéspBhsierend auf dem Prinzip der
Dichtegradientenzentrifugation, einer von Boyumwecitelten Methode (120), wurden nun die
peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) isoliétterzu wurden in ein 50 ml Rdéhrchen
vorsichtig 25 ml des Blut-PBS-Gemisches auf 15 midgemtes Ficoll-Hypaque geschichtet, so
dass keine Vermischung der 2 Phasen entstehen eonhicoll-Hypaque ist ein
Separationsmedium, dessen Dichte so eingestelltdasts bedingt durch die Zentrifugalkratft,
Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen sedineean, jedoch Lymphozyten und Monozyten
sich als abgesetzter weiller Ring in der Interphassammeln. Nach anschlieBender
Zentrifugation (bei Raumtemperatur, 2000 rpm {bér rAin, ohne Bremse) wurden die
mononukledren Zellen in der Interphase mit eingref®@ abgenommen, zweimal mit kaltem
PBS/BSA gewaschen und nochmals zentrifugiert (Xp@g 4° C tber 10 min).

4.2.2 Herstellung einer Einzelzellsuspension von monukleéren Zellen aus dem
Knochenmark

Mesenchymale stromale Zellen wurden aus Knocherspewken von Oberschenkelkdpfen
gewonnen, die im Rahmen einer Huftgelenksoperaéiotiernt wurden. Die Abteilung fir

Orthopadie der Charité Berlin stellte freundlicheise diese Praparate nach schriftlicher
Einverstandniserklarung der Patienten zur Verfigung

Die folgenden Arbeitsschritte wurden unter sterilBadingungen durchgefuhrt. Die frisch
entnommenen Knochenmarksproben wurden unter Vemnvendiner Kanile und einer 10 ml
Spritze mit 100-200 ml PBS/BSA kraftig gespult. Qjespulte Zellsuspension wurde in einer
Petrischale gesammelt, anschlieBend durch ein i@ellaufgereinigt und in einem 50 ml

Rohrchen aufgefangen. Auch bei der Isolation vonnaonokledren Zellen aus dem
Knochenmark wurde das Prinzip der Dichtegradier@etrfugation ausgenutzt (121-124): die
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Zellsuspension wurde in 50 ml Rohrchen auf 15 ndolHHypaque Separationsmedium
geschichtet und zentrifugiert (bei Raumtempera®@Q0 rpm dber 20 min, ohne Bremse).
Anschlie3end erfolgten die Abnahme des Zellringsder Interphase und das zweimalige
Waschen mit PBS/BSA mit nachfolgender Zentrifuga{i®200 rpm, 4° C Gber 10 min).

4.3 Zellzahlbestimmung

4.3.1 CASY Zellzahlgerat

Die CASY®-Technologie wurde zur Bestimmung der Zafii von mononukledren und
stromalen Zellen verwendet. Basierend auf dem Rrider elektronischen Pulsflachenanalyse
der Zelloberflache, kbnnen Zellen auf Durchmesser Qberflachenbeschaffenheit mittels einer
Analyseauflésung von 0,im charakterisiert werden. Mit diesem Verfahren patallel zur
Zellzdhlung auch eine Unterscheidung zwischen totend vitalen Zellen, eine
ZellgroRenverteilung sowie der Ausschluss von Aetimern moglich.

Vor der Probenanalyse wurde entsprechend des gellder zu messende GroRRenbereich
festgelegt. Dieser lag bei der Messung von PBMGCselén 5,96 und 11,96 um, fur stromale
Knochenmarkzellen wurde der Bereich von 11 bis 2bgewahlt. Die Berechnung der Zellzahl
berunte auf drei vom Geréat vollzogenen Probenmegssun deren Mittelwert als
Zellkonzentration pro ml angegeben wurde. Die Datemden anschliefiend in einem 2D-

Diagramm dargestellt, in dem die Zellzahl gegenZdibgré3e aufgetragen wurde (Abb.2).
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Abb. 2: Ergebnisdiagramme der Zellzahlbestimmung nttels CASY®-Technologie.Dargestellt sind
typische Zellanalysen von PBMCs (A) und mesenchgm&nochenmarkzellen (B) im 2D-Diagramm.
Die x-Achse reprasentiert den Durchmesser, die lysAcdie Zellzahl der untersuchten Proben. Die

durchgehenden senkrechten Linien begrenzen densgemen Grof3enbereich.
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4.3.2 Neubauer-Zahlkammer

Zur Zellzahlbestimmung von frischen MACS-isoliertefasmablasten aus dem peripheren Blut
wurde die Neubauer-Zahlkammer eingesetzt. Aufguaegrdgeringen Zellzahl der Plasmablasten
lieferte diese Methode zuverlassigere Ergebnisséial CASY®-Technologie. Es wurden 10 pl
einer vorher verdinnten Zellsuspension in das NeebEamozytometer pipettiert und die
lebenden Zellen unter einem Invertmikroskop audgéez®ie Gesamtzellzahl wurde nach
folgender Formel berechnet:

Gesamtzellzahl = n x Vf x Vol x 104

n = durchschnittliche Zellzahl aus den 4 Gro3quatérader Zahlkammer
Vf = Faktor der Vorverdiinnung

Vol = Volumen in ml, in dem die Zellen resuspentiigurden

4.4  Durchflusszytometrische Analyse

4.4.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erméglicht es, einzelndefein einem Flissigkeitsstrom anhand ihrer
GroRRe, Granularitdt und ihrer Expression intrazétker sowie membranstandiger Molekile zu
charakterisieren. Gut charakterisierte Antigene,af der Zelloberflache lokalisiert sind, werden
in der internationalen Nomenklatur unter der Bezeimg Cluster of differentiation (CD)
zusammengefasst.

Grundlegende Voraussetzung fur die durchflusszytosobe Analyse dieser Arbeit war die
Farbung von Oberflachenmolekilen mit Fluorochronrkiesten monoklonalen Antikorpern.
Zellen, die mit einem oder mehreren fluoreszierandatikrpern gekennzeichnet wurden,
kénnen spezifisch von einem Laser detektiert werdexshalb auch von Fluorescence Activated
Cell Sorting (FACS, Fluoreszenz-Aktivierte Zellsering) gesprochen wird. Beruhend auf dem
Prinzip der ,hydrodynamischen Fokussierung” kanmmieh die Zellen wie Perlen an einer
Perlenkette vorstellen, die den Messbereich arr diegtimmten Stelle passieren. Getroffen von
einem fokussierten Laserstrahl, werden die Zellbhdagig von Gr6f3e, Granularitdt und
gebundener Fluoreszenz zur Emission von Licht aggewelches fir jede einzelne Zelle durch
spezielle Filter absorbiert wird. Durch die Lichéstung an der Zelle entstehen unterschiedliche

Streusignale. Wahrend das nach vorne gelenkte \ftastéeulicht (forward scatter, FSC) mit
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der ZellgroRe korreliert, entspricht das um 90keieferte Seitwéartsstreulicht (side scatter, SSC)
der Granularitat. In diesem Bereich kdnnen Lymplezy Monozyten und Granulozyten
identifiziert werden. Der Laserstrahl bewirkt auftan eine Anregung der zellgebundenen
Fluorochrome und somit die Entstehung von Fluomezsignalen unterschiedlicher Wellenlange.
Die messbare Emission ist dabei proportional zdugdenen Antikdrpermenge, so dass eine
Quantifizierung der Antigenexpression mdoglich isDer Einsatz von multiplen
Fluoreszenzfarbstoffen mit unterschiedlichen Ermissspekiren gestattet die Analyse
verschiedener zellularer Epitope auf einer Zelle glaichen Zeit. Dargestellt wird diese Form

der Zellcharakterisierung im zweidimensionalen Rdiggramm (dot plot).

4.4.2 Probenmessungen und Datenauswertung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Probenmessangn einem Durchflusszytometer des
Geratetyps LSR Il der Firma Becton Dickinson duefiigrt. Neben FSC und SSC standen
weitere Laser zur Messung der emittierten Fluomszeur Verfligung. Ein violetter Laser

(Anregungswellenlange: 405 nm), ein blauer Lasamrédungswellenlange: 488 nm) und ein
roter Laser (Anregungswellenléange: 633 nm).

Die verwendeten Fluorochrome mit den zugehdrigesetraund Emissionsmaxima sind in der

folgenden Tabelle aufgelistet.

Tab.1l: Liste der verwendeten Fluorochrome mit ihren detektierbaren Lasern und

Emissionsmaxima am LSR Il der Firma Becton Dickinsa

Fluorochrom Laser mit Anregungswellenlange | Emissionsmaximum
FITC (Fluoreszein) Blauer Laser, 488 nm 519 nm

PE (R-Phycoerythrin) Blauer Laser, 488 nm 578 nm

APC (Allophycocyanin) | Roter Laser, 633 nm 660 nm

DAPI Violetter Laser, 405 nm 461 nm

Fur die Analyse und Auswertung der hier gezeigtexteD wurde die CellQuest™ Research
Software (BD, D) verwendet.

Die Darstellung der Daten kann auf verschiedenes@/erfolgen. Wahrend die Signale im
Vorwarts- und Seitwartslicht linear dargestellt dem, erfolgte die Aufzeichnung der
Fluoreszenzen dagegen logarithmisch. Um die Bemghwon zwei unterschiedlichen

Fluoreszenzen auf einer Zelle auszuwerten, eigonbtdie Darstellung im zweidimensionalen
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Punktdiagramm (dot plot). Jeder Punkt reprasentere Zelle, die durch ihre Lage in der
zweidimensionalen Darstellung als unmarkierte, amhf positive oder doppelpositive Zelle
erkennbar wird. Mehrere Zellen zusammen ergeben dargenannte Punktwolken, man spricht
auch von Populationen. Im eindimensionalen Histognawird die Haufigkeitsverteilung der
Zellen bezuglich ihrer Fluoreszenzintensitat daejkts Als Mald gilt bei logarithmisch
aufgezeichneten Fluoreszenzsignalen die geometrisdttiere Fluoreszenzintensitat (Geo Mean

Fluorescence, GMF).

Bei Zellproben, zu denen noch kein fluoreszieren#f@arbstoff zugesetzt ist, wird die
Autofluoreszenz der Zellen untersucht. Ein typiscRdhanomen der Durchflusszytometrie ist,
dass unterschiedliche aufgezeichnete Fluoreszeratsigiicht nur in dem fur die Messung des
Fluorochroms vorgesehenen Kanal, sondern in mehranalen registriert werden. Diese
Interferenzen kodnnen zu Verfadlschungen fuhren. Adgesem Grund wird Dbei
Mehrfachfluoreszenzanalysen die Kompensation géntlierbei wird die Interferenz zweier
Detektionskanéle bericksichtigt und die gegenseligeinflussung voneinander subtrahiert, um
ein moglichst unverfalschtes Fluoreszenzsignal thaleen. Die Kompensation ist als ein

primares Experiment mit Einzelfarbungen fur jedemFochrom durchgefiihrt worden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine gleichzeitige alkge von Plasmazellen und
mesenchymalen Knochenmarkzellen im FACS durchgefiimd etabliert. Dies erfolgte
aufgrund der niedrigen Zahl an Plasmazellen sowee @Gefahr des Zellverlustes durch
Auftrennung der Plasmazellen von den Stromazeléa nier Kokultur.

4.4.3 Oberflachenfarbungen

Alle adharenten Zellen, die in DMEM kultiviert wiwed, das heil3t, mesenchymale stromale
Knochenmarkzellen sowie Plasmazellen in Kokultur t madharenten stromalen
Knochenmarkzellen, wurden zunachst mit 0,25% Trn/ashM EDTA vom Boden der
Kulturflasche bzw. der 12-Loch-Platte gelodst. Ad=flend wurde die Enzymwirkung mit dem
10-fachen Volumen PBS/BSA beendet und die Zellen1B80 rpm und 4°C fur 10 Minuten
zentrifugiert.  Die  gleiche  Trypsin/EDTA-Behandlung erhielten  aul3erdem  die
Plasmazellvorlaufer, die an Tag 0 im FACS unterswbrden sollten, als auch die nicht-
adharenten Plasmazellen in Kokultur. Auf diese Weisirden gleiche Bedingungen fur alle

analysierten Zellen zu jedem Zeitpunkt der Untensag hergestellt. Im Anschluss wurden
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diese Zellen ebenfalls mit dem 10-fachen Volume®MBBA gewaschen, und bei 1200 rpm und
4°C fur 10 Minuten zentrifugiert.

Die Zellen wurden dann in 10@l PBS/BSA aufgenommen und in 1,5 ml Eppendorf
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. Fur die Farbung wurdenedtsprechenden Antikorper in einem
vorher ermittelten Verhaltnis hinzu gegeben (Puhkt2). In einer so genannten Titrationsreihe
wurde fur jeden verwendeten AntikOrper die idealenkentration ermittelt. Es handelt sich
dabei um die geringste Konzentration, die noch dilaee Abgrenzung zu den ungefarbten
Zellen erlaubt. Nach dem Aufwirbeln des Antikoratien-Gemisches wurde dieses fur 10
Minuten bei 4°C im Kuhlschrank inkubiert. Im naansiSchritt wurde der Farbeprozess mit dem
10-fachen Volumen PBS/BSA gestoppt und die Zellen 2000 rpm, 4°C fur 10 Minuten
zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurdien Zellen in 500ul PBS/BSA
resuspendiert. Um tote Zellen zu detektieren urgkzwachlie3en, wurde unmittelbar vor jeder
Analyse 4°, 6-diamino-2-phenylindol, dilactate (DARinzu gegeben. DAPI ist ein Reagenz,
das die geschadigte Zellmembran von toten Zellasipeen kann um dann mit der DNA zu

interkalieren. Die Zellen wurden bis unmittelbar wwrer Messung auf Eis aufbewabhrt.

4.5 Isolation von Plasmazellen mittels magnetischsaoziierter

Zellsortierung (MACS)
Die magnetisch-assoziierte Zellsortierung ist eMethode zur Trennung von Zellen nach
Oberflachenmolekilen. Hierzu werden die Oberflaohalekile von Zellen der
Ausgangspopulation, die angereichert oder entfenrd@rden sollen, mit magnetischen
Antikdrpern markiert und inkubiert. Mit Hilfe einestarken Magnetfeldes kdnnen die
gewinschten Zellen isoliert werden.
Im Falle der Plasmazellisolierung aus PBMC warerizWennschritte erforderlich, die unter
sterilen Bedingungen durchgefuhrt wurden. Um aliehNPlasmazellen aus den PBMC zu
depletieren, wurden diese zunachst mit einem Cookba Biotin-konjugierten monoklonalen
Antikérpern gegen CD2, CD3, CD14, CD15, CD22, CD3B56, CD123 und CD235a markiert
und far 10 Minuten inkubiert. Anschlielend wurdenti®Biotin Antikérper hinzu gegeben, die
mit magnetischen Kugelchen (MicroBeads) markiertemaNach einer Inkubationszeit von 15
Minuten folgten ein Waschschritt mit dem 10-fach@iumen PBS/BSA und die anschliel3ende
Zentrifugation (1200 rpm, 4°C fur 10 min.). Die &l wurden dann vollautomatisch in einem
Hochgradienten-Magnetfeld eines autoMA®S Separators voneinander getrennt. Die

unmarkierte, negative Fraktion wurde aufgefangeshzentrifugiert (1200 rpm, 4°C fir 10 min.),
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wahrend die markierte Positivfraktion verworfen dewr Im nachsten Schritt wurden die
verbliebenen Zellen nun mit magnetischen Anti-CDM3&roBeads markiert, fir 15 Minuten
inkubiert und erneut mit dem 10-fachen Volumen FEEX gewaschen und zentrifugiert (1200
rpm, 4°C fur 10 min.). Aufgenommen in das entspeecle Volumen PBS/BSA, wurden die
Zellen anschlieBend Uber eine im Magnetfeld angéibea MS-Saule gegeben, die vorher
aquilibriert wurde. Diese besitzt eine Matrix aualBwvolle, an der die magnetisch markierten
CD38" Zellen zuriickgehalten wurden, wahrend die unmegaeZellen die Saule durchliefen
und als negative Fraktion aufgefangen und verwowenden. Wenn das S&aulenreservoir leer
war, wurde die Saule dreimal mit je 500 ul PBS/B@Aspult. Um die verbliebenen,
angereicherten Zellen in der Saule zu gewinnendaulie MS-Saule aus dem Magnetfeld
entnommen. Die Saule wurde dann mit 1 ml PBS/BSiillgeind die gewlnschte Fraktion mit
einem entsprechenden Stempel in ein 15 ml Rohrdteausgedrickt. Um eine optimale
Reinheit zu erreichen, wurde der Anreicherungstichiiber die MS-Saule zweimal
hintereinander durchgefuhrt. Beim zweiten Durchgamigden die markierten Zellen jedoch mit
DMEM herausgedriickt, so dass sie sofort kultiviexearen.

Nachfolgend wurde die angereicherte CD28lIfraktion gezahlt und bis zur Weiterverarbeitung
auf Eis gelagert. Mit dieser Methode konnten ducbhitlich 2 x 1d CD38™ Zellen aus 1 x 10
PBMC isoliert werden.

4.6 Generierung von mesenchymalen Knochenmarkzellen Zellkultur

Nach der letzten Zentrifugation wurde das Zellgealesuspendiert, in 10 ml DMEM Medium
mit 20% FCS/ME, 100 U/ml Penicillin sowie 10@/ml Streptomycin aufgenommen und in 25
cn’ Kulturflaschen ausgesét. Die Zellkultur wurde dtis€end bei 37°C mit 5% GGOm
Brutschrank inkubiert. Nach ca. 24 Stunden wurde Kalturiberstand mit allen nicht-
adhéarenten Zellen vorsichtig abgesaugt, so dasswoeh die adhérenten Knochenmarkzellen
anhafteten. Dieses frihe Entfernen der nicht-aditéine Zellen hat gezeigt, dass so die
intrinsische Hamatopoese in Langzeitkulturen vammsalen Knochenmarkzellen vermieden
wird (125). Der Zellboden wurde dann zweimal mit dden gespilt, frisches Medium
hinzugefiigt und die adharenten Zellen weiter imt&rarank kultiviert. Alle 3 bis 4 Tage wurde
das Medium erneuert bis nach ca. 4 Wochen einduente adharente Zellschicht gewachsen
war. Um die adharenten Knochenmarkzellen zu erntenden sie nach Abnahme des Mediums
zweimal mit warmen PBS gewaschen und mit 0,25% SinyphmM EDTA bedeckt. Wahrend
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der 5 bis 10minttigen Inkubationszeit bei 37°C B CQ l6sten sich die adhérenten Zellen
vom Boden der Kulturflasche, was lichtmikroskopidamtrolliert wurde. Mit dem 10-fachen
Volumen DMEM/20 % FCS wurde die Enzymaktivitat béehund die Zellen bei 1200 rpm und
4°C fur 10 Minuten zentrifugiert. Anschlieend weanddie Knochenmarkzellen auf zwei neue
Kulturen mit DMEM aufgeteilt und im Brutschrank imbiert. Zur Steigerung der
Vervielfaltigungsrate erfolgte bei den nachfolgemdeassagen die Umsetzung der stromalen

Knochenmarkzellen in einem Verhaltnis von 1:3 bzwut.

4.7  Kokultur von mesenchymalen Knochenmarkzellen uth Plasmazellen

Fur die Kokulturexperimente wurden ca. 2 X H@esenchymale stromale Knochenmarkzellen
pro Loch mit 2 ml DMEM Plus in 12-Lochplatten ausge Einen Tag spater wurde das Medium
abgenommen und frisches hinzu gegeben. Nach eméuPeTagen erfolgte die Isolation der
Plasmazellvorlaufer aus dem peripheren Blut, dieimem Verhaltnis zwischen 1:10 und 1:20 zu
den stromalen Zellen in Kokultur gegeben wurderesBr Zeitpunkt wurde als Tag O definiert.
Zu den verschiedenen Zeitpunkten der Zellanalys€A€GS wurde zunachst der Uberstand mit
den nicht-adh&renten kokultivierten Plasmazellegeabmmen. Fur die durchflusszytometrische
Analyse war eine Vermischung mit parallel angesetztromazellkulturen gleicher Zellzahl
erforderlich, die vorher mit Trypsin/ImM EDTA vonoBen der 12-Loch-Platte gelést wurden.
Dieses Zellgemisch wurde dann bei 1200 rpm und f&tCL0 Minuten zentrifugiert. Dagegen
erfolgte die Ablosung der stromalen Knochenmarlkzrehit den adharenten Plasmazellen vom
Plastikboden gemeinsam. Um gleiche Bedingungenafi@ zu analysierenden Plasmazellen
sicherzustellen, wurden auch die nicht-adharentasnfazellen (im Gemisch mit Stromazellen)
fur 5-10 Minuten trypsiniert. Anschlieend wurdee denzymwirkung mit dem 10-fachen
Volumen PBS/BSA beendet und die Zellen bei 1200 upich4°C fir 10 Minuten zentrifugiert.

Ab Tag 7 der Kokultur zwischen beiden Zellarten @auzum verbrauchten Medium regelmaRig
(alle 2-3 Tage) frisches Medium hinzu gegeben umbre zusatzlich zum Teil altes Medium
vorsichtig entfernt. Auf diese Weise sollten dieltditbedingungen auch Uber einen langeren

Zeitraum konstant gehalten werden.
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4.8 Graphische Darstellung und Statistik

Die in dieser Arbeit enthaltenen Graphen wurden dem Programm GraphPad Prism
(GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) erstBik. statistische Auswertung sowie die Wahl
der Darstellung wurden von Frau Dorte Huscher (DREBterstitzt. Um Aussagen Uber
signifikante Unterschiede zwischen den Ergebnisssmer Kokultur zu verschiedenen
Zeitpunkten treffen zu kdénnen, wurde der ,Wilcoxoratched pairs test* mit dem Software-
Programm GraphPad Prism 5 durchgefiihrt. Bei werafgeb Experimenten wurde der gepaarte
t-Test zur statistischen Auswertung herangezogeshewmindestens 3 zueinander gehdrige
Paare verglichen wurden. Als signifikant wurden Wenit p<0,05 angesehen.

Aufgrund des Pilotcharakters meiner Untersuchungldar es darum geht, Trends aufzuzeigen,
die in gréfReren Studien mit expliziten Fragestgkm genauer Uberprift werden mussen, habe
ich trotz der Durchfihrung mehrerer Tests in déeselStichprobe auf eine Adjustierung des

Signifikanzniveaus verzichtet.
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5  Ergebnisse

5.1 Aufbau eines Kokultur-Systems zwischen mesenatmalen
Knochenmarkzellen und Plasmazellen

5.1.1 Experiment - Ubersicht

Nach Antigenkontakt entstehen Plasmazellvorlaufedten sekundaren lymphatischen Organen,
die dann Uber das Blut oder die Lymphe in Knochekmad entziindete Gewebe wandern (43,
64). Hier kbnnen sie zu reifen Plasmazellen ausdiffzieren (41). Im Knochenmark wird die
terminale Differenzierung und das Uberleben vorsiRkzellen unterstiitzt (126). Dabei spielen
mesenchymale Stromazellen aus dem Knochenmarkwesentliche Rolle (81, 96). Im Rahmen
meiner Doktorarbeit habe ich ein humanasvitro Kokultur-Modell etabliert, welches die

Differenzierung und das Uberleben von Plasmazétiegert.

— FACS-Analyse

Abb. 3: Versuchsaufbau.(1) Adharente Stromazellen aus humanem Knochenmvarkden fur ca. 3
Tage kultiviert, bis eine konfluente Zellschicht wgehsen war. (2) CD38 Plasmablasten
(Plasmazellvorlaufer) wurden aus dem peripheren Bittels MACS isoliert und mit FACS analysiert.
(3) Die isolierten CD38 Zellen wurden alleine oder zusammen mit den kemflen Stromazellen
kultiviert. (4) Die Zellen wurden zu verschiedersgiteren Zeitpunkten aus der Kultur entnommen und
die Anzahl der uberlebenden Zellen und ihr Diffeierungsstadium im FACS untersucht.
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5.1.2 Charakterisierung von mesenchymalen Knochenmigstromazellen

In Anlehnung an die Literatur wurden die stromal&ilen aus humanem Knochenmark von
Huftgelenksknochen isoliert und in der Zellkultwermehrt (97, 117). Sie formen das zellulare,
retikulare Gerust im Knochenmark und spielen einehtige Rolle in der Hamatopoese (81).
Um herauszufinden, ob es sich bei diesen Knochdeklen um einen homogenen Zelltyp
handelt oder womdglich Subpopulationen existiengarden sie mittels Lichtmikroskop und
Durchflusszytometrie charakterisiert.

Nach Beobachtung im Lichtmikroskop war ersichtliotiass es sich bei den isolierten
Knochenmarkzellen um Plastik-adhérente Zellen gpisthen fibroblastenartigen Auslaufern
handelte. Dies entspricht friheren Arbeiten vonedgnstein et al. (109). In den hier
beschriebenen Experimenten wurden Uber retikuléhauslaufer vermittelte Zell-Zell Kontakte
zwischen den stromalen Zellen beobachtet. Hierderdistand ein homogenes Netzwerk von
ineinander geflochtenen Zellen. Ab einer gewisserlld€hte schienen sich die
fibroblastenartigen Zellen im Wachstum selbst zhikiieren. Der Oberflachen-Phanotyp der
mesenchymalen Zellen wurde mittels Durchflusszytomebestimmt. In der FACS-Analyse
zeigte sich, dass diese Zellen wichtige Adhasiomeskiite auspragen wie das Tetraspanin CD9
und das an extrazellulare Matrixkomponenten wie lthgasédure bindende CD44. Die
Stromazellen exprimierten auRerdem das Molekul GDAMCAM-1), welches via VLA-4 eine
wichtige Rolle in der Interaktion mit Plasmazellgpielt. Hingegen wurden keine Molekile an
der Oberflache nachgewiesen, die fur Zellen haneetiigchen Ursprungs typisch sind, wie z.B.
CD45, CD11a und CD14. Die Knochenmarkzellen pragtent den spezifischen Plasmazell-
Marker CD38 aus, so dass eine Kontamination mgriRézellen ausgeschlossen werden konnte.
In Abb. 4 sind die Oberflachenfarbungen fur die emefiymalen Knochenmarkstromazellen

zusammengefasst.
Zusammenfassend schien es sich bei den mesenclmy#@ellen um eine homogene Population

zu handeln. Die Auspragung bedeutender Adhéasiorekilled macht eine Interaktion mit

Plasmazellen moglich.
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5.1.3 Isolierung und Charakterisierung von PlasmaZkn aus dem peripheren Blut

Plasmazellen und deren Vorlaufer sind durch dig&ktion von Antikdrpern fur die erworbene
humorale Immunitat verantwortlich. Es stellte sitb Frage, aus welchem menschlichen Organ
sollen die Plasmazellvorlaufer isoliert werden, simmit den Knochenmarkzellen zu kultivieren?
Zirkulierende Plasmazellen im peripheren Blut beédin sich auf dem Weg zu ihren Zielorganen
und stellen potentielle Vorlaufer langlebiger Knenmarkplasmazellen dar (48, 127). Im
peripheren Blut des Menschen betragt der AnteilRlasmazellen bzw. Plasmazellvorlaufer an
den gesamten mononukledren Zellen (PBMC) nur zwisdh01 und 0,1% (41, 52, 96, 128),
was eine Isolation und FACS-Analyse dieser Zellesctewvert. Fur die ldentifikation von
Plasmazellen ist die starke Auspragung des Molekll88 an der Oberflache kennzeichnend
(39). Aus diesem Grund verwendete ich ein Plasmésshtions-Kit, das auf dem Prinzip der
magnetischen Zellseparation beruht und die Expyesgin CD38 auf Plasmazellen ausnutzt.
Die Frequenz der Plasmazellen an den gesamten PBBi@ig durchschnittlich 0,02%.
Aufgrund dieser geringen Haufigkeit habe ich dieliesste Zellfraktion von mindestens 2
Spendern gepoolt.

Die Reinheit der Plasmazell-Population aus dem Bhdach magnetisch-assoziierter
Zellsortierung wurde in Anlehnung an die Literatlurchflusszytometrisch tber die Expression
von CD19/CD387/CD20 ermittelt. (41, 96, 129, 130) Zu diesem Zweck veujeweils vor
Depletion aller ,Nicht-Plasmazellen“ und Anreichegu CD38" Zellen sowie danach die
Reinheit kontrolliert (Abb. 5). In den Experimentekonnte unter Ausschluss der
Debris/Zelltrimmer und der toten Zellen eine ductiméttliche Reinheit von 88,7% + 5,7% bei
der CD19/CD38™ -Population erzielt werden, in der CD3&D20 -Zellgruppe waren es
84,9% = 8,2%.
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Abb. 5: Uberpriifung der Reinheit von Plasmazellpopiationen aus PBMCs vor und nach Depletion
von ,Nicht-Plasmazellen* und Anreicherung der CD38" Zellen. Zu sehen ist ein reprasentatives
Beispiel fur die Reinheit angereicherter CD3&ellen aus PBMCs nach magnetisch-assoziierter
Zellsortierung. Plasmablasten bzw. Plasmazellerdgmumit Hilfe eines Depletions-Cocktails gegen alle
.Nicht-Plasmazellen“ und anschlieRender Anreichgraller CD38" Zellen aufgereinigt. Diese Zellen
wurden Uber CD38/CD19" bzw. CD38"/CD20 definiert. Zelltrimmer (markierte Fenster der énk

Punktdiagramme) und tote Zellen (nicht dargestefltidden ausgeschlossen.

5.1.4 Etablierung einer FACS-Einstellung zur Abgremung mesenchymaler
Knochenmarkzellen und Plasmazellen

Ziel dieser Doktorarbeit war es, Plasmazellen kimtich ihres Uberlebens und Reifung in
Kokultur mit mesenchymalen stromalen Knochenmat&rel durchflusszytometrisch zu

verschiedenen Zeitpunkten zu untersuchen. Aufgmderdniedrigen Plasmazellzahl sowie der
Gefahr des Zellverlustes durch Auftrennung der rRéeellen von den Stromazellen nach der
Kokultur, war eine gleichzeitige Analyse beiderl|B&glen im FACS notwendig. Voraussetzung
dafir war, eine gemeinsame und technisch mdoglicimstélung im FACS zu finden. Die

Schwierigkeit lag in der Unterschiedlichkeit beidallarten in GroRe und Granularitat, weshalb
die Auswertung beider Zelltypen ein komplett ande®etting bedurfte. Zusatzlich bestand die

Gefahr der Zelliberlagerung, so dass Stroma- urabnidzellen nicht eindeutig hatten
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differenziert werden kénnen. Die fibroblastenamigéellen zeichneten sich im FACS auch im
ungefarbten Zustand durch eine hohe Autofluoreszamg. Der grofe Durchmesser von
durchschnittlich 21,1 pm und die hohe Granularigiegelten sich im Vorwarts- und
Seitwartsstreulicht wider. Hingegen sind die Plazglian als Teil der mononukledren Zellen im
peripheren Blut viel kleiner als die StromazellBmese durchflusszytometrischen Unterschiede
beider Zelltypen sind in Abb. 6 dargestellt.
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Abb. 6: Darstellung von Plasmazellen aus dem periphene Blut und mesenchymalen
Knochenmarkzellen im FACS. (A) Uber das Vorwarts- und Seitwartsstreulicht wveurdlie
Lymphozytenpopulation definiert (linkes Punktdiagra). Die Charakterisierung von lebenden Zellen
erfolgte durch Analyse der DARCD19" Zellen (mittleres Punktdiagramm). Im markiertemster sind
CD387/CD20 Plasmablasten dargestellt (rechtes Punktdiagramnig) Die stromalen
Knochenmarkzellen fillen das Vorwarts- und Seitslioiit aufgrund ihrer GréRe und starken
Autofluoreszenz fast vollstandig aus (linkes Puidgchmm). Uber den DAPI-Kanal findet der Lebend-
[Totauschluss der Zellen statt (mittleres Punktdiagn). Im rechten Bild ist gezeigt, dass die stlema

Zellen auch im ungefarbten Zustand eine relativehelioreszenz-Intensitat (Autofluoreszenz) zeigen.
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Das Hauptinteresse in der Kokultur galt jedochPlasmazellpopulation, so dass ich mich beim
Etablieren der Einstellung im Durchflusszytometef diese konzentrierte und dementsprechend
die notwendigen Kanéle adjustierte. In diesem Felthte ich mir die starke Autofluoreszenz
der stromalen Knochenmarkzellen und die Mdglichkist Plasmazellidentifikation Uber das
Oberflachenmolektl CD38 zunutze. Im Vorwérts- uneit@artsstreulicht des gemeinsamen
Settings waren die Plasmazellen durch deren Gri#Beréin den Stromazellen zu unterscheiden.
Denn aufgrund der veranderten Einstellung zugunsken Plasmazellen verschob sich die
Stromazellpopulation im Vorwarts- und Seitwartsgticht in den oberen Randbereich. Im
DAPI-Kanal lagen die stromalen Knochenmarkzellefgiaund ihrer Autofluoreszenz viel hoher,
damit konnte im DAPI/CD38 Punktdiagramm eine ki@®38™" lebende Plasmazellpopulation
abgegrenzt werden (Abb. 7). Die Expression weitéeerflachenmarker wurde auf dieser
definierten CD38" Population weiter analysiert. Hierzu wurden Faofistgenutzt, die in den
verbleibenden Fluoreszenzkandlen gemessen werdas. spezielle Stromazell-Plasmazell-
Setting konnte an Tag O sowie zu allen weiterertpriekten gleichermal3en erfolgreich zur

Analyse der Plasmazelldifferenzierung angewandtemer
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Abb. 7: Etablierung einer gemeinsamen FACS-Einstaling fir mesenchymale Zellen aus dem
Knochenmark und Plasmazellen.Mesenchymale Knochenmarkstromazellen (A) und PBMi@xch
Depletion aller ,Nicht-Plasmazellen“) (B) sind na€luoreszenzfarbung mit entsprechenden Antikdrpern
einzeln im gemeinsamen Setting dargestellt. (C)srRézellen (rot) werden zusammen mit den
Stromazellen aus dem Knochenmark (schwarz) in &A&S-Einstellung dargestellt. Die CD3&Zellen

im markierten Fenster (2. Punktdiagramm) sind inenal Analysefenstern klar von den

Knochenmarkstromazellen abgrenzbar.
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5.2 Einfluss der Kokultur mit mesenchymalen Knochemarkzellen auf das
Uberleben von Plasmazellen
Verschiedene Studien sowohl am Mausmodell (81aath im humanen System (95) zeigten in
der Vergangenheit, dass Knochenmarkstromazelleamensitiven Einfluss auf das Plasmazell-
Uberleben haben. Hier sollten diese Untersuchudgerh die Charakterisierung der Plasmazell-
differenzierung und das Uberleben auf Einzelzelieben FACS weitergefiihrt werden.
Die Uberlebensrate der Plasmazellen in GegenwartKmochenmarkstromazellen wurde mit
Hilfe des FACS berechnet. Fur die Experimente waildeochenmarkstromazellen in 12-Loch-
Platten ausgesat. Nach regelmaRRiger Kontrolle eeigich, dass die mesenchymalen
Knochenmarkzellen eine Zellzahl von ca. 2 X bicht iberschritten, wenn sich eine dichte
konfluente Zellschicht gebildet hatte. Da sich dehl der stromalen Knochenmarkzellen im
Verlauf der Versuche nahezu nicht veranderte, wsrdels Bezugsgrol3e fur die Plasmazellen
in Kokultur herangezogen. Als Ausgangswert wurde ®Warhaltnis der Plasmazellen zu den
mesenchymalen Knochenmarkzellen an Tag 0 mittelC3Analyse definiert. Bei einer
konstant bleibenden Zellzahl der ausgesaten Strelieazin Kultur, konnte im FACS die
Frequenz der Uberlebenden Plasmazellen fir die folgelnden Zeitpunkte anhand des
Verhéltnisses bezogen auf Tag 0 berechnet werdelberide Plasmazellen wurden einerseits
Uber das Vorwarts- und Seitwértslicht, anderersiits die DAPICD38™ Population definiert.

5.2.1 Uberleben der Plasmazellen in Kokultur an Tag

Zunachst sollte Uberpraft werden, ob PlasmazellenKokultur mit Stromazellen langer
Uberleben als allein kultivierte Plasmazellen imkbenmlichem DMEM Medium. Dazu wurde
Tag 3 der Kultur als Messzeitpunkt gewahlt.

Plasmazellen, die ohne Beisein von Knochenmarkzeldtiviert wurden, konnten an Tag 3
nicht mehr als lebende Zellen detektiert werdenchimikroskopisch waren nur noch
apoptotische Zellen sichtbar. In der FACS-Analysesaznmen mit den Stromazellen als
BezugsgroRe war keine lebende CO3Bopulation mehr nachweisbar. Ein komplett anderes
Bild zeigte sich in der Kokultur zwischen Plasmé&aelund mesenchymalen Knochenmarkzellen.
An Tag 3 Uberlebten im Durchschnitt insgesamt 26:6%1% (5 unabhangige Versuche) der
ursprunglich in die Kokultur hinzugefligten Plasmieze(Abb. 8).

Das bedeutet, die Knochenmarkstromazellen bieteeneiTeil der Plasmazellen aus dem
peripheren Blut zumindest kurzfristig einen Ubeeletvorteil gegeniiber den allein kultivierten

Plasmazellen.
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Abb. 8: Vergleich des Uberlebens von Plasmazellerlgine und in Kokultur mit mesenchymalen
Knochenmarkstromazellen. (A) Plasmazellen wurden mit stromalen Knochenmadkémekokultiviert
und uberlebende Zellen an Tag 0 und Tag 3 dur@#iusmetrisch analysiert. CD38Plasmazellen sind
rot dargestellt. (B) In Medium alleine kultiviertelasmazellen wurden nach Ende der Kulturdauer,
unmittelbar vor Analyse, mit der gleichen Anzahbstaler Zellen (als BezugsgrofRe) gemischt und dann
im FACS gemessen. Die im rechten Punktdiagrammtifi@erte CD38"/CD20 Plasmazellpopulation
wird in allen Punktdiagrammen rot dargestellt. &srkennbar, dass diese Zellen mit DAPI markied s
und ein Vorwarts-/Seitwartsstreulicht von totenl@elaufweisen. Lebende CD38API" Plasmazellen
sind in den Kulturen ohne Stromazellen nicht dé¢elar (mittleres Punktdiagramm). (C) Das Diagramm
stellt quantitativ in % die Uberlebenden Plasmarelan Tag 3 dar. Die Balken reprasentieren die
Mittelwerte mit den dazugehdrigen Standardabweighonaus 3 bzw. 5 unabh&ngig voneinander

durchgefihrten Versuchen.
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5.2.2 Uberleben der Plasmazellen in Kokultur bis Te 29

Um zu beurteilen, ob die tGiberlebende Zellpopulatiom Tag 3 auch bei l&angerer Kultivierung
konstant bestehen bleibt, das heil3t, ob die Streleazin der Lage sind, langfristig eine
Subpopulation der Blutplasmazellen am Leben zulerawurde das Uberleben zu spateren
Zeitpunkten der Kokultur untersucht.

Der nachste zu kontrollierende Zeitpunkt war Tade? Kokultur. Die tUberlebende Plasmazell-
population fiel von 26,6% an Tag 3 auf durchschaitt12,3 + 5,7% an Tag 7 (5 Versuche).
Schlie3t man Tag 10 mit in die Gruppe ein, sindE3 * 5,3% (1 Versuch) lebende Zellen. An
Tag 14 und 15 reduzierte sich die Frequenz auf 5,&%4% (5 Versuche) und weiter auf 3,3% +
1,9% an Tag 22 (4 Versuche). Der letzte zu untéesute Zeitpunkt beinhaltete Tag 29, an dem
noch 1,7% + 1,2% (4 Versuche) Plasmazellen am Lebaren, die seit Tag O mit den
Stromazellen kokultiviert wurden. Von weiteren Aysdzeitpunkten wurde bei der niedrigen
Frequenz abgesehen, da auch eine aussagekréftg@weAung im FACS nur noch schwer

maoglich war. Abb. 9 stellt die Ergebnisse graphidah

Zusammenfassend zeigten diese Experimente, dassatjgenz der Plasmazellen ab Tag 3 der
Kokultur mit Knochenmarkstromazellen kontinuierli@d@bnahm. Ein kleiner Prozentsatz an

Uberlebenden Plasmazellen konnte jedoch bis Tag@Bgewiesen werden.
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Abb. 9: Uberleben der Plasmazellen zwischen Tag 3hd Tag 29.Plasmazellen und mesenchymale
Knochenmarkzellen wurden kokultiviert. Die Frequeniberlebender Plasmazellen wurde
durchflusszytometrisch bestimmt und in Bezug gesair Frequenz der Plasmazellen an Tag 0. Die
einzelnen Datenpunkte zu den verschiedenen Zeitpnnkeigen die berechneten Mittelwerte aus

mindestens 4 unabhangig voneinander durchgefikigesuchen
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5.3 Plasmazelladhasion an mesenchymale Knochenmaekien

Bei der Beobachtung der Stromazell-/Plasmazell-ktakum Lichtmikroskop zu verschiedenen
Zeitpunkten fiel eine heterogene Verteilung derslazellen auf. Der Grol3teil der an Tag O
hinzugefligten Blutplasmazellen war nicht an die daehte stromale Zellschicht gebunden,
sondern schwamm lose im Medium, was durch leicB&gegen der Zellflasche sichtbar wurde.
Der andere Teil der Plasmazellen adhérierte fediemKnochenmarkzellen, so dass sie sich auch
bei Bewegung nicht von ihnen abldsten. Diese Bedutbag erdffnete neue Uberlegungen
hinsichtlich des Bindungsverhaltens der Plasmazelte den Stromazellen und dessen
Auswirkungen. Es stellte sich die Frage, ob eitlizbibegrenzter Prozess (= Transienz) vorliegt.
Das heif3t, sind zunéchst alle Plasmazellen adhéarehim Verlauf der Kokultur verlieren sie
den Kontakt zu den Stromazellen? Oder haben wlienicht alle Plasmazellen die gleiche
Chance sich fest an die mesenchymalen Zellen zdebfh Mdglich ist auch ein wechselnder
Prozess, bei dem sich der Anteil der adharentederunicht-adharenten Plasmazellen stetig
austauscht.

Um diese Fragen zu beantworten, fihrte ich folgsriedgeriment durch (Abb. 10): Wie zuvor,
wurden an Tag O die isolierten Plasmazellen aus Bemzu den Knochenmarkstromazellen
gegeben. Nach ca. 20 Stunden, an Tag 1 der Kokuwtuden nun die nicht-adharenten
Plasmazellen dieser Kokultur auf eine sekundareallph angesetzte Stromazellschicht
transferiert. Die adharenten Plasmazellen wurdendem Stromazellen in Kokultur gelassen.
Zur Kontrolle der tatsachlich transferierten Plageli@n wurden die adharenten und nicht-
adharenten Plasmazellen einer VergleichskulturanIlim FACS analysiert.

Nach erneuten 2 Tagen, das heil3t an Tag 3 der Kwkular lichtmikroskopisch erkennbar, dass
von den transferierten Plasmazellen wieder ein Beiharierte. Auch bei den zunachst
adharenten Plasmazellen, die in Kokultur mit demd¢frenmarkstromazellen belassen wurden,
fiel auf, dass sich ein Teil der Plasmazellen aigjehatte. Quantifiziert wurde die Beobachtung
iIm FACS, in dem sowohl die adharenten als auch rdeht-adharenten Plasmazellen der
transferierten und der belassenen Kokultur anatysied mit der Kontrollgruppe von Tag 1
verglichen wurden. Als Bezugsgruppe fur die niditédrenten Plasmazellen wurden wieder

parallel angesetzte Stromazellkulturen gleichelzaél verwendet.
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Tag 1

Abb. 10: Versuchsaufbau des Transfers nicht-adharder Plasmazellen in Sekundarkulturen.An
Tag O wurden die CD38 Zellen aus dem Blut isoliert und in Kokultur mitem
Knochenmarkstromazellen gegeben (Kulturschale An Aag 1 wurden die nicht-adhérenten
Plasmazellen auf eine sekundare, parallel anges8tmdbmazellschicht transferiert (Kulturschale Byiu
die adharenten Plasmazellen in der Kokultur betagielturschale A). An Tag 3 wurden sowohl die
adharenten und nicht-adharenten Plasmazellen déickat adharenten Plasmazellfraktion (Kulturschale
A) als auch die adharenten und nicht-adhéarentesnidlzellen der transferierten Plasmazellfraktion
(Kulturschale B) durchflusszytometrisch analysiert.

5.3.1 Transfer nicht-adharenter Plasmazellen in Sekdéarkulturen

Zum Verstandnis der folgenden Darstellung ist wigshtlass sich alle Prozentangaben auf die
ursprunglich eingesetzte Gesamtplasmazellzahl beaieIn vier unabhangig voneinander
durchgefuhrten Experimenten Uberlebten an Tag IVeegleichs-Kokulturen im Mittel 40,7 +
20,2% Plasmazellen. Es waren 9,5 + 3,8% adhéaremt3ar? + 16,9% nicht-adharent. Die an
Tag 1 nicht adharenten Plasmazellen wurden auf méue Stromazellkultur transferiert (also
31,2 + 16,9%).

An Tag 3 der Kokultur zeigte sich, dass nach deman3ier erneut eine Fraktion der
Plasmazellen adharierte, die Frequenz betrug inclidehnitt 7,7 = 3,6%. Die restlichen 26,8 +
15,8% waren nicht-adharent. Werden die adharente nicht-adharente Zellfraktion addiert,

erhalt man insgesamt 34,5 + 19,1% Uberlebende Rladien. Im Rahmen der Messgenauigkeit
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bedeutet dies, dass von den an Tag 1 nicht-ade@ranansferierten Plasmazellen in der
sekundaren Kokultur mindestens die Halfte bis Adben tUberlebt haben.

Betrachtet man nun die Plasmazellen, die an TagrXKdkultur zunachst adharent waren und
somit nicht transferiert wurden, ist eine zeitlishgrenzte Bindung der Zellen innerhalb von 2
Tagen quantifizierbar. Waren an Tag 1 noch duramsitbh 9,5% Plasmazellen adhérent, so
waren es an Tag 3 nur noch 1,8 £ 1,5%. Die mittleexjuenz der geldsten, nicht-adharenten
Plasmazellen betrug 2,1 £ 1,1%, die restlichen rRéaellen waren in der Kultur gestorben.
Insgesamt Uberlebten in der verbleibenden Kulturd0 + 2,4% Plasmazellen. Die Ergebnisse
sind in Abb. 11 dargestellt

Somit bestatigte sich im FACS die lichtmikroskopisdBeobachtung einer zeitlich begrenzten
Bindung kultivierter Plasmazellen an mesenchymatedkenmarkzellen. Das Ergebnis machte
deutlich, dass zunachst einmal nicht-adharentenf¥laslien nicht zwingend in diesem Zustand
bleiben missen und umgekehrt. Der Versuch zeidterdem, dass mit 59,3% der Grol3teil der
isolierten CD38" Zellen schon innerhalb des ersten Tages der Kakatarb. Zwischen Tag 1
und Tag 3 der Kokultur blieb die Zahl der detekéarPlasmazellen jedoch konstant. Es zeigte
sich, dass die zum frihen Zeitpunkt adhérente Riashpopulation (Tag 1) innerhalb der
folgenden 2 Tage gréf3tenteils starb, wahrend didanl nicht-adharenten Plasmazellen sich

spater anhefteten und Uberwiegend tberlebten.
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Abb. 11: Bindungsverhalten der Plasmazellen an Ta@ nach Transfer der nicht-adharenten
Plasmazellen an Tag 1(A) spiegelt das Verhéltnis von adharenten undtraciharenten Plasmazellen
der Kontroll-Kokultur mit mesenchymalen Knochennmalken an Tag 1 wider, bevor der Transfer der
nicht-adharenten Plasmazellen durchgefihrt wurd sfellt die Aufteilung der adhérenten und nicht-
adharenten Plasmazellen an Tag 3 dar, die an TagcB adharent waren. (C) zeigt den zeitlich
begrenzten Bindungsprozess der transferierten Rlsslan an Tag 3, die an Tag 1 nicht-adh&rent waren
Die Balken reprasentieren die Mittelwerte mit demzubehoOrigen Standardabweichungen aus 4

durchgefuhrten Versuchen.

5.3.2 Einfluss des Bindungsverhaltens auf das Plaszelliiberleben

Aus dem oben beschriebenen Test zur UberprufungBaestungsverhaltens wird ersichtlich,
dass nicht alle Plasmazellen gleichzeitig an dier&azellen adharierten. In der Langzeit-
Kokultur zeigte sich, dass nur ein minimaler Pragatz bis zum Tag 29 Uberlebt. Es ergab sich
entsprechend die Frage, ob es einen selektiverndbiemsvorteil entweder fiir die adharente oder
die nicht-adharente Plasmazellpopulation gibt. Umse Frage zu beantworten wurde das
Uberleben beider Fraktionen zu verschiedenen Zdifiem getrennt voneinander

durchflusszytometrisch untersucht.
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Ausgehend von insgesamt 100% isolierten CD3®ellen an Tag 0, wurden an Tag 1 der
Kokultur im Mittel 9,9 £ 3,5% adharierende Plasnikere gezéahlt. Bis Tag 3 der Kokultur
reduzierte sich deren Haufigkeit auf 4,3 + 1,8% Wieb bis zum Tag 7 der Kokultur
unverandert bei 4,3 + 2,4%. Der nachste zu messéeitieunkt war wieder Tag 14-15, an dem
die Frequenz der Uberlebenden adharenten Plaserazeif 1,8 £ 0,9% fiel. Im weiteren Verlauf
der Kokultur an Tag 22 und 29 blieb diese Frequamgefahr stabil bei 1,7 £ 1,1% bzw. 1,1 +
0,74% (Abb. 12).

Die Haufigkeit der nicht-adhéarenten Plasmazelleffam 1 betrug durchschnittlich 33,1 + 15,6%.
Dieser Wert verringerte sich bis zum Tag 3 auf 2221% und fiel weiter auf 7,9 + 3,4% an
Tag 7 der Kokultur. An Tag 14-15 der Kokultur wundeur noch 3,8 + 1,8% lebende nicht-
adharente Plasmazellen detektiert. Auch an deneresit Zeitpunkten Tag 22 und 29 der
Kokultur sank die Zahl der lebenden Plasmazelldrigi+ 0,9% bzw. 0,6 £ 0,5% weiter (Abb.
12).

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse sowohl rinadledrenten als auch in der nicht-
adharenten Fraktion im Verlauf der Kokultur eine nabme lebender Plasmazellen. Die
Frequenz Uberlebender Plasmazellen der adhareofrafion war zwischen Tag 3 und Tag 7
sowie von Tag 14 bis Tag 29 weitestgehend konsEiaten Befund konnte man bei der nicht-
adhéarenten Plasmazellpopulation dagegen nicht bbatda die Detektion lebender Zellen

reduzierte sich kontinuierlich.
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Abb. 12: Frequenz lebender adharenter und nicht-adérenter Plasmazellen zwischen Tag 3 und
Tag 29. Die Frequenz adharenter und nicht-adhérenter Pladlea in Kokultur-Experimenten mit
mesenchymalen Knochenmarkzellen wurde durchflusemstrisch bestimmt. Die einzelnen Datenpunkte

zu den verschiedenen Zeitpunkten spiegeln die beeten Mittelwerte aus mindestens 4 unabhangig

voneinander durchgefiihrten Versuchen wider.
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5.4 Einfluss der Kokultur mit mesenchymalen Knochemarkzellen auf die
Plasmazellreifung
In einer Studie von Medina et al. (41) wurden Plasellen aus verschiedenen Organen
hinsichtlich ihres Phénotyps charakterisiert uncgliehen. Dabei stellten sie eine Heterogenitat
zwischen Plasmazellen aus dem peripheren Blut @wmd Knochenmark fest, die durch eine
zunehmende Reife der Plasmazellen gekennzeichnét isieiner Arbeit sollte nun untersucht
werden, ob die mesenchymalen Stromazellen alsdésiKnochenmarkmilieus in der Lage sind,
die Reifung von Plasmablasten aus dem Blut zu stitzen. Hierzu wurden die isolierten
Plasmazellvorlaufer an Tag 0 und zu verschiederapuhkten in Kokultur auf die Expression
spezifischer Oberflachenmolekile mit Hilfe des getmchen Mittelwertes der
Fluoreszenzintensitdten (Geo Mean Fluorescencerhflusszytometrisch analysiert und
verglichen. Zur Beurteilung moglicher Vorteile bzAdnterschiede zwischen den adharenten und
nicht-adharenten Plasmazellen, in der Fahigkeitdi#ferenzieren, wurden auf3erdem beide
Fraktionen getrennt voneinander untersucht. Anletinan die Literatur wurden fir die
phanotypische Analyse Molekile gewéhlt, von denge einterschiedliche Auspragung auf
Blut- und Knochenmarkplasmazellen bekannt ist.

5.4.1 Analyse der CD38 Expression auf Plasmazellen Verlauf der Kokultur

Das Glykoprotein CD38, urspriinglich als T10 Antigem Reinherz et al. 1980 entdeckt (131),
wird in hohem Mal3e auf der Oberflache von Plasntezaxprimiert (38, 39). Jedoch scheinen
Plasmazellen bzw. Plasmazellvorlaufer aus dem Rider dem Knochenmark CD38
unterschiedlich stark auszupragen (42, 130). Plashvarlaufer aus dem peripheren Blut, die
mit einer Stromazelllinién vitro kokultiviert wurden, regulierten die ExpressiomuD38 hoch
als Zeichen der zunehmenden Reife (96). Aus digSamd wurde auch in meiner Kokultur die
Expression von CD38 auf Plasmazellen zu verschaxd&eitpunkten verglichen.

Ausgangswert war wie in den vorhergehenden ExpetiemeTag 0, an dem die Plasmazellen
uber die Marker CD38/CD19/CD20 identifiziert wurden. In der Abbildung 13 sind Zahst
die geometrischen Mittelwerte der CD38 Fluoreszgensititen der einzelnen Versuche
adharenter Plasmazellen zu den verschiedenen Aktgudargestellt. An Tag 0 belief sich der
Median der CD38 Expression auf 379,5. Nach 3 TagenKokultur exprimierten die
Plasmazellen in einem deutlich héheren Mal3e CD88:Mkdian der geometrischen mittleren
Fluoreszenzen betrug 1070,2. Bei Auswertung deinander gehoérigen Paare an Tag O und 3
mit Hilfe des Wilcoxon-Tests ergab das einen sigaiften Unterschied (*p=0,027). Wahrend
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der Kokultur von Tag 3 bis Tag 10 verédnderten siehgeometrischen Mittelwerte der CD38
Fluoreszenzen nur minimal (Median: 1090,1), dertigsvon Tag O auf Tag 10 war ebenfalls
signifikant (*p=0,033). Auch im weiteren Verlaufrd€okultur stieg der Medianwert der CD38
Expression der Plasmazellen auf 1643,3 an Tag d®2242,8 an Tag 29. Aufgrund der geringen
Fallzahlen zu diesen Zeitpunkten der Kokultur wuitkr gepaarte t-Test zur statistischen
Auswertung herangezogen, aber auch hier konnte SQigwifikanz gezeigt werden (*p=0,013
bzw. **p=0,002).

Abbildung 13 spiegelt aufl3erdem die geometrischen tteMierte der CD38
Fluoreszenzintensitaten nicht-adharenter Plasneawett Zeitraum von Tag O bis Tag 29 wider.
Im Vergleich zu Tag 0 exprimierten auch die nictih@enten Plasmazellen an Tag 3 bis 29 der
Kokultur CD38 starker. Der Median der geometrischettleren Fluoreszenzen stieg von 379,5
an Tag 0 auf 869,7, 537,9, 794,5 auf 622,8, regpekbDiese Unterschiede waren jedoch nicht
signifikant (p>0,05).

Diese Daten machen deutlich, dass die CD38 Exmpressuf der Oberflache der adharenten
Plasmazellen im Verlauf der Kokultur signifikantséieg, bei den nicht-adharenten Plasmazellen

war das nicht der Fall.
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Abb. 13: Vergleich der CD38 Expression auf adharemn und nicht-adh&renten Plasmazellen zu
verschiedenen Zeitpunkten.Dargestellt sind die durchflusszytometrisch bestienmgeometrischen
Mittelwerte der CD38 Fluoreszenzen von adhéarenteth nicht-adharenten Plasmazellen wéahrend der
Kokultur mit mesenchymalen Knochenmarkzellen. Je&éeil zeigt die Ver&nderung in einem

Experiment Uber mehrere Zeitpunkte. **p<0,01; *®B&,

5.4.2 Analyse der CD20 Expression auf Plasmazellen Verlauf der Kokultur

CD20 ist ein typischer B-Zell Marker, der zwar &ldsmazellen der Tonsille noch ausgebildet
wird, aber auf Plasmazellen im Blut und im Knocharkmicht mehr anzutreffen ist (41). Somit
eignet sich dieses Molekul sehr gut als Isotyphkaler

Der Median der geometrischen Mittelwerte der CDRfbfeszenzen betrug an Tag 0 5,6 in der
FITC-Farbung bzw. 10,4 in der PE-Farbung. In Abligkejt von der Reinheit der isolierten
CD38" Plasmazellen, war an Tag 0 eine CDP®pulation im FACS sichtbar oder nicht. Die
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PE-Farbung zeigte wahrend des gesamten Zeitraungesfalr konstante Messwerte. Jedoch
stieg die CD20 Expression in der FITC-Farbung za derschiedenen Zeitpunkten leicht, aber
nicht signifikant an. Innerhalb der adharenten umcht-adharenten Fraktion wurden keine
Unterschiede in der CD20 Expression gemessen. Abbspiegelt die Ergebnisse graphisch

wider.
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Abb. 14: Vergleich der CD20 Expression in der FITC-und PE- Farbung zu verschiedenen
Zeitpunkten. Abgebildet sind die durchflusszytometrisch bestienmt geometrischen mittleren
Fluoreszenzen der Isotypkontrolle CD20 von adhareand nicht-adhérenten Plasmazellen wahrend der
Kokultur mit mesenchymalen Knochenmarkzellen in 8neinander unabh&angig durchgefuhrten

Versuchen. Jeder Pfeil zeigt die Veranderung ieraixperiment iber mehrere Zeitpunkte.

5.4.3 Analyse der CD138 Expression auf Plasmazellan Verlauf der Kokultur

CD138 gilt als Differenzierungsmarker fir reife $tfaazellen. Eine viel starkere Auspragung
von CD138 auf Knochenmarkplasmazellen gegentibehdesogenen Verteilungsmusters auf
Vorlauferzellen aus dem Blut wurde beschrieben.(41)

Die Untersuchungen zu CD138 auf CD38isolierten Zellen an Tag 0 zeigten keine
einheitlichen Ergebnisse. In lediglich 2 von 5 BExpenten konnte eine CD138 positive
Population bestimmt werden, die durchschnittlich2% Zellen umfasste. In den anderen 3
Versuchen exprimierte die CD38Fraktion kein CD138. Auch der weitere Verlauf d@kultur
zeigte kein eindeutiges Bild. Wahrend bei den agift&n Plasmazellen an allen untersuchten
Zeitpunkten zwischen Tag 1 und Tag 7 kein CD138dan Oberflache zu farben war,
exprimierten die nicht-adharenten Plasmazelleneangieichen Zeitpunkten zumindest teilweise
das Molekul: an Tag 1 waren durchschnittlich 33 &6 nicht-adharenten Plasmazellen positiv
fur CD138, an Tag 2 und 3 war die gesamte Populategativ und an Tag 4 wurden wieder
86,5% positiv gefarbt (Daten nicht gezeigt).
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Diese Ergebnisse machen es schwierig, die CD138eEsgion in Kokultur zu beurteilen. Der
Grund dieser unterschiedlichen Ergebnisse ist wdictbgnethodischen Ursprungs und soll

spater diskutiert werden.

5.4.4 Analyse der CD95 Expression auf Plasmazellen Verlauf der Kokultur

Wahrend der Apoptose vermittelnde Rezeptor CD9®)(iB geringem MaRe auf CD38
Plasmazellvorlaufern der Tonsille und im Blut zadeen ist, fehlt er fast vollstdndig auf reifen
Plasmazellen im Knochenmark (41).

Die CD38" Zellen aus dem peripheren Blut waren fiir den Ma®B95 an Tag 0 schwach
positiv. Der Median der geometrischen mittlerenoféiszenzen betrug 38,0. Nach 3 Tagen in
Kokultur mit mesenchymalen Knochenmarkzellen war &nstieg der CD95 Expression auf
77,0 zu beobachten (Abb. 15), jedoch war diesdrtmignifikant (p=0,054). Eine Aussage uber
die Fraktionen der adharenten und nicht-adhareRlesmazellen war aufgrund zu geringer
Fallzahlen (1 Versuch) nicht moglich.

Zusammenfassend konnte die Analyse der CD95 Expreskeine Veranderung der

Blutplasmazellen in Richtung Knochenmarkplasmanetkeigen.
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Abb. 15: Vergleich der CD95 Expression auf Plasmallen an Tag 0 und Tag 3Dargestellt sind die
durchflusszytometrisch bestimmten geometrischen telierte der CD95 Fluoreszenzen von
Plasmazellen wahrend der Kokultur mit mesenchymadenchenmarkzellen in 3 unterschiedlichen

Versuchen. Jeder Pfeil zeigt die Veranderung ieraixperiment iber mehrere Zeitpunkte.
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5.4.5 Analyse der CD19 Expression auf Plasmazellen Verlauf der Kokultur

Das Molekul CD19 wird auf allen Plasmazellvorlaafen der Tonsille und im Blut ausgepragt,
aber nur die Halfte der Knochenmarkplasmazellemiexert diesen Marker auf ihrer Oberflache
(41).

An Tag 0 waren 100% der CD38Zellen auch CD19und der Median der geometrischen
mittleren Fluoreszenzen betrug 164,9. Betrachtet dia CD19 Expression der adharenten und
nicht-adhéarenten Plasmazellen nach 3 Tagen in Kakuso war jeweils ein signifikanter
Anstieg der Fluoreszenzintensitaten auf 213,5 b286,2 zu verzeichnen (*p=0,045 bzw.
*p=0,047 bei 5 Versuchen). Die Ergebnisse sind Altbgraphisch dargestellt. In Bezug auf das
Molekul CD19 spiegelt der Phénotyp der Plasmazellan Kokultur nicht den von

Knochenmarkplasmazellen wider.
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Abb. 16: Vergleich der CD19 Expression auf adharemin und nicht-adharenten Plasmazellen an
Tag 0 und Tag 3.Abgebildet sind die durchflusszytometrisch bestiemgeometrischen Mittelwerte der
CD19 Fluoreszenzen von adharenten und nicht-adteirePlasmazellen wahrend der Kokultur mit
mesenchymalen Knochenmarkzellen in 5 unterschieeitid/ersuchen. Jeder Pfeil zeigt die Veranderung

in einem Experiment Uber mehrere Zeitpunkte.

5.4.6 Analyse der HLA-DR Expression auf Plasmazeleim Verlauf der Kokultur

Die Herunterregulierung des antigen-prasentiereridemeptors HLA-DR (MHC 1) auf der
Oberflache ist charakteristisch fur reife Plasmlape(37, 64). Einige Arbeiten zeigten zudem
eine unterschiedliche HLA-DR Auspragung auf der @&ehe von Plasmazellen und ihren
Vorlaufern in der Tonsille, im peripheren Blut odier Knochenmark (41, 43, 63).

Die an Tag 0 isolierten CD38Plasmazellen zeigten ein heterogenes Bild bezudicA-DR.
Durchschnittlich 17,2 + 5,5% der CD3&ellen exprimierten kein HLA-DR an ihrer Oberfléch
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Die 82,8 + 55% positiv gefarbten Plasmazellen aime®inen Median der geometrischen
mittleren Fluoreszenzen von 145,0 auf, wobei esviseig war, distinkte Populationen von
einander abzugrenzen. Nach drei Tagen in Kokultar vn FACS kaum noch eine HLA-DR
negative Population zu sehen, sie reduzierte gigtifikant auf durchschnittlich 8,0 + 3,8%. Der
Median der geometrischen mittleren HLA-DR Fluoreszetensitaten der positiven Fraktion
anderte sich von Tag 0 zu Tag 3 und Tag 7 niclmiféignt (145,0 an Tag O zu 115,8 in der Zeit
von Tag 3 bis Tag 7 (p=0,139). Aufgrund der germgerobenzahlen wurden bei der
Auswertung Tag 3 und Tag 7 zu einem Zeitpunkt zusangefasst. Die Ergebnisse sind in Abb.
17 dargestellt.

Eine Unterscheidung zwischen adharenten und noitér@nten Plasmazellen wurde fur den
Rezeptor HLA-DR nur in 2 Versuchen durchgefihrt tébanicht gezeigt). Hier verhielten sich
beide Fraktionen ahnlich, jedoch ist aufgrund denirggen Versuchszahl ein aussagekréftigeres

Ergebnis nicht moglich.
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Abb. 17: Vergleich der HLA-DR Expression auf Plasmaellen an Tag O und Tag 3-7Dargestellt

sind die durchflusszytometrisch bestimmten geosatan Mittelwerte der HLA-DR Fluoreszenzen von
Plasmazellen wahrend der Kokultur mit mesenchymakerochenmarkzellen in 4 voneinander
unabhangigen Versuchen. Jeder Pfeil zeigt die \derdmg in einem Experiment Uber mehrere

Zeitpunkte.

5.4.7 Analyse der CCR2 Expression auf Plasmazellem Verlauf der Kokultur

Im Rahmen der Plasmazellentwicklung wird PAX5, wiohtiger Transkriptionsfaktor fiir die B-
Zellfunktion, von BLIMP1 unterdriickt (27). Die PAX8nterdriickung hat die Reaktivierung
verschiedener Gene in Plasmazellen zur Folge. Rpehort der Chemokinrezeptor CCR2,

welcher fir eine normale Plasmazellfunktion von &gdng ist (30).
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Die Expression des Chemokinrezeptors CCR2 auf gelierten Plasmablasten an Tag 0 war
heterogen. Wahrend im Mittel 16,4 + 8,3% der CD3gellen CCR2 auf der Oberflache
exprimierten, waren 83,6 = 8,3% negativ. Diesesh¥iitnis blieb an den Tagen 3 und 7 der
Kokultur mit jeweils durchschnittlich 21,7 + 6,5%082" Plasmazellen ungeféahr gleich. Die
geometrische mittlere Fluoreszenz verhielt sichivienlauf der Kokultur ebenfalls konstant. Ein
Unterschied zwischen den adh&renten und nicht-adteir Zellen wurde nicht festgestellt.
Auffallig war die Beobachtung, dass die CCApulation das Molekiil CD38 starker an ihrer
Oberflache exprimierte als die CCR=zraktion. Der Median der geometrischen mittleréd38
Fluoreszenzen der CCRPlasmazellen betrug an Tag 0 1215,6 gegeniibe8 Hédder CCR2
Population (p=0,078). Die Differenz beider Popwaé&n hinsichtlich der CD38 Expression
vergroRRerte sich an Tag 3 bis Tag 7 sowohl beiatrarenten als auch bei nicht-adharenten
Plasmazellen in Kokultur signifikant (Abb. 18). Denterschied zwischen der CCR2 und
CCR2Z Population belief sich bei den adharenten Plasheazauf 1717,9 bzw. 762,1 (*p=0,045)
sowie bei den nicht-adharenten Plasmablasten &%,8®zw. 762,1 (*p=0,047).
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Abb. 18: Vergleich der CD38 Expression der CCR2- und CCRZ Plasmazellpopulation.Dargestellt

sind die Mediane der durchflusszytometrisch bestenngeometrischen mittleren CD38 Fluoreszenzen
von CCRZ Plasmazellen (dunkelgrau) und CCRRasmazellen (hellgrau) wahrend der Kokultur mit
mesenchymalen Knochenmarkzellen zu den angegebégigrunkten. Die Balken reprasentieren die

Mediane mit den dazugehdrigen Spannweiten aus @nander unabhéangigen Versuchgx0,05
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5.4.8 Analyse der CD31 Expression auf Plasmazellen Verlauf der Kokultur

CD31 (PECAM-1) ist ein Adhasionsmolekll, das aufd&helzellen, Thrombozyten,
Monozyten, Granulozyten und Lymphozyten anzutreit#n(133). Es wurde beobachtet, dass
Plasmazellen aus dem Knochenmark CD31 starkerraigyan als Blutplasmazellen (41).

Die CD38™" Zellen aus dem peripheren Blut zeigten an Tagn@ &eterogene Expression fiir
CD31. Durchschnittlich 62,5 + 8,8% der Blutplasnikre exprimierten CD31 auf ihrer
Oberflache, 37,5 + 8,8% waren negativ fur dieserrkigla Der Median der geometrischen
mittleren Fluoreszenzen der positiven Populatiomuigel44,8. Wahrend der Kokultur mit den
Stromazellen wurde bereits nach 3 Tagen sowohlein atiharenten als auch in der nicht-
adharenten CD38 Fraktion keine negative CD31 Population mehr inCSAdetektiert, sondern
98,0% bzw. 99,0% der Plasmazellen waren positivd&ir Marker. Bis zum letzten gemessenen
Zeitpunkt Tag 29 veranderte sich dieses Bild ni@dten nicht gezeigt, 2 Versuche). Beide
Plasmazell-Fraktionen, die adharenten sowie diehty@dharenten, regulierten die CD31
Expression im Verlauf der Kokultur hoch. An Tag fleg der Median der geometrischen
mittleren Fluoreszenzen bei den adharenten Pladierazauf 697,4 (p= 0,090) und an Tag 15
signifikant auf 874, 7 (**p=0,006). Bei den nichttgrenten zeigte sich jeweils ein signifikanter
Anstieg auf 895,0 an Tag 7 (*p=0,026) und 1093,0Tag 15 (*p=0,016). Aufgrund der
geringen Probenzahlen wurden bei der AuswertungHitié des gepaarten t-Tests Tag 3 und
Tag 7 sowie Tag 14 bis 15 zu einem Zeitpunkt zusengefasst.

In diesem Vergleich verhielten sich die adharenten nicht-adhéarenten Plasmazellen in
Kokultur ahnlich, beide Fraktionen regulierten CCR1 ihrer Oberflache hoch (Abb. 19).
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Abb. 19: Vergleich der CD31 Expression auf adharemn und nicht-adharenten Plasmazellen zu
verschiedenen Zeitpunkten.Dargestellt sind die durchflusszytometrisch bestiemnmgeometrischen
Mittelwerte der CD31 Fluoreszenzen von adhéarenteth nicht-adharenten Plasmazellen wahrend der
Kokultur mit mesenchymalen Knochenmarkzellen in #Aahhangig voneinander durchgefiihrten
Versuchen. Jeder Pfeil zeigt die Veranderung ieraifexperiment Uber mehrere Zeitpunkte. **p<0,01;
*p<0,05

5.4.9 Analyse der CD62L Expression auf Plasmazellem Verlauf der Kokultur

CD62L (L-Selektin) ist ein Adh&sionsmolekil, dag flie Migration von Leukozyten in das
sekundare lymphatische Gewebe verantwortlich i84)1Medina et al. beobachteten, dass
einzig Plasmazellen aus dem peripheren Blut nadantis-Immunisierung CD62L auf ihrer
Oberflache auspragten, hingegen fehlte das MolakiiKknochenmarkplasmazellen (41).

Die FACS-Analyse der CD38 Zellen aus dem peripheren Blut an Tag 0 ergabs dies
Mehrheit kein CD62L exprimierte, sondern nur ductimsttliich 6,6 £ 3,2% der Zellen fir das
Adhasionsmolekuil positiv waren. Dabei belief sidr dledian aller geometrischen mittleren
Fluoreszenzintensitaten der gesamten Populationl@&@® an Tag 0. Bezug nehmend auf die
adharenten und nicht-adharenten Plasmazellen in ulKkok mit den stromalen
Knochenmarkzellen konnte eine signifikant untersdhiche CD62L Expression im Verlauf
beobachtet werden. Wahrend die adharente Zellfnakduch zu spéteren Zeitpunkten den
Marker nicht exprimierte (der Median der geometrest mittleren Fluoreszenzintensitéaten
betrug zwischen dem 3. und 7. Kokulturtag 21,3julierten die nicht-adh&arenten Plasmazellen
CD62L signifikant hoch. Der Median der geometristmittleren Fluoreszenzen erhéhte sich
auf 89,9 an Tag 3 bis Tag 7 (*p=0,039).

Aufgrund der geringen Probenzahlen wurden bei deswertung Tag 3 und Tag 7 zu einem

Zeitpunkt zusammengefasst. Abb. 20 spiegelt dielirgse graphisch wider.
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Abb. 20: Vergleich der CD62L Expression der adhéreten und nicht-adharenten Plasmazellen an
Tag 0 und Tag 3-7.Dargestellt sind die durchflusszytometrisch bestiemmgeometrischen Mittelwerte
der CD62L Fluoreszenzen von adharenten und nidiéradten Plasmazellen wahrend der Kokultur mit
mesenchymalen Knochenmarkzellen in 3 voneinandabhingigen Versuchen. Jeder Pfeil zeigt die

Veré&nderung in einem Experiment Uber mehrere Zekigu *p<0,05
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6 Diskussion

6.1 Einleitung

In Rahmen dieser Arbeit ist es mir gelungen, igirvitro Modell zur Kokultur von humanen
Plasmazellen und humanen mesenchymalen stromalenhEnmarkzellen zu etablieren. Die
Bezeichnung mesenchymale stromale Knochenmarkzedlede in Anlehnung an die
»international Society for Cellular Therapy* (ISCHewahlt (119). Bisherige Untersuchungen
zwischen diesen beiden Zelltypen wurden hier anz&eellebene weitergefihrt. Die Ergebnisse
meiner Studie bestétigen, dass Knochenmarkstroieaziel der Lage sind, Plasmazellen Uber
einen langeren Zeitraum am Leben zu erhalten. Dieeif zeigte aul3erdem den Einfluss
mesenchymaler Knochenmarkzellen auf die Differannig von Plasmazellvorlaufern zur

terminalen Plasmazelle im Durchflusszytometer.

Die Halfte der Antikorper-sezernierenden Zellen aesn peripheren Blut sind vermutlich
Plasmablasten, d.h. unmittelbare Plasmazellvontgdfe 43, 52, 130). Mit Hilfe entsprechender
Chemokinrezeptoren migrieren sie zu ihren Zieloegarwie z.B. dem Knochenmark (48). Das
Knochenmark stellt mit seiner spezifischen Umgebitigchen bereit, welche die terminale
Differenzierung und das Uberleben von Plasmazellgerstiitzen (63, 66, 126). Hier ansassige
Plasmazellen sind fur den protektiven und lang Behden spezifischen Antikorpertiter
verantwortlich (64) und unterscheiden sich von phesmazellen hinsichtlich ihrer
Teilungsfahigkeit und Auspragung bestimmter Obeh&nmolekile (41, 43). Mesenchymale
Stromazellen sind durch die Bildung und Bereitatadl verschiedener Wachstumsfaktoren sowie
Zellkontakt-abhangigen Signalen ein entscheideidesient des Knochenmarkmilieus (81, 96)
und somit potentieller Bestandteil der Plasmazsdime.

6.2 Diskussion der Methodik

6.2.1 Auswahl der Zellen

In der Vergangenheit sind bereits einige StudienHamdostase muriner Plasmazellen sowohl
in Kultur als auchn vivo durchgefuhrt worden (55, 62, 64, 76, 82, 126).bawkend auf diesen

Daten war mein Ziel hingegen, die Biologie der nalen Plasmazelle in einem Kultursystem
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mit humanen Zellen zu untersuchen. Der Grund di&gahl lag in der Mdglichkeit ein
Testsystem zu etablieren, welches potentiell fliieR@enmaterial einsetzbar ist. Ein Nachteil
dieser Methode war allerdings die Tatsache, dass mus ethischen Grinden bei der
Generierung humaner Zellen an Grenzen stoft.

Wahrend der Einfluss von KnochenmarkstromazelldrdeuHamatopoese, insbesondere der B-
Lymphopoese, ausfuhrlich untersucht wurde, gibtweswenige Studien Gber Plasmazellen oder
ihren unmittelbaren Vorlaufern in Kokultur mit meséymalen stromalen Knochenmarkzellen
(81, 95, 96).

Zunachst stellte sich die Frage, aus welchem méokeh Organ die Plasmazellen isoliert
werden sollen, um sie mit den mesenchymalen Knouhétrellen zu kultivieren. Die Mehrheit
der in den sekundaren lymphatischen Organen gébiidelasmablasten entwickelt sich lokal
zur Plasmazelle und stirbt dort innerhalb wenigagd den programmierten Zelltod (18). Im
Blut zirkulierende Plasmazellen sind potentielle  rléofer langlebiger
Knochenmarkplasmazellen (48, 127). Aus diesem Gwundlen in dieser Arbeit CD38Zellen
aus dem Blut enthommen, um deren Interaktion mgenehymalen Knochenmarkstromazellen
zu untersuchen. Die Schwierigkeit in der Isolationd Analyse von Plasmablasten bzw.
Plasmazellen aus dem peripheren Blut liegt dariassdderen Anteil an den gesamten
mononukledren Zellen nur zwischen 0,01 und 0,1%t l{¢1, 52, 96, 128). Das spiegelt sich in
der geringen Zahl bisheriger Untersuchungen diegssdkyps wider. Verschiedenen vitro
Modelle zur Generierung und Differenzierung vonshiazellen wurden in der Vergangenheit
entwickelt, um diese Problematik zu umgehen (138, 136). Jedoch haben diese den Nachteil,
dass keine einheitliche Zellpopulation entsteht) (4dd dass dien vitro Systeme nicht den
physiologischen Bedingungen im Organismus entsprechndere Studien wichen bisher oft auf
Material von Patienten mit Multiplem Myelom aus, deren Blut eine viel héhere Zahl an
malignen Plasmazellen zu finden ist. Jego et dl) (ditzten ein alternatives Modell, in dem sie
den Phanotyp von Plasmablasten und PlasmazelldPatienten mit reaktiver Plasmozytose
charakterisierten. Diese Anh&ufung von polyklona®asmazellen entsteht bei verschiedenen
Infektionen oder Neoplasien (44). Somit kann manchathier nicht unbedingt von
physiologischen Voraussetzungen ausgehen. Um demmdcausreichenden Mengen gesunden
Materialsex vivoarbeiten zu kdnnen, wurden fur diese Arbeit Plasien aus Blutproben mit
Hilfe eines ,Plasmazell-Isolations-Kit“ praparierttas auf dem Prinzip der magnetischen
Zellseparation beruht und die Expression von CD@BRlasmazellen und deren Vorlaufern
ausnutzt. Diese Trennmethode bringt eine reine Rtipn CD38™ Zellen hervor und erleichtert

die anschlieRende durchflusszytometrische UntetswghDer Vorteil gegentiber einer FACS-
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Sortierung ist die geringere Beanspruchung bzwa@igng der empfindlichen Plasmazellen,
bevor sie in Kokultur gegeben werden.

Eine weitere von mir in Betracht gezogene Moglichlsar, Antigen-spezifische Plasmablasten
zu isolieren, die nach einer sekundaren Immunisgia.B. Tetanus) gebildet werden und dann
ein paar Tage spater im Blut detektierbar sind 521,137). Der Vorteil dieser Methode ist der
direkte Nachweis Antikorper-sezernierender ZellereeSpezifitat, deren Frequenz im Blut 6-7
Tage nach der Auffrischimpfung im Vergleich zu dawtark ansteigt (41, 52). Auch diese
Zellen stellen potentielle Vorlaufer solcher Plageiken dar, die im Knochenmark fir eine lange
Zeit residieren konnen. Im Rahmen dieser Arbeit riten keine vergleichenden
Immunisierungsversuche durchgefuhrt werden, jedsmlie dieses Modell bei fortfihrenden
Kokultur-Untersuchungen unbedingt bericksichtigtdea.

Um maoglichst nahe an der physiologischervivo Situation im menschlichen Knochenmark zu
arbeiten, wurden primare mesenchymale Knochenmiggkze generiert anstatt eine
Stromazelllinie (96) fir die Kokultur zu verwenddbdies ist insbesondere auch notwendig, da

Stromazelllinien einen verminderten Kontakt-indutaa Zellzyklusarrest aufweisen.

6.2.2 Isolierung und Identifizierung von Plasmablaten und Plasmazellen im
Durchflusszytometer

Isolierung

Fur die Isolierung von Plasmazellen ist die stafkesprdgung des Molekils CD38 an der
Oberflache kennzeichnend (39). Da aber auch andetkeen CD38 exprimieren, wurden
zunéchst alle ,Nicht-Plasmazellen® aus dem Bluttelst MACS depletiert und danach die

CD38" Population angereichert.

Identifizierung

Die FACS-Analyse bestimmter Zellpopulationen isteesehr sensitive Methode, da Zellen auf
Einzelzellebene charakterisiert werden konnen. InleAnung an die Literatur konnten
Plasmazellen und ihre Vorlaufer nach ihrer Isolgrudurchflusszytometrisch tber die
Expression von CDI®CD38"/CD20 identifiziert werden (41, 96, 129, 130). In bishen
Kokultur-Experimenten zwischen Plasmazellen undemelsymalen Knochenmarkstromazellen
wurde diese Methode nur ansatzweise genutzt (963halb in dieser Arbeit erstmalig das

Uberleben und die Differenzierung von Plasmazellemerhalb einer Kokultur auf
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Einzelzellebene im FACS untersucht wurde. Die Asalgm Durchflusszytometer, Typ LSR II,
erlaubte den Ausschluss von toten Zellen, die Eimang der Zellgré3e und -granularitat tber
das Vorwarts- und Seitwartsstreulicht sowie die ddi@g von weiteren vier Parametern
gleichzeitig. Wie im oberen Punkt schon erlautest, die Zahl der Plasmablasten und
Plasmazellen im Blut begrenzt. Eine gute qualieehussage tUber phanotypische Eigenschaften
von Zellen ist jedoch nur dann mdglich, wenn eiewigse Mindestzellzahl im FACS analysiert
wird. Um dieser Voraussetzung gerecht zu werdemnteo nur eine Auswahl verschiedener
Molektle untersucht werden, die anlehnend an dieraiur als relevant angesehen wurden. Zu
Beginn der Kokultur wurden je Ansatz durchschrttl4000 analysierte Plasmazellen eingesetzt
bzw. durchflusszytometrisch analysieta im weiteren Verlauf der Kokultur nur ein geringe
Teil an Plasmazellen tberlebte, verringerte siehzdihl der aufgenommenen Events, so dass an
Tag 29 teilweise nur 30 bis 240 Plasmazellen iefjdttobe ausgewertet werdemnnten Diese
geringe Anzahl an Events erschwerte naturlich anssenschaftlich korrekte Beurteilung der
Ergebnisse und war somit als kritisch zu bewerddit. dieser geringen Zellzahl wurde eine
Grenze erreicht, die statistisch relevante Ergalengerade noch zulédsst. Aber auch bei dieser
niedrigen Zellzahl war eine Population zu verze@hrweshalb die Ergebnisse mit in die Arbeit
eingebracht wurden. Bei der Planung von Folgeerparien sollte darauf geachtet werden, dass
die Ausgangspopulation nicht geringer ausféllt,besondere wenn mit Patientenmaterial

gearbeitet wird.

6.3 Diskussion der Ergebnisse

6.3.1 Mesenchymale stromale Knochenmarkzellen sirelne homogene nicht-
hamatopoetische Zellpopulation

In der Literatur gibt es keine einheitliche Meinudgriber, ob die isolierten mesenchymalen
Zellen aus dem Knochenmark eine homogene (97, dddh heterogene (108, 115) Population
darstellen.

Zur Klarung dieser Frage wurden die in dieser Arlverwendeten Knochenmarkstromazellen
lichtmikroskopisch und durchflusszytometrisch clkégasiert. Die untersuchten stromalen
Zellen hatten lichtmikroskopisch einen einheitlichespindelformigen (fibroblastenartigen)
Phanotyp. Auch die FACS-Analyse spiegelte einen dggnen Zelltyp wider. Fir die
Oberflachenmolekile CD9, CD29, CD44 und CD106 (VGAMkonnte eine gleichmaliig
positive Expression gezeigt werden. Sowohl die hépwetischen Molekule CD11a, CD14 und
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CD45 als auch der Plasmazellmarker CD38 wurden tninachgewiesen, so dass
Verunreinigungen durch hamatopoetische Zellen actdgessen werden konnten. Die zusatzlich
untersuchten Oberflachenmolekile CD10, CD31, VLsedie die Fg-Molekile CD16, CD32
und CD64 wurden von den Knochenmarkstromazellemediiich nicht ausgepragt.

Bezuglich der untersuchten Kriterien handelte esh sbei den an Plastik haftenden
mesenchymalen Zellen um eine homogene Populatioas wnit bisherigen FACS-
Charakterisierungen diesen vitro Langzeitkulturen einhergeht (84, 97, 138). Allegh
schlieBen meine Analysen nicht aus, dass eine &tgeitdt bezlglich anderer
Oberflachenmolekile oder weiterer Parameter wie ZyBokinproduktion besteht, die hier nicht
getestet wurden.

Wahrend der Kokultur mit Plasmazellen und ihrenl&aiern aus dem peripheren Blut ware es
natirlich denkbar, dass durch Interaktionen zwisdieiden Zellarten nicht nur eine Reifung der
Plasmazellen, sondern auch eine Differenzierungnaiesenchymalen Zellpopulation in einen
veranderten Phéanotyp stattfindet (139). Die im Ramndieser Arbeit durchgefihrten
Untersuchungen ergaben allerdings keinen Hinweigufladass sich die Expression bestimmter
Oberflachenmolekile veranderte und sich Subpojpulati entwickelten (Daten nicht gezeigt).
Da das Hauptinteresse dieser Arbeit in den Pladieaziag, erschwerte die dementsprechend
gewahlte FACS-Einstellung eine Beurteilung der mekgmalen Stromazellen in Kokultur.

6.3.2 Mesenchymale Knochenmarkzellen unterstitzerag Plasmazelliberleben

In dieser Arbeit wurde meines Wissens erstmaligeimem humanenn vitro System auf
Einzelzellebene gezeigt, dass ein Teil der Plasheazend ihren Vorlaufern aus dem peripheren
Blut in Kokultur mit primaren mesenchymalen Knoctmamkstromazellen langer als drei Tage

Uuberleben kann.

Der Einfluss von stromalen Knochenmarkzellen aufeliben und Differenzierung von
humanen Plasmazellvorlaufern aus dem peripherenviditde bereits 1995 von Kawano et al.
(96) grob untersucht. Jedoch verwendeten sie eioen WKnochenmark abstammende
Stromazelllinie und keine primaren mesenchymaleife@eNach 2 Tagen in Kokultur mit der
Stromazelllinie war zwar im Gegensatz zu den allausgesaten Zellen eine Uberlebende
CD387/CD19" Zellpopulation im FACS nachweisbar, allerdings eiudiese von den Autoren
nicht quantifiziert.
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Auch Merville und seine Mitarbeiter (95) fuhrtenrhane Kokulturexperimente durch, um die
Regulierung der Plasmazell-Lebensdauer zu erfors@ie isolierten CD38/CD20 Zellen aus
der Tonsille und kultivierten sie unter anderem normalem Medium, mit stromalen
Knochenmarkzellen und rheumatoiden SynoviozytemeiBenach 12 Stunden waren nur noch
16,3% der in Medium allein kultivierten Plasmazelhaittels Trypan Blau-Farbung nachweisbar.
Die Knochenmarkstromazellen und rheumatoiden Syrzgten konnten dagegen 82,7% bzw.
63,4% der urspriinglich hinzu gegebenen CDY&D20 Zellen fir 12 Stunden am Leben
erhalten.

Diese Versuche gaben erste Hinweise darauf, dasenoieymale Knochenmarkzellen einen
positiven Einfluss auf das Plasmazelliberleben mab& oben beschriebenen Messzeitpunkte
sind jedoch sehr frith, um eine wirkliche Aussageefféen zu kodnnen, ob
Knochenmarkstromazellen die Langlebigkeit von Pesstien unterstitzen.

Einen ersten Schritt in diese Richtung unternahmiemges Wols (81), indem sie in einem
Mausmodell das Uberleben von Plasmazellen nachabrin Kokultur mit mesenchymalen
Knochenmarkzellen Gberpruften. Hierzu wurden murkrgikorper-sezernierende Zellen aus
Lymphknoten und Knochenmark entnommen. Lebende lkoiante Plasmazellen wurden
mikroskopisch anhand der immunhistologischen Anfagoder leichten Kette der produzierten
Antikorper identifiziert, zusatzlich wurden I1gG1 zeenierende Plasmazellen im ELISpot
quantifiziert. Die Ergebnisse der murinen Studie sind vergleiclbiardenen der vorliegenden
Arbeit: im Beisein der stromalen Knochenmarkzelldrerlebten an Tag 3 des Maussystems
noch 35,8% der isolierten Plasmazellen, in diesbe waren es im Mittel 29,6 = 4,1%. Allein
kultivierte Plasmazellen waren in beiden Studieahlnréngig von deren Herkunft an Tag 3 kaum
noch nachweisbar. Ubereinstimmende Werte zeigiem efbenfalls an Tag 7 der Kokultur, an
dem im murinen System 13,1% bzw. im humanen Syst@&B + 5,7% der Plasmazellen
detektierbar waren. Auch an Tag 14 waren ahnliaigelihisse zu beobachten. Bei Minges Wols
reduzierte sich die Zahl der lebenden Zellen ad#%&,in der vorliegenden Untersuchung waren
es 5,6% = 2,4%. Im Rahmen der vorliegenden Arbeitd® nun der nachste Schritt zur
Uberprifung der Langlebigkeit von Plasmazellen aaden, indem die Kokultur auf 29 Tage
(1,7% = 1,2% lebende Plasmazellen) verlangert wuves bisher noch nicht demonstriert

wurde.

Meine Ergebnisse zeigen, dass mesenchymale strdtnalehenmarkzellen einen kleinen Teil
der CD38" Plasmazellen aus dem peripheren Blut am Lebearhktinnten. Im Gegensatz dazu

starben die in Medium allein kultivierten Blutplaseellen sehr schnell, was fir eine extrinsische
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Beeinflussung der Lebensspanne von Plasmazellehspt7). Betrachtet man den Verlauf der
Uberlebensfrequenzen von CD3&ellen, die mit mesenchymalen Knochenmarkstrontazel
kokultiviert wurden, so wird deutlich, dass diesmtinuierlich abnahmen. Allerdings konnte ein
kleiner Prozentsatz (1,7%) an Uberlebenden Pladleazss Tag 29 nachgewiesen werden. Es
stellt sich die Frage, ob es sich dabei um etwiagglebige Plasmazellen handelt, shevivoim
Knochenmark residieren oder moglicherweise um diteene Population proliferierender
Plasmablasten. Andererseits konnten die kontiriairesinkenden Uberlebensfrequenzen auch
einen stochastischen Prozess widerspiegeln. Daeailiengsfahigkeit der Zellen in dieser Arbeit
nicht gemessen wurde, ist der Aspekt der Prolifmaton Plasmablasten nicht eindeutig
auszuschlieB3en. Fir langlebige Plasmazellen spjeclich die physiologische Tatsache, dass
die Kapazitat des Knochenmarks fir langlebige Péasiten bei einer Frequenz von 0,1-1%
aller mononuklearen Zellen limitiert scheint (425)4Gestltzt wird diese Theorie von den
Resultaten unserer Arbeitsgruppe an der Mausi denen im Verlauf einer
Sekundarimmunisierung mit Ovalbumin nur etwa 10%g#bildeten Plasmazellen im Knochenmark
langlebig wurde, wobei die Gesamtfrequenz allesfikzellen mit etwa 1% unveréndert blieb (54).
Vereinbar mit der Vermutung, dass mesenchymalengizellen einer Subpopulation von
Plasmazellen einen Uberlebensraum verschaffengiéstTatsache, dass die hier generierten
Knochenmarkstromazellen wichtige, aus bisherigeandi&h mit &hnlichen Protokollen zur
Stromazellgenerierung bekannte, losliche Plasmatwrlebensfaktoren produzieren (55, 81,
86). Dazu gehoren IL-6, IL-5, TN&- und CXCL12. Es soll hier darauf hingewiesen werde
dass diese Zytokine aus meinen Kulturiberstandeneurer anderen Arbeitsgruppe gemessen
wurden, die sich intensiv mit dem Mikromilieu vorurhanen Knochenmarkstromazellen
beschaftigt (140).

Um zu uberprifen, ob einzig losliche Faktoren melgmaler Zellen fir das Uberleben von
Plasmazellen verantwortlich sind, wiederholten Kawat al. den Kokulturversuch nur mit dem
Uberstand der adharenten Stromazelllinie. In di¢@dturen zeigte sich ein annahernd gleicher
Effekt, wobei in dieser Studie keine quantitativeafyse erfolgte (96). In der vorliegenden
Arbeit wurde dieser Punkt aufgegriffen und die Blasmazellen fir drei Tage mit dem
Uberstand der primaren Knochenmarkstromazellerivierdt. Wie schon bei Kawano zeigte sich,
dass auch der Uberstand allein einen Teil deregeln Plasmazellen am Leben erhalten konnte.
Im Vergleich zu der adharenten Stromazellkulturemaes quantitativ aber nur 17,0% + 3,1 %
(Daten nicht gezeigt), also 12,6% weniger, so degsen den loslichen Produkten zusatzlich

Zellkontakt-vermittelte Interaktionen eine wichtigmlle zu spielen scheinen. Da die Versuche
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bezuglich der Kokultur mit dem Stromazelliberstdindeine statistische Analyse leider nicht
ausreichend oft wiederholt wurden (2 Versuche),ltesoldies in Folgeuntersuchungen
weitergefuhrt werden.

Wie im Punkt 6.3.1 aufgefuhrt, exprimieren die hierwendeten mesenchymalen Stromazellen
zudem essentielle Adhasionsmolekile wie z.B. VCAMitd Fibronektin, tber welche
Uberlebensfordernde Interaktionen via VLA-4 aufsRlazellen beschrieben wurden (81).

Die Existenz mehrerer Nischen im Knochenmark, weldie Homoostase verschiedener
Zelltypen u.a. hAmatopoetischer Zellen und Stamierzekgulieren, ist allgemein anerkannt (9,
141). Der zellulare und molekulare Aufbau von Plagelinischen ist bislang nicht genau
bekannt (5, 82, 83, 126). Zu den bekannten Uberd#bedernden Bestandteilen zahlen
mesenchymale Stromazellen und I6sliche Faktorenllwi&und IL-5, TNFe, CD44 Liganden,
CXCL12 und APRIL (55, 81, 98).

Insgesamt betrachtet starb im Rahmen meiner Std&ieMehrheit der Plasmazellen trotz
nachweislich vorhandener I6slicher Uberlebensfaktound Zellkontakt-vermittelter Signale
seitens der mesenchymalen Stromazellkultur. Dahireg mehrere mégliche Grinde:

1. In der Annahme, dass alle isolierten CD3®lasmazellen von Beginn an identische
Bedingungen und somit gleiche UberlebenschancesteinKokultur vorfanden, die Mehrzahl
dieser Zellen aber starb, ist zusatzlich eine ristsche Kompetenz fiir das Uberleben von
Plasmazellen denkbar (5). Dies konnte bedeuters des Mehrheit der in der vorliegenden
Studie verwendeten CD38Plasmazellen von vornherein nicht das Potentiséssen hat, in der
Kokultur zu dberleben. Daraufhin stellt sich diecinste Frage: Plasmazellen welcher
Abstammung besitzen die Fahigkeit, sich zu langkeiPlasmazellen zu entwickeln? Bisherige
Untersuchungen konnten die Frage nicht eindeutigntveorten, obwohl insbesondere
Gedéachtnis-B-Zellen als Vorlaufer langlebiger Plageillen vermutet werden (5, 142, 143).

2. Mdglich ist auch, dass in einamvitro Modell, die Fahigkeit stromaler Knochenmarkzellen,
Plasmazellefiiber einen langeren Zeitrauam Leben zu halten, grundlegend eingeschrankd13t (

3. Eine weitere Erklarung besteht darin, dass desenchymalen Knochenmarkzellen doch eine
heterogene Population repréasentieren und nur spe®f Nischenzellen einem Teil der hinzu
gegebenen Plasmazellen einen Uberlebensraum Kudter bieten kénnen.

4. Eventuell sind die hier generierten Knochenntaoksazellen allein aber nicht ausreichend um
eine Plasmazellnische zu bilden. Folglich scheimasatzliche Zelltypen zur Vollendung dieser
Nische notwendig, wobei z.B. Osteoblasten und @#sten als Regulatoren des

Knochenstoffwechsels potentielle Kandidaten wéareéd?),( zumal Osteoblasten bereits als

69



Diskussion

Nischenzellen fur hamatopoetische Stammzellen iiggatt wurden (144). Auch Megakaryozyten
scheinen eine entscheidende Rolle im Aufbau denfaellnische zu spielen. Im Knochenmark der
Maus konnte gezeigt werden, dass Plasmazellen eéndylegakaryozyten kolokalisiert sind und
beide Zelltypen interagieren. AuRerdem produzidiegakaryozyten mit IL-6 und APRIL zwei der

entscheidenden Uberlebensfaktoren fiir Plasmaz@Namter et al., Manuskript eingereicht).

6.3.3 Mesenchymale Knochenmarkzellen unterstitzena Plasmazellreifung

Bei der in dieser Arbeit etablierten Kokultur wurdef Einzelzellebene demonstriert, dass
stromale Knochenmarkzellen - zumindest teilweighke- Reifung von Plasmazellen und ihren

Vorlaufern aus dem peripheren Blut zur terminaledénzierten Plasmazelle unterstitzen.

Plasmazellen repréasentieren das Endstadium derll8Egicklung. Sie durchlaufen einen
Differenzierungsprozess von der B-Zelle Uber Plddasien bis hin zur terminalen Plasmazelle
und stellen eine komplexe, heterogene Zellpopuilatiar (41, 43). Wahrend die meisten in den
sekundaren lymphatischen Organen gebildeten Pladimaxurzlebig sind (18), haben die zum
Knochenmark migrierten Plasmazellen die Kapada#iglebig zu werden (62, 63). In bisherigen
vergleichenden Studien konnte bereits gezeigt werdiass Antikdrper-sezernierende Zellen aus
der Tonsille einen anderen Phénotyp besitzen aie jen peripheren Blut und jene im
Knochenmark oder entziindeten Gewebe (41-43, 138). IZomit wird vermutet, dass in
Abhangigkeit von ihrer Lokalisation Plasmazellen dunhre unmittelbaren Vorlaufer
unterschiedliche Oberflachenmolekile als ZeichersitReifestadiums exprimieren. Aufgrund
der Schwierigkeit, Plasmablasten und Plasmazelleharad ihres Expressionsprofils klar
voneinander zu unterscheiden, wird auch der germeiasBegriff Antikorper-sezernierende
Zelle verwendet (5, 32). In der vorliegenden Arbaitrde in den Fallen, in denen nicht aufgrund
von Oberflachenmolektlen zwischen Plasmablast dashiazelle unterschieden werden konnte,

zur Vereinfachung die Bezeichnung ,Plasmazelle\masrdet.

In den oben aufgeflhrten Studien wurden Plasmaviastw. Plasmazellen stets direkt nach
Isolierung aus den jeweiligen Geweben durchflussmgtrisch charakterisiert. Lediglich
Kawano et al. beobachteten in einem Kokultur-Systenschen Plasmazellvorlaufern aus dem
Blut und einer Knochenmarkstromazelllinie moglidbéferenzierungen im FACS (96). Jedoch
beschréankten sie sich bei der Analyse auf die Mathka38, CD19 und VLA-5 und erneut trafen

sie keine quantitativen Aussagen. Somit ist relatvenig Uber den eigentlichen
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Entwicklungsverlauf vom Plasmablast zur termina®asmazelle bekannt. Aus diesem Grund
wurde in dieser Arbeit untersucht, ob isoliertetBlasmazellen bzw. ihre Vorlaufer im Beisein

von mesenchymalen Stromazellen zu reifen PlasneszeNie sie im Knochenmark zu finden

sind, differenzieren konnen. Hierzu wurde zu veisddnen Zeitpunkten der Phanotyp
kultivierter Zellen mit dem bisher bekannten Exgressmuster von Knochenmarkplasmazellen
verglichen. Die Expression der folgenden Molekileirde vor und zu verschiedenen

Zeitpunkten in der Kokultur auf den Plasmazellertetsucht: CD19, CD20, CD31 CD38

CD62L, CD95, CD138, HLA-DR, CCR2 sowie CD44 und WA

CD38/ HLA-DR (MHC II)

Im Verlauf der Kokultur wurde besonders das MolekiiD38 auf der Oberflache von
Plasmazellen hoch reguliert. Diese Beobachtungekerte sowohl mit bisherigen Ergebnissen
hinsichtlich der starksten CD38 Expression auf Kiesanarkplasmazellen (42, 45, 130) als auch
mit der CD38 Intensitatszunahme kokultivierter Rlagellvorlaufer bei Kawano (96). Folglich
schienen die hier mit mesenchymalen Knochenmaskzelkokultivierten Plasmazellen
zunehmend an Reife zu gewinnen. Interessanterwasalie Zunahme der CD38 Expression
signifikant starker auf den adharenten Plasmazellebeobachten. Diese Ergebnisse lassen eine
unterschiedliche Interaktionsweise zwischen deansdr und adharenten bzw. nicht-adharenten
Plasmazellen vermuten und sprachen dafur, dassebehdie adharenten Plasmazellen zu den
reiferen Zellen entwickelten.

Da HLA-DR von reifen Knochenmarkplasmazellen hesuméeguliert wird (64, 142, 146), wére
es denkbar, dass die Plasmazellen in meiner Kakehianfalls die Expression dieses Molekiils
verlieren. Dies war jedoch nicht der Fall. Die Arsal des peripheren Blutes zeigte hier die
Existenz von zwei Plasmablast-/Plasmazellpopuleatiprine iiberwiegend HLA-DRund eine
HLA-DR™ Population. HLA-DR Plasmazellen waren im spateren Verlauf der Kokuitur
mesenchymalen Knochenmarkzellen nicht mehr nachaei&ine Erklarung hierfur liegt in der
Mdglichkeit, dass die HLA-DRPlasmazellen im Verlauf der Kokultur starben. Meal. (146).
zeigten, dass HLA-DRBIutplasmablasten in Richtung CXCL12 wandern, hjeldoch HLA-
DR Plasmazellen. Da das Chemokin CXCL12 an der Wamdenon Plasmablasten zur
Stromazelle und vermutlich an der Adh&sion beidelitypen beteiligt ist, konnte dies ein
Hinweis darauf sein, dass auch die HLA-D®asmazellen in meiner Arbeit nicht die Fahigkeit
besalRen zu migrieren und/oder an die Knochenmarkatzellen zu adhéarieren. Die
verwendeten Stromazellen reichen zwar offensidihthacht aus, um die Differenzierung zur

vollstandig reifen HLA-DR Plasmazelle zu erreichen. Die durch den Stromakonermittelte
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Erh6hung der CD38 Expression zeigt jedoch, dassStiemazellen zumindest teilweise die
terminale Plasmazelldifferenzierung unterstitzenlérdem haben diese Zellen die Fahigkeit,
selektiv. HLA-DR' Blutplasmablasten adharieren zu lassen, welchenalerweise in ihre
Nischen im Knochenmark wandern um hier zur Plastieazeeiter zu differenzieren. Daher
konnte man vermuten, dass die verwendeten Stroleazekine Teilfunktion der
Plasmazellnische Gbernehmen. Es wurde inzwischerige dass eine Plasmazellnische von
mesenchymalen Stromazellen gemeinsam mit andeldypéa gebildet wird. Wie bereits oben
diskutiert, tragen z.B. auch Megakaryozyten zud@ig von Plasmazellnischen bei (Winter et

al., Manuskript eingereicht).

CD20

Die Abwesenheit von CD20 zu den verschiedenen deitien in Kokultur, machte diesen

Marker zu einer hervorragenden lIsotypkontrolle. Eiegebnisse sind zudem vereinbar mit
bisherigen Studien reifer Knochenmarkplasmazellde weiterhin kein CD20 auf ihrer

Oberflache exprimierten (41).

CD138

Die Ergebnisse beziglich des Proteoglykans CD138d sinicht eindeutig. Als
Differenzierungsmarker  fir reife  Plasmazellen apbes, wird CD138 auf
Knochenmarkplasmazellen viel starker ausgebildst aalf Vorlauferzellen im Blut, wo die
Verteilung heterogen ausfallt (41, 43, 44). In derliegenden Studie konnte nicht gezeigt
werden, dass Plasmablasten dieses Molekil wahrendakultur hoch regulieren. Vielmehr
waren schon an Tag O der Isolierung die Resultatden verschiedenen Einzelexperimenten
beziiglich der CD138Expression sehr abweichend und stimmten nicht daiten fritherer
Untersuchungen Uberein. Dieser uneinheitliche Bifwar Uber die gesamten Messzeitpunkte
bei den nicht-adharenten Plasmazellen zu beobacheghglich die adharenten Plasmazellen
pragten zu keinem Zeitpunkt CD138 auf ihrer Obelf& aus. Es hat den Anschein, dass
Knochenmarkstromazellen den Reifungsprozess vosnialalasten in Bezug auf CD138 nicht
induzierten. Ein anderer Erklarungsversuch lieglogh in der Methodik: zur Ablésung der
mesenchymalen Zellen und adharenten PlasmazeltarPlastikboden wurden diese fir wenige
Minuten mit Trypsin/imM EDTA behandelt. Um jederzgieiche Bedingungen fur alle im
FACS zu analysierenden Zellen sicherzustellen, amrduch die an Tag O isolierten CD38
Zellen aus dem Blut und die nicht-adharenten kokiatlten Zellen nachtréglich trypsiniert.

CD138 ist in unserer Arbeitsgruppe als ein sehsiigas Adhasionsmolekul bekannt, so dass
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die Enzymbehandlung die Struktur des Molekils wobgzerstérte und es folglich nicht
angefarbt werden konnte. Diese Erklarung wird ven dinheitlichen Ergebnissen gestitzt, in
denen die adhéarenten Plasmazellen kein CD138 ajispréZu den wenigen Zeitpunkten der
CD138 Expression konnten mdglicherweise Reste voypsin-inhibierendem Medium im
Rohrchen vorhanden gewesen sein, so dass das Eiegm Zellen nicht schédigen konnte.
Bestatigt wird diese Vermutung von Versuchen, beneh zum Vergleich nicht-adhérente
kokultivierte Plasmazellen keine Trypsin/EDTA Betlhmg erhielten und spater CD138 an der
Oberflache exprimierten (Daten nicht gezeigt). @ederen verwendeten Marker waren von
diesem Problem nicht betroffen. Aufgrund der niindeutigen Ergebnisse ist es schwierig, eine
definitive Aussage hinsichtlich des ReifegradesAtdien zu treffen.

CD19 und CD95

Im Hinblick auf CD19 und CD95 war keine Differenziag in Richtung reifer
Knochenmarkplasmazellen zu beobachten. Die Exmredseider Marker nahm wéhrend der
Kokultur an Intensitat zu, beschrieben wurde aaliesten Knochenmarkplasmazellen aber eine
abnehmende Expression (41). Die abweichenden Wer#gglich des Apoptosemarkers CD95
sind vereinbar mit den sinkenden Uberlebensfreqarener Mehrheit der Plasmazellen wahrend
der Kokultur. Ob die wenigen Uberlebenden Plasn@zgll1% der Ausgangspopulation) am
Ende der Kokultur CD95 doch noch herunter reguwiertwurde in der vorliegenden Studie
jedoch nicht Uberprift. Weshalb die kokultiviertBtasmazellen nicht den heterogenen CD19
Phanotyp entwickelten, wie er auf Knochenmarkplasien anzutreffen ist (41-43), lasst sich
nicht eindeutig beantworten. Vermutlich sind dienggerten mesenchymalen Stromazellen
allein nicht ausreichend fiir eine vollstandige Plazelldifferenzierung und es fehlen weitere
Uberlebenssignale von z.B. anderen Zellarten in Ideitur, wie bereits im Punkt 6.3.2
beschrieben. Andererseits ist die genaue Ursaclie Rumktion fur die im Knochenmark
existierenden CD19 Subpopulationen noch nicht gegkiéobei die CD19Population als die
reiferen Plasmazellen angesehen werden (43).

CCR2

Die Arbeitsgruppe um Busslinger konnte am Mausniagggen, dass durch die Unterdriickung
von PAX5 im Rahmen der Plasmazellentwicklung vaestdne Gene in Plasmazellen, u.a. der
Chemokinrezeptor CCR2, reexprimiert werden (30)itgvlein beobachteten sie, dass die CCR2-
Reaktivierung fur eine normale Plasmazellfunktiawb-differenzierung von Bedeutung ist (30).

Denn Mause, deren B-Zellen CCR2 defizient sind,dprterten 10fach geringere Mengen
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spezifischer Antikdrper als solche mit CCR2 komptta B-Zellen (30). Aus diesem Grund
wurde in der vorliegenden Arbeit durchflusszytonsetr das Differenzierungsverhalten von
Plasmazellen in Beisein von Knochenmarkstromazebealglich CCR2 untersucht. Das
heterogene CCR2-Expressionsmuster der CDB&smazellen aus dem Blut (16,4% CCRA
Tag 0) veranderte sich im Verlauf der Kokultur kauf@1% CCR2 an Tag 3-7).
Interessanterweise regulierte jedoch nur die CCRapulation der adharenten und nicht-
adharenten Plasmazellen die CD38 Expression imaukder Kokultur signifikant hoch. Das
konnte ein Hinweis darauf sein, dass die CCRibpopulation die reiferen Plasmazellen
darstellt. Eine Interaktion zwischen Plasmazellen $tromazellen in der Kokultur erfolgte
womoglich tber MCP-1 (Monocyte chemotactic protéjnauch CCL2), einer von drei
bekannten Liganden fir CCR2 (147), welcher u.a. Kmmchenmarkstromazellen produziert
wird (148). Die hier verwendeten mesenchymalen Keomarkzellen sezernierten ebenfalls
MCP-1 (140). Blockierende Antikorper gegen CCR2rfiéh in einemin vitro Versuch zu einer
verminderten Migration von Myelomzellen in Richtudgochenmarkstromazellen (148). CCR2
wird als ein Chemokinrezeptor beschrieben, das @lemotaxis von Monozyten und
Makrophagen vermittelt (149, 150). Die Bedeutungn vaChemokinen und ihren
korrespondierenden Rezeptoren im Hinblick auf dagrafionsverhalten von normalen und
malignen Plasmazellen in verschiedene Zielorgan@egenstand vieler Studien. Neben anderen
Chemokinrezeptoren wurde unter anderem die Rolla @CR2 im Multiplen Myelom
untersucht. Unterschiedliche Ergebnisse liegerbeim durchflusszytometrischen Vergleich der
CCR2 Expression humaner maligner Knochenmarkplasheazmit normalen Proben. In einer
Studie exprimierten nur 26% der getesteten Myel@teRten CCR2 an der Oberflache
gegenuber 40% (2von 5) der Kontrollgruppe (151)einer anderen Arbeit waren 80% der
Erkrankten CCRZositiv sowie 100% der gesunden Personen (148)mBéergleich der
Fluoreszenzintensitaten mit Hilfe des geometrischiétels wurde auf malignen Plasmazellen
eine 3,3-fach verminderte CCR2 Expression gegenidrenalen Plasmazellen beobachtet (152).
Diese Daten unterstlitzen Busslinger's Fund beziiglier Bedeutung von CCR2 fur eine
normale Plasmazellfunktion in der Maus. Um die ieg@énden Beobachtungen weiterzufiihren,
sollten CCR2 Knochenmarkplasmazellen hinsichtlich mdglicher Bxpressionen mit anderen
Markern auf Einzelzellebene uberprift werden. kgsant ist die Fragestellung, ob CCR2
Plasmazellen gleichzeitig den Phanotyp von reifemdbenmarkplasmazellen zeigen, d.h.
CD138, HLA-DR’, CD19 sind.
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CD62L

Von den isolierten CD38Plasmazellen aus dem peripheren Blut wiesen nd @lér Zellen
CD62L auf ihrer Oberflache auf. Diese Ergebnisgaraen nicht mit denen von Medina et al.
Uberein, die bei einer Mehrheit der Blutplasmaze#ame CD62L Expression beschrieben hatten
(41). Diese Differenz ist moglicherweise daraufimkzufiihren, dass Medina et al. Plasmazellen
kurz nach Immunisierung untersuchten, wahrend eseli Arbeit Blut nicht immunisierter
Donoren verwendet wurde. Auch Medina und Kollegamden keine plausible Erklarung daftr,
weshalb zirkulierende Blutplasmazellen dieses Midlekusbildeten. Das Adhasionsmolekiil
CD62L vermittelt die Migration von Leukozyten inslaekundare lymphatische Gewebe Uber
,high endothelial venules® (HEV, hochendothelialerle) (134). Es ist bekannt, dass Antigen-
induzierte Plasmazellen in das Knochenmark oderliediete Gewebe migrieren (43, 64). Ob sie
auch in lymphatische Organe einwandern, wie duretedpression von CD62L zu vermuten, ist
unbekannt. Im Verlauf der Kokultur mit den mesemohien Knochenmarkzellen regulierten
interessanterweise nur die nicht-adhérenten PlaadlanzCD62L signifikant hoch. Die Frage
nach der Bedeutung dieses Differenzierungsschritiers nicht-adharenten Plasmazellen ist
schwer zu beantworten. Die verstarkte Expressian @D62L deutet jedenfalls nicht auf eine
Differenzierung zur reiferen Knochenmarkplasmazehlen, auf denen CD62L nicht
nachgewiesen wurde (41). Denkbar ware naturlicks dar dem Verlust dieses Molekiils bei der
Plasmazellreifung eine Plasmazelldifferenzierungssexistiert, die verstarkt CD62L auspragt.
Maoglicherweise erhielten die Plasmazellen von desnsalen Knochenmarkzellen ein Signal zur
Losung ihrer Adhasion, um wieder zu zirkulieren undymphatische Gewebe zu migrieren,
welches sie aber aufgrund der unphysiologischenukhgédingungen nicht ausfiihren konnten.

Daraufhin starben sie wahrscheinlich in der Kokultu

CD31

Die CD38" Plasmazellen aus dem peripheren Blut zeigten eimetierogenen Phanotyp
beziglich CD31: ein Teil der Zellen exprimierterk€&D31, der Grol3teil (62,5%) pragte dieses
Molekul jedoch auf der Oberflache aus. Nach Kokuthit mesenchymalen Stromazellen war
zum einen die CD31Population der Plasmazellen nicht mehr detektrerbam anderen stieg
die Intensitit der Expression innerhalb der CD3Ropulation signifikant an. Diese
Beobachtungen gehen einher mit  bisherigen Untewswgsn, bei denen
Knochenmarkplasmazellen deutlich starker CD31 exigrien als Plasmazellen aus dem
peripheren Blut (41). Entsprechend haben die ha&ukivierten Plasmazellen beziglich CD31

vermutlich an Reife gewonnen. Die Frage, ob die CZ&llen vom Tag 0 im weiteren Verlauf
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das Molekil hoch regulierten oder vielmehr die CD®1sgangspopulation starb, konnte jedoch
nicht geklart werden. Die heterogene CD31 Expressier Blutplasmazellen stand erneut im
Widerspruch zu Medinas Daten, wo alle CD3Blasmazellen aus dem Blut CD31 ausbildeten
(41). Womadglich spielt auch hier der Unterschied derwendeten Zellmaterials eine Rolle
(immunisierte/nicht immunisierte Donoren).

Es wird vermutet, dass CD31 auf Knochenmarkplashegzeine wichtige Funktion erfullt (41).
Die Interaktion mit stromalen Knochenmarkzellend&h wahrscheinlich durch Adh&sion von
Plasmazellen an Glykosaminoglykane statt, einen vaen heterophilen Liganden des
Molekuls CD31 (153). Wie im Punkt 6.3.2 erlauteverden Megakaryozyten als ein weiterer
potentieller Kandidat der Plasmazellnische angesdba Megakaryozyten auch CD31 auf ihrer
Oberflache ausbilden (154), wére eine InteraktionRtasmazellen somit Gber eine homophile
Zell-Zelladhasion von CD31 mdglich (133). Allerdsxgnissen diese Wechselspiele noch

genauer untersucht werden.

6.3.4 Adharenz und Nichtadharenz von Plasmazellemanesenchymale
Knochenmarkzellen ist ein zeitlich begrenzter Prozes

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass ein é&teifeil der Plasmazellen innerhalb eines
Tages fest an die Knochenmarkstromazellen adhadert andere erst spater. In allen Fallen
adharierten die Zellen dann nur zeitlich begrenztdée mesenchymalen Stromazellen. Die
Resultate sind in Ubereinstimmung mit einer publi@n Arbeit, in der beobachtet wurde, dass
einige maligne Myelomzellen starker an die Strorfiizie adhérierten als andere (155). Dass es
sich bei den frih bzw. spéat adharierenden Zelledeinvorliegenden Studie um verschiedene
Plasmazelltypen oder Differenzierungsstadien hanka@hn vermutet werden, weil die friih und
spat adharenten Plasmazellen eine deutlich untediicihe Uberlebensspanne besitzen.
Interessant ware herauszufinden, welche Bedeuti@sg dransienz fir das Plasmazelliberleben

und -differenzierung hat.
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6.4 Klinische Bedeutung der Arbeit und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Kokultur-Modellwizchen Plasmazellen und
mesenchymalen Knochenmarkstromazellen etabliert.HMfe dieses Modells ist es moglich,
den Einfluss von stromalen Knochenmarkzellen au$ diberleben, die Funktion und
Differenzierung von Plasmazellen jeglichen Urspruag untersuchen. Die Ergebnisse zeigten
auf Einzelzellebene, dass die isolierten Plasmazedus dem peripheren Blut in Kokultur mit
mesenchymalen Knochenmarkzellen langer Uberlekdén,solche, die nicht in Gegenwart
mesenchymaler Knochenmarkzellen kultiviert wurdem3erdem bietet dieses Kokultur-System
Plasmablasten die Madglichkeit, in Richtung reiferlagazellen zu differenzieren.
Nichtsdestotrotz wurde in der vorliegenden Studiehadeutlich, dass dies@s vitro Modell
limitiert zu sein scheint. Der Grof3teil an Plasntlie@re starb trotz mesenchymaler
Knochenmarkstromazellen im Verlauf der Kokultur. Bezug auf die Zelldifferenzierung
entwickelten die mit Stromazellen kultivierten Ptazellen nicht in allen Punkten den Phéanotyp
von Knochenmarkplasmazellen. Dennoch fand ein &der Differenzierungsprozess zur reifen
Plasmazelle statt, was durch die Expression besemitolekile gekennzeichnet ist.

Dieses Kokultur-Modell ist ein hervorragender Aagainkt flr die weitere Optimierung: Zur
Verbesserung der Kulturbedingungen ist es erfaakeridass menschliche Knochenmark und
sein Mikromilieu so gut wie moglich zu imitieren.igfzu ist die Identifizierung weiterer
potentieller Kandidaten der Plasmazellnische notliggnwie z.B. Osteoblasten, Osteoklasten
oder auch Megakaryozyten, um sie dann in das bastiehSystem hinzuzuflgen. Die detaillierte
Analyse der partizipierenden loslichen Molekile wet entsprechenden Rezeptoren auf den
Plasmazellen soll helfen, das komplexe Wechselspuetchen den interagierenden Zelltypen
aufzudecken. Ein weit gefasstes Ziel ist die Ommmg des entwickelten Modells in Richtung
eines dreidimensionalen Knochenmarkmodells, welcheidtels 2-Photonenmikroskopie
analysiert werden kann.

Mit Hilfe dieses Modells ist es aber jetzt schon ghgh, klinische Fragestellungen zu
beantworten. So konnen vergleichende Untersuchungeh malignen Myelomzellen
durchgefuhrt werden, um entscheidende Unterschzedenormalen Plasmazelle aufzuzeigen
und bisherige Studien hierzu weiterzufiihren. AuBerdkann Patientenmaterial verschiedenster
Antikorper-vermittelter Erkrankungen wie Autoimmukeankungen (z.B. SLE) eingesetzt
werden, um zu untersuchen, inwieweit intrinsiscl&téren der Plasmazelle bzw. Stromazelle

zu den Krankheiten beitragen.
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7 Zusammenfassung

Plasmazellen sind verantwortlich fur die Produktiord Sekretion spezifischer Antikdrper und
tragen so mafl3geblich zur humoralen Immunitat kbei.d8rchlaufen einen Entwicklungsprozess
von der B-Zelle Uber Plasmablasten (Plasmazellutetd bis hin zur terminalen Plasmazelle.
Plasmablasten aus dem peripheren Blut wandern antlarem in das Knochenmark, wo sie zur
reifen Plasmazelle ausdifferenzieren konnen. Eiinhitwge Rolle spielen hierbei mesenchymale
Knochenmarkstromazellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein humanes Kakufiystem zwischen mesenchymalen
Knochenmarkzellen und Plasmazellen etabliert. Znsiwurden mesenchymale Stromazellen
aus Knochenmarkproben gewonnen und expandiertaBdelte sich um eine homogene nicht-
hamatopoetische Population. Diese exprimieren Adhémolekile, die fur den Kontakt mit
Plasmazellen wichtig sind, unter anderem CD106 (WcB, CD9 und CD44. CD38
Plasmazellvorlaufer wurden mittels magnetisch-asster Zellsortierung aus mononukleéaren
Blutzellen isoliert und zur Stromazellkultur gegebeJberleben und Differenzierung der
Plasmazellen wurde im zeitlichen Verlauf in dieseKultursystem untersucht. Zur
Unterscheidung und Analyse beider Zellarten im Dflasszytometer war es hierzu zunachst
erforderlich ein spezielles FACS Setting zu etabhe Mit dieser Methode konnte gezeigt
werden, dass mesenchymale Knochenmarkstromazelleteri Lage sind, Plasmazellen fir
mindestens drei Tage am Leben zu erhalten. Dagegeen ohne Beisein von stromalen
Knochenmarkzellen nach diesem Zeitraum keine ledenlasmazellen mehr nachweisbar.
AulRerdem konnte auf Einzelzellebene demonstrientdere dass in diesen Kokulturen die
terminale Plasmazelldifferenzierung durch die mekgmalen Knochenmarkstromazellen
unterstitzt wird. Hierzu wurde der Phanotyp vonsRlazellen anhand der Expression
spezifischer Oberflachenmolekile vor und wahrend #®kultur mit mesenchymalen
Knochenmarkzellen verglichen. Ein Anstieg der Espren der Molekile CD38 und CD31
deuteten auf eine zunehmende Reife der Plasmazeiilefts wurde gezeigt, dass die Bindung
von Plasmazellen an mesenchymale Knochenmarkstedi@azin zeitlich begrenzter Prozess
ist, beim dem sich zun&chst adharente PlasmazetieNerlauf der Kokultur wieder losen.
Andererseits konnten sich diese losgelosten Pladiaazspater wieder an die Stromazellen
binden. Dies lasst auf eine transiente Interaktiwischen beiden Zelltypen schliel3en.

Das in der vorliegenden Arbeit etablierte KokulMiodell bietet die Mdglichkeit zur Klarung

klinischer relevanter Fragestellungen, z.B. inwigwdge Interaktion zwischen mesenchymalen

78



Zusammenfassung

Knochenmarkzellen und autoreaktiven Plasmazellegr adalignen Myelomzellen Resistenz
dieser pathologischen Zellpopulationen gegentbenunsuppressiver Therapie vermittelt, wie

dies in der Literatur angenommen wird.
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Abkulrzungsverzeichnis

9  Abkirzungsverzeichnis

- negativ fur einen Merkmal

+ positiv fir einen Merkmal

++ stark positiv fur ein Merkmal

Abb. Abbildung

APC Antigen prasentierende Zelle

APRIL a proliferation-inducing ligand

ASC Antikodrper-sezernierende Zelle

BAFF B lymphocyte activation factor

BCL-6 B-cell lymphoma 6

BCMA B cell maturation antigen

BLIMP1 B-lymphocyte-induced maturation protein 1
BrdU Bromodeoxyuridin

BSA bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

CcC C-Chemokin

CD Oberflachenantigen (cluster of differentiajion
CXCL CX-Chemokin

DAPI 4", 6-diamino-2-phenylindole, dilactate
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DNA Desoxyribonukleinsaure

FACS fluorescence-activated cell sorting
FITC Fluoreszeinisothiocyanat

FSC Vorwartsstreulicht

g Gramm

HLA human leukozyte antigen

IFN Interferon

Ig Immunglobuin

IL Interleukin

I Liter

L Ligand

m milli bzw. meter
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M Molar

MACS magnetic cell sorting

MHC major histocompatibility complex

min Minuten

MIP macrophage inflammatory protein

1 mikro

NZB New Zealand Black

NZW New Zealand White

PAX5 paired box protein 5

PBMC periphere mononukleére Blutzellen
PBS phosphate buffered saline

PE Phycoerythrin

R Rezeptor

RNA ribonucleic acid

rpm revolutions per minute

RPMI Rosewell Park Memorial Institute Medium
PRDM1 positive-regulatory-domain containing 1
SDF-1 stromal cell-derived factor-1

SLE Systemischer Lupus Erythematodes
SSC Seitwartsstreulicht

TACI transmembrane activator and calcium modulbg@and interactor
TLR Toll-like Rezeptor

TNF Tumornekrosefaktor

u.a. unter anderem

VCAM vascular cell adhesion molecule

VLA very late antigen

XBP1 X-box-binding protein 1

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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