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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem stellt ein komplexes Abwehrsystem des Organismus dar, welches vor
einer Vielzahl von infektiosen Pathogenen — Viren, Bakterien, Pilzen, Protozoen und Para-
siten — und Fremdstoffen der Umwelt schitzt sowie korpereigene, entartete Zellen erkennt.
Die vielfaltigen und effektiven Schutzmechanismen des Immunsystems entwickelten sich im
Laufe der Evolution bei héher entwickelten Vertebraten und werden in die angeborene und
die adaptive Immunitat unterteilt. Anatomische und physiologische Barrieren, wie die Epithe-
lien, Zilienbewegungen, niedriger pH-Wert, Enzyme und die normale Mikroflora, verhindern
das Eindringen vieler Pathogene an den Kontakiflachen des Organismus zur
Aulenwelt. Das angeborene Immunsystem erkennt dennoch eindringende Mikroben
unspezifisch nach einem System wiederkehrender Strukturmerkmale und bekampft diese
schnell mit Hilfe von zahlreichen phagozytierenden Zellen (z.B. neutrophile Granulozyten
und Makrophagen), den natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und dem Komplementsystem.
Durch sezernierte Zytokine wird in dem betroffenen Gewebe eine Entziindung hervorgeru-
fen, welche die Abwehr durch eine Erhéhung der Durchblutung sowie der GefalRpermeabilitat
mit Rekrutierung zusatzlicher Lymphozyten in das Gewebe unterstutzt.

Kdénnen die in den Organismus eingedrungenen Pathogene durch das angeborene Immun-
system nicht ausreichend eliminiert werden, wird das adaptive Immunsystem aktiviert.
Das adaptive Immunsystem zeichnet sich durch eine hohe Spezifitdt, Anpassungsfahigkeit
und durch die Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses aus und kann in eine zell-
vermittelte und eine humorale Immunitat unterteilt werden. Zu den Zellen des adaptiven
Immunsystems gehdren die T- und B-Lymphozyten, welche mit Hilfe von variablen Ober-
flachen-Rezeptoren Teile von Pathogenen (Antigene) hochspezifisch binden konnen.
Bei dem Kontakt mit einem Antigen werden nur die spezifischen Lymphozyten aktiviert und
nach Proliferation und klonaler Expansion entstehen zahlreiche Antigen-spezifische
Effektorzellen, die das Pathogen gezielt eliminieren kénnen.

Im Rahmen der zellvermittelten Immunantwort eliminieren Makrophagen, NK-Zellen und
zytotoxische T-Zellen intrazellulare Erreger wie Viren, Bakterien und Pilze sowie die von
ihnen befallenen Kérperzellen. Bei der humoralen Immunantwort dagegen steht die Bekamp-
fung von extrazellularen Erregern, ihren Toxinen sowie Parasiten durch neutralisierende An-
tikdrper der terminal differenzierten Plasmazellen im Vordergrund. Das immunologische
Gedachtnis ermdglicht eine schnellere und effektivere Bekampfung bei erneutem Kontakt mit

dem gleichen Antigen und schitzt den Organismus vor wiederkehrenden Infektionen.
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1.2 Die humorale Immunantwort

Die humorale Immunitat umfasst den Antikoérper-vermittelten Schutz des Organismus durch
terminal differenzierte B-Zellen, den Plasmazellen. Sezernierte Antikdrper gelangen in das
Blutserum und die extrazellulare Flissigkeit und schiitzen den Organismus durch Neutrali-

sierung von Erregern im extrazellularen Raum.

1.2.1 Struktur und Funktionsweise von Antikorpern

Antikorper sind heterodimere Proteine aus der Familie der Immunglobuline (lg). Sie kénnen
in membrangebundener und l6slicher Form vorkommen. Wahrend B-Zellen membran-
standige Immunglobuline als B-Zell-Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache exprimieren, liegen
die Immunglobuline nach ihrer Differenzierung zu Plasmablasten und Plasmazellen als intra-
zellulare l6sliche Proteine derselben Spezifitat, den Antikérpern, vor. Monomere Immun-
globuline besitzen eine ,Y“-&hnliche Form und bestehen aus zwei identischen schweren und
zwei identischen leichten Protein-Ketten, die Uber Disulfidbricken miteinander verbunden
sind. Bei der leichten Kette kénnen die kappa (k) und lambda (A) Ketten unterschieden
werden, welche artspezifisch in unterschiedlichen Verhaltnissen vorkommen. Wahrend in
Mausen das Vorkommen der kappa-Kette deutlich dominiert (Verhaltnis « zu A ist 20:1), liegt
das Verhaltnis beim Menschen « zu A bei nur 2:1. Bei Kilhen dagegen Uberwiegt die lambda-
Kette (k zu A ist 1:20) (1).

Die Immunglobuline kénnen funktionell in eine variable und eine konstante Region unterteilt
werden. Die variable Doméane wird sowohl von der leichten als auch der schweren Kette
gebildet und dient der spezifischen Erkennung eines Antigens. Jedes Antikdrper-Molekil
verflgt Uber zwei identische Antigen-Bindungsstellen einer einzigartigen Spezifitat. Wahrend
der frGhen B-Zellentwicklung im Knochenmark entsteht diese individuelle Spezifitat durch
den Prozess der somatischen Rekombination (2). Bei diesem Vorgang werden Gensegmen-
te der leichten Kette mit Gensegmenten der schweren Kette kombiniert, wobei aus relativ
geringen genetisch festgelegten Sequenzen eine enorme Diversitat der Antikdrper resultiert.
Im Rahmen der weiteren Entwicklung und Differenzierung erfolgen nach der Aktivierung der
B-Zellen weitere Anderungen der Spezifitat durch somatische Hypermutationen wahrend der
Affinitatsreifung (Kap.1.2.2).

Die konstante Domane bestimmt dagegen die Immunglobulinklasse, die eine Reihe von
Effektorfunktionen der Antikérper vermittelt. Immunglobuline kdnnen basierend auf dieser
konstanten Region in 5 verschiedene Klassen (Isotypen) unterteilt werden: IgA (a), IgD (9),
IgE (), IgM (p) und 1gG (y) (1). 1I9G kann beim Menschen weiterhin in 4 Subklassen unterteilt
werden, 1gGy, 1gG,, 19G; und IgG,, die sich jeweils in den biologischen Eigenschaften unter-

scheiden. Bei der Maus wird 1gG in 19G;, 19G.a, IgG2, und 1gG; eingeteilt.
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Weitere Unterschiede existieren unter anderem bei den Antikdrpern des Isotyps IgA, welche
bei der Maus nicht weiter unterteilt, beim Menschen jedoch in IgA; und IgA, differenziert
werden. Ein Wechsel der Immunglobulinklasse fuhrt zu Veranderungen der Effektor-
eigenschaften, wobei die Spezifitdt davon nicht beeinflusst wird (1).

Die meisten Antikbrper kommen als Monomere vor, wobei die Antikdrper des Isotyps IgM im
Serum als Pentamere zirkulieren und sezernierte Antikorper des Isotyps IgA Uberwiegend
Monomere oder Dimere bilden. Diese polymeren Antikérper besitzen an ihrer konstanten
Region einen besonderen Anhang von 18 Aminosauren mit enthaltenden Cystein-Resten,
welche durch eine weitere Polypeptidkette, der sogenannten J-Kette (joining), miteinander
verbunden werden. Diese J-Kette spielt insbesondere eine wichtige Rolle beim Transport
von IgA-Dimeren aber auch einigen IgM-Pentameren durch das Darmepithel in das
Darmlumen. Dieser Vorgang der Polymerisation von Antikdrpern geht mit einer Erhdhung
von Antigen-Bindungsstellen einher.

Die Antikorper-vermittelte Immunabwehr Gbernimmt im Organismus wichtige Funktionen zum
Schutz vor Infektionen und Krankheiten. Die Halbwertszeit der Antikorper im Serum betragt
hochstens 2-3 Wochen (3-5). Daher werden sténdig grole Mengen von Antikdrpern
sezerniert, welche in der Gewebefllssigkeit vorliegen bzw. im Blut- und Lymphsystem durch
den Korper zirkulieren. Extrazellulare Bakterien oder Viren werden durch bindende Anti-
korper markiert (Opsonierung). Anschliefend werden diese Infektionserreger von Makro-
phagen und neutrophilen Granulozyten als kérperfremd erkannt und durch Phagozytose
eliminiert. Antikérper kdnnen an Toxine binden und diese neutralisieren. Eine Aktivierung des
Komplementsystems durch Antikdrper fuhrt direkt oder indirekt zur Abwehr der Mikroorga-

nismen mittels Plasmaproteinen.

1.2.2 Aktivierung der B-Zellen und ihre Differenzierung

B-Zellen entwickeln sich im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzelle Gber verschie-
dene Zwischenstadien. Sie besitzen auf ihrer Zelloberfliche membranstandige
Immunglobuline, die als Antigen-Rezeptor fir die spezifische Erkennung und Bindung von
Antigenen verantwortlich sind. Die Spezifitdt des B-Zell-Rezeptors entsteht wahrend der
frihen Entwicklung der B-Zelle durch den Prozess der somatischen Rekombination (2).
Dabei werden die Gensegmente jeder einzelnen B-Zelle zufallig kombiniert, woraus die
einzigartige Spezifitat einer jeden B-Zelle entsteht.

Noch im Knochenmark unterliegen die B-Zellen einer strengen Selektion, wodurch diejenigen
B-Zellen, deren Spezifitdt sich gegen koérpereigene Strukturen richtet, eliminiert werden.
Selbst-tolerante B-Zellen verlassen das Knochenmark und gelangen Uber die Blutzirkulation
in die sekundaren lymphatischen Organe, wie Milz und Lymphknoten. Dort kénnen sie auf

ein passendes Antigen treffen, welches sie mit ihrem B-Zell-Rezeptor spezifisch binden.
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Durch die Bindung des Antigens, erhalt die B-Zelle ein erstes Signal. Das Antigen wird
endozytotisch internalisiert und durch Proteasen in seine Peptide zerlegt. Diese Peptid-
fragmente weden Uber Molekile des Histokompatibilitditskomplexes Il (MHC Il — major
histocompatibility complex Il) wieder an der Zelloberflache prasentiert. Fur die vollstandige Akti-
vierung sind B-Zellen sowohl im Falle von thymusabhangigen (TD — thymus-dependent) als
auch bei thymus-unabhangigen (Tl — thymus-independent) Antigenen auf ein zweites Signal
angewiesen.

Nach Bindung von TD-Antigenen z.B. Proteinen, stammt dieses zweite Signal von aktivierten
CD4+ T-Helfer-(Ty)-Zellen (CD — cluster of differentiation). Diese T-Zellen wurden zuvor durch
Antigen-prasentierende Zellen, z.B. dendritische Zellen, aktiviert. In einer dynamischen
Interaktion erkennt eine aktivierte spezifische Ty-Zelle mit ihrem T-Zell-Rezeptor den
Peptid:MHC-II-Komplex der B-Zelle. Die B-Zelle erhalt ein zweites Signal tUber den CD40-
Ligand (CD40L bzw. CD154), der an CD40 der B-Zelle bindet. Dies induziert eine Sekretion
von Zytokinen z.B. Interleukin (IL) 4, IL-5, IL-6 und IL-10 durch die T-Zelle. Daraufhin begin-
nen die B-Zellen zu proliferieren und differenzieren anschlieRend entweder zu Gedachtnis-
zellen oder hochaffinen Antikorper-sezernierenden Zellen (ASC), den Plasmazellen.

Bei der Differenzierung einer B-Zelle in eine Plasmazelle kommt es zu zahlreichen Umge-
staltungen der Zellstruktur. Aus den kleinen B-Zellen entstehen zunachst die Plasmablasten,
welche sich anschliefiend in die deutlich gréReren, oval geformten Plasmazellen weiterent-
wickeln. Plasmazellen besitzen wesentlich mehr Zytoplasma, einen ausgepragten Golgi
Apparat sowie Immunglobulin-geflllte Zisternen des rauen endoplasmatischen Retikulums.
Ein weiteres Merkmal ist, dass ASC keine membrangebundene Immunglobuline mehr auf-
weisen, stattdessen aber intrazellular die Immunglobuline derselben Spezifitat in ungebun-
dener Form akkumulieren und sezernieren. Mit der Produktion an enormen Mengen Antikor-
per gewahrleisten ASC eine langanhaltende humorale Immunitat gegen Pathogene.

Die Differenzierung der B-Zellen zu Antikdrper-sezernierenden Zellen resultiert aus zahl-
reichen Veranderungen von Genexpressionen. Dabei werden Transkriptionsfaktoren der
B-Zellen, z.B. Pax-5 (Paired box protein 5), unterdrickt, wahrend Gene, die den Differenzie-
rungsprozess regulieren, zunehmend exprimiert werden. Fur die terminale Differenzierung zu
Plasmazellen ist die Expression des Transkriptionsfaktors Blimp-1 (B lymphocyte-induced
maturation protein 1) essentiell, der daher als ,Master-Regulator der Plasmazelldifferen-
zierung“ bezeichnet wird (6, 7). Weitere phanotypische Veranderungen der Plasmazellen
bestehen in der geringen bzw. fehlenden Expression von MHC-Klasse Il, B220, CD19 sowie
weiteren Oberflachenmolekilen (8).

Plasmazellen kénnen innerhalb weniger Tage aus proliferierenden und differenzierenden

B-Zellen der Primarfoci bzw. etwas zeitverzogert aus Keimzentrums-B-Zellen hervorgehen.
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Weiterhin entstehen ASC aus den peritonealen B1-Zellen der Bauchhohle sowie B-Zellen
der marginalen Zone der Milz.

Die Bildung von Keimzentren erfolgt nach Einwanderung aktivierter B-Zellen in die primaren
Follikel des Lymphgewebes. Innerhalb eines Keimzentrums finden die somatische Hyper-
mutation und der Wechsel der Immunglobulinklasse statt, fir deren Ablauf das Enzym AID
(activation-induced cytidine deaminase) bendtigt wird (9). Bei der somatischen Hypermutation
werden durch Punktmutationen die variablen Regionen der B-Zell-Rezeptoren verandert,
wobei B-Zellen mit verbesserten Bindungseigenschaften zum spezifischen Antigen positiv
selektiert werden, wahrend weniger bindungsstarke B-Zellen apoptotisch sterben (Affinitats-
reifung). Am Ende der Keimzentrumsreaktion entstehen Antikdrper-spezifische Plasma-
blasten und Gedachtniszellen, welche das Keimzentrum verlassen.

Bei Gedachtniszellen handelt es sich um langlebige zirkulierende Zellen, die reaktiv fur einen
erneuten sekundaren Kontakt mit dem gleichen Antigen zur Verfigung stehen. Gedachtnis-
zellen behalten ihre Immunglobuline als membranstandige Molekile auf der Zelloberflache
und bilden keine Antikérper. Sie fihren bei einer Reinfektion mit dem Antigen durch Proli-
feration und Differenzierung in Plasmazellen zu einer schnelleren und effektiveren Immun-
antwort als bei der primaren Reaktion. Daraus resultiert eine schnelle, schiitzende Abwehr
mit Elimierung des Antigens und einhergehender Milderung der Symptomatik des Infek-
tionsgeschehens.

B-Zellen kdénnen weiterhin durch TI-Antigene unabhangig von einer Hilfe durch T-Zellen
stimuliert werden. Zu den TI-Antigenen zahlen z.B. bakterielle Polysaccharide, polymere
Proteine und Lipopolysaccharide. Immunantworten auf diese nicht-proteinogenen Antigene
fuhren ohne den Prozess der Affinitatsreifung zu der Bildung von ASC hauptsachlich des

Isotyps IgM, von denen die meisten kurzlebig sind. Gedachtniszellen werden nicht gebildet.

1.2.3 Lokalisation und Lebensdauer von Plasmazellen

Plasmazellen unterscheiden sich je nach ihrem Entwicklungsweg sowie in Abhangigkeit der
Antigeneigenschaften in ihrer Lebensdauer, Lokalisation und der Immunglobulinsekretion
sowie weiteren Charakteristiken.

Die meisten Antigene fiihren innerhalb weniger Tage zur Ausbildung von extrafollikularen
Foci in den sekundaren lymphatischen Organen. Im Rahmen dieser frihen Immunantwort
entstehen nach zahlreichen Proliferationen aus Antigen-aktivierten B-Zellen Uberwiegend
kurzlebige, nicht-migratorische Plasmazellen, die in der roten Milzpulpa sowie in den
Markstrangen der Lymphknoten zu finden sind (10). In der Regel sind diese ASC jedoch
kurzlebig und sterben apoptotisch ab (11).

Neben einer extrafollikularen Antwort entstehen bei Kontakt mit TD-Antigenen Keimzentren,

aus denen Gedachtniszellen sowie hochaffine Plasmazellen hervorgehen. Ein Teil der gebil-
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deten ASC stirbt durch Apoptose. Die meisten spezifischen ASC migrieren nach einer sys-
temischen sekundaren Immunantwort z.B. mit dem Protein Ovalbumin (OVA) bereits inner-
halb einer Woche Uber die Blutzirkulation in das Knochenmark (12, 13). Nach der Einwande-
rung zahlreicher spezifischer ASC sinkt ihre Zahl zunachst, wobei ab ca. 10 Tagen ihre ab-
solute Anzahl konstant bleibt (12). Untersuchungen ergaben, dass diese Antigen-
spezifischen Plasmazellen Uber Monate bis Jahre im Knochenmark persistieren und Uber
einen langen Zeitraum enorme Mengen Antigen-spezifischer Antikbrper sezernieren, welche
im Serum einen langfristigen stabilen Titer aufrecht erhalten (14-18). Damit bilden sie einen
wichtigen Teil der humoralen Immunitat.

Naturliche Infektionen sowie Vakzin-induzierte Immunreaktionen z.B. gegen Masern und
Tetanus induzieren die Bildung von langanhaltenden protektiven Antikérpern im Serum (19).
Da die Halbwertszeit der sezernierten Immunglobuline weniger als 3 Wochen betragt, mis-
sen die spezifischen Antikorper zur Aufrechterhaltung eines stabilen Serumtiters standig neu
gebildet werden (3-5). Wie ein stabiler Serumtiter und eine damit verbundene persistierende
Antigen-spezifische Plasmazellpopulation iber einen langen Zeitraum konstant aufrecht er-
halten bleiben kdénnen, fihrte zu verschiedenen Thesen, die sich mit der Lebenszeit dieser
Plasmazellen beschaftigten.

Nach der Theorie der kontinuierlichen Regeneration, sind die ASC kurzlebig. Nach konstan-
ter Aktivierung von Gedachtniszellen durch persistierende Antigene bzw. durch polyklonale
Aktivierung entstehen neue Antigen-spezifische ASC (20—22). Diese und weitere Studien
fuhrten zu der Annahme, dass Plasmazellen generell kurzlebig sind (23, 24).

Die heute weitestgehend akzeptierte Theorie geht davon aus, dass einige der Plasmazellen
langlebig werden kénnen, welche als nicht-proliferierende Zellen lange Zeit vor allem im
Knochenmark persistieren (14, 25-28). Manz et al. zeigten, dass nach einer systemischen
Immunisierung von Mausen mit Ovalbumin die Mehrheit der induzierten OVA-spezifischen
ASC im Knochenmark uber einen Zeitraum von 90 Tagen nicht proliferierten (12, 14).
Dass persistierende ASC nicht kontinuierlich aus Gedachtniszellen neu generiert werden,
geht aus Untersuchungen hervor, welche nach Depletion der Gedachtniszellen im murinen
Knochenmark udber ein Jahr Virus-spezifische Plasmazellen detektierten (15). Daruber
hinaus wurde gezeigt, dass langlebige, nicht-proliferative Plasmazellen unabhangig vom
Antigen Uber einen langen Zeitraum im Knochenmark persistieren (12).

Insgesamt wird angenommen, dass vermutlich zwischen 10 — 20% der aus der Keim-
zentrumsreaktion resultierenden ASC tatsachlich langlebig werden (29). Die meisten lang-
lebigen ASC sind nach dem sekundaren Antigen-Kontakt im Knochenmark lokalisiert, wobei
einige wenige von ihnen auch in der Milz persistieren (14, 30).

Die Mehrheit der gesamten Plasmazellen eines Organismus befindet sich jedoch in der

Lamina propria des Darmgewebes, welche als Teil der verschiedenen Schleimhaute Uber
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80% aller Plasmazellen des Korpers beherbergt (31). Diese mukosalen ASC sezernieren
Uberwiegend Immunglobuline des Isotyps IgA, welche nach dem Transport in das
Darmlumen eine erste Abwehr gegen pathogene Mikroorganismen, Toxine sowie den
Kommensalen der Darmflora bieten. Auf ihre Entwicklung und Lebensdauer wird im
Kapitel 1.3.1.5 differenziert eingegangen.

Weiterhin werden ASC im Rahmen von Autoimmunerkrankungen sowie Entzindungs-
prozessen gebildet, welche in das Knochenmark bzw. in das entziindete Gewebe
migrieren kénnen. In den Nieren bei einigen Autoimmunerkrankungen wie dem systemischen
Lupus erythematodus oder im Fall der Rheumatoiden Arthritis in der Synovia der Gelenke
(32, 33) kdnnen ASC akkumulieren. Auch bei chronischen Entziindungen der Lunge bei
asthmatischen bzw. allergischen Prozessen werden persistierende ASC beobachtet (34, 35).
Die Plasmablasten, welche aus einer Keimzentrumsreaktion hervorgehen, sind migra-
tionsfahig und konnen durch Regulation ihrer Oberflachenrezeptoren iber die Blutzirkulation
in verschiedene Gewebe wandern. Die Gewebe produzieren spezifische Chemokine, von
denen die Plasmablasten mit den korrespondierenden Rezeptoren chemotaktisch angelockt
werden. Fir die Migration der Plasmablasten aus sekundaren Lymphorganen in das
Knochenmark ist der Chemokin-Rezeptor CXCR4 von groRRer Bedeutung (36). Der CXCR4-
Ligand ist CXCL12 (SDF-1 — stromal cell-derived factor 1), welcher von Endothelzellen sowie
Stromazellen des Knochenmarks gebildet wird (36, 37). Des Weiteren migrieren
Plasmablasten in entzindetes Gewebe und kdnnen dort nach ihrer Entwicklung zu Plasma-
zellen zur Abwehr von Pathogenen mittels Antikorpersekretion beitragen. Diese Migration
erfolgt gegen die Liganden CXCL9, CXCL10 und CXCL11, welche die CXCR3-
exprimierenden ASC anlocken (36). Das Migrationsverhalten der intestinalen Plasmablasten
basiert auf der Expression von CCR9 und CCR10, deren Liganden von Zellen des Darmge-

webes gebildet werden (38—40). Darauf wird in Kap. 1.3.1.4 naher eingegangen.

1.2.4 Das Konzept der Uberlebensnische

Eine kleine Fraktion der Plasmazellen im Knochenmark kann langlebig werden, ohne Zell-
proliferation Uber Jahre hinweg Uberleben und Antikdrper sezernieren (15, 41). Wahrend
isolierte Plasmazellen in Kultur binnen weniger Tage absterben, kénnen sie im Gewebe-
verband bzw. unter Zugabe bestimmter Faktoren oder anderen Zellen langer Uberleben.

Man nimmt an, dass die Langlebigkeit der Plasmazellen im Knochenmark in speziellen Uber-
lebensnischen mdglich ist und weniger aus intrinsischen Eigenschaften der Plasmazellen
resultiert (25, 27, 42). Diese Nischen stellen eine spezielle Umgebung verschiedener Zellen
dar, welche durch Bildung von Uberlebensfaktoren und Adhasionsmolekiilen eine Plasma-
zelle ohne Zellproliferation Uber einen langen Zeitraum hinweg am Leben erhalten. Allerdings

sind bis heute noch nicht alle Faktoren und Zellen der Nische bekannt.
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Es konnte bisher gezeigt werden, dass unter anderem retikulare Stromazellen, eosinophile
Granulozyten und Megakaryozyten an der Ausbildung einer Uberlebensnische beteiligt sind
(43-45). Verschiedene Studien identifizierten bisher die Zytokine IL-5, IL-6 und
Tumornekrosefaktor (TNF-) a sowie die Liganden BAFF (B cell activating factor) und APRIL
(a proliferation-inducing ligand) bzw. CXCL12 als Faktoren, welche zu einer Verlangerung der
Lebenszeit von Plasmazellen beitragen (46—48).

Insbesondere eine Subpopulation der retikularen Stromazellen des Knochenmarks ist regu-
lierend an der Entwicklung der Uberlebensnischen, ihrer Aufrechterhaltung in einer limitierten
Anzahl aber auch an der Migration der Plasmazellen in diese Nischen beteiligt (43). Diese
CXCL12-bildenden Stromazellen exprimieren den Ligand VCAM-1 (vascular cell-adhesion
molecule-1, CD106), durch welchen die Plasmazellen mit ihrem Integrin VLA-4 (very late anti-
gen-4, Integrin a4f31) Kontakt zur Stromazelle eingehen (49). BAFF und APRIL, Zytokine der
TNF-Familie, sind firr die Entwicklung, Aktivierung und Differenzierung sowie das Uberleben
von B-Zellen von Bedeutung. Beide Zytokine binden an die Rezeptoren BCMA (B cell
maturation antigen) und TACI (transmembrane activator and calcium-modulator and cyclophilin
ligand interactor), wobei BAFF zusatzlich vom BAFF-Rezeptor erkannt wird. Plasmazellen
exprimieren BCMA und TACI, wohingegen der BAFF-Rezeptor kaum detektierbar ist. Es gibt
Hinweise, dass besonders die Funktion des Rezeptors BCMA bzw. die Anwesenheit von
APRIL fiir das langfristige Uberleben von Plasmazellen von Bedeutung sind, denn BCMA™
bzw. APRIL-defiziente Mause zeigen eine reduzierte Uberlebensrate der langlebigen
Plasmazellen im Knochenmark (48, 50). Weitere Moleklle auf der Zelloberflache von
Plasmazellen konnten mit einer verlangerten Uberlebensrate in Verbindung gebracht wer-
den. Dazu gehoren u.a. die Adhasionsmolekile LFA-1 (leukocyte function-associated antigen-1),
CD44 sowie CD28, CD93 und FcyRIIb (46, 51, 52). All diese extrinsischen Faktoren tragen
dazu bei, dass Plasmablasten in das Knochenmark migrieren und innerhalb dieser speziellen
Umgebung in Kontakt mit verschiedenen Zelltypen treten, welche mit ihren Signalen das
Uberleben der Plasmablasten sowie ihre Differenzierung in Plasmazellen férdern.
Plasmablasten, die nach ihrer Einwanderung in das Knochenmark diese Signale nicht erhal-
ten, sterben durch Apoptose (53).

Man geht davon aus, dass die Zahlen der ASC und demnach die Zahl der Uberlebens-
nischen fur langlebige Plasmazellen im Knochenmark limitiert sind. Das humane
Knochenmark gesunder Individuen enthalt 0,1-1% Plasmazellen. Durch den standigen
Kontakt mit neuen Pathogenen aus der Umwelt, entstehen stetig neue Plasmablasten,
welche ebenfalls in das Knochenmark migrieren kénnen. Die Theorie der Uberlebensnische
nimmt an, dass neue einwandernde Plasmablasten die Fahigkeit besitzen mit den bereits
sesshaften Plasmazellen um die Nische zu konkurrieren (53). Dabei wird eine Plasmazelle

aus einer friheren Immunreaktion von einer Plasmazelle ersetzt, welche die Spezifitat gegen



Einleitung

ein aktuelles Antigen aufweist. Dieses Modell erméglicht eine Anpassung des humoralen
Gedachtnisses bei einer limitierten Zahl von Uberlebensnischen (13). Plasmazellen, welche
aus einer Uberlebensnische verdrangt werden und folglich keine Uberlebenssignale mehr
erhalten, sterben durch Apoptose. Uberlebensfaktoren werden unter anderem in entziinde-
ten Geweben produziert und ermoglichen dort eine Akkumulation von langlebigen Plasma-
zellen, solange die Faktoren im Rahmen des Entziindungsprozesses gebildet werden.

Es gibt dariiber hinaus Hinweise, dass das Konzept der Uberlebensnischen auch auf das

mukosale Gewebe Anwendung finden kann, worauf im nachsten Kapitel eingegangen wird.

1.3 Das mukosale Immunsystem

Haut und Schleimhaute (Mukosae) bilden eine enorme Kontaktflache des Organismus zu
seiner Umwelt und stellen taglich Eintrittspforten fiir infektiose Erreger, Toxine, Allergene und
Karzinogene dar. Das ausgekleidete Areal der Schleimhaute eines erwachsenen Menschen
entspricht mehreren hundert Quadratmetern und ist damit um ein vielfaches gréRer als die
Flache der Haut (54). Demnach resultiert auch ein GroRteil aller Infektionskrankheiten durch
ein Eindringen von Pathogenen uUber den mukosalen Weg (55-57).

Das mukosale Immunsystem wird in organisierte Strukturen unterteilt, in denen eine Immun-
reaktion eingeleitet wird (Induktionsort), und in diffuse Effektor-Kompartimente, in welchen
vor allem durch Effektorzellen eine Immunabwehr stattfindet. Die induktiven Strukturen der
verschiedenen Schleimhaute des Kdrpers werden als Mukosa-assoziiertes Lymphgewebe
(MALT — mucosa-associated lymphoid tissue) zusammengefasst. Den grofiten Anteil des MALT
bildet das Darm-assoziierte Lymphgewebe (GALT — gut-associated lymphoid tissue). Weitere
Komponenten sind das NALT (nasopharynx-associated lymphoid tissue), BALT (bronchus-

associated lymphoid tissue) und das TALT (tear-duct-associated lymphoid tissue).

1.3.1 Das Darmimmunsystem

Der Darm wird anatomisch in den Dinndarm, mit den Abschnitten Zwdlffingerdarm (Duode-
num), Leerdarm (Jejunum) und Krummdarm (lleum), sowie dem Dickdarm, mit den Abschnit-
ten Blinddarm (Caecum), Grimmdarm (Colon) und Mastdarm (Rectum), untergliedert.
Die primare Funktion des Dinndarms besteht in der Resorption von Nahrungsbestandteilen,
daher ist seine Oberflache durch Darmausstulpungen (Villi), Einsenkungen (Krypten) sowie
einem Burstensaum der Enterozyten um ein vielfaches vergrofiert. Das Colon ist insbeson-
dere fir die Ruckresorption von Wasser sowie Elektrolyten verantwortlich, seine Zotten
bilden sich nach der Geburt zurick.

Das Darmgewebe wird zum Lumen hin von einem einschichtigen Zylinderepithel (Lamina

epithelialis mucosae) bedeckt. Die darunterliegende Lamina propria (Lamina propria mucosae)
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enthalt zahlreiche Lymphozyten sowie u.a. dendritische Zellen, die diffus verteilt oder als
Lymphfollikel zusammengelagert sind. Weitere Schichten sind die Submukosa (Tunica
submucosa) mit enthaltenden BlutgefalRen, Nerven und Drusen, gefolgt von glatter Muskulatur
(Tunica muscularis) mit Lymph- und BlutgefaRen. Eine Serosa (Tunica serosa) grenzt den Darm
zur Bauchhohle ab, mit Ausnahme eines aulerhalb der Peritonealhdhle gelegenen Mast-
darmabschnittes, der eine Adventitia (Tunica adventitia) besitzt.

Das Darmepithel bildet mit seiner bedeckenden Muzinschicht sowie den in das Darmlumen
sezernierten (s)lgA-Antikorpern eine erste Barriere gegen das Eindringen von Pathogenen.
Gegen Antigene, die diese Barriere dennoch Uberwinden, wird eine gezielte Immunreaktion
des Darmimmunsystems eingeleitet. Das Immunsystem des Darms setzt sich einerseits aus
dem organisierten GALT, mit den Peyer'schen Plaques, den isolierten Follikeln (ILF —
isolated lymphoid follicle) sowie dem Blinddarm, und andererseits den diffus verteilten Immun-
zellen der Lamina propria und des Epithels zusammen. Die mesenterialen Lymphknoten
stellen ebenso Induktionsorte des intestinalen Immunsystems dar. Sie werden dennoch nicht
dem GALT zugeordnet (58).

Die Funktion des Darmimmunsystems besteht im Schutz vor mukosalen Erregern und
ihren Toxinen. Gleichzeitig halt der Organismus in einer feinen Balance eine mutualistische
Wechselbeziehung mit den kommensalen Bakterien der Mikroflora aufrecht. Dabei entwickelt
sich gegen die Kommensalen sowie die Vielzahl von Nahrungsmittelantigenen eine Toleranz
(59). Gerat diese Homobostase aus dem Gleichgewicht, droht die Entstehung von chroni-

schen Darmentzindungen wie z.B. Inflammatory Bowel Disease und Allergien (60).

1.3.1.1 Die biologische Bedeutung von IgA im Darm

Der Magen-Darm-Trakt wird durch die Besiedlung mit kommensalen Bakterien sowie durch
die Aufnahme von Nahrungsmitteln standig zahlreichen Antigenen ausgesetzt. Die Bezeich-
nung ,Kommensalen® leitet sich vom lateinischen cum mensa (,mit am Tisch®) ab. In einer
Wechselbeziehung profitieren die Bakterien der Mikroflora einerseits vom Nahrungsangebot
im Magen-Darm-Trakt des Wirts, ohne diesem dabei Schaden zuzufligen. Andererseits
wirken die Bakterien an dem Verdau mit, verhindern eine Vermehrung und Ausbreitung inva-
siver Pathogene durch Verdrangung und wirken stimulatorisch auf das Darmimmunsystem.
Das Darmimmunsystem kann dabei zwischen den harmlosen Antigenen der kommensalen
Bakterien sowie Nahrungsbestandteile und mdoglichen Pathogenen und Toxinen im Falle
einer Infektion differenzieren. Daflr entwickelte der Wirtsorganismus gegen avirulente Anti-
gene ein komplexes suppressorisches System, die orale Toleranz (61, 62). Vor allem slgA-
Antikérper sowie suppressorische T-Zellen unterdriicken bei diesem Vorgang eine spezi-
fische Immunantwort, wodurch Entziindungsreaktionen inhibiert werden und die Darm-

schleimhaut vor Zerstérung geschutzt wird.
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Die Produktion und Sekretion von enormen Mengen an IgA-Antikérpern spielen demnach
sowohl wahrend der Homobostase als auch im Falle einer Infektion eine wichtige Rolle.
Sezernierte IgA-Dimere, aber auch IgM-Pentamere, kdnnen Uber ihre J-Kette mit dem plgR
(polymeric Ig receptor) interagieren. Dabei handelt es sich um einen Antikoérper-Transporter,
der an der basolateralen Seite des Darmepithels exprimiert wird (63). Die polymeren Anti-
korper werden zur apikalen Seite des Epithels transportiert und in das Darmlumen sezer-
niert. Sie bestehen aus dem jeweiligen Dimer sowie einer sekretorischen Komponente des
plgR (54). Die slgA-Antikdrper sind gegen bakterielle Proteasen relativ resistent, dennoch ist
ihre Halbwertszeit mit 4 — 7 Tagen klrzer als die von IgG. Im humanen Intestinaltrakt kommt
uberwiegend die Proteasen-resistentere Subklasse IgA; vor (64).

Die Sekretion von lokal produzierten IgG-Antikérpern erfolgt passiv durch Zwischenraume
der Epithelzellen, wo sie im Lumen ebenfalls Pathogene neutralisieren konnen. Allerdings
werden IgG-Antikérper relativ schnell durch Proteasen abgebaut. Darliber hinaus bringt IgG
aufgrund der pro-inflammatorischen Wirkung die epitheliale Integritat in Gefahr (65).

Die slgA-Antikérper wirken dagegen anti-inflammatorisch und binden im Lumen an die
Kommensalen sowie invasiven Pathogene, Nahrungsantigene und Toxine im Rahmen einer
Neutralisierung bzw. Markierung. Man geht davon aus, dass hochaffines IgA vornehmlich der
Neutralisierung von Pathogenen dient, wahrend slgA mit niedriger Affinitdt den Eintritt
kommensaler Bakterien verhindert (66). Im Darmlumen wird durch die IgA-Bindung ein Ein-
tritt der IgA-Antigen-Komplexe in das Darmgewebe unterbunden (surface immune exclusion)
und luminale Toxine werden unwirksam gemacht. Gleichzeitig wird eine kontrollierte Auf-
nahme markierter Antigene Uber die M-Zellen ermdglicht (67, 68). Darlber hinaus kénnen
IgA-Antikorper intrazellulare Viren (z.B. Rotaviren, HIV) oder LPS neutralisieren und folglich
die Darmepithelzellen vor einer Infektion durch die Pathogene sowie vor Schaden resultie-
rend aus einer Entziindungsreaktion schitzen (69, 70).

Bei einer IgA-Defizienz, einer weit verbreiteten primaren Immundefizienz des Menschen,
fehlen die IgA-Antikdrper. Durch die Produktion von Antikérpern der Isotypen IgM erfolgt
eine relativ gute Kompensation. Zwei Drittel der Betroffenen sind frei von Symptomen,

wahrend ein Drittel an widerkehrenden Infektionen, Autoimmunitat oder Allergien leidet (58).

1.3.1.2 Entwicklung und Aufbau der Darm-assoziierten Lymphgewebe

Bei Mensch und Nager sind die Peyer'schen Plaques hauptsachlich im lleum sowie in gerin-
gerer Anzahl im Jejunum lokalisiert. Peyer'sche Plaques sind der anatomischen Struktur von
Lymphknoten sehr ahnlich, allerdings verfugen sie weder Uber afferente Lymphbahnen noch
Uber eine umhiillende Kapsel. Sie setzen sich aus einem stromalen Grundgerist mit mehre-
ren B-Zellfollikeln sowie interfollikularen T-Zellbereichen und zahlreichen Antigen-prasentie-

renden Zellen zusammen. Bedeckt werden sie von einem speziellen Follikel-assoziierten
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Epithel mit enthaltenen M-Zellen (membrane oder microfold). M-Zellen gelten als Haupt-
eintrittspforte fur intestinale Antigene und stellen daher einen besonderen Verbindungs-
bereich zwischen Darmlumen und dem intestinalen Immunsystem dar. Bei Wiederkauern,
Schweinen und Hunden bestehen die Peyer 'schen Plaques im lleum aus kontinuierlichen bis
zu 2 Meter langen Lymphstrukturen. Die Entwicklung der Peyer'schen Plaques erfolgt
bereits pranatal, wobei Keimzentren erst nach der Geburt im Zusammenhang mit der
Besiedlung der Darmschleimhaut mit den kommensalen Bakterien ausgebildet werden.

Die ILFs kommen sowohl im Dinndarm- als auch im Dickdarmgewebe vor, wobei ihre
Anzahl zunehmend nach distal steigt. Im Gegensatz zu den Peyer'schen Plaques enthalten
die ILFs nur einen B-Zellfollikel mit vereinzelten T-Zellen und ihre Entwicklung erfolgt erst
postnatal. GroRe und Anzahl der ILFs werden von der bakteriellen Besiedlung des Darmes
beeinflusst. Bei Mausen gibt es zusatzlich Plagues im Bereich der Krypten. Diese werden

bereits wahrend der fotalen Entwicklung gebildet und kénnen zu den ILFs heranreifen.

1.3.1.3 Aktivierung der intestinalen B-Zellen

An der Entstehung von Plasmazellen des Darms sind die Lymphozyten der Peyer'schen
Plaques (71) und der ILFs (72) sowie der mesenterialen Lymphknoten als drainierende
Lymphknoten des Darmgewebes beteiligt. Eine weitere Quelle von mukosalen B-Zellen bei
der Maus bilden Milzzellen der Marginalzone und die B1-Zellen der Peritonealhdhle (66, 73).
B1-Zellen sezernieren natlrliche Antikdrper des Isotyps IgM sowie polyreaktive IgA-
Antikérper, welche zur Abwehr der kommensalen Bakterien von Bedeutung sind (74). Sie
entwickeln sich in Abhangigkeit von IL-5 aus Progenitorzellen der Peritonealhdhle (75),
wobei fur ihre Entwicklung bzw. Migration in den Darm die Stimulation durch die Darmflora
eine Rolle spielt (76). B1-Zellen reagieren polyreaktiv ohne T-Zellhilfe auf z.B. Polysacchari-
de der Kommensalen und tragen bis zu 50% der murinen intestinalen Plasmazellen bei
(74, 76-78). Mit einem abweichenden Rezeptor-Repertoire der B2-Zellen (79) produzieren
Plasmazellen der B1-Linie IgA-Antikdrper mit geringerer Affinitdt und breiter Spezifitat (80),
deren Sekretion zur Aufrechterhaltung der Darmhomdostase bedeutend scheint. Ob B1-
Zellen auch beim Menschen zum Plasmazellkompartiment des Darmes beitragen, ist nicht
bekannt. Auch inwiefern diese verschiedenen Zellen quantitativ zur Generierung der intesti-
nalen Plasmazellen beitragen, ist bisher unstimmig (66).

Die M-Zellen der Peyer'schen Plaques und ILFs nehmen Antigene aus dem Darmlumen auf
und transportieren diese in die Follikel (81). Auch im murinen Epithel der Darmvilli wurden
M-Zellen entdeckt (82). Ein Grolteil der aufgenommenen Antigene wird von subepithelialen
Makrophagen eliminiert. Nicht-phagozytierte Antigene kdnnen die in den M-Zelltaschen loka-
lisierten T- und B-Gedachtniszellen aktivieren bzw. von den zahlreichen dendritischen Zellen

nahe der M-Zellen aufgenommen werden (82).
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Die dendritischen Zellen sind sowohl bei den Vorgangen einer protektiven Immunantwort als
auch bei der Ausbildung der oralen Toleranz von grof3er Bedeutung. Im Darm und den
drainierenden mesenterialen Lymphknoten kénnen diverse Subpopulationen der dendriti-
schen Zellen unterschieden werden. lhre Einteilung erfolgt anhand ihrer Herkunft bzw.
Lokalisation, ihrer Migrationsfahigkeit, der Expression von Oberflachenmolekilen (z.B.
CD11b, CD11c, CD103) und/oder von Chemokin-Rezeptoren (CX3CR1, CCR®6). Diese Sub-
populationen weisen funktionelle Unterschiede auf (60). Eine besondere Subpopulation der
Lamina propria sind CX3CR1+, nicht-migratorische dendritischen Zellen, welche in der Lage
sind, durch Ausbildung von transepithelialen Fortsatzen Antigene direkt aus dem Darmlumen
aufzunehmen (83). Migratorische CD103+ (auch ag-Integrin) dendritische Zellen interagieren
nach ihrer Antigen-Aufnahme mit B- und T-Zellen der Peyer'schen Plaques und der
mesenterialen Lymphknoten. Dort iniziieren sie die Bildung von FOXP3+ (forkhead box P3)
regulatorischen T-Zellen (Treg), Tu2-Zellen, ferner Ty1- oder Ty17-Zellen und von IgA+
B-Zellen (60).

Die Aktivierung von B-Zellen erfolgt durch Tl- oder TD-Antigene, welche sich innerhalb der
Immunantworten gegen Kommensalen (Tl) bzw. gegen Pathogene (TD) nicht eindeutig zu-
ordnen lassen (84). Funktionell jedoch dienen die Peyer'schen Plaques der TD- und der Tl-
Immunantwort zur Abwehr von Pathogenen, wahrend die ILFs Uberwiegend unabhangig von
Ty-Zellen eine Kontrollfunktion Gber die Kommensalen ausuben (31).

Im Gegensatz zur systemischen Immunantwort, in welcher Keimzentren nur nach einer
Immunisierung zu beobachten sind, sind in den Peyer'schen Plagques des Darms standig
Keimzentren ausgepragt. Die aktivierten B-Zellen proliferieren im Keimzentrum, wobei
B-Zellen mit erhéhten Antigen-Bindungseigenschaften positiv selektiert werden. Mukosale
B-Zellen kénnen auch unabhangig ihrer Spezifitédt durch Interaktion von bakteriellen Kompo-
nenten mit den TLRs (Toll-like receptors) aktiviert werden und vermutlich zur Keimzentrums-
reaktion beitragen (85).

Sowohl bei T-Zellabhangigen als auch -unabhangigen Signalwegen kommt es zum Wechsel
der Immunglobulin-Klasse, meist zu IgA. Zahlreiche metabolische Produkte und Zytokine von
Zellen des intestinalen Gewebes formen ein einzigartiges Milieu und tragen dazu bei, dass
nahezu alle B-Zellen IgA exprimieren (84). TGF-R1 (transforming growth factor-81) ist ein
essentielles Zytokin fur die Induktion von IgA (31, 86), welches von diversen Zellen, unter
anderem dendritischen Zellen, follikuldren dendritischen Zellen, Epithelzellen bzw. T-Zellen,
gebildet wird. Dieses Zytokin liegt in inaktiver Form in einer Komplexverbindung vor, wobei
z.B. Matrix-Metalloproteinasen bei der Zerlegung des Komplexes sowie der Aktivierung von
TGF-31 eine Rolle spielen (87).

Im Gegensatz zu Milz, Lymphknoten oder Peyer'schen Plaques exprimieren die dendri-

tischen Zellen der Lamina propria in groRen Mengen TNF-a. Die Faktoren TNF-a bzw.
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INOS (inducible nitric oxide synthase) haben einen positiven Effekt auf TGF-. TNF-a fordert
TGF-R-aktivierende Faktoren, wahrend iNOS die Expression von TGF-3-Rezeptoren auf den
B-Zellen erhdht. Verschiedene Interleukine wie z.B. IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-15 und
IL-21 férdern ebenfalls den Wechsel zu IgA bzw. die Differenzierung zu IgA+ Plasmablasten
(59). Zwei weitere Faktoren, BAFF und APRIL, tragen zum IgA-Klassenwechsel bei. lhre
Produktion erfolgt durch dendritische Zellen sowie plasmazytoide dendritische Zellen und
das Epithel (88). APRIL-defiziente Mause weisen nach einer oralen Immunisierung mit einem
TD-Antigen eine reduzierte Reaktion der mukosalen Immunantwort sowie eine deutlich ver-
minderte Gesamtzahl der IgA+ Plasmazellen in der Lamina propria des Dinndarms auf (89).
Neben BAFF und APRIL produzieren die Epithelzellen TSLP (thymic stromal lymphopoietin),
welches die Bildung von BAFF und APRIL in den dendritischen Zellen hochreguliert (90).
Weiterhin bilden sie RA (retinoic acid), ein metabolisches Produkt von Vitamin A, sowie das
Neuropeptid VIP (vasoactive intestinal polypeptide) und unterstiitzen mit diesen Faktoren die
Bildung von IgA+ B-Zellen. RA ist insbesondere fir die Induktion des Integrins a4[37 von
Bedeutung (91), das fur die spatere Migration in den Darm wichtig ist. Dabei unterstiitzt RA
im Zusammenhang mit anderen Faktoren dendritischer Zellen synergistisch die Produktion
von IgA (92). VIP induziert zusatzlich die Expression von GIP (lgA-inducing protein) in den
dendritischen Zellen (93), das ebenfalls einen Wechsel zu IgA férdert.

Wann dieser Klassenwechsel erfolgt, ist bisher nicht bekannt. Lycke et al. vermuten, dass
die B-Zellen bereits als IgA+ Zellen in die Keimzentren einwandern, gefolgt von Prolifera-
tionen mit Affinitatsreifung und anschlielender Migration in die Lamina propria (59).
Zusatzlich wird ein Klassenwechsel und folglich die Entstehung von IgA+ B-Zellen direkt in
der Lamina propria wird kontrovers diskutiert (94—-96).

RORyt"-Mause besitzen durch das Fehlen des Faktors RORyt weder Lymphknoten noch
Darm-assoziierte Lymphstrukturen. Dennoch weisen sie im Darm IgA+ ASC auf und geben
Hinweise auf eine mogliche Entstehung von ASC in der Lamina propria in situ (72, 97).
Neben IgA konnen je nach Zytokinproduktion der beteiligten Zellen auch IgM+ Plasmazellen

entstehen sowie einige Plasmazellen der Isotypen IgG bzw. IgE.

1.3.1.4 Migration und Differenzierung der aktivierten intestinalen B-Zellen

Die meist IgA+ B-Zellen verlassen die Peyer'schen Plaques bzw. ILFs uber fenestrierte
Lymphbahnen, welche als afferente Lymphgefale zu den mesenterialen Lymphknoten
fuhren. Nach weiteren Proliferationen differenzieren sie zu Plasmablasten und verlassen
anschlielend den Lymphknoten Uber efferente Lymphbahnen und gelangen Uber den
Ductus thoracicus Uber den linken Venenwinkel der V. subclavia und V. jugularis interna in
die Blutzirkulation. Diese Plasmablasten migrieren vorzugsweise in Effektorregionen, welche

unmittelbar im Zusammenhang stehen mit den Induktionsorten, aus denen sie urspriinglich
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hervorgingen (31). Dementsprechend migrieren die intestinal induzierten Plasmablasten
nach ihrer Zirkulation durch den Organismus zielgerichtet in die Effektorkompartimente des
Darms. Die Migration wird durch Chemokine und ihre Rezeptoren sowie durch Adhasions-
moleklle gesteuert und erfolgt Antigen-unabhangig. Dennoch kann luminales Antigen
sowohl die Anzahl als auch die Verteilung der einwandernden Plasmablasten innerhalb der
Darmabschnitte beeinflussen (98). Eine Migration der im Darm induzierten Plasmablasten in
andere Schleimhautkompartimente z.B. den Bronchialtrakt, den Urogenitaltrakt oder das
laktierende Brustdriisengewebe ist in einem geringen Umfang maéglich (55, 99).

Eine selektive Migration der Chemokinrezeptor CCR9-exprimierenden Plasmablasten in das
diffuse Dinndarmgewebe wird durch die Bildung des Chemokins CCL25 (TECK — thymus-
expressed chemokine) gesteuert (38). CCL25 wird von Epithelien der Darmkrypten (39) produ-
ziert sowie den Endothelzellen des Diinndarms (100). Die Bedeutung dieser Interaktion fir
die Migration der ASC in das Darmgewebe ist anhand von CCR9-defizienten Mausen
ersichtlich, welche im Dinndarm eine verminderte Plasmazellzahl aufweisen und auf oral
applizierte Antigene mit einer reduzierten Immunantwort reagieren (101). Eine Migration in
das diffuse Dickdarmgewebe wird dagegen durch das Chemokin CCL28 (MEC — mucosae-
associated chemokine) dirigiert, welches mit dem Rezeptor CCR10 der IgA+ Plasmablasten
interagiert (38, 40). Im Dinndarm wird CCL28 in nur sehr geringen Mengen gebildet.

Die Migration der ASC in die mukosalen Gewebe wird auRerdem durch Mukosa-spezifische
Adhasionsmolekile gesteuert. Im Gegensatz zu systemisch induzierten Plasmablasten
exprimieren zirkulierende intestinal induzierte Plasmablasten auf ihrer Zelloberflache das
Integrin 0437, mit dem sie an MAdCAM-1 (mucosal adressin cell adhesion molecule-1) des
Gefallendothels der Lamina propria binden kdnnen (102). Weiterhin wird eine direkte Migra-
tion der intestinalen Lymphozyten vom Ort ihrer Entstehung, den Peyer'schen Plaques bzw.
den ILFs, in die Lamina propria vermutet. In der Lamina propria erfolgt die terminale Differen-
zierung der Plasmablasten zu Plasmazellen, welche enorme Mengen von Antikdrpern sezer-
nieren (beim Menschen 40—-60 mg pro kg und pro Tag) (103).

Verschiedene Zytokine, Chemokine sowie ihre Rezeptoren und Adhasionsmolekile férdern
das Uberleben der Plasmablasten und ihre Differenzierung in Plasmazellen. Insbesondere
stromale Zellen der Lamina propria sowie IL-5, IL-6 und IL-10 sind dabei bedeutend (31).
Quantitativ enthalt die Lamina propria mehr als 80% aller Plasmazellen des gesamten Orga-

nismus. Bei der Maus exprimieren diese nahezu alle den Isotyp IgA (104).

1.3.1.5 Lebensspanne der intestinalen Plasmazellen
Trotz des quantitativ deutlich Gberlegenen Vorkommens von Plasmazellen in der Mukosa im
Vergleich zum Knochenmark, ist bisher nur sehr wenig tber ihr Proliferationsverhalten und

ihre Lebensspanne bekannt (88, 105).
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Gowans und Knight konnten kontinuierlich Lymphoblasten unabhangig von einer Immunisie-
rung in der Lymphbahn des Ductus thoracicus der Ratte detektieren, was auf eine kontinuier-
liche Bildung intestinaler Plasmazellen hinweist (106). Weitere frihere Studien berichteten
von einer hohen Proliferationsrate der mehrheitlichen Plasmazellen des Darmes und
schlussfolgerten daraus ihre Kurzlebigkeit von durchschnittlich 5 Tagen mit einer maximaler
Lebensspanne von 6 Wochen (107). Eine kontinuierliche Markierung proliferierender Zellen
der Ratte Uber 10 Tage ergab, dass der Grofdteil der intestinalen Plasmazellen proliferativ ist,
wobei dennoch eine kleine nicht-proliferierende Population in der Lamina propria detektiert
werden konnte (30). Im Blut des Menschen sind konstitutiv Antikérper-sezernierende Zellen
detektierbar, deren Mehrheit Antikorper des Isotyps IgA produziert und CCR10 sowie das
Integrin 37 exprimiert. Dies weist auf ihre mukosale Herkunft hin (108). Diese Resultate
deuten auf eine hohe Bildungsrate der intestinalen Plasmazellen hin, sowohl mit als auch
ohne Immunisierung.

Studien von Zellen der nasalen Schleimhaute zeigten, dass mukosale Plasmazellen nach
viraler Infektion der Maus mit Influenzaviren bzw. inaktivierten respiratorischen Synzytialviren
Virus-spezifische Plasmazellen lebenslang detektiert werden konnten (109, 110). Virus-
spezifische Plasmazellen persistierten dabei in den diffusen Gewebe des NALT und produ-
zierten langanhaltend protektive Antikérper (109). Erst kirzlich zeigten Experimente zur
Uberlebensfahigkeit von humanen Plasmazellen des intestinalen Gewebes, dass das umlie-
gende Darmgewebe dhnlich wie im Knochenmark auf das Uberleben der Plasmazellen einen
bedeutenden Einfluss hat (111). Eine weitere Studie zeigte, dass Antigen-spezifische
Plasmazellen nach Eliminierung des Antigens in der Lamina propria persistieren kénnen und
uber mehr als 3 Monate spezifische Antikorper sezernieren (112). Diese Ergebnisse geben
Hinweise darauf, dass zumindest eine Subpopulation der intestinalen Plasmazellen lGber das
Potenzial verfugt, Uber einen langeren Zeitraum zu Uberleben und Antikorper zu sezernieren.
Die Betrachtung der bisher identifizierten Uberlebensfaktoren des Knochenmarks und deren
Vorkommen in der Lamina propria lasst vermuten, dass potenziell die Moglichkeit einer
Uberlebensnische fir Plasmazellen im diffusen Darmgewebe vorhanden ist. Die Faktoren
BAFF und APRIL werden im Dinndarm von diversen Zellen, wie dendritischen Zellen,
plasmazytoiden dendritischen Zellen sowie von Epithelzellen, sezerniert. Das Epithel fordert
durch seine TSLP-Sekretion die Produktion von BAFF und APRIL der dendritischen Zellen
(88). Daruber hinaus produzieren Epithelzellen zusatzlich IL-6 und exprimieren CXCL12
(113, 114).
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14 Mukosale Vakzine

Die meisten Pathogene gelangen Uber die Schleimhaute in den Organismus (55-57). Daher
ist die Entwicklung effektiver Vakzine, die eine schitzende Abwehr induzieren, weltweit von
grolier Bedeutung. Mukosale Vakzine werden meist oral und nasal verabreicht, seltener
werden sie rektal, vaginal, transkutan und sublingual appliziert. Im Vergleich zu systemi-
schen Immunisierungen bringen sie zahlreiche Vorteile mit sich. Beispielsweise ist ein gerin-
gerer Reinigungsgrad des Impfstoffes durchaus akzeptabel, es besteht kein Risiko von
Kontaminationen durch Injektion und sie sind durch die einfache Verabreichung flir Massen-
immunisierungen praktikabel (55, 56).

Naturliche Infektionen und mukosale Vakzine flihren zur Bildung von Antigen-spezifischen
Plasmazellen, deren slgA-Antikorper im Darm bei erneuten Kontakt mit dem Antigen durch
Bindung der Pathogene und ihrer Toxine die Symptome deutlich mildern bzw. komplett
unterbinden kénnen. Oft werden neben den Antigen-spezifischen intestinalen ASC auch im
Serum langanhaltende Titer mit spezifischen IgA- und IgG-Antikdrpern beobachtet. Es wird
vermutet, dass slgA-Antikorper einer lokalen Abwehr dienen, wahrend systemisch zirku-
lierende Antikoérper unter anderem Virus-Replikationen einddmmen und vor einer klinischen
Manifestation schitzen (115, 116).

In den letzten Jahren konnten umfangreiche Kenntnisse und Zusammenhange des muko-
salen Immunsystems erworben werden. Dabei wird die Verbesserung und Entwicklung von
mukosalen Impfstoffen zunehmend angestrebt (117). Die Induktion einer lokalen Immunitat
durch Impfstoffe bendtigt meist eine direkte mukosale Antigen-Exposition, wobei die Bildung
von protektiven Antikérpern in der Mukosa und im Serum sowie die Ausbildung eines immu-
nologischen Gedachtnisses erzielt werden (56, 116). Als mukosale Impfstoffe stehen
attenuierte Lebend-Impfstoffe sowie Tot-Impfstoffe zur Verfligung, wobei fir letzteres ein

effektives Adjuvans bendtigt wird.

1.4.1 Oral verabreichte mukosale Vakzine

Die Entwicklung von oralen Impfstoffen gestaltet sich aufgrund der intestinalen Gegeben-
heiten als besonders schwierig. Dabei sind im Darm insbesondere der Zerfall der Epitope
I6slicher Antigene sowie die Ausbildung der oralen Toleranz verantwortlich (56).

Orale Vakzine werden in der Humanmedizin sowohl in Entwicklungslandern als auch in
hoher entwickelten Landern erfolgreich eingesetzt. Die immunogene Wirksamkeit der Impf-
stoffe wird dabei von zahlreichen regionalen Unterschieden, wie z.B. Mikroflora und Ernah-
rung eines Menschen, beeinflusst (56, 118). FlUr das Erreichen einer effektiven mukosalen
Immunitat spielen weiterhin die gewahlte Antigendosis, die Art des Impfstoffes und das Zeit-

intervall der Wiederholungsimmunisierung eine wichtige Rolle.
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Einen Uberblick tiber derzeit in Deutschland lizensierte orale Vakzine der Humanmedizin gibt
die folgende Tabelle. Diese Schluckimpfungen werden zumeist 2 bis 3-mal verabreicht und
bewirken in der Regel einen Uber mehrere Jahre wirksamen Infektionsschutz gegen den

jeweiligen Erreger bzw. das Toxin.

Tab. 1: Lizensierte orale Impfstoffe der Humanmedizin (Stand: Feb. 2013 PEI, Deutschland).

Vakzin Marktname (Hersteller) Impfstoffart

RotaTeq (Sanofi Pasteur MSD);
Rotarix (GlaxoSmithKline)

L diverse
Poliovirus | pojio-Sabin S (GlaxoSmithKline) | attenuierter Lebendimpfstoff

Rotavirus Monovalenter, attenuierter Lebendimpfstoff

tSal?_Oﬂe”a Typhoral-L Kapseln (Novartis) Monovalenter, attenuierter Lebendimpfstoff
yphi
Cholera | Dukoral (SBL Vaccin AB) '(’;Z’;g‘t’}’,;ﬂg 1V,’,f7’,.’t’°CCT’_’g$erae Bakterien

In der vorliegenden Arbeit wird zur Stimulation des Darmimmunsystems der Mause unter

anderem das Toxin der Bakterien der Vibrio cholerae verwendet.

Cholera kann neben einer meist milden Symptomatik beim Menschen auch zu starkem
Erbrechen und schweren, reiswasserartigem Durchfall fihren. Aufgrund des grof3en Flussig-
keits- und Elektrolytverlust kommt es schnell zu einer Exsikkose. Eine Ubertragung des
Erregers erfolgt hauptsachlich Uber fakalienverunreinigtes Trinkwasser, was insbesondere in
Landern ohne hygienisch getrennten Wasser- und Abwassersystemen wie z.B. in Afrika und
Sldamerika eine Infektionsgefahr darstellt. Seit dem 19. Jahrhundert traten weltweit immer
wieder Cholera-Epidemien mit zahlreichen Todesfallen auf.

Der Cholera-Impfstoff, ein Gemisch aus abgetdteten Bakterien der Vibrio cholerae und dem
Choleratoxinbestandteil B, bietet einen lokalen Schutz fir ca. 6—9 Monate in der Darm-
schleimhaut. Induzierte Gedachtniszellen sowie ein stabiler Serumtiter kbnnen jedoch Uber
mehrere Jahre bestehen und den Organismus schutzen (56).

Auf den Aufbau und die Wirkung des Holotoxins sowie dessen etablierter Einsatz im
Rahmen der tierexperimentellen Grundlagenforschung wird im folgenden Kapitel naher ein-

gegangen (Kap. 1.5).
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Auch in der Veterinarmedizin werden diverse orale Impfstoffe z.B. als Impfkapsel im Koder
mit enthaltenden Lockstoffen (Fuchs / Wildschweine) oder Uber das Trinkwasser (Gefllgel)
verabreicht bzw. als Tauchvakzine bei Fischen eingesetzt. Darlber hinaus werden
bestandsspezifische Impfstoffe eingesetzt, die z.B. bei Vorliegen von Mischinfektionen nach
Analyse von Probenmaterial eines Bestandes spezifisch hergestellt werden.

Damit sind effektive orale Immunisierungen insbesondere zur systematischen Bekampfung
von Tierseuchen von Bedeutung und dienen dem Infektionsschutz von Tier und Mensch.
In der nachfolgenden Tabelle ist der Einsatz von oralen Vakzinen bei den verschiedenen

Tierarten und Krankheiten dokumentiert.

Tab. 2: Orale Impfstoffe der Veterinarmedizin

Tierart Erkrankung

Wildtiere Tollwut; .
(Fiichse, Wildschweine) Klassische Schweinepest

Infektibése Laryngotracheitis;
Salmonellosen;

Avidre Encephalomyelitis;

- Infektiése Bronchitis;
Hihner Newcastle Disease;
Infektibse Bursitis;
Kokzidiosen;

Pocken

Avidre Rhinotracheitis;

Rinder inkl. Kélber; Schweine

Puten Hémorrhagische Enteritis;
Newecastle Disease

Ginse und Enten Salmonellosen
Samonellosen

Fische

Virale Hdmorrhagische Septikémie;
Rotmaulseuche
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1.5 Das Choleratoxin

Das Choleratoxin (CT) wird von den stabchenférmigen gram- Bakterien Vibrio cholerae produ-
ziert. Robert Koch entdeckte das Toxin bereits 1886. Das toxische Protein besteht aus zwei
Untereinheiten unterschiedlicher GroéRe, welche einzeln keine toxischen Eigenschaften
besitzen (119). Die Untereinheit A (CT-A) ist ein Heterodimer und besteht aus den zwei
Fragmenten CT-A1 und CT-A2, welche Uber eine Disulfid-Briicke miteinander verbunden
sind. CT-A ist in ein Homopentamer aus funf identischen B-Untereinheiten (CT-B) eingela-
gert. Das Fragment CT-A2 verbindet die A- und die B-Untereinheit miteinander.

Das Toxin bindet im Darmlumen mit seiner CT-B-Untereinheit hochaffin an den Gangliosid-
Rezeptor GM1 der Darmepithelzellen (120, 121). AnschlieRend erfolgen die Internalisierung
sowie ein retrograder Transport des Toxins in das endoplasmatische Retikulum, wo es in
seine beiden Untereinheiten dissoziiert (122). CT-A1 gelangt in das Zytosol der Zelle und
induziert dort durch eine ADP-Ribolysierungsreaktion (ADP — Adenosindiphosphat) die perma-
nente Aktivierung des Gs-Proteins mit folgender dauerhafter Stimulation der Adenylatcyclase
(123). Dies fuhrt zu einem Anstieg von intrazelluldren cyclischem Adenosinmonophosphat
(cAMP), woraus eine Imbalance des Elektrolythaushalts der Zelle mit nachfolgendem Was-
serverlust in das Darmlumen (Diarrhoe) resultiert (122). Die CT-B-Untereinheit zeigt dartiber
hinaus immunogene Eigenschaften, wodurch wahrend der Immunreaktion Plasmazellen ge-
neriert werden, welche protektive Toxin-spezifische Antikérper bilden.

Es ist bekannt, dass alle nukledren Zellen des Kérpers den GM1-Rezeptor aufweisen und
folglich CT binden. Daraus resultiert ein physiologisch hoher Hintergrund innerhalb der Zell-
farbung, welcher die eindeutige Identifikation CT-spezifischer Plasmazellen erschwert. CT ist
jedoch neben seiner potenten Wirkung als Immunogen bei Mensch und Maus (124) bereits
in zahlreichen Studien erfolgreich als starkes Adjuvans fir diverse ko-verabreichte Antigene
beschrieben worden (125). Dabei induziert CT eine spezifische Immunreaktion gegen seine
CT-B-Untereinheit sowie gegen das gleichzeitig oral verabreichte Antigen (126).

Aufgrund dieser besonderen Eigenschaften hat sich sein Einsatz fur die Erforschung der
dynamischen Prozesse des mukosalen Immunsystems etabliert. Neben dem Einsatz von CT
zur Induktion einer mukosalen Immunantwort, erfolgt oft die Untersuchung der mukosalen
Immunreaktion anhand von ko-Antigen-spezifischen Plasmazellen (127, 128).

CT zahlt bis heute zu den starksten und meist untersuchten Adjuvanzien (116). Die genauen
Mechanismen der Adjuvans-Wirkung sind bisher nicht bekannt, wobei verschiedene Ansatze
diskutiert werden: Erhdéhung der Permeabilitdt des Darmepithels mit hoherer Antigen-
Aufnahme, Verbesserung der Antigen-Prasentation, Stimulation des Klassenwechsels zu IgA
sowie der Einfluss auf T-Zellen und die Sekretion von Chemokinen (129). Die genaue Appli-

kation von CT in den hier durchgefiihrten Experimenten wird im Kap. 3.7.2 beschrieben.
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2 Zielsetzung dieser Arbeit

Die im Verlauf einer systemischen Immunanwort in den sekundaren Lymphorganen entste-
henden Plasmablasten migrieren insbesondere nach einer Sekundarreaktion in das
Knochenmark. Nach ihrer terminalen Differenzierung zu Plasmazellen, kann ein Teil von
ihnen in speziellen Uberlebensnischen langlebig werden und durch die Produktion von Anti-
korpern einen stabilen, protektiven Serumtiter Gber mehrere Jahre aufrecht erhalten.
Plasmazellen bilden folglich einen wichtigen Teil des humoralen Immunsystems. Obwohl die
Lamina propria des Dinndarms einen Grofteil aller Plasmazellen des gesamten Korpers
beherbergt, liegen dennoch bisher keine Informationen vor, ob diese intestinalen Plasma-
zellen langlebig werden koénnen. Ebenso ist bisher nicht bekannt, ob mukosal induzierte
Plasmazellen &hnlich einer systemischen Immunreaktion im Knochenmark zum langlebigen
Plasmazellkompartiment beitragen konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Proliferationsverhalten von spezifischen Plasmazellen
analysiert, welche im Rahmen einer mukosalen Immunreaktion generiert wurden. Dabei
wurde zum einen untersucht, ob Plasmazellen in der Lamina propria, ahnlich wie im
Knochenmark, langlebig werden kénnen und demzufolge das Nischenkonzept auf den Darm
ausgeweitet werden kann. Zum anderen wurde erstmalig analysiert, ob diese mukosal
induzierten spezifischen Plasmazellen im Knochenmark tber einen langeren Zeitraum ohne
Proliferation tberleben kénnen. Weiterhin wurde die Frage adressiert, ob der Isotyp einen

Einfluss auslbt auf die Lebensspanne der Plasmazellen im Knochenmark.

Diese Arbeit soll einen Beitrag zum Verstandnis der mukosalen Wirkung von Antigenen
sowie der Mdoglichkeit eines stabilen Langzeitschutzes uber den oralen Weg leisten und
helfen zu verstehen, wie das systemische und mukosale Immunsystem miteinander inter-
agieren. Die Bildung von langlebigen Plasmazellen nach einer mukosalen Immunreaktion ist
fur die zukinftige Entwicklung von oralen Vakzinen und Impfstrategien, sowohl in der
Humanmedizin als auch in der Veterinarmedizin, aber auch fir therapeutische Ansatze zur

Behandlung von autoimmunen Erkrankungen von erheblicher Bedeutung.
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3 Material und Methoden

31 Medien und Puffer

Tab. 3: Medien und Puffer

Bezeichnung

Inhaltsstoffe

Bezugsquelle

PBS pH 7,2
(phosphate buffered saline)

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

1,5 mM KH2PO4

8,0 mM Na,HPQO,4 x 2 H,0

Merck
Merck
Merck
Merck

PBS/BSA pH 7,2
(bovine serum albumin)

PBS
0,5% BSA

PAA Laboratories

RPMI 1640 Medium

Life Technologies

pH 7,2

RPMI 1640 Medium 10% FCS (fetal calf serum) Sigma-Aldrich
Erythrozyten-Lysis-Puffer | 140 mM NH,CI Merck
17 mM Tris Roth

ELISpot- RPMI 1640 Medium Life Technologies

Blockierungspuffer 10% FCS (fetal calf serum) Sigma-Aldrich
PBS

ELISpot-Waschpuffer | 9 919, Tween-20 Sigma-Aldrich

Gewebe-Fixierldsung
Formaldehyd
4% bzw. 1%

10 ml Formaldehyd (20%)
40 ml PBS bzw. 190 ml PBS

Science Services

Saccharose-Ldsung 100 ml PBS
10%, 20% und 30% 10 g, 20 g bzw. 30 g Saccharose Roth
OCT-Medium (Optimum cutting temperature) | Sakura
Einbettmedium i ;
4% CMC-Medium (Carboxylmethyicellulose) | Section Lab

PBS

PAA Laboratories

BD Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Kit

Histologie 1% BSA (Darm) : :
Wasch- und Farbepuffer | bzw. 5%FCS (Knochen) Sigma-Aldrich
0,01% Tween Sigma-Aldrich
BD
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3.2 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 4: Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Bezugsquelle

OVA (Ovalbumin)

Sigma-Aldrich

CT (Choleratoxin)

List Biological Laboratories, Inc.

EdU (Ethynyldeoxyuridin)

Invitrogen

Agarose

Invitrogen

NaCl (Natriumchlorid)

Fresenius Kabi

Aceton Roth

EDTA Sigma-Aldrich
Ethanol Roth
2-Methylbutan 95% Sigma-Aldrich
Hexan Sigma-Aldrich
Triton-X 100 Sigma-Aldrich
Kollagenase D Roche
Kollagenase VIII Sigma-Aldrich
Prolong Gold antifade reagent Invitrogen
ALP2-Kit cobas® fiir ELISA Roche/Hitachi
AP BCIP/NBT Substrat fur ELISpot Gene Tex

(5-bromo,4-chloro, 3-indolylphosphate / nitroblue tetrazolium)

3.3 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Tab. 5: Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Bezugsquelle

Objekttrager Superfrost Plus VWR
Deckgldschen 24 x 60 mm Roth
Super Pap Pen Invitrogen
Trockeneis Linde AG
Einbettschalchen Lab Shop
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3.4 Antikorper und Reagenzien fiur die Durchflusszytometrie und

Immunfluoreszenz

Die Antikérper wurden von den angegebenen Herstellern erworben bzw. im DRFZ, Berlin,

mittels der Hybridom-Technik hergestellt und Fluorochrom-markiert. Nicht-fluoreszente Anti-

korper oder Proteine wurden teilweise im DRFZ an ein Fluorochrom gekoppelt.

Tab. 6: Antikorper und Reagenzien fiir die Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenz

Klon,
Spezifitat . Fluorochrom Bezugsquelle
Spezies
RA3.6B2, -
B220 Ratte PE, A594 DRFZ, Berlin
kappa leichte Kette 187.1, Ratte FITC, Pacific Blue DRFZ, Berlin
CD45.2 104, Maus APC eBioscience
Polyklonal, Pacific Orange, Southern Biotech,
IgA Ziege Biotin (gekoppelt im DRFZ)
- Southern Biotech,
IgA 11-44-2, Ratte Pacific Blue (gekoppelt im DRFZ)
o Sigma-Aldrich,
OVA Pacific Blue, A594 (gekoppelt im DRFZ)
9G4 A85-1, Ratte Biotin BD
Streptavidin PE, A555, A594 Invitrogen
- PacBl Southern Biotech
Streptavidin acBlue (gekoppelt im DRFZ)
DAPI Invitrogen
(4°,6-Diamin-2-Phenylindol)
Sytox Green Invitrogen
FcyR (CD16/CD32) 2.4G2, Ratte DRFZ, Berlin
eFluor 780 eBioscience
MBP (major basic protein) | MT-14.7, Ratte | A546 Laboratory J.J. Lee
A3DS, .
APRIL (CD256) armen. Hamster ungekoppelt BioLegend
Isotypkontrolle HTK88S, ungekoppelt BioLegend
Armen. Hamster armen. Hamster
armen. Hamster ;_olyklonal, DyLight™ A594 BioLegend
iege
. Polyklonal, . ) .
Laminin Kaninchen Sigma-Aldrich
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Polyklonal,

Kaninchen IgG Ziege A555, A647 Invitrogen
CD4 GK1.5, Ratte A546, A594, Cy5 DRFZ, Berlin
Ratten-, Ziegenserum Invitrogen
Click-IT* EdU Imaging AB47, A555 Invitrogen

Kit

3.5 Antikorper fur ELISpot und ELISA

Tab. 7: Antikorper fir ELISpot und ELISA

Klon,
Spezifitat . Fluorochrom Bezugsquelle
Spezies
IgA ;ioelél(ilonal, Biotin Southern Biotech
IgG ;felg(l;lonal, Biotin Southern Biotech
IgM ;ioe'gz'ona" Biotin Southern Biotech
SA-AP (Streptavidin- Sigma-Aldrich
Alkalische Phosphatase)
3.6 Gerate
Tab. 8: Geréte
Bezeichnung Hersteller
Sterile Werkbank (Laborabzug) Heraeus
Zentrifuge Heraeus
Brutschrank Heraeus

Kryostat Microm HM 560

Thermo Scientific

Durchflusszytometer MACS Quant

Miltenyi Biotech

Durchflusszytometer FACS Canto |l

BD Bioscience

Konfokales Laser-Scanning Mikroskop 710

Zeiss

ELISA Reader Spectra max Plus

Molecular Devices

ELISpot Reader AID

AID GmbH
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3.7 Versuchstiere und Behandlungen

3.7.1 Verwendete Mause und Tierhaltung

Die Aufzucht und Haltung der Mause des Inzuchtstammes C57BL/6 erfolgte im Bundes-
institut flr Risikobewertung (BfR) in Berlin-Marienfelde unter pathogenfreien Bedingungen
(SPF — specific pathogen free). Dartiber hinaus wurden Mause dieses Stammes von der Firma
Charles River bezogen. Auch wurden einige Blimp-19""-Reporterméuse (C57BL/6 Hinter-
grund) verwendet. Wahrend der Experimente erfolgte die Haltung der Tiere in der Versuchs-
tierhaltung des DRFZ Berlin. Es wurden gesunde, mannliche und weibliche Mausen im Alter
von 7 bis 13 Wochen verwendet. Eiweillfreies, autoklaviertes Futter und Wasser wurden

ad libitum zur Verfugung gestellt.

3.7.2 Die orale Immunisierung mittels Magensonde

Zur Stimulation des mukosalen Immunsystems wurden die Mause oral immunisiert. Die
verwendeten Losungen wurden dabei mit einer metallischen, gebogenen Knopfkanile und
einer 1 ml-Spritze vorsichtig Uber die Speiserdhre direkt in den Magen platziert. Als erstes
erfolgte eine Neutralisierung der Magensaure durch die Verabreichung einer 50%- gesattig-
ten Natriumbikarbonat-Lésung, um eine pH-bedingte Zerstérung der verwendeten Subs-
tanzen zu vermeiden. Nach 15 min wurde die Antigenldsung gleichermalien appliziert. Zur
Immunisierung wurden 100 mg Ovalbumin (OVA) und 10 ug Choleratoxin (CT) allein oder als

Gemisch in 200 pl sterilem PBS verwendet.

3.7.3 Die Behandlung mit EdU zur Analyse der Zellproliferation

Die Analyse der Proliferation von Plasmazellen erfolgte durch den Einbau von EdU
(Ethynyldeoxyuridin) in die DNA. EdU ist ein Analogon des Nukleosides Thymidin und wird
wahrend der S-Phase der Mitose in die DNA proliferierender Zellen eingebaut. Nach einer
chemischen Kupfer(l)-katalysierten Reaktion zwischen Fluorochrom und EdU fluoreszieren
EdU-haltige Zellkerne in der jeweiligen Wellenlange des gebundenen Farbstoffes. Die Detek-
tion ist mittels der Durchflusszytometrie sowie immunhistologisch moglich.

Die Verabreichung von EdU erfolgte oral kontinuierlich Gber einen Zeitraum von 12 Tagen.
Die Tagesdosis betrug pro Tier zwischen 1,5 und 2,5 mg und wurde taglich frisch in Form
einer Agaroseportion in den Kafig gegeben. Die orale Aufnahme wurde taglich kontrolliert.
Fir die Herstellung dieser Agaroseportionen wurde eine 0,8%-ige Agaroseldsung (Agarose
in NaCl) nach kurzem Aufkochen auf 38 °C abgekuhlt und in noch flissiger Form in ca. 5 ml
portioniert. Jeder Portion wurde eine Tagesdosis EdU beigemengt und bei 4 °C erhartet.

Zur besseren Aufnahme wurde der Agarose 4% Glukose beigefugt.
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3.8 Zellpraparationen

3.8.1 Isolierung von Lymphozyten aus Milz und Knochenmark

Die Mause wurden durch zervikale Dislokation getotet. Die Lymphozyten der Milz wurden
durch Zerkleinerung und Homogenisierung durch ein Zellsieb (Porengrofle 70 um) gewon-
nen. Zur Gewinnung der Lymphozyten aus dem Knochenmark wurde nach Abtrennung der
Knochenenden von Tibia und Femur das Mark mit PBS/BSA heraus gesplilt. Eine Einzelzell-
suspension wurde in PBS/BSA mit Hilfe eines Zellsiebes (Porengréfe 70 um) hergestellt.

Die Zellsuspensionen beider Organe wurden mit 4 °C kaltem PBS/BSA gewaschen und zent-
rifugiert (8 min, 300 x g, 4 °C). Eine Entfernung der Erythrozyten erfolgte durch eine Inkuba-
tion mit dem Erythrozyten-Lyse-Puffer (4 min, 4 ml, bei Raumtemperatur). Die Reaktion wur-
de durch Zugabe von PBS/BSA abgestoppt. Nach einer weiteren Zentrifugation, wurden die

Zellen in PBS/BSA aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt.

3.8.2 Isolierung der Lymphozyten aus Diinndarm und Lymphknoten

Der Dinndarm wurde ca. 0,5 cm nach dem Magenausgang bis zum Ubergang zum Blind-
darm entnommen. Die mesenterialen Lymphknoten sowie die Peyer schen Plaques wurden
entnommen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Nach Ausstreichen des
Darminhaltes wurde das Darmrohr der Lange nach erdffnet und in ca. 5 cm lange Sticke
zerkleinert. Die Gewebestlcke wurden in 40 ml RPMI fur 30 min bei 37 °C durch kontinuier-
liches Ruhren bzw. Schitteln gewaschen und somit von Mukus befreit. Nach Herausschut-
teln der intraepithelialen Lymphozyten (IELs) wurde das Darmgewebe mit RPMI gewaschen.
Die Gewebestlicke wurden weiter zerkleinert und anschlieRend enzymatisch behandelt. Der
Verdau erfolgte mit den Kollagenasen D (0,12 U/ml) und VIII (206 U/ml) in RPMI flr
2 x 15 min bei 37 °C und unter stdndigem Ruhren. Dieser Prozess diente der Zersetzung von
Bindegewebe und folglich Freisetzung der mukosalen Zellen. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 4 °C kaltem RPMI bzw. EDTA abgestoppt. Nach jedem enzymatischen Schritt
wurden die gewonnen Zellen zentrifugiert und in enzymfreien RPMI aufgenommen. Anschlie-
Rend wurden die Zellfraktionen eines Tieres zusammengeflhrt und nach Eliminierung grober
Partikel mit Hilfe eines Zellsiebes (Porengrélie 70 um) unter Kiihlung auf Eis bis zur weiteren
Verwendung aufbewahrt. Da eine Dichtezentrifugation zu einem hohen Verlust der Plasma-
zellen fahrt (130, 131), wurde in der vorliegenden Arbeit darauf verzichtet.

Die Lymphozyten aus den Peyer'schen Plaques sowie den mesenterialen Lymphknoten
wurden mit Hilfe eines Zellsiebes (Porengrofde 70 ym) gewonnen und nach Zentrifugation
(8 min, 300 x g, 4 °C) der Einzelzellsuspensionen bis zur weiteren Verwendung auf Eis

gestellt.
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3.9 Durchflusszytometrische Analyse der Plasmazellen

3.9.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermoglicht die quantitative Analyse sowie molekulare Charakteri-
sierung von Einzelzellen anhand ihrer Grofle, Granularitdt sowie Fluoreszenz. Die Zellen
werden hierfir i.d.R. mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern gefarbt und durchlaufen in
einem FlUssigkeitsstrom verschiedene Laser. Wahrend dieser Passage flihrt der Laserstrahl
zum einen zu einer Streuung von Licht durch jede einzelne Zelle und zum anderen zu einer
Anregung der spezifisch gebundenen Fluorochrome. Die daraus resultierenden multipara-
metrischen Daten werden als Streu- und Fluoreszenzsignale Uber Photomultiplier (PMT)
detektiert, die das Licht in elektrische Signale umwandeln. Anschlielliend werden die elektri-
schen Signale digitalisiert und gespeichert.

Beim Streulicht werden das Vorwarts- und das Seitwartsstreulicht unterschieden. Das
Vorwartsstreulicht (forward scatter; FSC) wird in einem engen Winkel zum auftreffenden
Laserlicht gemessen und ist ein Mal fur die GroRe der Zellen. Das Seitwartsstreulicht (side
scatter; SSC) entspricht der bei 90° detektierten Lichtstreuung und wird von der Granularitat
der Zellen beeinflusst. Durch die unterschiedliche Lichtstreuung kdnnen verschiedene Zell-
populationen voneinander differenziert werden. Der Laserstrahl fiihrt darliber hinaus zu einer
Anregung der zellgebundenen Fluorochrome, deren Fluoreszenz in einem rechten Winkel
detektiert wird. Zellen kdnnen im Rahmen eines Farbeprozesses mit Fluorochrom-
gekoppelten Antikérpern oder Proteinen behandelt werden, welche sie spezifische binden
(Kap. 4.1.2). Die Emissionsspektren der angeregten Farbstoffe werden durch Band- bzw.
Langpassfilter optisch voneinander getrennt und nach Detektion durch die PMT in elektrische
Signale umgewandelt und digitalisiert. Die Anzahl der simultan messbaren Merkmale der
Zellen wird durch die Anzahl der Laser unterschiedlicher Wellenlangen und die Detektions-
filter des Durchflusszytometers limitiert.

In dieser Arbeit wurde das Durchflusszytometer Canto Il (Becton Dickinson) verwendet,
welches Uber 3 Laser mit unterschiedlichen Wellenlangen verfiigt: 488nm (blau), 633nm (rot)
und 405nm (violett). Dieses Gerat detektiert Vorwarts- und Seitwartsstreulicht sowie
9 Fluoreszenzen. Ein Uberblick tber die verwendeten Fluorochrome sowie Laser und Filter-
konfigurationen des FACS Canto Il werden in der Tab. 9 dargestellt. FlUr die Auswertung der

Daten wurde die FlowJo Tree Star Software verwendet.
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Tab. 9: FACS Canto ll: Filterkonfigurationen und verwendete Fluorochrome

Laser Detektor | Langpass | Bandpass Fluorochrom
F - 488/10 SSC
E 502 530/30 FITC, A488
blauer Laser D 556 585/42 PE
(488nm) C 610 - -
B 655 670LP -
A 735 780/60 -
C - 660/20 APC, Cy5, A647
roter Laser B 685 - -
(633nm) A 735 780/60 eFluor780
violetter Laser | B - 450/50 Pacific Blue
(405nm) A 502 510/50 Pacific Orange

3.9.2 Fluoreszenzmarkierung von Oberflachenmolekiilen

FiUr die durchflusszytometrische Analyse von Oberflachenmolekilen wurden die lebenden
Zellen mit Antikdrper-Fluorochrom-Konjugaten in 4 °C kaltem PBS/BSA auf Eis und licht-
geschitzt gefarbt. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Zellen mit
ungekoppelten anti-Fcy-Antikdrper inkubiert (15 min, 4 °C). Nach Entfernung der Uberschis-
sigen Antikdrper durch Zentrifugation und Waschen mit PBS/BSA wurde das Zellpellet je
nach Organ in 50 — 250 ul Farbeldsung mit den Farbstoff-markierten Antikbrpern aufgenom-
men und fir 10 min bei 4 °C inkubiert. Die geeignete Konzentration der Antikérper wurde im
Rahmen von Vorexperimenten getestet. Durch weiteres Waschen mit PBS/BSA wurden die
Uberschissigen Antikorper entfernt. Im Anschluss wurde das Zellpellet in 300 — 500 ul
PBS/BSA aufgenommen. Es wurden in dieser Arbeit fur die Farbung von Oberflachenmole-
kilen nur direkt Fluorochrom-gekoppelte Antikorper verwendet, wodurch ein zweiter Farbe-
schritt mit sekundaren Antikdrpern nicht notwendig war.

Fur die Markierung von toten Zellen wurden entweder DAPI (4°,6-Diamin-2-Phenylindol) oder
der fixierbare Farbstoff eFluor 780 verwendet. Beide Farbstoffe kdnnen Uber die geschadigte
Membran in die toten Zellen eindringen und diese somit markieren. Dadurch kénnen tote
Zellen spezifisch von der durchflusszytometrischen Analyse ausgeschlossen werden.

Dafir wurde DAPI unmittelbar vor der durchflusszytometrischen Messung in die Zellsuspen-
sionen hinzugegeben. Zu fixierende Zellen wurden fir 15 min bei 4 °C mit dem fixierbaren

eFluor 780 (2 pl/ml) inkubiert und nach einem Waschschritt fixiert.
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3.9.3 Zellfixierung und Fluoreszenzmarkierung von intrazellularen Molekiilen
Far die Farbung der intrazellular akkumulierten Immunglobuline der Plasmazellen wurden die
Zellen fixiert und anschlieRend permeabilisiert. Die Zellfixierung erfolgte durch eine Inkuba-
tion mit einer 4 %-igen Formaldehydlésung (20 min, 4 °C). Nach Waschen und Zentrifugieren
wurden die Zellen durch Inkubation in einer Saponin-Lésung permeabilisiert. Saponine fuh-
ren durch Einlagerung in die Phospholipiddoppelschicht zu einer Erhéhung der Durchlassig-
keit der Zellmembran, wodurch die Fluorochrom-gekoppelten Antikdrper in die Zelle diffun-
dieren und an intrazellulare Immunglobuline binden kénnen. Da der Vorgang reversibel ist,
wurden die nachfolgenden Wasch- und Farbeschritte in dieser Saponinlésung durchgefihrt.
Ahnlich der Fluoreszenzmarkierung von Oberflachenmolekiilen (Kap.3.9.2) wurden die Zel-
len mit den primaren Antikoérperlésungen sowie dem Fluorochrom-gekoppelten OVA inkubiert
(10 = 15 min, 4 °C) und anschlie®end gewaschen. Bei dem Einsatz von biotinylierten Anti-
korpern folgte eine weitere Inkubation mit dem sekundaren Streptavidin-Fluorochrom-
Konjugat. Die erneut gewaschenen Zellen wurden fur die durchflusszytometrische Unter-
suchung in 300 — 500 yl PBS/BSA aufgenommen.

3.9.4 Fluoreszenzmarkierung von intranuklearen EdU

Fur die durchflusszytometrische Untersuchung der Zellen auf ihre EdU-Inkorporation in die
DNA, wurden die Zellen nach Herstellerangaben im Rahmen einer Kupfer(l)-katalysierten
chemischen Reaktionsldsung behandelt. Vorab wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieRend organabhangig in 100 — 500 ul dieser Farbe-
I6sung aufgenommen und fir 30 min bei Raumtemperatur lichtgeschitzt inkubiert. Eine
enzymatische Vorbehandlung der Zellen fur die Aufspaltung der DNA in ihre Einzelstrange
ist fur den Ablauf der chemischen Reaktion mit dem eingebauten EdU nicht notwendig.
Im Anschluss wurden die Zellen gewaschen.

Die Markierung des intranukledren EdU erfolgte nach den intrazellularen Farbungen, wobei
Streptavidin-Phycoerythrin (SA-PE) aufgrund von Kompatibilitdtsstérungen mit der EdU-

Reaktionslosung erst nach der EdU-Farbung eingesetzt wurde.

3.9.5 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zahl der lebenden Lymphozyten erfolgte durchflusszytometrisch durch
den MACS Quant. Die Zellen wurden auf die Expression des membranstandigen Lympho-
zytenmarkers CD45.2 sowie durch Zugabe von DAPI gefarbt (Kap.3.9.2). Die durchfluss-
zytometrische Analyse eines bekannten Volumens ermdglichte die Ermittlung der Zahl der

isolierten, lebenden Lymphozyten.

30



Material und Methoden

3.10 Histologische Untersuchung von Gewebeschnitten

Aufgrund gewebespezifischer Unterschiede in den Eigenschaften von Darm und Knochen
unterscheidet sich das Vorgehen beim Fixieren, Einfrieren sowie Anfertigen der Gewebe-

schnitte.

3.10.1 Einfrieren von Darmgewebe

Bei der Entnahme des Dunndarmes aus der Bauchhdhle wurde mit einer Pinzette das
Gekrose inklusive des Fettgewebes sorgfaltig entfernt. Fir die histologischen Untersuchun-
gen wurden ca. 1,5 cm des duodenalen bzw. jejunalen Darmrohres méglichst mit enthalte-
nem Peyer schen Plaque herausgeschnitten. Kotreste sowie Mukus und Enzyme wurden
durch Ausstreichen mittels einer abgerundeten Pinzette und Spulen des Darmlumens mit
4 °C kaltem RPMI entfernt. AnschlieRend wurde das einzufrierende Darmstick duf3erlich mit
einem Tuch grindlich abgetrocknet. Mit Hilfe einer 5 ml-Spritze wurde das Darmlumen mit
OCT-Einbettmedium aufgeftillt und anschlieRend das gesamte Gewebestlick in ein Gewebe-
schalchen in OCT-Medium eingebettet. Das Einfrieren des Schalchens mit dem enthaltenen
Gewebestuck erfolgt in einem Kunststoffbecher mit 2-Methylbutan auf Trockeneis, wobei ein
vollstadndiges Eintauchen vermieden wurde. Auf das Trockeneis wurde fur die Temperatur-
Ubertragung 95%-iges Ethanol gegeben. Nach ca. 5 min konnte anhand einer vollstandigen
Weilfarbung des Mediums der abgeschlossene Gefrierprozess festgestellt werden. Zum
Schutz vor Austrocknung wurden die eingefrorenen Gewebestlicke in Frischhaltefolie sowie

Alufolie eingewickelt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 bzw. -80 °C gelagert.

3.10.2 Anfertigen von Gewebeschnitten des Darmes und Fixierung

Von dem Darmgewebe wurde bei -17 °C an einem Kryostat 10 ym dicke Gewebeschnitte
angefertigt. Nach der Aufnahme auf Objekttrager (SuperFrost Plus) trocknete das Gewebe
kurz und wurde anschliefiend fir 10 min in -20 °C kaltem Aceton fixiert. Nach erneuter
Lufttrocknung wurden die Objekttrager lichtgeschitzt in Objekttragerboxen bis zu weiteren

Verwendung bei -20 bzw. -80 °C gelagert.

3.10.3 Fixierung und Einfrieren von Knochen

Fur die histologische Untersuchung des Knochenmarks wurde pro Tier ein Femur entnom-
men. Nach seiner Entnahme wurde dieser mit einem trockenen Tuch griindlich gesaubert
und fur 4-6 Stunden in einer 4%-igen PFA-L6sung fixiert. Im Anschluss wurde der Knochen
zur Entwasserung in Saccharose-Lésungen mit aufsteigender Konzentration (10%, 20% und
30% in PBS) fir jeweils 24 Stunden aufbewahrt. Der sorgféaltig abgetrocknete Femur wurde

ohne vorherige Dekalzifizierung in Anlehnung an die Methode nach Kawamoto eingefroren
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(132). Als Einfriersystem diente ein Kunststoffbecher mit kaltem Hexan, welcher zur Kalte-
ubertragung in eine mit Trockeneis und Aceton gefullte Schale gestellt wurde.

Ein kleiner Metallcontainer in Form eines Lo6ffels wurde mit 4%-igems CMC befullt und darin
der einzufrierende Knochen mit einer Pinzette mittig platziert. AnschlieBend wurde der
Probencontainer zum Gefrieren fir ca. 30 sek zunachst unvollstandig in das Hexan einge-
taucht, wobei der Gefrierprozess anhand einer weildlichen Tribung des CMCs am Rand des
Blocks bis zu 1-2 mm abgewartet wurde. Erst dann erfolgte ein vollstandiges Eintauchen und
Gefrieren fur ca. 2 min. Mittels eines Gummihammers wurde der gefrorenen Gewebeblock
aus dem Probencontainer geldst und nach Umhillung mit Frischhaltefolie und Alufolie bei

-20 bzw. -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.10.4 Anfertigen von Kryoschnitten des Knochens

Auch das Anfertigen der Gewebeschnitte der Knochen erfolgte nach der Methode nach
Kawamoto. Dabei wurden spezielle adhasive Folien verwendet, welche fir hartes Gewebe,
wie Knochen ohne vorherige Dekalzifizierung oder z.B. Zahnen, geeignet sind und fiur
Immunfluoreszenzfarbungen eine intakte Gewebestruktur erhalten (132). Diese Folien sind
farblos, transparent und besitzen keine Eigenfluoreszenz. Der zu schneidende Gewebeblock
wurde zunachst fur ca. 30 min fir eine Temperaturangleichung in das auf -20 °C temperier-
ten Kryostat gelegt. Eine Befestigung erfolgte auf der Probenplattform mit CMC. Anschlie-
Rend wurde ein Stlick Folie von geeigneter Grolke auf die Schnittflache des Gewebeblocks
gelegt und angedrickt. Fur das Schneiden wurde ein Messer aus dem Wolframkarbid
verwendet, welches insbesondere flr harte Gewebe geeignet ist. Langsam und gleichmaRig
wurde der Gewebeschnitt durchgefiihrt und mit der Folie auf einen Objekttrager aufgenom-
men. Nach Lufttrocknen wurden die Gewebeschnitte bis zur weiteren Verwendung bei

-20 bzw. -80 °C in Objekttragerboxen gelagert.

3.10.5 Immunfluoreszenzfarbung von Gewebeschnitten

Das Anfarben der Gewebeschnitte von Darm und Knochenmark wurde in einer licht-
geschutzten, angefeuchteten Farbekammer durchgefuhrt. Die Objekttrdger wurden darin
waagerecht aufgebettet und durch Auftragen von Wasch- und Farbeldsungen behandelt.
Nach kurzem Auftauen bei Raumtemperatur wurde zum Schutz vor AbflieRen der Farbe-
I6sungen um das Gewebe eine wasserabweisende Grenze mit einem Wachsstift (PAP-Pen)
aufgetragen. Nach 10 min Trocknen dieser Wachsumgrenzung wurde das Gewebe durch
Umspllen mit PBS flr ca. 20 min rehydriert. Aufgrund gewebespezifischer Unterschiede
wurden fir Darm und Knochen unterschiedliche Wasch- und Farbelésungen verwendet
(Darm: 3% BSA, 0,1% Tween in PBS, Knochenmark: 5% FCS, 0,1% Tween in PBS).
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Zur Verhinderung von unspezifischen Bindungen wurden die Gewebeschnitte mit 10%-igem
Serum in gewebespezifischer Waschlésung fur 20 min behandelt. Dabei wurden, je nach
Herkunft der Fluorochrom-gekoppelten Antikdrper, verschiedene Sera tierischer Herkunft
verwendet. Die Inkubation mit den primaren Antikdrpern erfolgte in einer durch Titration
ermittelten optimalen Konzentration. Jeder Farbeschritt umfasste eine Inkubation fur je
45-60 min bei Raumtemperatur, wobei die Uberschissigen Antikdrper durch dreimaliges
Waschen fur je 10 min grindlich entfernt wurden. Die farbliche Markierung des intra-
nuklearen EdU auf Gewebeschnitten erfolgte durch Inkubation mit einer Kupfer(l)-
katalysierten chemischen Reaktionsldsung fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Uberschiis-
sige Reaktionslésung wurde im Anschluss durch Waschen entfernt.

Bei Bedarf wurden flr das Anfarben der Zellkerne die Gewebe mit DAPI bzw. Sytox Green
fur ca. 5-10 min inkubiert. Zum Abschluss wurden die Objekttrager erneut mit der Wasch-
l[6sung (3 x 10 min) sowie durch Umspulen mit frischem PBS (2 x 10 min) gewaschen. Nach
einer kurzen Trocknung wurden auf die Gewebeschnitte ein Tropfen Eindeckmedium
(Prolong Gold) gegeben und ein Deckglaschen gelegt. Die Aufbewahrung der gefarbten
Gewebeschnitte erfolgte bis zur mikroskopischen Untersuchung in Objekttragermappen
lichtgeschutzt bei 4 °C.

3.10.6 Prinzip der konfokalen Mikroskopie

Die Aufnahmen der gefarbten Gewebeschnitte wurden an dem konfokalen Laser-Scanning
Mikroskop 710 der Firma Zeiss durchgeflhrt. Fir die Anregung der verwendeten Fluoro-
chrome wurden folgende Laser der verschiedenen Wellenlangen genutzt: 405, 488, 514,
561, 594 und 633 nm. Flexibel einstellbare Bandpass-Filter ermoglichten eine Trennung der
Emissionssignale. Die konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (LSM) ermdglicht hauptsach-
lich die graphische Darstellung von Fluoreszenz-markierten Strukturen eines Gewebes.

Das Laserlicht einer spezifischen Wellenlange, dessen Strahl durch eine Linse fokussiert
wird, gelangt punktuell auf das zu untersuchende Gewebe und flhrt zu einer Anregung der
Fluorochrome. Die emittierten langwelligen Fluoreszenzsignale werden durch eine zweite
Linse gebundelt und durch Vorschaltung einer Lochblende werden nur direkt auftreffende
Strahlen von einem PMT detektiert. Durch dieses optische System befinden sich die Foki der
Lichtausstrahlung und der Lichtdetektion in einer gemeinsamen Ebene und sind folglich
,ko-fokussiert“ (,konfokal). Streulicht bzw. Lichtsignale, welche auflerhalb der Fokusebene
entstehen, gelangen nicht durch die Lochblende und werden von dem Detektor nicht erfasst.
Daraus resultiert im Vergleich zur konventionellen Mikroskopie eine Einengung des axialen
Fokuspunktes mit dadurch deutlicher Verbesserung der axialen Auflésung, d.h. Tiefen-
scharfe, sowie lateraler Aufldsung bei gleichzeitig verminderter Bildunscharfe. Ein bewegli-

ches Spiegelsystem leitet den Laserstrahl rasterartig Punkt-fir-Punkt auf die Fokusebene,
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wodurch ein optischer Schnitt in Horizontalebene entsteht und eine zweidimensionale Analy-
se des Gewebes ermoglicht wird. Durch zusatzliche Bewegung des Gewebetisches konnen
mehrere optische Ebenen als Bildstapel zusammengefugt werden, welche Informationen
uber die dreidimensionale Struktur des Gewebes des untersuchten Ausschnittes geben. Die
detektierten Signale unterschiedlicher Helligkeit werden digital als Bildpunkte gespeichert

und graphisch dargestellt.

3.11 Quantifizierung der Antigen-spezifischen Plasmazellen

3.11.1 Prinzip der enzymgekoppelten Immunospot Methode

Die OVA- bzw. CT-spezifischen Plasmazellen wurden mittels der ELISpot-Methode (Enzyme-
Linked Immuno-Spot) quantifiziert. Dieses Verfahren ermdglicht einen sensitiven Nachweis
von zellularen Sekretionsprodukten sowie eine genaue Quantifizierung der sezernierenden
Zellen. Funktionelle Plasmablasten und Plasmazellen sezernieren Antikérper, welche
anhand ihrer Spezifitdt bzw. ihres Isotyps nach dem Prinzip eines ,Sandwich-Komplexes®
durch Detektionsantikérper und enzymatischer Farbreaktion als punktuelle Farbung (Spots)

visualisiert und auf Einzelzellbasis ausgezahlt werden kénnen.

3.11.2 Durchfiihrung des ELISpot Assays

Die Membran aller 96 Kavitaten der MultiScreenyrs Filterplatten (Millipore) wurden zunachst
mit 15 pl 35%-igem Ethanol fir 1 min vorbehandelt. Wahrend des gesamten Protokolls war
ab diesem Schritt eine Feuchthaltung der Membran wichtig. Nach dreimaligem Waschen mit
PBS erfolgte die Antigenbeschichtung der Membran mit 50 yl CT bzw. OVA (je 20 pg/ml in
PBS, 4 °C, Uber Nacht). Ungebundene Antigenmolekile wurden durch Waschen mit PBS
entfernt. Um freie Bindungsstellen zu blockieren, folgte eine Inkubation mit 200 yl RPMI mit
10% FCS fur 2 h bei 37 °C.

Anschlieend wurden die Platten mit den isolierten Zellen aus Dunndarm und Knochenmark
in absteigender Verdunnung (1:3) inkubiert (2 h im Brutschrank bei 37 °C, unter 5%CQO,).
Wahrend dieser Sekretionsphase sezernierten die Plasmablasten und Plasmazellen unter
annahernd physiologischen Bedingungen ihre Antikérper, wobei jeweils CT- bzw.
OVA-spezifische Antikdrper eine Bindung mit dem Beschichtungsantigen eingingen. Fur die
Kontrolimessung des unspezifischen Hintergrundsignals wurden einige Kavitaten pro Platte
nicht mit Zellen inkubiert, sondern lediglich mit RPMI. Die Zellen sowie ungebundene Anti-
kérper wurden anschliefiend durch grindliches Waschen mit Tensid-haltigem PBS entfernt.
Die nachfolgenden Inkubationen und Waschschritte erfolgten mit Tensid-haltigem PBS. Die

gebundenen Antikdrper wurden durch Inkubation mit biotinylierten Detektions-Antikdrpern
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detektiert (2 ug/ml Ziege-anti-Maus-IgA-bio bzw. Ziege-anti-Maus-IgG-bio bzw. Ziege-anti-
Maus-IgM-bio, tUber Nacht bei 4 °C). Nach Entfernung der Uberschissigen Antikdrper durch
Waschen erfolgte eine Inkubation mit dem Enzym-gekoppelten Streptavidin (SA-AP, 1:3000,
30 min bei Raumtemperatur), dessen Uberschuss ausgewaschen wurde. Nach Zugabe von
25 ul des Substrates BCIP/NBT wurde eine Farbreaktion eingeleitet, welche einen Farb-
umschlag bewirkte. Diese Reaktion wurde durch Waschen der Platten unter flieRendem
Wasser nach 3-5 min abgestoppt und der Kunststoff-Schutz an der Plattenunterseite
entfernt. Die fertig entwickelten Platten trockneten fiir ca. 12 h und wurden anschlieend mit

einem ELISpot-Lesegerit digitalisiert und mit der Software ImmunoSpot® analysiert.

3.12 Untersuchung serologischer Antikorper

3.12.1 Prinzip des ELISA

Wahrend im ELISpot die Anzahl der sezernierenden Zellen mittels einer enzymatischen
Farbreaktion einer festen Phase quantifiziert wird, ist das Ziel eines ELISA (Enzyme-Linked
Immuno-Sorbend Assay) die Messung der Menge der Sekretionsprodukte im flissigen Milieu,

wobei das Prinzip in beiden Methoden im Wesentlichen Ubereinstimmt.

3.12.2 Durchfiihrung des ELISA

Hochbindende, flachbddige 96-Loch-Platten wurden mit 50 yl OVA (20 ug/ml in PBS) bei
4 °C Uber Nacht beschichtet. Uberschiissiges OVA wurde durch einen Waschschritt mit PBS
entfernt. Um freie Bindungsstellen zu blockieren, folgte eine Inkubation mit PBS/BSA 3% fur
1 h bei 37°C. Der Einsatz eines Standards auf jeder Platte ermdglichte eine Vergleichbarkeit
zwischen den zu untersuchenden Serumproben. Dieser Standard bestand aus gesammelten
Seren OVA-immunisierter Tiere, welche 12 bis 28 Tage nach der sekundaren oralen Immu-
nisierung mit OVA und CT entnommen wurden. Nach Entfernung der Blockldsung wurden
50 ul der vorverdiinnten Serumproben (1:50 in PBS/BSA) sowie des Standards in einem
doppelten Ansatz auf die Platten gegeben, eine Verdinnungsreihe 1:3 angefertigt und tber
Nacht bei 4 °C inkubiert.

Fur die Kontrollmessung des unspezifischen Hintergrundsignals einer jeden Platte wurden
einige Kavitaten nicht mit Serum inkubiert, sondern lediglich mit PBS/BSA. Nach vollstandi-
ger Entfernung des Serums sowie der ungebundenen Antikérper durch dreimaliges Waschen
der Platten mit PBS/BSA erfolgte die Detektion der gebundenen OVA-spezifischen Anti-
kérper durch 50 pl biotinylierter Detektionsantikdrper der Isotypen IgA sowie IgG (polyklonal,
Ziege, 1 yg/ml in PBS/BSA, 24 h bei 4 °C). Die Uberschiissigen Antikérper wurden durch

Waschen entfernt. Es folgte eine Inkubation mit 50 pl Streptavidin-gekoppelter alkalischer
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Phosphatase (SA-AP, 1:3000, 20 min bei Raumtemperatur), deren Uberschuss ausge-
waschen wurde. Die enzymatische Entwicklung der Platten wurde durch Zugabe eines sich
verfarbenden Substratgemisches von ALP1 und ALP2 (Roche/Hitachi cobas) eingeleitet.
Die photometrische Messung der OD-Werte bei einer Wellenlange von 405 nm erfolgte ohne
vorheriges Abstoppen der Reaktion zugig mittels eines ELISA-Lesegerates.

Fir die Analyse wurde eine 4-Parameterkurve des Standards erstellt und anhand dieser
wurden die OVA-spezifischen Titer der Isotypen IgA sowie IgG der Einzelproben kalkuliert.

Die Daten wurden mittels der Software Softmax-Pro und Excel erstellt.

3.13 Graphische Darstellung und statistische Auswertung

Die durchflusszytometrischen Analysen wurden mit der FlowJo Treestar Software ermittelt.
Fir die Auswertung von ELISpot bzw. ELISA wurden die Software ImmunoSpot® bzw. die
Software Softmax-Pro und Excel verwendet. Die Graphen mit ihren Medianwerten wurden
mit der Software GraphPad Prism 4 erstellt. Weiterhin wurden mit diesem Programm signifi-
kante Unterschiede nach Durchfuhrung des Mann-Whitney-Tests ermittelt. Als signifikant
galt, wenn p<0,05 war.

Die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen wurde mit der ZEN-Software durchgefihrt.
Weiterhin wurde flr das Anfertigen der Abbildungen Adobe lllustrater und Photoshop

verwendet.
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4 Ergebnisse

Die Schleimhaute stellen fir den Grofiteil aller infektidsen Pathogene die Haupteintrittspforte
in den Korper dar (55-57). Pathogene sowie oral verabreichte Vakzine gelangen durch das
Darmepithel und induzieren eine spezifische Immunantwort in den Darm-assoziierten
Lymphgeweben, aus welcher Antigen-spezifische Plasmazellen sowie Gedachtniszellen
resultieren. Dabei entsteht in der Regel eine Uber Monate bis Jahre stabile Immunitat, die
durch lokal intestinal sezernierte Antikorper sowie spezifische Antikérper im Blutserum
gewahrleistet wird. Bei einem erneuten Kontakt mit dem Antigen leiten spezifische Gedacht-
niszellen eine schnelle Sekundarantwort ein.

Bereits mehrere tierexperimentelle Studien konnten nach einer oralen Immunisierung sowohl
im Darmgewebe als auch im Knochenmark bzw. in der Milz Antigen-spezifische Plasma-
zellen nachweisen. Dennoch liegen bisher keine Erkenntnisse darlber vor, ob diese
ASC langlebig sind oder durch kurzlebige Plasmazellen standig neu generiert werden.
In dieser Arbeit soll daher die Lebensspanne der mukosal induzierten Plasmazellen, welche

in den Darm und das Knochenmark migrieren, naher untersucht werden.
4.1 Untersuchung der Plasmazellen nach oraler Inmunisierung

4.1.1 Entwicklung einer oralen Immunisierungsstrategie

Um zunachst zu ermitteln, ob die mukosal induzierten Plasmazellen durch die angewandte
Impfstrategie kurzfristig bzw. auch langfristig in den Plasmazellkompartimenten der Lamina
propria und des Knochenmarks vorkommen, wurden C57BL/6 Mause, wie im Kap. 3.7.2
beschrieben, zweimalig mit CT im Abstand von 21 Tagen oral mit einer Schlundsonde
immunisiert. Einen Uberblick (iber den Versuchsablauf vermittelt die Abb. 1 A.

Die absoluten Zahlen der CT-spezifischen ASC wurden anschlieRend wahrend des Hoéhe-
punkts der sekundaren Immunreaktion (Tag 5-6) sowie nach 13 Wochen mittels ELISpot
ermittelt und nach den Isotypen IgA, I9G und IgM differenziert dargestellt. Zur Kontrolle der
Spezifitdt wurden nicht-immunisierte (naive) Tiere untersucht. Hier waren sowohl in der
Darmmukosa als auch im Knochenmark erwartungsgemaf keine CT-spezifischen Plasma-
zellen detektierbar (Abb. 1 B, C). Die Ergebnisse zeigen, dass bereits wenige Tage nach der
sekundaren oralen CT-Applikation sowohl im Darm als auch im Knochenmark

CT-spezifische Plasmazellen der drei untersuchten Isotypen detektiert werden konnten.
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Abb. 1: Die orale Inmunisierung mit Choleratoxin induziert persistierende CT-spezifische Plasmazellen.
C57BL/6 Mause wurden zweimalig im Abstand von 21 Tagen mit CT oral immunisiert. Eine schematische Uber-
sicht zeigt den Versuchsaufbau (A). Die absoluten Zahlen der CT-spezifischen Plasmazellen der Isotypen IgA,
IgG und IgM wurden in der Lamina propria (B) und im Knochenmark (C) zu den angegebenen Zeitpunkten per
ELISpot ermittelt. Als Kontrollgruppe wurden nicht-immunisierte (naive) Tiere untersucht. Jeder Datenpunkt
reprasentiert ein Einzeltier. Fur jeden Zeitpunkt ist der Median dargestellt.

Im Darm (Abb. 1 B) exprimierten die meisten dieser Zellen den Isotyp IgA (Medianwert
1.2 x 10°), deutlich weniger dagegen IgM (1.6 x 10%) oder IgG (1.0 x 10%). 13 Wochen nach
der Immunisierung dagegen konnten nur IgA+ CT-spezifische ASC detektiert werden, deren
Anzahl sich auf 2,9 x 10° reduzierte. IgG+ und IgM+ ASC waren nicht mehr nachweisbar.

Im Knochenmark (Abb. 1 C) konnten Tag 5—6 vergleichbare Anteile von IgA+ sowie IgG+
ASC ermittelt werden (Medianwerte IgA: 2,6 x 10% 1gG: 2,3 x 10%) sowie eine kleine Popula-
tion von IgM+ Plasmazellen. Im Gegensatz zum Darmgewebe waren im Knochenmark auch
zum spaten Zeitpunkt sowohl IgA+, IgG+ und IgM+ CT-spezifische ASC nachweisbar.
Die persistierenden Plasmazellen im Knochenmark exprimierten iiberwiegend 1gG (7,7 x 10%)

bzw. IgA (5,0 x 10%).
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Wahrend im Darm zunachst quantitativ deutlich mehr IgA+ (4,5-fach) sowie mehr IgM+ CT-
spezifische ASC vorhanden waren, konnten im Knochenmark 2-fach mehr IgG+ ASC detek-
tiert werden. Uber die nachfolgenden Wochen sanken die Zahlen der mukosal induzierten
Plasmazellen in der Lamina propria deutlicher als im Knochenmark, sodass das Knochen-
mark nach 13 Wochen nach der sekundaren Immunisierung mehr persistierende ASC
enthielt als das Darmgewebe. Zusammenfassend flhrte das angewendete Immunisierungs-
schema der CT-Applikation tber die Darmschleimhaut zur Bildung von spezifischen Plasma-

zellen, welche im Knochenmark und im Darmgewebe persistieren kénnen.

4.1.2 Die durchflusszytometrische Identifikation der mukosalen Plasmazellen
Die durchflusszytometrische Bestimmung von CT-spezifischen ASC ist aufgrund der
Bindungseigenschaften von CT nur begrenzt mdglich (Kap. 1.5). CT ubt auf diverse ko-
verabreichte Antigene eine starke Adjuvans-Wirkung aus (125). Dabei wird eine spezifische
Immunreaktion gegen seine CT-B-Untereinheit sowie gegen das gleichzeitig oral verabreich-
te Antigen induziert. Fur die folgenden Immunisierungen wurde daher ein Gemisch mit OVA
als Immunogen und CT als Adjuvans 2-malig im Abstand von 21 Tagen oral verabreicht.

Die intestinalen Lymphozyten wurden aus dem Dinndarm nach Entfernung der Peyer schen
Plaques isoliert (Kap. 3.8.2). Die gewonnen Zellsuspension enthielt aufgrund der fehlenden
Dichtezentrifugation eine grofe Zahl verschiedener Zelltypen inklusive Fettzellen und Epi-
thelzellen. Daher wurde zunachst die eindeutige durchflusszytometrische ldentifikation der
intestinalen ASC etabliert, um sie anschliel3end auf ihre Lebenspanne und ihren Isotyp wei-
ter zu analysieren. Nach Fixieren und Permeabilisieren der Zellen erfolgte eine intrazellulare
Farbung mit Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern zur Detektion der ASC anhand ihrer intra-

zellular akkumulierten Immunglobuline nach dem folgenden Schema (Abb. 2).

Fluorochrom-gekoppelte Antikérper
zur Detektion des Isotyps
der Antikorper
I : p
2 Q@
T "'”f% \
:% ' KFl
uorochrome

Fluorochrom-gekoppelte Antikérper
zur Detektion der leichten
kappa-Kette der Antikorper

Abb. 2: Bindung von Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern an den Immunglobulinen der Plasmazellen.
Die isolierten Zellen wurden nach Fixierung und Permeabilisierung mit verschiedenen Fluorochrom-gekoppelten
Antikdrpern gefarbt. Die kappa-spezifischen Antikérper binden an der leichten Kette der Immunglobuline und
ermoglichen die Bestimmung der gesamten Plasmazellpopulation des jeweiligen Organs. Die Antikorper gegen
IgA bzw. IgG1 dagegen binden an dem konstanten Teil und definieren den Isotyp einer Plasmazelle.
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Abb. 3 zeigt exemplarisch die durchflusszytometrische Analyse der isolierten intestinalen
Zellen. Ein erstes Analysefenster definiert die Lymphozyten anhand ihrer Gréf3e und Granu-
laritat (I.). Anschlieend wurden Dubletten diskriminiert (lI. und Ill.). Bei Dubletten handelt es
sich um aneinander haftende Zellen, die sich in der Pulsweite und -flache von Einzelzellen
unterscheiden. Nach dem Ausschluss der toten Zellen durch Aufnahme des fixierbaren
eFluor 780 (IV.), konnten durch die Farbung der leichten kappa-Kette drei Populationen iden-
tifiziert werden (V.): 1. kappa-negative Zellen, 2. eine kappa-intermediare Population und
3. kappa i.c.+ Plasmazellen (i.c. — intracellular). Voruntersuchungen mit dem Lymphozyten-
marker CD45.2 (VII.) jedoch zeigten, dass nur rund ein Drittel der lebenden Zellen als
CD45.2+ Lymphozyten identifiziert werden konnten, wahrend ein Grolteil der kappa-
intermediaren Zellen als CD45.2- Zellen nicht den Lymphozyten zugehdérig waren. Diese
Population besteht vermutlich aus Epithelzellen resultierend aufgrund der fehlenden
Dichtezentrifugation. Das Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse zeigt, dass die
kappa i.c.+ ASC eindeutig identifiziert werden konnten (V.). Diese ASC wurden im Folgenden
mittels Fluorochrom-gekoppelter Antikérper gegen die schwere Kette der Immunglobuline auf
die Expression der Isotypen IgA und IgG4 untersucht. Dieses Farbeverfahren ermdglichte die
eindeutige Identifikation der Plasmazellen sowie die Bestimmung ihres Isotyps und bildeten
die Grundlage fur die durchflusszytometrischen Untersuchungen weiterer Eigenschaften.
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Abb. 3: Durchflusszytometrische Identifikation und Isotypbestimmung der intestinalen Plasmazellen.

Die Lymphozyten wurden aus dem Dinndarm nach Entfernung der Peyer'schen Plaques isoliert und mit
Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern gefarbt. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Beispiel der durchfluss-
zytometrischen Analyse intestinaler Zellen fir die Identifikation der ASC. (l.) Definition der Lymphozyten anhand
ihrer Grofte und Granularitat. (Il. und lll.) Definition der Einzelzellen nach Ausschluss der Dubletten. (IV.) Detek-
tion der lebenden Zellen unter Ausschluss der toten. (V.) Identifizierung der kappa i.c.+ ASC (rot) unter Aus-
schluss von kappa-intermediaren und kappa-negativen Zellen. (VI.) Fluoreszente Antikdrpern gegen IgA bzw.
IgG1 ermdglichten Angaben Uber den Isotyp der ASC. (VIl.) Durch eine Oberflaichenfarbung mit dem Lympho-
zytenmarker CD45.2 wurde weiterhin ermittelt, dass die Mehrheit der kappa-intermediaren Zellen aufgrund der
fehlenden Expression von CD45.2 nicht den Lymphozyten zugehdrig war. Diese Zellen konnten jedoch eindeutig
von der Analyse der Plasmazellen ausgeschlossen werden (Analysefenster in V.).
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4.1.3 Anzahl der Plasmazellen der Lamina propria und des Knochenmarks

Im Rahmen der Untersuchung der Plasmazellkompartimente der Lamina propria und des
Knochenmarks wurden zunachst die absoluten Zahlen der Lymphozyten sowie der ASC,
unabhangig ihrer Spezifitat, ermittelt. Nach einer zweimaligen oralen Immunisierung mit OVA
und CT wurden die Zahlen der Lymphozyten mittels Expression des membranstandigen
CD45.2 und die Zahlen der ASC durch die intrazellulare Farbung der leichten kappa Kette
der Antikdrper von beiden Organen zu den angegebenen Zeitpunkten durchflusszyto-
metrisch bestimmt (Abb. 4). Fir jeden Zeitpunkt nach der Immunisierung wurde der Median-
wert ermittelt und mit dem Medianwert der nicht-immunisierten Tiere durch den Mann-
Whitney-Test analysiert.

Die Zahlen der CD45.2+ Lymphozyten von Darm und Knochenmark wiesen dabei innerhalb
der beiden einzelnen Organe keine signifikanten Unterschiede auf (Abb. 4 A, B).
Im Knochenmark, dem wichtigsten blutbildenden Organ, lagen die Medianwerte der
Lymphozyten in einem Bereich von 1,6 bis 3,6 x 10® deutlich hoher als in der Lamina propria
(Medianwerte von 3,5 bis 5,3 x 10°).

Die absolute Zahl der kappa i.c.+ ASC im Dinndarm lag im naiven Zustand sowie bis zu
9 Monate nach oraler Immunisierung relativ konstant in einem Bereich von 4,7 x 10° bis
1,3 x 10° (Abb. 4 C). Im Knochenmark dagegen stieg die Anzahl der ASC mit zunehmender
Zeit nach der oralen Immunisierung kontinuierlich an (Abb. 4 D). Wahrend nicht-immunisierte
Tiere im Knochenmark im Median nur 3,7 x 10° Plasmazellen enthielten, konnten 9 Monate
nach dem Boost fast 10-fach mehr ASC detektiert werden.

Ein Vergleich der Plasmazellkompartimente beider Organe zeigt weiterhin, dass die Lamina
propria des Dinndarmes nicht-immunisierter Tiere 2,7-fach mehr Plasmazellen enthalt als
das Knochenmark und demnach zunachst das gréRere Plasmazellkompartiment darstellt
(Abb. 4 C, D). Wahrend des Untersuchungszeitraumes Uber 9 Monate nach der oralen
Immunisierung stieg die Zahl der Plasmazellen im Knochenmark jedoch kontinuierlich an,
wahrend die der intestinalen Plasmazellen nahezu konstant blieb. Dadurch umfasst das

Knochenmark final 2-fach mehr Plasmazellen als das Dinndarmgewebe.
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Abb. 4: Anzahl der CD45.2+ Lymphozyten und der kappa i.c.+ Plasmazellen der Lamina propria und des
Knochenmarks nach der oralen Immunisierung.

Zu den angegebenen Zeitpunkten nach der zweifachen oralen Immunisierung mit OVA und CT sowie von nicht-
immunisierten Tieren wurden die isolierten Lymphozyten des Dinndarms und des Knochenmarks
durchflusszytometrisch analysiert. Die Abbildung zeigt die absoluten Zahlen der CD45.2+ Lymphozyten (A, B)
und der kappa i.c.+ ASC unabhangig ihrer Spezifitdt (C, D) in den beiden Organen. Die Bestimmung der Zell-
zahlen erfolgte mit dem MACS Quant. Jedes Symbol reprasentiert ein Einzeltier, wobei die Werte der naiven
Tiere mit griinen und die der immunisierten Tiere mit roten Symbolen dargestellt sind. Fir jeden Zeitpunkt wird
der Median angezeigt. Mittels des Mann-Whitney-Tests wurde jeder Medianwert der verschiedenen Zeitpunkte
nach Immunisierung mit dem Medianwert der zugehdrigen naiven Gruppe getestet. Die Daten wurden aus mehre-
ren unabhangigen Experimenten zusammengefasst.
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4.1.4 Untersuchung der Isotyp-Expression der Plasmazellen der Lamina
propria und des Knochenmarks
Um zu untersuchen, ob und wie sich die Isotyp-Expression der Plasmazellen beider Kompar-
timente unabhangig ihrer Spezifitat Gber die Zeit nach der oralen Immunisierung verandert,
wurden die kappa i.c.+ ASC durchflusszytometrisch auf die Expression von IgA bzw. 1gG,
analysiert (Abb. 5 A). Plasmazellen, welche weder IgA noch IgG4 exprimierten, wurden als
dritte Gruppe zusammengefasst. Die ermittelten Frequenzen der verschiedenen Isotypen
innerhalb der beiden Plasmazellkompartimente wurden flir die angegebenen Zeitpunkte
nach der Immunisierung in Kreisdiagrammen dargestellt (Abb. 5 B, C). Weiterhin wurden ihre
absoluten Zahlen fur die Lamina propria und fur das Knochenmark ermittelt (Abb. 5 D, E).
Im intestinalen Plasmazellkompartiment von nicht-immunisierten sowie immunisierten Tieren
dominierten deutlich Antikdrper-sezernierende Zellen des Isotyps IgA (> 99%), wahrend an-
dere Isotypen von weniger als 1 % der Plasmazellen exprimiert wurden (Abb. 5 B). Die ermit-
telten Zahlen der IgA+ (blau), IgG4+ (braun) bzw. IgA- und IgG;-negativen (griin) ASC des
Darmes zeigen, dass sowohl bei oral immunisierten als auch bei naiven Tieren die Mehrheit
der intestinalen Plasmazellen IgA+ ist und ihre absolute Anzahl Gber den gesamten Unter-
suchungszeitraum nahezu unveréndert bleibt. Ahnlich konstant verhielten sich die Zahlen der
IgG4+ sowie IgA- IgG,-negativen ASC, welche nur einen sehr geringen Anteil bildeten. Nach
der Immunisierung stieg in den ersten 12 Tagen zunachst die Zahl der IgG4+ ASC um ein
4-faches an (Medianwerte fur IgG, von 231 auf 1100), wobei die Zahl in den darauffolgenden
Wochen (Tag 36 bis 9 Monate) auf die Halfte sank.
Im Knochenmark war dagegen ein dynamischer Anstieg der Plasmazellzahlen nach der
oralen Immunisierung detektierbar (Abb. 5 C, E). In naiven Tieren bestand das Kompartiment
durchschnittlich rund zur Halfte aus IgA+ ASC, deren absolute Zahl im Median 2,4 x 10° IgA+
Plasmazellen entsprach. Innerhalb von 36 Tagen nach der oralen Immunisierung stieg die
absolute Zahl der IgA+ ASC auf nahezu das 2-fache und blieb die nachfolgenden Wochen
mit durchschnittlich 4,8 x 10° bis zu 9 Monaten relativ konstant. Aufgrund des in Abb. 4 D
gezeigten allgemeinen Anstiegs der Zahl aller ASC bildete der Anteil der IgA+ ASC mehrere
Monate nach der Sekundarimmunisierung nur noch 16% des gesamten Kompartiments.
Im Knochenmark stieg die Zahl der IgG4+ ASC in den ersten 12 Tagen um ein 8-faches an
(Median 5,7 x 10%, Abb. 5 E). Bis zum Tag 36 verdoppelte sich ihre Anzahl weiterhin (Median
1,4 x 10°) und blieb anschlieRend bis 9 Monate nach der oralen Immunisierung weitest-
gehend konstant. Dabei stieg die Frequenz der IgG4+ ASC im Knochenmark auf 20% an,
wobei 9 Monate nach der Immunisierung noch 5% aller ASC IgG, exprimierten (Abb. 5 C).
Der Anteil von kappa i.c.+ IgA- 1IgG4-negativen ASC lag zunachst bei 52%. lhre Zahl erhéhte

sich in 9 Monaten nach der Immunisierung um ein 20-faches (Median 2,4 x 10°) (Abb. 5 E).
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Abb. 5: Analyse der Isotyp-Expression der Plasmazellen von Lamina propria und Knochenmark.

Die isolierten Lymphozyten der Lamina propria und des Knochenmarks wurden zu den angegebenen Zeitpunkten
durchflusszytometrisch untersucht, wobei der Fokus der Analyse auf den kappa i.c.+ ASC lag. (A) Ein reprasen-
tatives Punkt-Wolken-Diagramm zeigt die IgA- bzw. IgG4-Expression der ASC beider Organe. (B+C) Jedes Kreis-
diagramm stellt das vollstdndige Plasmazellkompartiment der zwei Organe zu den angegeben Zeitpunkten dar.
Die Prozentzahlen geben das arithmetische Mittel der Frequenzen von IgA (blau) und IgG+1 (braun) wieder, wobei
eine dritte Gruppe die kappa+ IgA- IgG1- ASC (griin) zusammenfasst. Die Anzahl der untersuchten Tiere ist durch
die mittige Zahl angegeben. (D+E) Absolute Zahlen der IgA+, IgG1+ sowie der kappa+ IgA- IgG4-negativen ASC
der Lamina propria (D) und des Knochenmarks (E). Signifikante Unterschiede wurden zwischen den Median-
werten der immunisierten Tiere und der naiven Gruppe mittels Mann-Whitney-Test ermittelt und dargestelit.

Die Ergebnisse zeigen, dass das Plasmazellkompartiment der Lamina propria aus tUber 99 %
IgA+ Plasmazellen besteht, wobei ihre absolute Zahl in naiven sowie oral immunisierten
Tieren innerhalb eines Untersuchungszeitraumes von mindestens 9 Monaten konstant blieb.
Im Knochenmark dagegen stieg vor allem die Zahl der IgG4+ ASC sowie der IgA- IgG;-
negativen ASC dauerhaft an. Inwiefern nach der oralen Immunisierung mukosal induzierte
Plasmazellen in den beiden Organen vorhanden sind, soll im nachfolgenden Kapitel im

Rahmen einer Analyse der OVA-spezifischen Plasmazellen ermittelt werden.
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4.2 Analyse der mukosal induzierten Plasmazellen

Die Ergebnisse der ELISpot-Analyse zeigten, dass die orale Immunisierung mit CT persis-
tierende CT-spezifische ASC sowohl in der Lamina propria als auch im Knochenmark indu-
ziert. Ob diese jedoch kurzlebig sind und durch Proliferation standig neu generiert werden
oder ob es sich um langlebige nicht-proliferative Plasmazellen handelt, kann im Rahmen der
ELISpot-Analyse nicht ermittelt werden. Diese Eigenschaften kénnen mittels durchfluss-
zytometrischer sowie histologischer Nachweisverfahren untersucht werden. Nach der oralen
Applikation von CT als Adjuvans und OVA als Immunogen sollen nun die mukosal indu-
zierten OVA-spezifischen Plasmazellen durchflusszytometrisch quantifiziert und auf ihren

Isotyp charakterisiert werden.

4.2.1 Detektion von OVA-spezifischen ASC nach der oralen Immunisierung

Die ASC wurden wie zuvor beschrieben mittels intrazellularer Antikdrperfarbung gegen die
leichte kappa Kette der Antikérper identifiziert. Eine Untersuchung der Isotypen erfolgte
durch Anfarbung von IgA bzw. IgG4. Fur die durchflusszytometrische und histologische
Detektion der mukosal induzierten OVA-spezifischen ASC wurde OVA an ein Fluorochrom
gekoppelt. Dieses wurde im Farbeverfahren von Zellsuspensionen bzw. Gewebeschnitten
von den intrazellular akkumulierten Antikérpern der OVA-spezifischen ASC gebunden und
markierte eindeutig die spezifischen ASC in der jeweiligen Wellenlange des gekoppelten

Fluorochroms farblich. Das Detektionsprinzip ist in der Abb. 6 schematisch dargestellt.

Fluorochrome

@
Fluorochrom-gekoppeltes OVA
v ® zur Detektion der OVA-Spezifitat

Fluorochrom-gekoppelte Antikdrper
zur Detektion des Isotyps
der Antikorper

Fluorochrom-gekoppelte Antikérper
zur Detektion der leichten
kappa-Kette der Antikérper

Abb. 6: Markierung von OVA-spezifischen Plasmazellen mittels Fluorochrom-gekoppelten OVA.

Die isolierten Zellen wurden nach Fixierung und Permeabilisierung mit verschiedenen Fluorochrom-gekoppelten
Antikdrpern gefarbt. Die kappa-spezifischen Antikérper binden an der leichten Kette der Immunglobuline und
ermoglichen die Bestimmung der gesamten Plasmazellpopulation des jeweiligen Organs. Die Antikrper gegen
IgA bzw. IgG1 dagegen binden an dem konstanten Teil und definieren den Isotyp einer ASC. Um innerhalb der
Plasmazellpopulation die OVA-spezifischen ASC eindeutig zu bestimmen, wurde Fluorochrom-gekoppeltes OVA
verwendet. Dieses wird nur von Plasmazellen gebunden, deren Antikdrper spezifisch gegen OVA gerichtet sind.
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Fir die durchflusszytometrische Bestimmung der OVA-spezifischen ASC sowie zur Uber-
prufung der Spezifitat insbesondere unter Betrachtung der Verwendung von Kollagenasen
bei der Isolation der intestinalen Lymphozyten (Kap. 3.8.2) wurden mehrere Kontrollgruppen
gepruft. Daflir wurden zunachst die Lymphozyten der beiden Organe 12 Tage nach der
sekundaren oralen Immunisierung sowie von nicht-immunisierten Tieren isoliert und nach
Fixieren der Zellen intrazellular nach dem Schema der Abb. 6 gefarbt.

In Abb. 7 sind exemplarische Punkt-Wolken-Diagramme der durchflusszytometrischen Identi-
fikation von OVA-spezifischen ASC sowie verschiedener Kontrollen dargestellt. Dabei konnte
in einer Gegenuberstellung der Farbungen der leichten kappa-Kette gegen OVA in der
Lamina propria 12 Tage nach der sekundaren Immunisierung eine Population von
OVA-spezifischen ASC detektiert werden (Abb. 7 A, links). Die Lamina propria der nicht-
immunisierten Kontrollgruppe wies dagegen erwartungsgemaf keine OVA-spezifischen ASC
aufwies (Abb. 7 A, rechts).

Zusatzlich wurde die Spezifitdt des Nachweisverfahrens der OVA-spezifischen ASC durch
weitere Kontrollgruppen bestatigt (Abb. 7 B). C57BL/6-Mause wurden entweder I. nur mit CT
oder Il. nur mit OVA oral immunisiert und die Lymphozyten der Lamina propria durchfluss-
zytometrisch auf das Vorhandensein von OVA-spezifischen Plasmazellen analysiert. Bei
einer weiteren Kontrolle (lll.) erfolgte eine normale Immunisierung mit OVA und CT, wobei
die Zellsuspensionen mit nicht-fluoreszentem OVA inkubiert wurden (OVA-Block). Anschlie-
Rend wurde der Ubliche Farbeschritt mit Fluorochrom-gekoppelten OVA durchgeflihrt.

Die durchflusszytometrische Analyse der Lymphozyten der drei Kontrollgruppen der Lamina
propria zeigt, dass nach einer Verabreichung von CT ohne OVA bzw. von OVA ohne CT
keine OVA-spezifischen Plasmazellen im Darm detektiert werden konnten (Abb. 7 B, 1.+ I.).
Weiterhin konnte die farbliche Markierung der OVA-spezifischen Plasmazellen von Tag 12
nach der Standardimmunisierung mittels Fluorochrom-gekoppeltem OVA durch das
Inkubieren der Zellsuspensionen mit ungekoppeltem OVA vor dem Farbeschritt spezifisch
unterbunden werden (Abb. 7 B, Ill.).

Aus den durchflusszytometrischen Analysen lasst sich ableiten, dass es sich bei der intra-
zelluldren Farbung der isolierten Zellen mittels Farbstoff-gekoppeltem OVA um ein zuverlas-
siges und spezifisches Nachweisverfahren fir die Detektion der OVA-spezifischen ASC
handelt und dass die Isolationsmethode unter Verwendung von Kollagenasen keinen negati-

ven Einfluss auf die Identifikation dieser Zellen hat.

46



Ergebnisse

A Lamina propria nicht-immunisiert

Analyse der E
lebenden 1
Zellen der

Lamina propria 0.001

kappa i.c.

kappa i.c.
kappai.c.

OVA

T
OVA

B weitere Kontrollen [1l. OVA-Block

Analyse der
lebenden
Zellen der

Lamina propria

0.005

kappa i.c.

kappa i.c.
kappa i.c.
kappa i.c.

OVA E

OVA OVA OVA

Abb. 7: Detektion von OVA-spezifischen Plasmazellen der Lamina propria mittels Durchflusszytometrie.
C57BL/6 Mause wurden zweimalig mit OVA und CT oral immunisiert und die Lymphozyten aus der Lamina
propria 12 Tage nach der sekundaren Immunisierung durchflusszytometrisch analysiert. Als Kontrolle wurden
nicht-immunisierte Tiere untersucht. (A) Die Darstellung zeigt reprasentative Punkt-Wolken-Diagramme fir die
durchflusszytometrische Detektion von OVA-spezifischen ASC innerhalb eines gesetzten Analysefensters mit
Angabe der Haufigkeit. (B) Zur weiteren Uberpriifung der Spezifitat wurden C57BL/6 M&use zweimalig nur mit CT
(I.) oder OVA (Il.) immunisiert und auf das Vorhandensein von OVA-spezifischen Plasmazellen analysiert. Eine
dritte Kontrolle erfolgte nach Standardimmunisierung mit OVA und CT, wobei die isolierten Zellsuspensionen mit
nicht-fluoreszentem OVA (lll. OVA-Block) vor dem intrazelluldren Farbeschritt inkubiert wurden.

4.2.2 Anzahl der OVA-spezifischen Plasmazellen in der Lamina propria und im
Knochenmark nach der oralen Immunisierung

In dem folgenden Experiment wurden die absoluten Zahlen der kappa i.c.+ OVA-spezi-
fischen ASC der Lamina propria und des Knochenmarks nach der sekundaren oralen Immu-
nisierung mit OVA und CT durchflusszytometrisch ermittelt. Die Ergebnisse der Lamina
propria (Abb. 8 A) und des Knochenmarks (Abb. 8 B) der immunisierten Tiere werden mit
roten Symbolen dargestellt, wobei nicht-immunisierte Tiere in beiden Organen nur wenig
OVA-spezifische Plasmazellen enthielten (griine Symbole).

In der Lamina propria konnten 12 Tage nach der sekundaren Immunisierung im Median
1,2 x 10* OVA-spezifische Plasmazellen detektiert werden, wobei ihre Zahl zunachst bis
Tag 36 auf 2 x 10* anstieg und dann (iber die nachfolgenden Wochen kontinuierlich sank
(Abb. 8 A). 9 Monate nach dem Boost konnten noch immer im Median 1,1 x 10®° OVA-
spezifische Plasmazellen in der Lamina propria (rund 5% des Maximums von Tag 36) nach-

gewiesen werden.
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Im Knochenmark lag die maximal ermittelte Zahl der OVA-spezifischen ASC mit 3 x 10*
(Medianwert) an Tag 12 und verringerte sich geringfligig im Verlauf des Untersuchungszeit-
raumes (Abb. 8 B). 9 Monate nach dem mukosalen Antigen-Kontakt waren im Median noch
1,9 x 10* OVA-spezifische ASC detektierbar (63% des Maximums).

Im quantitativen Vergleich der OVA-spezifischen Plasmazellpopulation zwischen diesen
beiden Organen ist ersichtlich, dass wahrend der ersten Wochen nach der Immunisierung im
Knochenmark zunachst bis zu 1,3-fach mehr OVA-spezifische ASC vorhanden waren.
In beiden Organen sank die Zahl der OVA-spezifischen ASC, wobei dieser Abfall in der
Lamina propria in einem starkeren Ausmalf} erfolgte als im Knochenmark. Daraus resultierte,
dass 9 Monate nach der Immunisierung im Knochenmark 17-fach mehr OVA-spezifische

Plasmazellen detektiert werden konnten als in der Lamina propria.
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Abb. 8: Absolute Anzahl der OVA-spezifischen Plasmazellen in der Lamina propria und im Knochenmark
nach der oralen Immunisierung.

Zu den angegebenen Zeitpunkten nach der zweifachen oralen Immunisierung mit OVA und CT sowie von nicht-
immunisierten Tieren wurden die Lymphozyten der Lamina propria und des Knochenmarks
durchflusszytometrisch analysiert. Die Abbildung zeigt die absoluten Zahlen der OVA-spezifischen Plasmazellen
pro Organ: der Lamina propria (A) und des Knochenmarks (B). Jedes Symbol reprasentiert ein Einzeltier.
Die Medianwerte der verschiedenen Zeitpunkte nach der oralen Immunisierung wurden jeweils mit dem Median-
wert der naiven Tiere getestet (Mann-Whitney).

Zusammenfassend zeigt die statistische Analyse, dass nach einer zweimaligen oralen Appli-
kation von OVA mit CT als Adjuvans OVA-spezifische ASC sowohl in der Lamina propria als
auch im Knochenmark fir mindestens 9 Monaten persistieren kénnen. Beide Kompartimente
stellen Migrationsziele der mukosal induzierten Plasmazellen dar, wobei die Population
innerhalb des Knochenmarks quantitativ konstanter ist, wahrend die Zahl dieser Zellen im
Darm kontinuierlich sinkt. Damit beherbergt das Knochenmark nach 9 Monaten die deutliche

Mehrheit der oral induzierten Plasmazellen.
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4.2.3 Untersuchung der Isotyp-Expression der OVA-spezifischen Plasmazellen
der Lamina propria und des Knochenmarks

Zur weiteren Charakterisierung der OVA-spezifischen Plasmazellen der Lamina propria und
des Knochenmarks erfolgte die durchflusszytometrische Untersuchung der Expression von
IgA und 1gG;. Abb. 9 zeigt die absoluten Zahlen der IgA+ (blau) und IgG;+ (braun) OVA-
spezifischen ASC der Lamina propria (A) und des Knochenmarks (B) zu den gegebenen
Zeitpunkten nach der oralen Immunisierung. Die Zahl der kappa i.c.+, IgA- 1I9G4- ASC wurde
in einer dritten Gruppe zusammengefasst (grin).

Der grofdte Anteil (Uber 97%) der intestinalen OVA-spezifischen ASC exprimierte IgA (blau)
(Abb. 9 A), deren Zahl im Verlauf des Untersuchungszeitraums kontinuierlich sank. OVA-
spezifische Plasmazellen, welche IgG,+ (braun) oder andere, nicht-untersuchte Isotypen
(grtin) exprimierten, konnten nur von Tag 12 bis Tag 36 bzw. Tag 72 detektiert werden.

Im Knochenmark dagegen bestand die Mehrheit der OVA-spezifische Plasmazellen aus
IgA+ und IgG4+ ASC, wobei anders als im Darmgewebe alle Isotypen bis zu 9 Monate nach
der Immunisierung detektiert werden konnten (Abb. 9 B). Die hochste Anzahl der IgG;+
OVA-spezifischer Plasmazellen wurde an Tag 12 detektiert (Median 2,1 x 10%), diese redu-
zierte sich geringfiigig bis zu 9 Monaten auf 1,4 x 10*. Das Maximum der IgA+ Plasmazellen
wurde Tag 36 detektiert (Median 1,3 x 10%). AnschlieRend sank ihre Zahl bis zu 9 Monate

nach der Immunisierung kontinuierlich auf 3,4 x 103 IgA+ ASC.
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Abb. 9: Analyse der Isotyp-Expression der OVA+ Plasmazellen aus Lamina propria und Knochenmark.

Zu den angegebenen Zeitpunkten nach der 2-fachen oralen Immunisierung mit OVA und CT wurden die Lympho-
zyten der Lamina propria (LP) und des Knochenmarks (KM) durchflusszytometrisch analysiert. Die Abbildungen
zeigen die absoluten Zahlen der kappa i.c.+ OVA-spezifischen ASC der Lamina propria (A) und des Knochen-
marks (B), wobei die IgA+ (blau) und IgGq+ (braun) sowie die zusammengefassten IgA- IgGs-negativen ASC
(griin) differenziert dargestellt sind. Die Ergebnisse der jeweiligen Zeitpunkte resultieren aus unabhangigen Expe-
rimenten, wobei pro Zeitpunkt 4-8 Tiere analysiert wurden. Dargestellt ist jeweils der Median mit Range. Innerhalb
eines Zeitpunktes wurden die Medianwerte der IgA+ mit den IgG1+ mittels Mann-Whitney-Test Uberprift.
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Das Verhaltnis der OVA-spezifischen Plasmazellen im Knochenmark war zwischen IgA+ und
IgG4+ in den ersten 2 Monaten annahernd gleich (Abb. 9 B). Die Zahl der intestinal induzier-
ten IgA+ ASC sank jedoch nach ihrer Einwanderung in das Knochenmark starker als die des
Isotyps 1gG,. Nach 9 Monaten konnten 4-fach mehr IgG,+ OVA-spezifische Plasmazellen
detektiert werden als IgA+ OVA-spezifische Plasmazellen.

Zusammenfassend ist aus den Untersuchungen ersichtlich, dass die persistierenden intes-
tinal induzierten Plasmazellen in der Lamina propria ausschlieRlich vom Isotyp IgA sind,
wahrend im Knochenmark diese Zellen uberwiegend sowohl IgA als auch IgG4 exprimieren.
Weiterhin zeigt die Analyse, dass die in Abb. 8 gezeigte gewebespezifische Abnahme der
OVA-spezifischen Plasmazellen im Knochenmark hauptsachlich auf eine Reduktion der IgA+

Plasmazellen zurlickzufihren ist.

4.2.4 Sowohl OVA als auch CT-spezifische Plasmazellen sind 9 Monate nach
Immunisierung in Lamina propria und Knochenmark nachweisbar
Nach dem durchflusszytometrischen Nachweis von persistierenden OVA-spezifischen ASC
in Dinndarm und Knochenmark, sollte nun mittels ELISpot das Verhaltnis der CT-und OVA-
spezifischen Plasmazellen zueinander nach 9 Monaten ermittelt werden. Daflr erfolgte die
Isolation der Lymphozyten aus der Lamina propria und des Knochenmarks und mit Hilfe des
ELISpots wurden die Zahlen CT- und OVA-spezifischer ASC der Isotypen IgA und IgG flr
das jeweilige Organ ermittelt.
In der Lamina propria (Abb. 10 A) konnten sowohl OVA- als auch CT-spezifische ASC des
Isotyps IgA detektiert werden. Dabei betrug die Zahl der Plasmazellen mit einer Spezifitat
gegen CT im Median 1,7 x 10® Plasmazellen und lag somit um ein 2-faches hoher als die
Zahl der OVA-spezifischen Zellen (Median 8,5 x 10%). IgG+ Plasmazellen beider Spezifititen
waren im Dinndarmgewebe nicht detektierbar.
Im Knochenmark (Abb. 10 B) dagegen waren 9 Monate nach der oralen Immunisierung
beide Isotypen der CT- und OVA-spezifischen Plasmazellen vorhanden. Dabei konnten ahn-
lich der durchflusszytometrischen Resultate im Knochenmark (Abb. 9 B) mehr OVA-
spezifische Plasmazellen des Isotyps IgG (Median 7,7 x 10°) als des Isotyps IgA (Median
1,2 x 10%) detektiert werden. Der Isotyp dominierte auch bei den Plasmazellen mit einer
Spezifitit gegen CT. Die Anzahl der IgG+ CT-spezifischen ASC (Median 1,1 x 10%) war
hoher als die der CT-spezifischen Zellen, welche IgA exprimierten (Median 3,3 x 10%).
Insgesamt konnten im Knochenmark 1,6-fach mehr CT-spezifische Plasmazellen detektiert

werden als OVA-spezifische Plasmazellen (Abb. 10 B).
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Abb. 10: Anzahl der CT- und OVA-spezifischen ASC der Lamina propria und des Knochenmarks
neun Monate nach der oralen Inmunisierung.

Nach der zweimaligen oralen Immunisierung wurden die Lymphozyten der Lamina propria (A) und des Knochen-
marks (B) isoliert und mittels ELISpot analysiert. Bei der Untersuchung wurden die OVA- bzw. CT-spezifischen
Plasmazellen durch die Detektionsantikdrper anti-lgA bzw. anti-lgG nach ihren Isotyp pro Organ quantifiziert.
Jedes Symbol stellt ein Individuum dar. Dargestellt ist der Median.

Die ELISpot-Analyse 9 Monate nach der sekundaren oralen Immunisierung zeigt, dass
sowohl OVA- als auch CT-spezifische persistierende Plasmazellen in der Lamina propria und
im Knochenmar vorhanden waren. In beiden Organen war die Zahl der Plasmazellen, welche
ihre Spezifitat gegen CT entwickelten, stets 1,5 bis 3-fach héher als jene mit einer Spezifitat
gegen OVA. Anhnlich der Ergebnisse der Durchflusszytometrie wurden im Darm nur IgA+
ASC detektiert, wahrend weder OVA- noch CT-spezifische ASC des Isotyps IgG nachgewie-
sen werden konnten. Weiterhin bestatigte die ELISpot-Analyse die durchflusszytometrischen
Resultate darin, dass sich nach 9 Monaten nach der oralen Immunisierung die Mehrheit der

induzierten Antigen-spezifischen Plasmazellen im Knochenmark befindet.
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4.2.5 Intestinal induzierte Plasmazellen sezernieren Antigen-spezifische
Antikorper und bilden einen stabilen Serumtiter
Im folgenden Schritt wurde untersucht, ob die persistierenden OVA-spezifischen ASC spezi-
fische Antikérper in das Blutserum sezernieren und einen stabilen Titer aufrecht erhalten
kénnen. Daflir wurden zu den angegebenen Zeitpunkten von zweimalig oral immunisierten
sowie von nicht-immunisierten Tieren Serumproben entnommen und mittels ELISA analy-
siert. Abb. 11 zeigt die Ergebnisse der gemessenen und normierten Werte fiir die optische
Dichte (O.D.) der ermittelten OVA-spezifischen Antikdrper des Isotyps IgA (A, blau) und IgG
(B, braun). Eine Normierung der analysierten 96-Lochplatten erfolgte durch die Anwendung
eines konstanten Standardserums auf jeder Platte (Kap. 3.12.2).
Wahrend in den Serumproben der nicht-immunisierten Tiere (grine Symbole) keine OVA-
spezifischen Antikorper detektiert werden konnten, waren nach der sekundaren oralen
Immunisierung mindestens bis zu 9 Monaten spezifische Antikdrper gegen OVA von beiden
untersuchten Isotypen detektierbar (Abb. 11 A, B). Das Maximum der OVA-spezifischen
Antikérper des Isotyps IgA konnte an Tag 36 nachgewiesen werden, wahrend das Maximum
der Antikorper des Isotyps IgG bereits 12 Tage nach der Immunisierung gemessen wurde.
Beide Titer sanken in dem darauf folgenden Untersuchungszeitraum ab, wobei sich
zwischen 4 und 9 Monaten ein Plateau einstellte.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die aus dem intestinalen Antigen-Kontakt
resultierenden spezifischen ASC Antikérper produzieren, welche im Blutserum mindestens

bis zu 9 Monaten nach der Immunisierung einen detektierbaren stabilen Serumtiter bilden.
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Abb. 11: Nachweis von OVA-spezifischen Antikorpern im Blutserum mittels ELISA.

Nach der zweimaligen oralen Immunisierung wurde zu den angegebenen Zeitpunkten das Blutserum auf das
Vorhandensein von OVA-spezifischen Antikérpern des Isotyps IgA (A) sowie IgG (B) mittels ELISA untersucht.
Die Serumproben von oral immunisierten sowie nicht-immunisierten Tieren wurden in OVA-beschichteten
96-Lochplatten in doppelten Verdiinnungsreihen analysiert. Die Einzelwerte der optischen Dichte wurden anhand
eines konstanten Standards normiert. Jedes Symbol stellt ein Individuum dar, wobei innerhalb eines analysierten
Zeitpunktes der Median dargestellt ist.
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4.2.6 Untersuchung der OVA-spezifischen Plasmazellen der Peyer'schen
Plaques, der mesenterialen Lymphknoten und der Milz

Zur Uberpriifung, ob weitere Organe OVA-spezifische Plasmazellen enthielten, wurden auch
die Zellen der Peyer'schen Plaques, der mesenterialen Lymphknoten sowie der Milz
durchflusszytometrisch analysiert. Dabei konnten bereits 12 Tage nach der sekundaren
oralen Immunisierung in den Peyer'schen Plaques und den mesenterialen Lymphknoten nur
wenige OVA-spezifische Plasmazellen detektiert werden. Daher wurde die Analyse in diesen
Organen zu den spateren Zeitpunkten nicht weiter verfolgt. Die Abb. 12 zeigt je ein reprasen-
tatives Punkt-Wolken-Diagramm der Lymphozyten aus Peyer'schen Plaques (l.), der
mesenterialen Lymphknoten (11.) und der Milz (lll.), in welchen die Farbungen kappa i.c. und
OVA gegenubergestellt wurden. Die Frequenzen der OVA-spezifischen ASC sind unter den

Analysefenstern angegeben.
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Abb. 12: OVA-spezifische Plasmazellen in Peyer'schen Plaques, mesenterialen Lymphknoten und Milz.
Die Lymphozyten der Peyer'schen Plaques (I.), den mesenterialen Lymphknoten (l.) und der Milz (lll.) wurden
12 Tage nach der sekundaren oralen Immunisierung durchflusszytrometrisch auf das Vorhandensein von OVA-
spezifischen Plasmazellen analysiert. Die Abbildung zeigt fir jedes Organ ein reprasentatives Punkt-Wolken-
Diagramm, wobei die Farbung der leichten kappa Kette und die Farbung mittels Fluorochrom-gekoppeltem OVA
gegenibergestellt wurden. Abkiirzungen: Peyer'sche Plaques (PP), mesenteriale Lymphknoten (mes. Ln.)

Die absolute Anzahl der OVA-spezifische ASC der Milz wurde ahnlich wie im Darm- und
Knochenmarksgewebe Uber 9 Monate mittels Durchflusszytometrie ermittelt und wird in der
Abb. 13 A zu den gegebenen Zeitpunkten dargestellt. Wie in der Lamina propria stieg die
Zahl der OVA-spezifischen ASC in der Milz zunachst bis 36 Tage nach der Immunisierung
an und sank in den nachfolgenden Monaten. Dennoch konnten 8 x 10? persistierende OVA-
spezifische ASC nach 9 Monaten in der Milz noch detektiert werden. Aus einem Vergleich
der ermittelten Zahlen der OVA-spezifischen ASC von Darm, Knochenmark (Abb. 8) und Milz
(Abb. 13 A) resultiert, dass sich die Mehrheit 9 Monate nach der oralen Immunisierung im

Knochenmark befindet.
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Auch im Dinndarm sowie der Milz kdnnen diese Zellen langfristig detektiert werden, wobei
ihre Anzahl deutlich geringer ist. Die Milz enthielt um ein Drittel weniger OVA-spezifische
Plasmazellen als der Darm.

Die durchflusszytometrische Analyse der Isotyp-Expression der in der Milz nachweisbaren
OVA-spezifischen ASC zu den gegebenen Zeitpunkten nach der oralen Immunisierung ist in
der Abb. 13 B dargestellt. Ahnlich wie im Knochenmark exprimierten diese Plasmazellen in
den ersten Wochen nach der Immunisierung hauptsachlich IgA und 19G,. Wahrend innerhalb
des Untersuchungszeitraumes die Anteile der IgA+ und IgG;+ OVA-spezifischen ASC deut-
lich abnahmen, dominierten in der Milz nach 9 Monaten kappa i.c.+ IgA- IgG4-negative OVA-

spezifische Plasmazellen, deren Isotyp nicht bestimmt wurde.
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Abb. 13: Detektion und Analyse der OVA-spezifischen Plasmazellen der Milz nach oraler Inmunisierung.
Zu den angegebenen Zeitpunkten nach der zweifachen oralen Immunisierung sowie von nicht-immunisierten
Kontroll-Tieren wurden die Zellen aus der Milz isoliert und durchflusszytometrisch analysiert. (A) Diese Abbildung
zeigt die absoluten Zahlen der OVA-spezifischen ASC pro Milz. Jedes Symbol reprasentiert ein Einzeltier, wobei
die Werte der naiven Tiere mit grinen und die der immunisierten Tiere mit roten Symbolen dargestellt sind. Fur
jeden Zeitpunkt wird der Median angezeigt. Mittels des Mann-Whitney-Tests wurde jeder Medianwert der ver-
schiedenen Zeitpunkte nach Immunisierung mit dem Medianwert der naiven Gruppe getestet. (B) Die OVA-
spezifischen Plasmazellen der Milz wurden durchflusszytometrisch auf ihre Isotypexpression analysiert, deren
absolute Zahlen pro Milz hier nach IgA+ (blau) und IgG4+ (braun) sowie die zusammengefassten IgA- IgG1-
negativen Plasmazellen (griin) differenziert dargestellt sind.

Im Uberblick zeigen die bisherigen Ergebnisse (Abb. 8 bis Abb. 13), dass intestinal induzierte
Plasmazellen hauptsachlich im Knochenmark sowie im Darm und geringfugig in der Milz
persistieren kdnnen. Je nach Organ kénnen dabei unterschiedliche Anteile der Isotypen IgA
und 1gG, detektiert werden.
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4.3 Untersuchung des Proliferationsverhaltens von Plasmazellen mittels
EdU-Einbau in die DNA

4.3.1 Proliferierende Zellen konnen effizient mit EAU markiert werden

Zur Ermittlung, ob es sich bei den detektierten persistierenden ASC um langlebige nicht-
proliferative ASC handelt, wurde mit dem Tag der sekundaren oralen Immunisierung (Tag 0)
EdU kontinuierlich Uber 12 Tage verabreicht (Kap. 3.7.3). Diese Markierungsphase wird als
.Pulse“ bezeichnet und stellt die Grundlage fir die spateren ,Pulse-Chase“- Experimente
dar, in welchen nach Absetzen der EdU-Verabreichung langlebige, nicht-proliferative ASC
anhand ihres inkorporierten EdU ,verfolgt“ bzw. identifiziert werden.

Um zunachst das EdU-Signal zu verifizieren, wurden im direkten Anschluss der 12-tagigen
Markierung Gewebeschnitte nach Immunfluoreszenzfarbung (Kap. 3.10.5 und 3.9.4) am kon-
fokalen Mikroskop analysiert. Die Abb. 14 A zeigt Darmzotten mit IgA+ ASC (rot) sowie zahl-
reichen EdU+ Zellkernen (griin), welche meist dem proliferierenden Epithel angehdrten. Die
intranukleare Lokalisation des EdU wurde durch Anfarben der Zellkerne mit DAPI bestatigt,
da EdU-Signale mit DAPI ko-lokalisierten (Abb. 14 B lll., merge). In Gewebeschnitten von
Kontroll-Tieren, welche kein EdU erhielten, wurden die IgA+ ASC (rot) sowie Zellkerne mit
Sytox markiert (Abb. 14 C, I.), wobei keine EdU-Signale detektiert wurden (Abb. 14 C, I1.).

A Lamina propria Tag 12 B intranukleare Lokalisation C ohne EdU-Applikation
l. Sytox I.

Darmlumen

Darmwand

50 pm

Abb. 14: Histologischer Nachweis proliferierender Zellen durch den Einbau von EdU in die DNA.

Mit der Sekundarimmunisierung erfolgte eine 12-tagige kontinuierliche EdU-Verabreichung mit der histologischen
Analyse direkt im Anschluss Tag 12. (A) Dargestellt sind die EdU+ Zellkerne (griin) und die IgA i.c.+ ASC (rot).
(B) Zur Ermittlung der intranuklearen Lokalisation des EdU (l., griin) wurden die Zellkerne mit DAPI (ll., blau)
angefarbt und beide Signale simultan (lll., merge) dargestellt. (C) Als Kontrolle wurden Gewebeschnitte des
Darmes von EdU-unbehandelten Tieren untersucht. Die Plasmazellen wurden mittels IgA (l., rot) identifiziert
sowie die Zellkerne mit Sytox (I., grun) angeférbt. Es konnte kein EdU-Signal (Il., griin) detektiert werden.

55



Ergebnisse

Da der Grofteil der Antigen-spezifischen Plasmazellen nach dem Zweitkontakt mit dem
Antigen generiert wird, wurde das EdU mit der sekundaren Immunisierung Uber 12 Tage
kontinuierlich verabreicht. Ein Uberblick Giber das Immunisierungsschema und die Applika-
tion von EdU gibt die Abb. 15 A. Um die Effizienz des EdU-Einbaus durch die intestinal indu-
zierten ASC zu beurteilen, wurden die OVA-spezifischen ASC der Lamina propria direkt nach
den 12 Tagen der EdU-Applikation durchflusszytometrisch auf ihren EAU-Gehalt untersucht.
Dabei erfolgte zunachst die Identifikation der intestinalen kappa i.c.+ ASC (Kap. 4.1.2) sowie
der OVA-spezifischen Subpopulation (Abb. 15 B). Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel
fur die EdU-Inkorporation der OVA-spezifischen ASC im Darm von Tag 12 (rote Linie).
Als Kontrolle wurden intestinale Plasmazellen von Tieren gefarbt und analysiert, welchen
kein EdU verabreicht wurde (graue Schattierung).

Das Ergebnis zeigt, dass tUber 90 % der intestinal induzierten OVA-spezifischen ASC mittels

EdU markiert werden konnten, wahrend in der Kontrolle kein EdU detektiert wurde.
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Abb. 15: Intestinal induzierte Plasmazellen kénnen mit EdU effizient markiert werden.

(A) Die Ubersicht zeigt schematisch die zweimalige orale Immunisierung von C57BL/6 Mausen mit OVA und CT.
Mit dem Tag der sekundéren Immunisierung (Tag 0) wurde EdU fiir 12 Tage kontinuierlich verabreicht. Zur Uber-
prifung der Effizienz des EdU-Einbaus in die DNA wurden die Lymphozyten der Lamina propria an Tag 12 iso-
liert, gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. (B) Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Beispiel der Identi-
fikation kappa i.c.+ ASC (links) sowie der OVA-spezifischen Plasmazellen (Mitte). Zur Beurteilung der EdU-
Effizienz wurden die OVA-spezifischen ASC auf ihre EdU-Inkorporation analysiert (rote Linie) und deren Fre-
quenz angegeben. Als Kontrolle dienten mukosale ASC von Tieren, welchen kein EdU verabreicht wurde (grau).
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4.3.2 Lokalisation der EdU+ OVA-spezifischen Plasmazellen nach der
Markierungsphase im Gewebeverband

Um die intestinal induzierten EdU+ OVA-spezifischen Plasmazellen 12 Tage nach der
Immunisierung, das heift direkt im Anschluss an die EdU-Markierungsphase, innerhalb des
Gewebes nachzuweisen und zu lokalisieren, wurden Gewebeschnitte der Lamina propria
und des Knochenmarks angefertigt und nach Immunfluoreszenzfarbung am konfokalen
Laser-Scanning Mikroskop analysiert. Die Farbung des Dinndarmgewebes erfolgte mit
Fluoreszenz-markierten Antikdrpern gegen kappa, IgA sowie mit Fluorochrom-gekoppelten
OVA, wie im Kap. 4.1.2 beschrieben. Abb. 16 A zeigt das Darmgewebe im Bereich der Kryp-
ten. Es ist erkennbar, dass wahrend der Markierungsphase neben den stark proliferierenden
Epithelzellen auch zahlreiche IgA+ ASC (blau) das EdU (grin) inkorporierten. OVA-
spezifische Plasmazellen (rot) konnten zumeist als IgA+ EdU+ ASC identifiziert werden,
welche Uberwiegend im Bereich der Krypten des Darmgewebes lokalisiert waren (weilder

Rahmen). Zur besseren Darstellung wurde dieser Ausschnitt vergréfRert und die

einzelnen Komponenten getrennt dargestellt (Abb. 16 B).

A Lamina propria Tag 12 B Ausschnitt von A

Abb. 16: Histologische Detektion der OVA-spezifischen Plasmazellen in der Lamina propria.

12 Tage nach der sekundaren Immunisierung, direkt im Anschluss der EdU-Applikation, wurden vom Dinndarm
Gewebeschnitte angefertigt und mit Fluoreszenz-markierten Antikdrpern gegen IgA (blau) sowie mit Fluorochrom-
gekoppelten OVA (rot) gefarbt. Nach Fluoreszenzmarkierung des eingebauten EdU (griin) wurden die Gewebe-
schnitte am konfokalen Laser-Scanning Mikroskop analysiert. 63 x VergroRerung nach Aufnahme mit Ol.
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Fur die Untersuchung des Knochenmarks wurden Gewebschnitte mit Fluorochrom-
markierten Antikdrpern gegen kappa, IgA, 1gG; und Laminin sowie mit Fluorochrom-gekop-
pelten OVA gefarbt. Die EdU-Detektion erfolgte nach dem Protokoll in Kap. 3.9.4.
Die Abb. 17 A gibt zunachst einen Uberblick (iber Parenchym und Sinusoide eines kortex-
nahen Bereiches des Knochens von Tag 12. Als blutbildendes Organ inkorporierten erwar-
tungsgemal zahlreiche Zellen EdU (grin), wobei die intranukledre Lokalisation durch eine
Ko-Farbung mit DAPI bzw. Sytox stets Uberprift wurde (nicht dargestellt). Im Knochenmark
konnten IgA+ sowie 1gGs+ OVA-spezifische ASC detektiert werden, wobei die Mehrheit
EdU+ war. Zur besseren Darstellung wurde ein Ausschnitt (weilRer Rahmen) einer OVA-
spezifischen ASC des Isotyps IgG, vergroRert, welche eindeutig EdU im Zellkern aufwies
(Abb. 17 B). OVA-spezifische ASC waren zumeist in unmittelbarer Nahe von Gefalken lokali-
siert, wobei dies durch eine Anfarbung von Laminin, einem Glykoprotein der Basallamina zur

Darstellung von Gefalen, bestatigt wurde (Abb. 17 C).

A Knochenmark Tag 12 B Ausschnitt von A

IgA EdU

Cortex

C Knochenmark Tag 12
Laminin EdU

Cortex

Abb. 17: Histologische Detektion der OVA-spezifischen Plasmazellen im Knochenmark.

12 Tage nach der sekundaren Immunisierung und EdU-Applikation wurden von Femurknochen Gewebeschnitte
angefertigt und mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen IgA, 1gG4, Laminin sowie mit Fluorochrom-
gekoppelten OVA gefarbt. Nach Fluoreszenzmarkierung von EdU wurden die Gewebeschnitte am konfokalen
Laser-Scanning Mikroskop analysiert. (A) Kortexnaher Bereich des Femur mit schematisch angezeigten
Sinusoiden. Dargestellt sind die EdU+ Zellkerne (griin), IgA+ (blau) und IgG1+ (rot) Plasmazellen. (B) Der Bereich
innerhalb des weillen Rahmens von (A) ist vergrofRert angezeigt und reprasentiert eine sinusnahe OVA-
spezifische Plasmazelle (rot) vom Isotyp 1gG1, wobei im Zellkern EdU (griin) detektiert werden konnte. (C) Mittels
Fluoreszenzmarkierung von Laminin (blau) konnten OVA-spezifische ASC (rot) mit intranukledrem EdU (griin) oft
in unmittelbarer Nahe zum Laminin nachgewiesen werden. 20 x VergroRerung.
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4.3.3 Detektion von langlebigen Plasmazellen in der Lamina propria und im
Knochenmark mittels Durchflusszytometrie

Im Folgenden wurde untersucht, ob die mukosal induzierten Plasmazellen, ahnlich einer
systemischen Immunantwort, das Potenzial der Langlebigkeit aufweisen. Dabei wurden die
kappa i.c.+ ASC der Lamina propria und des Knochenmarks zunachst unabhangig ihrer
Spezifitat durchflusszytometrisch auf ihre EdU-Inkorporation analysiert. Die Tiere wurden
nach dem Schema in Abb. 18 A zweimalig oral immunisiert und erhielten tGber 12 Tage
kontinuierlich EdU, wobei im Anschluss Uber mehrere Wochen bis zu 4 Monaten kein EdU
mehr verabreicht wurde. Dabei verlieren proliferierende, kurzlebige Zellen das inkorporierte
EdU durch die DNA-Synthese, wahrend nicht-proliferative, langlebige Zellen das EdU stabil
im Zellkern behalten (Kap. 3.7.3). Demnach weist eine Detektion von EdU wahrend der
EdU-fltterungsfreien Phase auf die Langlebigkeit dieser Zellen hin (,Chase"). Exemplarische
Punkt-Wolken-Diagramme der durchflusszytometrischen Analyse und der ermittelten
Frequenzen von EdU+ und EdU- ASC innerhalb des gesamten kappai.c.+ Plasmazell-

kompartiments beider Organe werden in der Abb. 18 B, C dargestellt.
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Abb. 18: Durchflusszytometrische Analyse des Proliferationsverhaltens mittels EdU-Einbau von ASC.
(A) Schema der oralen Immunisierung von C57BL/6 Mausen mit OVA und CT mit 12-tdgiger EdU-Markierung
(Pulse). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die isolierten Lymphozyten durchflusszytometrisch analysiert.
Dargestellt sind reprasentative Punkt-Wolken-Diagramme der verschiedenen Zeitpunkte mit den Frequenzen der
EdU+ sowie EdU- ASC innerhalb der kappa i.c.+ ASC der Lamina propria (B) sowie des Knochenmarks (C).
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Die durchflusszytometrische Analyse zeigt, dass die Mehrheit der Plasmazellen der Lamina
propria und des Knochenmarks EdU innerhalb der 12 Tage inkorporierten (Abb. 18 B, C).
In den nachfolgenden Wochen ging der Anteil EQU+ ASC deutlich zurlick, wobei in beiden
Organen nach 4 Monaten noch immer eindeutig EdU+ ASC durchflusszyotometrisch nach-
weisbar waren. Die vollstédndige statistische Analyse zeigt die Abb. 19, welche die Frequenz
der EdU+ ASC innerhalb des gesamten Plasmazellkompartiments der Lamina propria (A)

und des Knochenmarks (B) darstellt.
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Abb. 19: Frequenz der EdU+ ASC innerhalb der Plasmazellkompartimente von Darm und Knochenmark.
Die Lymphozyten der Lamina propria und des Knochenmarks wurden nach zweimaliger oraler Immunisierung
sowie einer 12-tdgigen Markierungsphase mit EAU zu den angebenen Zeitpunkten isoliert und durchfluss-
zytometrisch analysiert. Die statistische Darstellung zeigt die Frquenz der EdU+ Plasmazellen innerhalb der
kappa i.c.+ Plasmazellpopulation der Lamina propria (A) und des Knochenmarks (B). Jedes Symbol entspricht
einem Individuum, wobei pro Zeitpunkt der Median bei logarithmischer Angaben der Frequenzen dargestellt ist.
Die durchflusszytometrische Untersuchung der EdU-Inkorporation innerhalb der ASC zeigt,
dass nach 12 Tagen rund zwei Drittel der Plasmazellen beider Organe als EdU+ detektiert
werden konnten (Median Lamina propria 64,8% bzw. Knochenmark 63,1%) (Abb. 19 A, B).

In beiden Organen geht der Anteil der EdU+ ASC zurtick, wobei die intestinalen Plasma-
zellen (Abb. 19 A) im Median zunachst 19,8% (Tag 36) bzw. 4,8% (Tag 72) EdU+ ASC
enthalten. 4 Monate nach der sekundaren Immunisierung waren im Median noch 1,7% aller
intestinalen Plasmazellen als EdU+ detektierbar.

Im Knochenmark (Abb. 19 B) sank der Anteil der EdU+ Plasmazellen ebenfalls, wobei nach

4 Monaten noch 3,7% (Median) der Plasmazellen als EdU+ detektiert werden konnten.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass innerhalb einer 12-tdgigen Markierungsphase durch EdU die
Mehrheit der Plasmazellen (rund zwei Drittel) beider Kompartimente aufgrund ihrer Teilungs-
aktivitdt das EdU einbaute. Wahrend der Groldteil der Plasmazellen weiterhin proliferierte
und folglich das EdU verlor, behielten einige Plasmazellen in beiden Organen das EdU Gber
mindestens 4 Monate stabil eingebaut. Sie stellen nicht-proliferierende langlebige ASC dar.
Demzufolge kénnen im Darmgewebe langlebige Plasmazellen nachgewiesen werden.

Die Frequenz langlebiger Plasmazellen ist im Knochenmark 2-fach héher als in der Lamina
propria, wobei aufgrund des gréReren Plasmazellkompartiments des Knochenmarks folglich

eine 4-fach héhere Zahl langlebiger EdU+ Plasmazellen resultiert.

4.3.4 Untersuchung der mukosal induzierten OVA-spezifischen Plasmazellen
auf ihr Potenzial zur Langlebigkeit in Lamina propria und Knochenmark
Ob auch intestinal induzierte Plasmazellen in das Knochenmark einwandern und dort dhnlich
wie nach einer systemischen Immunantwort langlebig werden kdnnen, ist bisher nicht
bekannt und soll im Folgenden untersucht werden.
Anhand der OVA-Spezifitat konnten die mukosal induzierten Plasmazellen eindeutig identifi-
ziert werden und mittels der Anwendung von EdU ist die Analyse des Proliferationsverhal-
tens dieser Plasmazellen méglich. Wie bereits in der Effizienzanalyse gezeigt, inkorporierten
Uber 90% der OVA-spezifischen intestinalen Plasmazellen EAU wahrend der Markierungs-
phase (Abb. 15 B). Wie viele dieser mukosal induzierten Plasmazellen ohne Zellteilung
persistieren kénnen, wurde durchflusszytometrisch ermittelt. Die Abb. 20 zeigt die statis-
tische Analyse der EdU-Frequenz innerhalb der OVA-spezifischen Plasmazellen der Lamina
propria (A) und des Knochenmarks (B) Uber einen Zeitraum bis zu 4 Monaten.
Das Ergebnis zeigt, dass zunachst in beiden Organen der Anteil der EdU+ Plasmazellen
uber die Zeit abnimmt. Dabei wiesen in der Lamina propria (Abb. 20 A) an Tag 36 im Median
77,6% und an Tag 72 im Median 43,3% der OVA-spezifische ASC ein EdU-Signal auf.
Nach 4 Monaten enthielten im Median noch 10% dieser Plasmazellen EdU. Ahnlich der
Lamina propria waren tber 90% der OVA-spezifischen ASC des Knochenmarks EdU+ direkt
im Anschluss der Markierungsphase Tag 12 (Abb. 20 B). In der nachfolgenden EdU-freien
Phase sank dieser Anteil Udber 70,4% (Median Tag 36) auf 68,8%
(Median Tag 72). 4 Monate nach der sekundaren Immunisierung konnten noch bei 55,3%
der OVA-spezifischen ASC des Knochenmarks das EAU nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse zeigen, dass ein Teil der mukosal induzierten ASC nach der Migration
sowohl in der Lamina propria als auch im Knochenmark ohne weitere Zellteilung tiber min-

destens 4 Monate persistieren kann. Daraus lasst sich folgern, dass mukosal induzierte ASC
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innerhalb des Darmgewebes als langlebige Plasmazellen persistieren kdnnen und dartber
hinaus zum langlebigen Plasmazellkompartment des Knochenmarks beitragen.

Abb. 20 C und D zeigen die ermittelten absoluten Zahlen der EdU+ (griin) und EdU- (blau)
OVA-spezifischen ASC der beiden Organe. Daraus ist ersichtlich, dass die Zahl der persis-
tierenden EdU+ ASC ab Tag 36 gewebespezifisch in beiden Organen abnahm, wobei die
Zahl der EdU-negativen Zellen relativ konstant blieb. Das Absinken der EdU+ Plasmazellen
erfolgte im Knochenmark in einem deutlich geringeren Ausmal} als in der Lamina propria,
daher konnten nach 4 Monaten im Knochenmark 27-fach mehr EdU+ OVA-spezifische ASC

detektiert werden als in der Lamina propria.
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Abb. 20: Mukosal induzierte EdU+ OVA-spezifische ASC kénnen ohne Zellteilung persistieren.

Die Lymphozyten der Lamina propria und des Knochenmarks wurden nach zweimaliger oraler Immunisierung
sowie einer 12-tdgigen EdU-Markierung zu den angegebenen Zeitpunkten durchflusszytometrisch analysiert.
Dargestellt sind die Frequenzen der EdU+ ASC innerhalb der OVA-spezifischen Plasmazellpopulation der Lamina
propria (A) und des Knochenmarks (B). Jedes Symbol entspricht einem Individuum, wobei fiir jeden Zeitpunkt der
Median angegeben ist. Die absolute Anzahl der EdU+ (griin) und der EdU- (blau) OVA-spezifischen ASC der
Lamina propria (C) und des Knochenmarks (D) wurden bis zu 4 Monate ermittelt und mit dem Range dargestellt.
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4.3.5 Untersuchung der Isotyp-Expression der langlebigen Plasmazellen

Die bisherigen Ergebnisse zeigten die Isotypverteilung der kappa i.c.+ Plasmazellen des
Knochenmarks unabhangig ihrer Spezifitat (Abb. 5) sowie die Isotypenverteilung innerhalb
der OVA-spezifischen Plasmazellen (Abb. 9).

Eine frihere Studie detektierte mittels 10-tdgiger Markierung der Zellen eine verzogerte
Proliferationsrate von IgA+ und IgG+ ASC im Vergleich zu IgM+ ASC des Knochenmarks
(30). Um zu ermitteln, ob es einen Zusammenhang zwischen der Langlebigkeit und der
Isotyp-Expression der Plasmazellen des Knochenmarks gibt, sollten daher im Folgenden
ausschliel3lich die langlebigen EdU+ ASC analysiert werden. Daflir wurden einerseits die
langlebigen kappa i.c.+, EdU+ ASC unabhangig ihrer Spezifitat (Abb. 21 A) und andererseits
die langlebigen OVA-spezifischen kappa i.c.+, EdU+ ASC (Abb. 21 B) ab Tag 36 auf ihre

Isotypen untersucht.
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Abb. 21: Analyse der Isotypexpression der langlebigen Plasmazellen des Knochenmarks.

Die Lymphozyten des Knochenmarks wurden nach zweimaliger Immunisierung sowie einer 12-tdgigen Markie-
rungsphase mit EAU zu den angegebenen Zeitpunkten isoliert und durchflusszytometrisch analysiert. Dabei wur-
den nur kappa i.c.+ EdU+ Plasmazellen analysiert und mittels Fluorochrom-gekoppelter Antikdrper nach ihrem
Isotyp IgA (blau) und IgG1 (braun) untersucht, wobei eine dritte Gruppe die kappa+ IgA- 1gG4- Plasmazellen
(grun) zusammenfasst. (A) Absoluten Zahlen der einzelnen Isotypen der langlebigen Plasmazellen des Kno-
chenmarks unabhangig ihrer Spezifitdt. (B) Absoluten Zahlen der einzelnen Isotypen der langlebigen OVA-
spezifischen Plasmazellen des Knochenmarks. Dargestellt ist der Median mit Range, wobei eine signifikanter
Unterschied zwischen IgA und IgG+ innerhalb der einzelnen Zeitpunkte durch den Mann-Whitney ermittelt wurde.

Das Ergebnis zeigt, dass die EdU+ ASC ungeachtet ihrer Spezifitdt aus ahnlichen Anteilen
IgA, IgGy sowie zusammengefasste nicht-untersuchte Isotypen zusammensetzen und auch
Uber den Untersuchungszeitraum bis zu 4 Monaten anteilig unverandert bleiben (Abb. 21 A).
Diese Resultate weisen keine Unterschiede bzgl. der Lebensspanne und der Isotyp-
Expression auf.

Bei der Betrachtung der EdU+ OVA-spezifischen ASC des Knochenmarks ist jedoch ersicht-
lich, dass mit zunehmender Lebensspanne der Plasmazellen die Zahl der IgG,-exprimie-
renden Plasmazellen annahernd konstant blieb, wahrend die Zahl der langlebigen IgA+ ASC

abnahm (Abb. 21 B).
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Daraus resultierte innerhalb der langlebigen OVA-spezifischen Plasmazellen eine signifi-
kante Zunahme des Anteils der IgG4+ im Vergleich zu IgA+. Dies kénnte einen Hinweis
darauf geben, dass innerhalb der mukosal induzierten, persistierenden Plasmazellen, welche
in das Knochenmark migrieren, IgG,+ ASC eine bessere Uberlebenschance bzw. eine lange-
re Uberlebensspanne aufweisen als IgA+ ASC.

Die Untersuchungen der langlebigen Plasmazellen in der Lamina propria, ergaben, dass die
intestinalen ASC zu den spaten Zeitpunkten nahezu vollstandig den Isotyp IgA exprimierten
(keine Abbildung). Wie bereits in Abb. 9 gezeigt, konnten nach Tag 72 generell nur noch
OVA-spezifische Plasmazellen vom Isotyp IgA detektiert werden, folglich bestand auch die
langlebige Population der intestinalen OVA-spezifischen Plasmazellen 4 Monate nach der
oralen Immunisierung zu 100% aus IgA+ Plasmazellen. Das Potenzial zur Langlebigkeit
intestinaler ASC zeigen demnach nur Plasmazellen des Isotyps IgA.

Es ist bekannt, dass auch die Milz langlebige Plasmazellen beherbergen kann (14, 30).
Die hier durchgefuhrte durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass im Median 2% der
detektierten ASC in der Milz als nicht-proliferierende Zellen persistieren konnen (Abb. 22 A).
Die Analyse der Isotyp-Expression zeigt, dass in der Milz ASC der Isotypen IgA als auch
IgG4 langlebig werden konnten, wobei die Mehrheit der ASC (Uber 80%) weder IgA noch

IgG4 exprimierte, sondern einem hier nicht-untersuchten Isotyp angehérig war (Abb. 22 B).
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Abb. 22. Analyse der langlebigen Plasmazellen der Milz auf ihre Isotypexpression.

Die Lymphozyten der Milz wurden nach zweimaliger Immunisierung sowie einer 12-tdgigen Markierung mit EAU
zu den angegebenen Zeitpunkten durchflusszytometrisch analysiert. (A) Die Abbildung zeigt die Frequenz der
EdU+ ASC innerhalb der gesamten Plasmazellpopulation der Milz. Jedes Symbol reprasentiert ein Individuum,
wobei innerhalb jeder Gruppe pro Zeitpunkt der Median angezeigt ist. (B) Die Isotypen der kappa i.c.+ EdU+ ASC
der Milz wurden mittels Fluorochrom-gekoppelter Antikérper gegen IgA (blau) und IgG¢ (braun) untersucht und
eine dritte Gruppe, die kappa+ IgA- IgG1- ASC (griin) zusammenfasst. Die Darstellung zeigt die absoluten Zahlen
der einzelnen langlebigen ASC unabhangig ihrer Spezifitat als Median mit Range.
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4.3.6 Histologische Untersuchung der langlebigen ASC im Gewebeverband

Um die langlebigen Plasmazellen innerhalb des Gewebeverbands zu lokalisieren, wurden
Gewebeschnitte des Dinndarms sowie des Femurs 4 Monate nach der sekundaren oralen
Immunisierung angefertigt und gefarbt. Daflr wurden Fluoreszenz-markierte Antikorper
gegen die leichte kappa Kette sowie IgA, Fluorochrom-gekoppeltes OVA und die Fluores-
zenz-Markierung des EdU herangezogen.

Die Zellkerne der in Abb. 23 A dargestellten Zotten der Lamina propria 4 Monate nach der
oralen Immunisierung wurden mit Sytox (blau) markiert. Die Uberwiegende Mehrheit der
intestinalen IgA+ ASC (rot) war EdU-negativ, wobei vereinzelt EAU+ ASC (griin) detektiert
werden konnten (weilRe Pfeile). Zur besseren Ubersicht wurde hier ein Beispiel vergroRert
dargestellt (Abb. 23 B). Diese langlebigen Plasmazellen waren sowohl im Bereich der Kryp-
ten als auch innerhalb der Darmvilli lokalisiert und exprimierten ausnahmslos den Isotyp IgA.
DarUber hinaus konnten vereinzelt EdU+ Zellkerne detektiert werden, welche nicht der

Plasmazellpopulation angehdrten (kappa- IgA-), sie wurden nicht weiter identifiziert.

A Lamina propria B Ausschnitt von A
Sytox EdU

Abb. 23: Histologische Untersuchung der langlebigen Plasmazellen in der Lamina propria.

4 Monate nach der sekundaren Immunisierung wurden Gewebeschnitte des Dunndarms angefertigt und nach der
Immunfluoreszenzfarbung histologisch analysiert. (A) Die Darstellung zeigt Darmzotten, deren Zellkerne mit
Sytox (blau), IgA+ ASC (rot) sowie intranukledres EdU (griin) markiert wurden. Die weif3en Pfeile weisen auf zwei
langlebige EdU+ Plasmazellen, welche basal nahe der Darmwand bzw. innerhalb eines Villus lokalisiert sind.
Der Ausschnitt in dem weifsen Rahmen mit einer langlebigen Plasmazelle wird in (B) vergréRert dargestellt.
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Auch im Knochenmark konnten 4 Monate nach der oralen Immunisierung EAU+ ASC sowie
langlebige OVA-spezifische Plasmazellen histologisch detektiert werden (Abb. 24). Diese
waren Uberwiegend innerhalb des Parenchyms lokalisiert, selten in unmittelbarer Nahe von
Gefalden. Abb. 24 A zeigt einen Ausschnitt vom Knochenmarkgewebe, in welchem drei OVA-
spezifische ASC (rot) detektiert werden konnten (weiller Rahmen). In einer vergrofRerten
Darstellung ist ersichtlich, dass es sich bei diesen OVA-spezifischen ASC intranuklear z.T.
um EdU+ bzw. EdU- handelte (Abb. 24 B). Nachdem kirzlich gezeigt wurde, dass eosino-
phile Granulozyten im Knochenmark in unmittelbarer Nahe von Plasmazellen lokalisiert sind
und als APRIL- und IL-6-Produzenten ihr Uberleben im Knochenmark fordern (44), wurden
daher nach Fluorochrom-gekoppelter Antikérperfarbung die MBP-haltigen eosinophilen
Granulozyten markiert. Dieser Marker wird fur die Identifikation eosinophiler Granulozyten
durch Bindung an das basische Protein (MBP — major basic protein) eingesetzt (133).

Das Ergebnis der MBP-Markierung zeigt, dass im Knochenmark EdU+ Plasmazellen sowohl
in unmittelbarer Nahe als auch ohne Kontakt zu den eosinophilen Granulozyten detektiert
werden konnten (Abb. 24 C). Die Untersuchung einer Ko-Lokalisation der beiden Zelltypen
wurde im Knochenmark nicht weiter verfolgt. Die MBP+ eosinophilen Granulozyten wiesen

4 Monate nach der Immunisierung generell kein EAU-Signal auf.

A Knochenmark 4 Monate B AusschnittausA C

DAPI EdU OVA EdU

Cortex

Abb. 24: Histologische Detektion mukosal induzierter langlebiger Plasmazellen im Knochenmark.

4 Monate nach der sekundaren Immunisierung wurden Gewebeschnitte des Femurs nach der Immunfluoreszenz-
farbung analysiert. (A) Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt des Knochenmarkgewebes, wobei die Zellkerne
mittels DAPI blau dargestellt sind. Mit Hilfe von Fluorochrom-gekoppeltem OVA konnten innerhalb des Paren-
chyms 3 OVA-spezifische ASC (rot, im weillen Rahmen) detektiert werden, welche z.T. intranukledres EdU (griin)
enthielten. (B) Der Bereich innerhalb des weilen Rahmens mit den detektierten OVA-spezifischen ASC wurde
zur besseren Darstellung der EdU-Inkorporation vergroert. (C) Mittels Ko-Farbung durch einen Fluoreszenz-
markierten MBP-Antikérper konnten die MBP+ eosinophilen Granulozyten (rot) identifiziert werden. Die Knochen-
rinde und Sinusoide sind schematisch dargestellt.
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Es ist bekannt, dass auch die Lamina propria zahlreiche eosinophilen Granulozyten beher-
bergt. Ihre Funktion galt bisher der Abwehr von parasitaren Infektionen sowie der Beteiligung
an allergischen Geschehen. Aufgrund zahlreicher neuer Informationen werden sie nun als
multifunktionelle Leukozyten betrachtet, die sowohl im gesunden als auch im erkrankten
Organismus darUber hinaus wichtige modulatorische Funktionen im Rahmen der adaptiven
und angeborenen Immunitat sowie Gewebehomdostase ausuben (134, 135). Ob eosinophile
Granulozyten im Darm vermehrt mit langlebigen Plasmazellen ko-lokalisieren und womaoglich
auch im Darmgewebe einen Teil der Uberlebensnische darstellen, sollte in dem nachsten
Experiment untersucht werden. Dafir wurden die Gewebeschnitte des Dinndarms 4 Monate
nach der oralen Immunisierung mit dem Fluorochrom-gekoppelten MBP-Antikorper zur Mar-
kierung der eosinphilen Granulozyten gefarbt. Die Darstellung der Zellkerne erfolgte mit
Sytox, wobei weiterhin IgA, EdU und OVA farblich markiert wurden. Die Abb. 25 A zeigt
einen Ausschnitt des Darmgewebes, in welchem eine EdU+ langlebige OVA-spezifische
ASC 4 Monate nach der oralen Immunisierung detektiert werden konnte (Pfeilmarkierung).
Die MBP-Farbung zeigt weiterhin, dass sich diese langlebige ASC im Kontakt mit einem
eosinophilen Granulozyten befindet (Abb. 25 B). AnschlieRend erfolgte eine Auszahlung der

EdU+ und EdU- Plasmazellen sowie der eosinophilen Granulozyten in ihrer Umgebung.

A Lamina propria B

MBP EdU

Darmlumen

Darmwand Darmwand

50 um

Abb. 25: Histologische Detektion langlebiger Plasmazellen und der eosinophilen Granulozyten im Darm.

4 Monate nach der sekundaren Immunisierung wurden Gewebeschnitte des Dinndarms nach der Farbung histo-
logisch analysiert. (A) Basaler Bereich einer Darmzotte mit griin dargestellten Zellkernen (Sytox), IgA+ ASC
(blau) sowie einer mit einem Pfeil markierten OVA-spezifischen ASC (rot). (B) Bei dieser pfeilmarkierten OVA-
spezifischen Plasmazelle handelt es sich um eine EdU+ (griin) langlebige ASC. Die eosinophilen Granulozyten
(blau) wurden mit einem Fluorochrom-gekoppelten MBP-Antikdrper detektiert.
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Eine manuelle Auszahlung wurde mit Hilfe der ZEN-Software durchgefuhrt. Insgesamt
wurden ca. 1800 intestinale ASC bzgl. ihrer EdU-Inkorporation und dem Vorkommen von
mindestens einem MBP+ eosinophilen Granulozyten in einer Umgebung von maximal 5 ym
analysiert. Die Abb. 26 A zeigt die absolute Anzahl der EdU+ ASC (grin) sowie der
EdU-negativen ASC (blau), wobei weiterhin das Vorliegen (+) bzw. Fehlen (-) von eosino-
philen Granulozyten in der Umgebung getrennt dargestellt wurde. Dartber hinaus wurden
die Frequenzen der einzelnen Fraktionen innerhalb der gesamten Plasmazellpopulation
ermittelt (Abb. 26 B).

Die Resultate zeigen, dass die Mehrheit (70%) sowohl proliferierender als auch nicht-
proliferierender intestinaler Plasmazellen in einem Umkreis von 5 ym keine eosinophilen
Granulozyten aufwiesen. Demnach konnte kein Unterschied zwischen den langlebigen und
den kurzlebigen Plasmazellen in Hinblick auf das Vorkommen von eosinophilen Granu-
lozyten in unmittelbarer Umgebung festgestellt werden. Dies weist darauf hin, dass im Darm
vermutlich andere Zellen bzw. andere APRIL-produzierende Zellen das Prolifera-

tionsverhalten bzw. die Lebensspanne der Plasmazellen beeinflussen.
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Abb. 26: Die Mehrheit der Plasmazellen im Darm ko-lokalisiert nicht mit MBP+ eosinophilen Granulozyten.
4 Monate nach der zweimaligen oralen Immunisierung mit OVA und CT wurden Gewebeschnitte des Dinndarms
nach Immunfluoreszenzfarbung analysiert. Die intestinalen ASC wurden mittels IgA i.c.+ bzw. kappa i.c. identifi-
ziert und auf das Vorkommen von EdU im Zellkern beurteilt. Nicht-proliferative EdU+ ASC (griin) und proliferative
EdU- Plasmazellen (blau) wurden in einer Umgebung von 5 um auf das Vorkommen von MBP+ eosinophilen
Granulozyten analysiert und gezahlit. (A) Die Abbildung zeigt jeweils die Zahlen der EdU+ und EdU- ASC im
Zusammenhang der Detektion (+) oder Abwesenheit (-) von eosinophilen Granulozyten. (B) Die Haufigkeit der
einzelnen Fraktionen innerhalb der gesamten intestinalen Plasmazellpopulation wird in Kreisdiagrammen in %
angegeben. Die Auszahlung erfolgte manuell mit Hilfe der ZEN-Software, wobei mikroskopische Aufnahmen von
mindestens zwei unterschiedlichen Gewebeschnitten von 3 verschiedenen Individuen analysiert wurden.
Insgesamt wurden ca. 1800 intestinale Plasmazellen und ihre Umgebung von 5 um beurteilt.

68



Ergebnisse

APRIL fordet das Uberleben intestinaler Plasmazellen. Mesin et al. stellten fest, dass die
Uberlebensrate bzw. Funktionalitat isolierter humaner ASC durch Zugabe von APRIL positiv
beeinflusst wird (111). Desweiteren wurden APRIL-reiche Nischen in der Darmmukosa ent-
deckt, welche zum Uberleben der intestinalen ASC beitragen (136). Im Darm werden art-
spezifisch diverse Zellen als APRIL-Produzenten diskutiert z.B. dendritische Zellen, plasma-
zytoide dendritische Zellen, Epithelzellen sowie Makrophagen (88, 90, 137).

Dies fuhrte hier zur Fragestellung, ob insbesondere langlebige Plasmazellen in unmittelbarer
Nahe von APRIL-sezernierenden Zellen akkumulieren. Daflr wurde im Darmgewebe mit
Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern gegen CD256 (APRIL) das sezernierte APRIL detek-
tiert. Die langlebigen ASC wurden als EdU+ kappa i.c.+ ASC identifiziert. Das Ergebnis zeigt
in Abb. 27 A, dass sezerniertes APRIL im Darmepithel, in den Darmvilli und insbesondere im
Bereich der Zottenbasis nachgewiesen werden konnte. Die ldentitat der APRIL-produzieren-
den Zellen wurde in diesen Analysen nicht bestimmt. Die intestinalen eosinophilen Granulo-
zyten wiesen kein oder nur ein schwaches Signal fur APRIL auf. Die histologischen Unter-
suchungen ergaben keine genauen Hinweise, ob die EdU+ langlebigen ASC in unmittelbarer
Nahe von APRIL-produzierenden Zellen akkumulierten, da der ubiquitdre Nachweis von

APRIL im Darmgewebe eine eindeutige Bestimmung einer Ko-Lokalisation nicht zuliel3.

A Lamina propria 4 Monate B
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Abb. 27: Die Detektion von APRIL im intestinalen Gewebe mittels Inmunfluoreszenzfarbung.

4 Monate nach der sekundaren Immunisierung wurden Gewebeschnitte des Diinndarms nach Immunfluoreszenz-
farbung histologisch analysiert. (A) Die Darstellung zeigt mehrere Darmzotten mit kappa i.c.+ ASC (blau), EAU+
Zellkernen (gruin) sowie produziertes APRIL (rot) innerhalb des Darmgewebes. Insbesondere in den Epithelzellen
konnte APRIL detektiert werden, wobei APRIL auch innerhalb der Lamina propria nachgewiesen wurde.
(B) Im Vergleich mit der APRIL-Lokalisation in (A) wiesen die MBP+ eosinophilen Granulozyten (rot) kein oder nur
ein schwaches Signal fir APRIL auf.
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Es ist bekannt, dass nach einer oralen Immunisierung neben spezifischen Plasmazellen
auch Gedachtniszellen resultieren kdnnen, welche Uber einen langen Zeitraum innerhalb der
Lamina propria prasent sind (126). Diese sind hauptsachlich in den Peyer'schen Plaques
lokalisiert (138) sowie in den mesenterialen Lymphknoten und der Milz (139). In den bisher
durchgefihrten Immunfluoreszenzfarbungen des Darmgewebes wurden daher die
Peyer'schen Plaques auf das Vorkommen von langlebigen Zellen, welche nicht der Plasma-
zellpopulation angehdren, analysiert. Mittels Fluorochrom-gekoppelter Antikérper gegen
B220 und CD4 wurden der B-Zell-Bereich (rot) sowie die T-Zell-Areale (blau) definiert
(Abb. 28 A). Nach der farblichen Markierung von EdU wurden zahlreiche langlebige EdU+
(grin) Zellen insbesondere im Bereich des B-Zell-Follikels detektiert. Ein exemplarischer
Ausschnitt innerhalb des weillen Rahmens wurde zur besseren Darstellung vergrofiert
(Abb. 28 B). Daraus ist ersichtlich, dass diese EdU+ Zelle (groRRere Pfeilmarkierung) den
Oberflachenmarker B220 aufwies. Eine weitere EdU+ B220+ Zelle ist im Anschnitt sichtbar

(kleinere Pfeilmarkierung).

A Lamina propria Tag 72 B Ausschnitt von A

Darmwand ‘o0 ;m
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Abb. 28: Langlebige Zellen innerhalb der Peyer'schen Plaques 72 Tage nach der oralen Immunisierung.
72 Tage nach der sekundaren oralen Immunisierung wurden Gewebeschnitte des Dinndarms nach Immun-
fluoreszenzfarbung histologisch analysiert. (A) Dargestellt ist ein Peyer'scher Plaque, dessen B-Zellbereich
anhand B220 (rot) und die angrenzenden T-Zellareale mittels CD4 (blau) visualisiert wurden. Langlebigen Zellen
wurden durch intranukledres EdU (griin) identifiziert. Ein exemplarischer Ausschnitt innerhalb des weilen Rah-
mens wird in (B) vergrofRert dargestellt und zeigt, dass diese Zellen den Oberflichenmarker B220 aufwiesen.
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Aufgrund der B220+ Oberflachenmarkierung und dem Hinweis der Langlebigkeit handelt es
sich bei diesen vermutlich um B-Gedachtniszellen. Auch innerhalb des T-Zell-Areals waren
einige Zellen mit Potenzial zur Langlebigkeit nachweisbar. Zur Aufklarung des Ursprungs
dieser Zellen sowie ihrer Funktion im Rahmen der intestinalen Immunantwort missen weiter-
fuhrende Untersuchungen durchgefuhrt werden.

Zusammenfassend lasst sich daraus schlieBen, dass das intestinale Gewebe sowohl
Plasmazellen als auch anderen Zellen ein Mikromilieu bietet, in welchem diese Uber einen

langen Zeitraum hinweg Uberleben kénnen.
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5 Diskussion

Nach der Aktivierung des mukosalen Immunsystems im Darm werden in den Darm-
assoziierten Lymphgeweben sowie den mesenterialen Lymphknoten spezifische Plasma-
blasten induziert. Nach ihrer Migration in die Lamina propria und ihrer terminalen Differen-
zierung in Plasmazellen gewahrleisten sie durch die Sekretion spezifischer IgA-Antikorper
eine lokale Immunitat. Bisher war nicht bekannt, ob die Plasmazellen des Darms, dhnlich wie
die Plasmazellen des Knochenmarks nach einer systemischen Immunantwort, langlebig
werden kdnnen. Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, die Lebensspanne der mukosalen
Plasmazellen zu bestimmen.

Diverse mukosale Antigene induzieren dartber hinaus die Bildung von Antigen-spezifischen
Antikérpern, welche oft noch Uber ein Jahr lang im Serum detektiert werden kénnen (140).
Daher stand weiterhin die Analyse eines Beitrages der intestinal induzierten Plasmazellen
zum langlebigen Plasmazellkompartiment des Knochenmarks im Fokus der hier durchge-
fuhrten Untersuchungen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmalig, dass die Lamina
propria des DUnndarms langlebige Plasmazellen beherbergt. Weiterhin konnte nachgewie-
sen werden, dass auch die aus einer mukosalen Immunantwort resultierenden Plasmazellen
die Uberlebensnischen des Knochenmarks besetzen kénnen und so als langlebige Plasma-

zellen eine stabile humorale Immunitat bewirken.
5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Die orale Immunisierung induziert die Bildung spezifischer Plasmazellen
Die Induktion einer effektiven Immunantwort im Dinndarm bedingt eine orale Antigen-
Applikation (57). Entsprechend wurden flr diese Arbeit Antigen sowie Adjuvans nach Neutra-
lisierung der Magensaure mit einer Schlundsonde gastrointestinal appliziert (Kap. 3.7.2).
Die orale Immunisierung der Mause erfolgte 2-malig im Abstand von 21 Tagen, da bereits
zwei Immunisierungen im Abstand von mehr als 14 Tagen eine effektive sekundare Immun-
antwort induzieren (141).

Bisherige Studien zeigten auf, dass fur die Immunisierung von Nagern gréRere Antigen-
Mengen bzw. mehrmalige oder mehrtagige Verabreichungen eines Antigens notwendig sind
(142). Als Ursachen werden dafir die niedrige Absorption von Antigenen durch die Schleim-
haut sowie der Antigen-Abbau durch proteolytische Enzyme verantwortlich gemacht (143).
Um eine moglichst groRe OVA-spezifische Plasmazellpopulation zu induzieren, wurde mit
100 mg OVA als Antigen im Verhaltnis zu anderen Arbeiten eine deutlich gréRere Menge

eingesetzt. Allgemein verwendete Dosierungen von OVA mit CT als Adjuvans werden zur

72



Diskussion

Induktion einer intestinalen Immunantwort in einem sehr breiten Bereich zwischen
3x 1 mg OVA (144, 145), 6x 2,5 mg OVA (101) und 3x 5mg OVA (146) in unterschiedlichen
Intervallen eingesetzt. Weiterhin werden Dosierungen von 25 mg OVA mit CT (147) bzw. bis
zu 80 mg OVA zur Sekundarimmunisierung ohne CT verabreicht (148). Fur die Induktion
einer oralen Toleranz werden zwischen 20 mg und 100 mg OVA oral appliziert (149-152).
Bei der oralen Toleranz handelt es sich um eine spezifische Unterdrickung der zellularen
und/oder humoralen Immunantwort. Sie kann durch diverse oral verabreichte Antigene
induziert werden (153).

In dieser Arbeit wurde jedoch trotz der hohen Dosierung die Ausbildung einer Toleranz durch
die Verwendung von CT als Adjuvans verhindert, da CT die Mechanismen der oralen
Toleranz aulier Kraft setzt (154). Es ist bekannt, dass CT eine aullerordentlich potente
Wirkung als mukosales Immunogen sowie als Adjuvans fir diverse ko-verabreichte Antigene
besitzt (124, 125) (Kap.1.5). Dass in den hier durchgefihrten Immunisierungen erfolgreich
die orale Toleranz durch die zeitgleiche Verabreichung von CT verhindert wurde, ist anhand
der Bildung zahlreicher OVA-spezifischer Plasmazellen (Abb. 7 A) sowie den detektierten
OVA-spezifischen Antikdrpern im Serum (Abb. 11) ersichtlich. Dagegen konnte die alleinige
Applikation von OVA ohne CT keine OVA-spezifischen ASC induzieren (Abb. 7 B, Mitte),

was auf eine Toleranzausbildung hinweist.

5.1.2 Langlebige Plasmazellen konnen mit EdU effizient markiert werden

Um die Lebensspanne sowie das Proliferationsverhalten der intestinal induzierten ASC zu
bestimmen, erfolgte eine Markierung der Zellen mittels oral verabreichten EdU (Kap. 3.7.3).
Bei EAU handelt es sich wie bei dem bisher bekannten BrdU (Bromodeoxyuridin) um ein
Thymidinanalog, welches in die DNA proliferierender Zellen stabil eingebaut und daher fur
Untersuchungen zum Proliferationsverhalten von Zellen eingesetzt wird (155).

Nach einer langeren oralen Gabe von BrdU wurden jedoch spezies- und stammesabhangige
Beeintrachtigungen der BrdU-Markierungseffizienz beobachtet, deren Ursache unter ande-
rem auf eine veranderte Resorptionsfahigkeit der Enterozyten zurlckgefuhrt wird (156).
Daruber hinaus wurde bei C57BL/6-Mausen bereits nach zwei Wochen oraler Verabreichung
von BrdU eine erhdhte Mortalitat festgestellt (157). Aus diesen Grinden erfolgte in den
Experimenten fir diese Arbeit die Verwendung von EdU, wobei wahrend der Verabreichung
und auch in den nachfolgenden Wochen keine Krankheitsanzeichen ersichtlich waren.

Die Markierung mit EdU erfolgte zum Zeitpunkt der Sekundarimmunisierung (Tag 0) kontinu-
ierlich Gber 12 Tage durch genau dosierte Agaroseportionen (Kap. 3.7.3). Die Applikation
durch die kleinen Portionen mittels Agarose minimiert vergleichsweise zur Applikation mit
dem Trinkwasser die verwendete Menge des EdU. Die Aufnahme der Agaroseportionen mit

dem enthaltenen EdU wurde taglich kontrolliert.

73



Diskussion

Anhand der Effizienzanalyse der EdU-Inkorporation innerhalb der OVA-spezifischen ASC
(Abb. 15 B) zeigte sich, dass mehr als 90% der intestinal induzierten Plasmazellen mit EdU
markiert werden konnten. Dieses Resultat sowie die Beobachtung, dass die Bildungsrate
spezifischer ASC in der intestinalen Immunantwort bzw. ihre Migration in die Lamina propria
zwischen 3 und 7 Tagen nach der sekundaren oralen Antigen-Applikation am hdchsten ist
(141, 142, 158), weisen darauf hin, dass eine 12-tdgige Markierungsphase ausreichend ist.
Eine weitere Bestatigung besteht darin, dass das hier ermittelte Markierungsprofil der OVA-
spezifischen ASC des Knochenmarks vergleichbar ist mit I1angeren Markierungsphasen (14).
Mit einer langeren EdU-Verabreichung kénnen auch nach Tag 12 proliferierende spezifische
Zellen markiert werden. Untersuchungen nach systemischer Immunisierung zeigten jedoch,
dass innerhalb von 2 Monaten nach der Immunisierung nur wenige weitere Antigen-
spezifische Plasmazellen (weniger als 20%) generiert wurden (14), welche fur die Ziel-
setzung dieser Arbeit nicht relevant waren.

Ein kleiner Anteil (<10%) der OVA-spezifischen ASC inkorporierte kein EAU (Abb. 15 B).
Da die Analyse direkt im Anschluss an die EdU-Verabreichung durchgeflihrt wurde, kann
man davon ausgehen, dass diese Zellen aus der primdren Immunantwort stammen. Bei
systemischen Immunisierungen unter Verwendung von Thymidinanaloga mit der sekundaren
Antigen-Applikation wurde vergleichbar ein Anteil von 5-15 % nicht-markierter spezifischer
Plasmazellen beobachtet, welche als nicht-proliferierende Plasmazellen resultierend aus der
primaren Immunantwort vermutet wurden (14).

Die EdU-Markierung ermdglichte eine Unterscheidung von kurzlebigen und langlebigen ASC:
Wahrend einer ersten Zellteilung in Abwesenheit von EdU wird in dem neu-synthetisierten
DNA-Strang korpereigenes Thymidin eingebaut, wodurch sich der Anteil an EdU pro Zelle
verringert. Nach einer zweiten Zellteilung ist kein EAU mehr in der Zelle detektierbar.
EdU-negative ASC stellten eine Mischpopulation aus proliferierenden, kurzlebigen bzw. neu-
gebildeten Zellen dar, inklusive einigen langlebigen nicht-markierten ASC, die bereits vor der
sekundaren Immunisierung existierten. Der Fokus dieser Arbeit lag jedoch in der Analyse der
EdU+ Plasmazellen. Diese entstanden wahrend der Markierungsphase und behielten
aufgrund fehlender Teilungsaktivitadt Uber die nachfolgenden Monate das EdU im Zellkern
eingebaut. Mittels EdU konnten so langlebige Plasmazellen identifiziert werden.

Fir die prazise Bestimmung eines EdU-Signals dienten Zellen von Kontroll-Tieren, welchen
kein EdU verabreicht wurde. Da sich Helligkeitsunterschiede aufgrund unterschiedlicher
EdU-Menge im Zellkern proliferierender Zellen in den durchgefiuhrten Analysen nur unregel-
maRig zeigten, wurden unabhangig von der EdU-Menge alle EdU-haltigen ASC als EdU+
zusammengefasst. Dieses Verfahren ermoglichte eine sichere ldentifizierung langlebiger
Plasmazellen, welche in den ersten 12 Tagen nach sekundarer Immunisierung entstanden

sind und sich anschlie®end wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes folglich
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maximal ein Mal teilten. Die Analyse von EdU erfolgte durchflusszytometrisch, wobei histo-

logisch die intranukledre Lokalisation von EdU verifiziert wurde (Abb. 14 B).

5.1.3 Mukosale ASC konnen eindeutig identifiziert werden

Die Isolation der Lymphozyten aus dem Dinndarm erfolgte im Gegensatz zu den sekun-
daren Lymphorganen durch einen enzymatischen Verdau (Kap. 3.8.2). Zahlreiche Schritte
dieser Methode (z.B. Dichtezentrifugation) sowie diverse Komponenten (Mukus, Debris und
Epithelzellen) kdnnen die Zahl der isolierten Lymphozyten beeintrachtigen (130).

In der vorliegenden Arbeit wurde auf die Dichtezentrifugation verzichtet. Die gewonnene
Zellsuspension enthielt daher eine grof3e Zahl verschiedener Zelltypen inklusive Fettzellen
und Epithelzellen. Dadurch musste ein eindeutiges Detektionsschema der Plasmazellen
etabliert werden (Abb. 3). Die ldentifikation der ASC erfolgte mit einem Fluorochrom-
gekoppelten Antikdrper, welcher an die leichte kappa-Kette der intrazellular akkumulierten
Immunglobuline von Plasmablasten und Plasmazellen bindet (Kap. 3.9.3). In der Maus
weisen Uber 95% der B-Zellen diese leichte Kette auf.

Eine Unterscheidung von Plasmablasten und Plasmazellen mit Hilfe des membranstandigen
Molekiils CD138 ist nach der enzymatischen lIsolation beeintrachtigt (159). Eine weitere
Unterscheidung des Differenzierungsstatus ist méglich anhand der Expression des Plasma-
zellspezifischen Transkriptionsfaktors Blimp-1 (B lymphocyte-induced maturation protein 1).
Blimp-1 wird von allen Plasmazellen wahrend der terminalen Differenzierung hochreguliert
(160). Die Verwendung von Reportermdausen, welche ein fluoreszentes Protein unter der
Kontrolle des Blimp-1-Promotors exprimieren, ermdglicht eine Bestimmung der Plasmazellen
in den verschiedenen Organen anhand ihrer Fluoreszenz (161). Diese Reportermause
eignen sich jedoch nicht zur Untersuchung der intestinalen Plasmazellen ohne eine Dichte-
zentrifugation. Zum einen ist bekannt, dass Epithelzellen eine starke Autofluoreszenz
aufweisen (130), was die eindeutige Bestimmung der intestinalen fluoreszenten Plasma-
zellen erschwert. Zum anderen beherbergt das Darmgewebe eine Vielzahl von regulatori-
schen T-Zellen sowie Effektor- und Gedachtniszellen sowohl der CD4+ und CD8+ T-Zellen.
Diese T-Zellen kénnen ebenfalls einen hohen Level an Blimp-1 exprimieren (162, 163).
Weitere Marker sind bei der Maus nicht bekannt.

Die Detektion der kappa i.c.+ Zellen umfasst demzufolge Plasmablasten und Plasmazellen,
die in der vorliegenden Arbeit zusammenfassend als Antikrper-sezernierende Zellen (ASC)
bezeichnet wurden.

Die in Kap. 4.1.2 beschriebene Strategie ermoglichte eine eindeutige Identifikation der muko-
salen Plasmazellen nach Ausschluss der toten Zellen und Dubletten. Das enzymatische

Isolationsverfahren fiihrte dazu, dass nur 40—-60 % der Zellen lebend isoliert werden konnten,
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was jedoch mit anderen Protokollen vergleichbar ist (130). Die toten Zellen wurden markiert
und von der Analyse ausgeschlossen.
int

Anschlielfend konnten die mukosalen kappa i.c.+ ASC prazise von einer kappa"™ Population

abgegrenzt werden. Diese kappa™ Population wurde von groRen Zellen gebildet (Abb. 3 V.),
welche aufgrund der fehlenden Expression von CD45.2 (Abb. 3 VII.) nicht den Lymphozyten
zugehdrig waren. Dabei handelte es sich vermutlich um Epithelzellen. Dies befindet sich im
Einklang mit bisherigen Beobachtungen, dass sich im Vergleich zu Plasmazellen und
T-Zellen in der Lamina propria nur wenige B-Zellen befinden (74, 94).

Diese zweifelsfrei identifizierten Plasmazellen konnten nun auf ihre EdU-Inkorporation sowie
Spezifitat und Isotyp ihrer Immunglobuline weiter charakterisiert werden (Schema in Abb. 6).
Innerhalb der Plasmazellen war die Frequenz der OVA-spezifischen Plasmazellen sehr
gering (weniger als 1% nach Tag 35), daher wurden zur eindeutigen Abgrenzung einer
Hintergrundfarbung umfangreiche Kontrollen durchgefiihrt (Abb. 7).

Durch Anfarben der Gewebeschnitte (Kap. 3.10.5) mit Fluorochrom-gekoppelten Reagenzien
konnten die induzierten Plasmazellen mikroskopisch verifiziert und genau lokalisiert werden.
Dabei wurden Gewebeschnitte von nicht-immunisierten Kontrolltieren bzw. von Tieren,
welchen kein EdU verabreicht wurde, regelmaflig mitgefarbt. Das Ziel dieser Untersuchun-
gen war die Lokalisierung der langlebigen Plasmazellen in der Lamina propria und die Detek-
tion von Uberlebensfaktoren z.B. APRIL, wie sie im Knochenmark bereits bekannt sind.

Ein Grofteil der bis heute gewonnenen Informationen von oral induzierten ASC des Darm-
gewebes basiert auf der Durchfliihrung des ELISpot bzw. indirekt durch ELISA nach intesti-
naler Lavage (16, 111, 145, 164) . Der in dieser Arbeit gelegte Fokus der Untersuchung der
Lebensspanne anhand der EdU-Inkorporation machte eine durchflusszytometrische Analyse
der CT-spezifischen ASC notwendig. Diese ergab jedoch aufgrund der unspezifischen
CT-Bindung durch GM1-exprimierende Korperzellen keine eindeutigen Resultate (Kap.1.5).
Fir einen rein quantitativen Vergleich der Plasmazellpopulationen beider Spezifitaten erfolg-

te daher die Bestimmung der Anzahl der OVA- sowie CT-spezifischen ASC mittels ELISpot.
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5.2 Diskussion der in den Experimenten erzielten Ergebnisse

5.2.1 Das Knochenmark beherbergt das groRere Lymphozytenreservoir

im Vergleich mit der Lamina propria des Diinndarms
Zur Bestimmung des Plasmazellkompartiments innerhalb der gesamten Lymphozyten-
population wurden die absoluten Zahlen der CD45.2+ Lymphozyten sowie der Plasmazellen
unabhangig ihrer Spezifitat von naiven und oral immunisierten Tieren ermittelt. Fur die
Berechnung der Zellzahlen im Knochenmark wurde dabei ein Faktor aus der Literatur
verwendet, welcher einbezieht, dass ein Femur sowie zwei Tibiae 12,8% der gesamten
murinen Knochenmarkszellen enthalten (165, 166).
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass das Knochenmark deutlich mehr
(im Durchschnitt 50-fach mehr) Lymphozyten beherbergte als die Lamina propria des DUnn-
darms (Abb. 4 A, B). Obwohl nur wenige Studien die Verteilung und Gesamtzahl der
Lymphozyten innerhalb eines Organismus ermittelten, stimmen die Resultate in einem
Vergleich zwischen Knochenmark und Darm im Wesentlichen Uberein (167, 168). Insbeson-
dere bei Betrachtung der unterschiedlichen Funktionen beider Organe, ist diese Beobach-
tung nicht unerwartet. Das Knochenmark ist hauptsachlich fir die Bildung neuer Blutzellen
verantwortlich sowie fur die Aufrechterhaltung eines stabilen Serumtiters (41). Die Frequenz
der Antikdrper-sezernierenden Zellen liegt im Knochenmark bekanntermaflen bei nur
0,1-1 % (169). Die Lymphozyten der Lamina propria bestehen dagegen zu einem Drittel aus
Plasmazellen, welche dem Organismus durch ihre enorme Produktion von IgA-Antikérpern
Schutz gegen mukosale Pathogene sowie Kommensalen gewahrleisten (84).
Fur einen Vergleich der beiden Lymphozytenkompartimente muss allerdings berucksichtigt
werden, dass der Prozess der Gewebeverdauung zur Isolation mit Enzymen mit einer relativ
hohen Sterberate der intestinalen Lymphozyten einhergeht und tote Zellen nach Markierung
mit einem Lebend-Tot-Farbstoff von der Zahlung ausgeschlossen wurden. Wahrend in der
Lamina propria nur zwischen 40-60 % der Zellen lebend isoliert werden konnten, war die
Frequenz der toten Zellen im Knochen mit <4% vergleichsweise gering. Studien zeigten
darlber hinaus, dass ein Groliteil der intestinalen Lymphozyten in den Peyer'schen Plaques
und im Epithel lokalisiert sind (130, 168), welche jedoch wahrend der Aufbereitung der
Lamina propria fur die Untersuchungen dieser Arbeit entfernt wurden.
Publizierte Zahlen der isolierten Lymphozyten aus dem Darmgewebe der Maus zeigen gene-
rell eine groRe Varianz zwischen 10° und 10® Lymphozyten (130, 131), wobei sich die hier
ermittelten Lymphozytenzahlen der Lamina propria (Abb. 4 A) in diesem Bereich befinden.
Die Anwendung unterschiedlicher Isolationsmethoden und verschiedener Mausstamme

kénnen dabei einen betrachtlichen Einfluss auf die Resultate austben (130, 131).
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Zusatzlich ist bekannt, dass die postnatale Kolonisierung des Darms durch die Kommen-
salen die Entwicklung des humoralen und zelluldaren Darmimmunsystems stimuliert
(170-173), wobei insbesondere die Zahl der intestinalen Zellen sowie ihr Aktivierungsstatus
durch die Mikroben beeinflusst wird (171). Desweiteren wurde beobachtet, dass es dabei
zwischen den verschiedenen Bakterienstammen erhebliche Unterschiede in der Stimulation
gibt (173—-175). Daher kdnnen die isolierten Lymphozytenzahlen der verschiedenen Arbeits-
gruppen unter Berlicksichtigung der veranderten SPF-Bedingungen mit der Zeit (88) nur

bedingt miteinander verglichen werden.

5.2.2 Die Plasmazellkompartimente der Lamina propria und des Knochen-
marks unterscheiden sich deutlich in ihrer Isotyp-Zusammensetzung
Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes nach der oralen Immunisierung sowie im
naiven Zustand war die Zahl der Plasmazellen der Lamina propria konstant, wohingegen sie
im Knochenmark kontinuierlich zunahm (Abb. 4 C, D). Bei dieser Betrachtung muss neben
der durchgeflihrten oralen Immunisierung, der Einfluss des zunehmenden Alters der Maus
mit einbezogen werden.
Der murine Darm enthalt postnatal bis zum Absatzalter (ca. 3 Wochen) nur wenige ASC,
danach nimmt ihre Zahl mit der bakteriellen Besiedlung bis zur 6. Lebenswoche zunachst
rapide zu und steigt geringfligig bis zum 1. Lebensjahr weiter an (176, 177). Obwohl in den
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit Mause in einem Alter zwischen 7 und 13 Wochen
verwendet wurden, bei denen das intestinale Plasmazellkompartiment bereits voll entwickelt
war, konnte keine Akkumulation der intestinalen ASC Uber die Zeit festgestellt werden.
In den vorliegenden Ergebnissen bewirkien weder das zunehmende Alter noch die orale
Immunisierung eine Veranderung der Plasmazellzahl im Darm. Dass eine orale Antigen-
Applikation quantitativ keinen Einfluss auf das gesamte Plasmazellkompartiment des Darms
ausubt, wurde auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet (125).
Die in dieser Arbeit detektierten intestinalen ASC exprimierten zu Gber 99% IgA (Abb. 5 B),
was in der Literatur bestatigt wird (104) und im Einklang mit der funktionellen Bedeutung der
IgA-Antikérper in der Mukosa sowie dem intestinalen Vorkommen des plg-Rezeptors fir
polymere Immunglobuline wie IgA ist. Plasmazellen anderer Isotypen, meist IgM, kommen im
gesunden Darm kaum vor. Ein Anstieg von IgG+ ASC wird bei pathologischen Verande-
rungen, wie z.B. Entziindungsprozessen oder Lasionen beobachtet (178, 179). Ein Anstieg
IgE+ ASC wird Uberwiegend bei parasitaren Infektionen sowie Lebensmittelallergien
beobachtet (179, 180). Auch in dieser Arbeit wurden nur wenige ASC anderer Isotypen
detektiert (Abb. 5 D). Die orale Immunisierung flhrte zu einer Akkumulation spezifischer

IgG4+ ASC im Darmgewebe, die jedoch nicht dauerhaft persistierten (Abb. 9).
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Auch im Knochenmark entsteht insbesondere innerhalb der ersten 6 Lebenswochen ein
Reservoir an Plasmazellen, welches mit zunehmendem Alter weiter aufgebaut wird (176,
181, 182). Dies unterstitzt die hier gemachte Beobachtung, dass Plasmazellen im
Knochenmark Uber 9 Monate akkumulierten. Dennoch ist die Zahl der Plasmazellnischen
limitiert, denn obwohl eine Vielzahl von spezifischen Plasmablasten z.B. nach einer sekun-
daren systemischen Immunisierung in das Knochenmark migriert, persistiert nur ein geringer
Anteil (~10-20 %) in einer Uberlebensnische tber einen langen Zeitraum (53).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Zahl der persistierenden OVA-spezifischen
ASC im Knochenmark relativ konstant blieb (Abb. 8 B). Dadurch, dass die Mehrheit dieser
spezifischen ASC im Knochenmark das eingebaute EdU beibehielt (Abb. 20 B), kann eine
Aufrechterhaltung dieser persistierenden Population durch standige Neubildung von spezi-
fischen Plasmazellen, z.B. durch eine persistierende Immunreaktion, ausgeschlossen
werden. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die kontinuierliche Akkumulation der
Gesamtzahl der Plasmazellen im Knochenmark héchstwahrscheinlich nicht im Zusammen-
hang mit der oralen Immunisierung steht, sondern auf das zunehmende Alter der Tiere
zurtckzufihren ist.

Die ermittelte Isotypenverteilung der Plasmazellen steht im Einklang mit bisherigen Daten.
Bei Mausen, welche unter SPF-Bedingungen gehalten werden, bilden die IgA+ ASC einen
betrachtlichen Anteil innerhalb des gesamten Plasmazellkompartiments des Knochenmarks,
wobei mit zunehmenden Alter Plasmazellen anderer Immunglobulinklassen im
Knochenmark akkumulieren (183).

In einem Vergleich der Plasmazellkompartimente der beiden Organe untereinander fallt auf,
dass die Lamina propria bis zu 12 Tagen nach der oralen Immunisierung mehr Plasmazellen
beherbergte (Abb. 4 C, D). Durch die kontinuierliche Akkumulation der Plasmazellen im
Knochenmark konnte jedoch nach 9 Monaten nahezu die doppelte Anzahl an Plasmazellen
detektiert werden als in der Lamina propria. Dagegen steht die Annahme, dass die Lamina
propria Uber 80% der gesamten ASC des Korpers beherbergt (104). Daten Uber das
Plasmazellkompartiment des Dinndarms im Zusammenhang mit dem zunehmenden Alter
existieren bisher nur von C3H/HE-Mausen (176), wobei bekannt ist, dass zwischen den
verschiedenen Mausstdmmen groRe Unterschiede bestehen koénnen (130) und auch
zwischen den verschiedenen Arbeitsgruppen die Zahlen variieren. Desweiteren ist zu
berlcksichtigen, dass in der vorliegenden Arbeit die Zahl der Plasmazellen nur des Dunn-
darms einbezieht, wahrend die Plasmazellen des Dickdarms nicht bertcksichtigt wurden.
Weiterhin missen bei einem Vergleich der Plasmazellkompartimente auch die Isolations-
methoden der Darmzellen und insbesondere die Ausbeute der lebenden, sehr empfindlichen
Plasmazellen mit in Betracht gezogen werden, so dass die tatsachliche Zahl der Plasma-

zellen in der Lamina propria moglicherweise etwas hoher ist als angegeben. Die Bestim-
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mung der genauen Zahlen der Lymphozyten inklusive den ASC des Darms sind kein
unbekanntes Problem (184). In dieser Arbeit wurde jedoch der Fokus auf eine qualitative

Analyse im Hinblick auf die Lebenszeit der isolierten intestinalen Zellen gesetzt.

5.2.3 Oral induzierte Plasmazellen persistieren in verschiedenen Organen

bis zu 9 Monaten nach ihrer Entstehung
In der Lamina propria, im Knochenmark und in der Milz konnten OVA-spezifische ASC bis zu
9 Monaten nach oraler Immunisierung nachgewiesen werden (Abb. 8 A, B und Abb. 13 A).
In den Peyer’schen Plaques und den mesenterialen Lymphknoten waren dagegen bereits
12 Tage nach Antigen-Kontakt nur sehr wenige Zellen nachweisbar (Abb. 12). Das
Vorkommen von OVA-bindenden Zellen im Knochenmark nicht-immunisierter Tieren
entsprach weniger als einer Zelle pro 0,5 x 10° Lymphozyten und bestétigt die Resultate
anderer Arbeitsgruppen (12).
Eine Migration der intestinal induzierten IgA+ ASC aus dem GALT und der Milz in die Lamina
propria des DUinndarms wird hauptsachlich durch CCL25 gesteuert (38, 185, 186) welches
von den Epithelzellen der Darmkrypten (39) sowie den Endothelzellen des Darms (100)
produziert wird und mit dem entsprechenden Chemokin-Rezeptor CCR9 auf der Oberflache
der Plasmablasten interagiert. Intestinal induzierte IgA+ ASC kdnnen anhand ihrer Rezeptor-
ausstattung dariber hinaus in das Knochenmark migrieren. Sie exprimieren CCR10 bzw.
CXCR4 und migrieren folglich gegen CCL28 bzw. CXCL12 (38, 40). Es wurde gezeigt, dass
stromale Zellen des humanen Knochenmarks neben CXCL12 auch CCL28 produzieren
(187), wodurch die IgA+ Plasmablasten chemotaktisch angelockt werden kdnnen. Diese
Interaktion stellt eine mdgliche Verbindung von systemischer und mukosaler Immunitat dar
(31, 188). Neben CXCR4 sind die Integrine o437/ o431 fur die Migration der zirkulierenden
Plasmazellen in das Knochenmark von Bedeutung. IgA+ ASC zeigen eine hohe Expression
von a437, wobei nicht genau bekannt ist, ob sie auch a431 exprimieren (189). a437-Integrin
interagiert ebenfalls mit VCAM-1 (190). Eine weitere Studie vermutet, dass auch a437 ein
wichtiger Faktor fur die Migration der ASC ins Knochenmark darstellen kénnte (191).
Persistierende Antigen-spezifische ASC wurden bereits nach einer oralen Immunisierung mit
CT (192) bzw. mit den intestinal-pathogenen Rotaviren (RV) (193) beobachtet und konnten
Uber ein Jahr in der Lamina propria detektiert werden. Youngman et al. untersuchten nach
einer RV-Infektion der Maus diverse Organe auf das Vorkommen oral induzierter ASC und
konnten bis zu 9 Monate nach Immunisierung RV-spezifische ASC hauptsachlich in den
Peyer'schen Plaques und der Lamina propria sowie in geringerer Zahl in Knochenmark und
Milz nachweisen (138). Weitere Studien detektierten nach der oralen Immunisierung spezi-

fische Plasmazellen in unterschiedlichem Ausmall im Knochenmark (194-196).
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Diese Studien wurden jedoch nicht Uber einen langeren Zeitraum fortgesetzt bzw. zogen
keinen quantitativen Vergleich zwischen Lamina propria und Knochenmark. Insgesamt sind
keine vergleichbaren Langzeitstudien mit Untersuchungen dieser Organe nach der oralen
Immunisierung vorhanden, wobei die Ergebnisse in der Literatur beziglich der Detektion von
oral induzierten Plasmazellen divergieren (138, 193, 196).

Die in dieser Arbeit ermittelten Resultate zeigen, dass in der Lamina propria (Abb. 8 A) sowie
in der Milz (Abb. 13 A) die Anzahl der OVA-spezifischen ASC zunachst anstieg und
anschlielend kontinuierlich Uber die folgenden Monate abnahm. Dabei wurde in dieser
Arbeit eine Akkumulation von OVA-spezifischen Plasmazellen zwischen Tag 12 und Tag 36
beobachtet, wohingegen in anderen Studien die Zahl der spezifischen ASC bereits nach
einer Woche zuriickging (142, 195).

Eine mogliche Erklarung fir die hier beobachtete verlangerte Zunahme der OVA-
spezifischen ASC im Gewebe ist, dass die Immunreaktion aufgrund der hohen OVA-Dosis
und/oder Rickstanden von OVA eventuell verlangert stattfand. Antigene kénnen in Form von
Antigen-Antikérperkomplexen auf der Oberflache von follikularen dendritischen Zellen tber
l&ngere Zeit in den Follikeln von Milz und Lymphknoten persistieren (20, 197). Auch ist eine
verlangerte Migrationsphase der bereits gebildeten ASC durch das Blut denkbar, deren
spatere Ankunft im Darm zu einer weiteren Zunahme der Zellzahl fuhrte. Dies ist mdglich, da
auch die Zahl der EdU-haltigen OVA-spezifischen ASC anstieg (Abb. 20 C), folglich jener
Plasmazellen, die bereits wahrend der Markierungsphase entstanden sind. Eine weitere
Moglichkeit der langeren Zunahme der OVA-spezifischen ASC ist eine lokale Proliferation
der in die Lamina propria migrierenden ASC nach ihrer Ankunft, da ein EAU+ Signal sowohl
diejenigen Zellen erfasst, die sich nicht sowie ein Mal geteilt haben. Dies steht im Einklang
mit der Tatsache, dass die Migration spezifischer ASC sowohl nach systemischer als auch
oraler Immunisierung lediglich in einem sehr engen Zeitfenster nach Antigen-Kontakt statt-
findet (36, 195, 198). Ein weiterer Hinweis auf diese Vermutung ist die Beobachtung, dass
die spezifischen Plasmazellen im Knochenmark nach Tag 12 nicht akkumulierten (Abb. 8 B).
Mittels durchflusszytometrischer Untersuchungen des Blutes kénnte das Vorkommen migrie-
render OVA-spezifischer ASC festgestellt werden. Auf die in dieser Arbeit ermittelten Ergeb-
nisse hat dies jedoch keinen Einfluss.

Die Untersuchungen der induzierten ASC zeigen weiterhin, dass die nachfolgende Abnahme
der OVA-spezifischen ASC in den verschiedenen Organen unterschiedlich stark ausgepragt
war. Wahrend die Zahl der OVA-spezifischen ASC in der Lamina propria und der Milz deut-
lich zurtckging, blieb die Population intestinal induzierter Plasmazellen im Knochenmark
wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums relativ stabil.

In dieser Arbeit konnten zwischen 3 und 9 Monaten nach der oralen Immunisierung in der

Lamina propria 1,1 bis 4 x 10° spezifische Plasmazellen detektiert werden. Die ermittelten
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Anzahlen persistierender oral induzierter Plasmazellen in der Lamina propria (bzw. ihre
Kalkulation pro 10®ASC) zeigen in verschiedenen Studien ein relativ groRes Spektrum
(138, 192, 193). Die Zahlen der vorliegenden Arbeit ordnen sich in das Spektrum der
verschieden Studien ein.

Neben OVA-spezifischen ASC waren in der Lamina propria auch persistierende CT-
spezifische ASC nachweisbar (Abb. 10 A). Ahnlich wie bei anderen Studien wurde eine
héhere Zahl der CT-spezifischen ASC detektiert als jene fir das ko-applizierte Antigen spezi-
fische ASC (126, 199). Die Resultate der vorliegenden Arbeit zeigen einen Rickgang der
induzierten OVA-spezifischen Plasmazellen in der Lamina propria Uber die folgenden Mona-
te nach der oralen Immunisierung. Dieser Rickgang der Zahl OVA-spezifischer Plasma-
zellen in der Lamina propia konnte eine Erklarung flir die haufig beobachtete zeitliche
Begrenzung der lokale Immunitat in der Lamina propria sein (99, 200).

Der Rickgang der intestinalen OVA-spezifischen Plasmazellen ist vermutlich auf eine
Verdrangung dieser Zellen durch neu-generierte Plasmablasten aktuellerer Spezifitaten
zurlickzufihren. Plasmazellen, welche aus den Uberlebensnischen verdrangt werden,
sterben anschliel3end durch Apoptose (36, 42, 46).

Die in dieser Arbeit ermittelten Resultate des Knochenmarks zeigen dagegen, dass
ca. 2 x 10* OVA-spezifische ASC bis zu 9 Monaten konstant detektiert werden konnten
(Abb. 8 B). Ebenso konnte eine Studie bis zu 9 Monate nach oraler RV-Infektion von Mausen
RV-spezifische ASC im Knochenmark nachweisen (138). Auch nach einer LCMV-Infektion
(lymphocytic choriomeningitis virus) konnten spezifische Plasmazellen im Knochenmark detek-
tiert werden. Dabei konnten Slifka et al. 2,6 x 10* (Tag 145 Balb/c) bzw. 2,3 x 10* (Tag 103
C57B/L6) LCMV-spezifische ASC im Knochenmark mittels ELISpot detektieren. Ca. ein Jahr
nach der Infektion waren noch 1,2 x 10* LCMV-spezifische ASC im Knochenmark nachweis-
bar (16), was mit den ermittelten Daten dieser Arbeit korrespondiert. Nach einer systemi-
schen OVA-Immunisierung waren Uber drei Monate nach der sekundaren OVA-Applikation
ca. 7,5 x 10* OVA-spezifische Plasmazellen im Knochenmark vorhanden, wobei die Unter-
suchungen Uber die darauffolgenden Monate nicht fortgesetzt wurden (14). Damit kdnnen im
Knochenmark nach einer systemischen Immunisierung mit OVA ca. dreifach mehr OVA-
spezifische Plasmazellen detektiert werden als nach einer oralen Immunisierung.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen weiterhin, dass nach der oralen Immuni-
sierung das Knochenmark im Vergleich zur Lamina prorpia die deutliche Mehrheit sowohl der
OVA-spezifischen ASC (Abb. 8 B) als auch der CT-spezifischen ASC (Abb. 10 B) enthielt.
Auch nach systemischen Immunreaktionen wurde das Knochenmark als der Hauptort identi-
fiziert, an dem Plasmazellen akkumulieren und in speziellen Uberlebensnischen durch ihre
enorme Produktion von Immunglobulinen einen stabilen protektiven Serumtiter Uber lange

Zeit aufrecht erhalten kdénnen (16-18, 41, 201). Jedoch verfigen auch diverse mukosale
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Immunisierungen uber das Potenzial langanhaltende schitzende Antikdrper im Serum zu
induzieren (19, 41, 56, 117). Es ist nicht bekannt, ob die im Blutserum detektierten Antikorper
nach einer oralen Immunisierung ebenfalls von den Plasmazellen des Knochenmarks resul-
tieren. Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse zeigen, dass sich die Mehrheit der OVA-
spezifischen Plasmazellen im Knochenmark befindet und vermutlich die Quelle der im Serum
detektierten Antikorper darstellt. Ferner geben diese Resultate einen Hinweis darauf, dass
eine langanhaltende humorale Immunitat nach einer oralen Immunisierung ahnlich wie nach

systemischen Immunisierungen durch langlebige Plasmazellen des Knochenmarks besteht.

5.2.4 OVA-spezifische ASC exprimieren im Darm uberwiegend IgA, wahrend
im Knochenmark IgA+ und IgG1+ ASC die Mehrheit bilden
Es ist bekannt, dass eine orale Applikation von OVA mit CT als Adjuvans die Bildung spezi-
fischer Plasmazellen induziert, welche hauptsachlich die Immunglobulinklassen IgG, und IgA
exprimieren. Auch die Isotypen IgE bzw. IgM kdnnen detektiert werden, jedoch in deutlich
geringerer Zahl (129, 146, 147). Daher wurden in dieser Arbeit die Analysen der induzierten
Plasmazellen ausschlieBlich auf die Isotypen IgA und IgG, fokussiert.
In der Lamina propria exprimierten nahezu alle der OVA-spezifischen ASC den Isotyp IgA
(Abb. 9 A). In den ersten Wochen konnten auch einige IgG4+ ASC sowie ASC weiterer nicht-
untersuchter Isotypen detektiert werden, welche jedoch nicht persistierten. Auch persis-
tierende CT-spezifische ASC exprimierten ausnahmslos IgA (Abb. 10 A). Dies befindet sich
im Einklang mit bisherigen Beobachtungen, welchen zufolge die Immunglobulinklasse A in
der Lamina propria deutlich dominiert (104), wohingegen IgG+ ASC vornehmlich bei Entzin-
dungen des Darmgewebes eine Rolle spielen (178, 179). In dieser Arbeit wurden IgA- und
IgG4-negative ASC nicht weiter spezifiziert, wobei andere Studien unter anderem transiente
IgM+ ASC identifizierten (176, 199). Es ist bekannt, dass IgA+ Plasmablasten chemotaktisch
von CCL25 angelockt in das Dinndarmgewebe migrieren, wohingegen IgM+ und 1gG+ ASC
kaum auf CCL25 reagieren (185). Dies erklart, warum nur wenige Plasmazellen eines ande-
ren Isotyps als IgA im Dunndarmgewebe detektiert werden konnten.
Im Gegensatz zum Darm exprimierte die Mehrheit der OVA-spezifischen ASC des
Knochenmarks IgA bzw. IgG, (Abb. 9 B). Studien bestatigen das Vorkommen von spezi-
fischen Antikdrpern dieser Isotypen im Serum nach oraler Immunisierung mit OVA und CT
(146). Auch nach einer intestinalen Rotavirusinfektion konnten mittels ELISpot spezifische
ASC dieser Isotypen im Knochenmark nachgewiesen werden (138). Bei systemischen
Immunisierungen werden dagegen nahezu ausschliel3lich 1IgG+ spezifische ASC induziert,

wohingegen IgA+ und IgM+ ASC meist nur wenig gebildet werden (108, 186).
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Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass die Fraktion der IgG,+ Plasmazellen Gber 9 Monate
nach der oralen Immunisierung relativ konstant blieb, wahrend die Zahl der IgA+ ASC uber
die Zeit kontinuierlich abnahm (Abb. 9 B). Daraus resultiert die Vermutung, dass IgG4+ ASC
im Knochenmark eine bessere Uberlebenschance aufweisen als IgA+ ASC. Auf diese
Ergebnisse wird im Zusammenhang mit den EdU-Analysen der langlebigen Plasmazellen

naher eingegangen (Kap. 5.2.9).

5.2.5 Oral induzierte persistierende Plasmazellen halten einen stabilen
Serumtiter aufrecht
Sowohl systemische als auch mukosale Immunisierungen kénnen langanhaltende schitzen-
de Antikérper im Serum induzieren (19, 41, 56, 117). Wahrend die lokale Antikdrpersekretion
in der Lamina propria bereits das Eindringen von Pathogenen in den Organismus verhindert,
sind systemisch zirkulierende Antikdrper flr eine Einddmmung der Erregervermehrung und
—ausbreitung wichtig (188). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit von ELISA-Analysen des
Blutserums zeigen, dass ein stabiler Serumtiter sowohl von IgG+ als auch von IgA+
OVA-spezifischen Antikdrpern Uber mindestens 9 Monate vorhanden war (Abb. 11 A, B).
Fur die Bildung eines spezifischen Serumtiters sind hauptsachlich die Plasmazellen des
Knochenmarks verantwortlich (16-18, 41, 201). Veranderungen der Plasmazellzahlen im
Knochenmark spiegeln sich im Serumtiter wieder. Nach einer abgeschlossenen Immun-
reaktion bleibt der Titer weitestgehend konstant (41, 202). Die hier mittels ELISA detektierten
spezifischen Antikorper der Isotypen IgA und IgG korrespondierten mit den durchfluss-
zytometrischen Ergebnissen der persistierenden OVA-spezifischen ASC des Knochenmarks,
deren Mehrheit IgA bzw. IgG, exprimierte (Abb. 9 B).
Dennoch konnen in den ersten Wochen zunehmend IgA-Antikdrper im Blut nachgewiesen
werden, was bei den IgG-Antikérpern nicht beobachtet wurde. Da im Knochenmark jedoch
keine deutliche Zunahme von IgA+ ASC detektiert wurde, muss davon ausgegangen
werden, dass OVA-spezifische ASC anderer Herkunft zur Bildung des Serumtiters beitragen.
Generell wird vermutet, dass intestinale Plasmazellen der Lamina propria nicht zum Serum-
titer beitragen, da die Zahl der Antigen-spezifischen Plasmazellen in der Lamina propria nicht
mit dem Serumtiter korreliert (104, 141, 203). Artspezifisch gibt es jedoch Unterschiede in
der molekularen Struktur von IgA im Serum. Wahrend beim Menschen im Serum Uberwie-
gend monomeres IgA zirkuliert, ist bei Nagern der Anteil von polymeren IgA-Antikdrpern
betrachtlich grofier (204). Daraus lasst sich vermuten, dass bei Nagern intestinale IgA+ ASC
einen Beitrag leisten zu den im Serum zirkulierenden IgA-Antikdrpern. Es ist durchaus denk-
bar, dass die sezernierten Antikoérper der persistierenden OVA-spezifischen ASC in der Milz

zum Serumtiter beitragen, jedoch ware dieser Beitrag aufgrund der niedrigen Plasmazellzahl
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sehr gering und erklart nicht die einseitige Zunahme der IgA-Antikorper. Eine Erklarung far
die vermehrt detektierten IgA-Antikorper konnte jedoch sein, dass tatsachlich noch intestinal
induzierte IgA+ ASC im Blut zirkulierten auf dem Weg in die Lamina propria. Es ist bekannt,
dass zirkulierende IgA+ ASC bereits wahrend ihrer Zirkulation Antikdrper sezernieren (205).
Dies konnte auch eine Erklarung fur die Diskrepanz zwischen dem konstanten
IgA-Serumtiter und der absinkenden Zahl der IgA+ OVA-spezifischen Plasmazellen im
Knochenmark sein. Die Zahl der IgA+ OVA-spezifischen ASC im Knochenmark ging jedoch
insbesondere in den ersten 4 Monaten nach der oralen Immunisierung zuriick, wahrend
zwischen 4 und 9 Monaten die Zahl nur noch gering sank (Abb. 9 B). Dies kénnte erklaren,
warum kein Unterschied zwischen den detektierten Antikorper-Mengen zwischen 4 und
9 Monaten detektiert wurde.

Eine Messung der intestinal sezernierten Antikorper, welche eine lokale Immunitat wieder-
spiegeln, wurde hier nicht durchgefuhrt. Weiterfihrende Untersuchungen zur Bestimmung
der Antikérper im Darmlumens kénnten durch eine ELISA-Analyse nach einer intestinalen

Lavage ermittelt werden.

5.2.6 Plasmazellen der Lamina propria konnen langlebig werden

Wahrend der Erstellung dieser Dissertation erschienen diverse Studien, die darauf hindeu-
teten, dass zumindest eine kleine Subpopulation der intestinalen Plasmazellen langlebig
werden kann (Kap. 1.3.1.5) (111, 112). Dabei wurde vermutet, dass Plasmazellen ahnlich
wie im Knochenmark auch in der Lamina propria um Uberlebensnischen konkurrieren.
Aufgrund des Kontakts mit der betrachtlichen Antigen-Menge im Darm, werden diese
Nischen jedoch weitaus haufiger neu besetzt, was die Lebensspanne von spezifischen
Plasmazellen im Darm deutlich verkirzt (206).

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen der Lebensspanne intestinaler Plasmazellen mittels
EdU-Markierung ergaben, dass die Mehrheit der Plasmazellen des Darms durch Proliferation
das eingebaute EdU wieder durch Thymidin ersetzte, wobei eine kleine Fraktion von 1,7 %
der Plasmazellen das EdU Uber mindestens 4 Monate behielt (Abb. 19 A). Damit kann mit
der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass das Darmgewebe langlebige
Plasmazellen beherbergt.

Nach Einbeziehung der GrofRe der Plasmazellkompartimente von Darm und Knochenmark
(Abb. 4 C, D) sowie der Frequenz EdU+ Plasmazellen (Abb. 19 A, B) enthielt die Lamina
propria nach 4 Monaten ca. ein Viertel an langlebigen Plasmazellen verglichen mit dem
Knochenmark. Dabei mussen in dieser Kalkulation die unterschiedlichen Isolationsmethoden
bertcksichtigt werden, woraus resultiert, dass die tatsachliche Zahl der langlebigen Plasma-
zellen in der Lamina propria vermutlich etwas hoéher ist als angegeben. Diese nicht-

proliferativen Plasmazellen des Darmgewebes exprimierten nahezu ausschlieRlich den
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Isotyp IgA. Dies bestatigten histologische Untersuchungen, in denen ebenfalls nur EdU+
kappa i.c.+ Plasmazellen der Immunglobulinklasse A detektiert wurden (Kap. 4.3.6).
Resultate von ahnlichen Markierungsexperimenten zeigten, dass nach 45 Tagen noch
ca. 2 % der Plasmazellen die Markierung aufwiesen, wohingegen nach 60 bzw. 90 Tagen
keine markierten Plasmazellen mehr detektierbar waren (107). Diese Analyse wurde jedoch
im Rahmen der Homdbostase des Darmimmunsystems durchgeflihrt, ohne jegliche spezi-
fische Immunisierung. Es ist bekannt, dass die Rezeptoren des Darmepithels, Makrophagen
und dendritischen Zellen die Signale von kommensalen Bakterien und Pathogenen unter-
scheiden kénnen. Kommensale Bakterien weisen so genannte MAMPs (microbial-associated
molecular patterns) auf, welche durch z.B. Modifikationen von den Rezeptoren nicht erkannt
werden bzw. durch andere Mechanismen ihrer Erkennung entgehen. Dagegen I6sen Patho-
gene Uber PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) ,Gefahr-Signale“ aus, woraufhin
das adaptive Immunsystem aktiviert wird (58). Es ist denkbar, dass die Lebenszeit einer
intestinalen Plasmazelle davon beeinflusst wird, ob sie im Rahmen der Kolonisierung durch
die Kommensalen entstanden ist oder durch ein starkes Immunogen induziert wurde.

Andere Studien zeigten ebenfalls Hinweise auf das Vorkommen langlebiger intestinaler
Plasmazellen, jedoch ermittelten sie in ihren Analysen keine Haufigkeit innerhalb des gesam-
ten Plasmazellkompartiments des Darms (111, 112). Dadurch kénnen die in dieser Arbeit
festgestellten Resultate nur unzureichend mit den Studien verglichen werden. Die Beobach-
tung, dass die intestinalen Plasmazellen keine homogene Population bilden, sondern sich in
Bezug auf die Expression von verschiedenen Faktoren wie TNF-a unterscheiden (207), lasst
vermuten, dass weitere bisher nicht bekannte Unterschiede in den Eigenschaften der
Plasmazellen vorhanden sind.

Bei Betrachtung der Spezifitat der induzierten Plasmazellen ist ersichtlich, dass der Anteil
der langlebigen OVA-spezifischen ASC nach 4 Monaten bis zu 10% betrug (Abb. 20 A).
Demnach Uberlebte ein betrachtlicher Teil der spezifischen Plasmazellen in der Lamina
propria.

Da neben langlebigen OVA-spezifischen ASC noch zahlreiche weitere EAQU+ ASC vorhanden
waren, ist denkbar, dass auch persistierende CT-spezifische ASC langlebig werden kénnen.
Der Nachweis von EdU in CT-spezifischen ASC mittels Durchflusszytometrie war jedoch
durch die umfangreiche CT-Bindung anderer Lymphozyten aufgrund der Expression des
GM1-Rezeptors nicht moglich (Kap.1.5).

CT- und OVA-spezifische ASC entstanden unter zahlreichen identischen Bedingungen der
Immunantwort und es ist bekannt, dass zeitgleich induzierte Plasmazellen verschiedener
Spezifititen eine ahnliche Kinetik aufweisen (127). Dies lasst vermuten, dass sie sich in
weiteren Eigenschaften ahneln, z.B. der Fahigkeit erfolgreich eine Nische zu besetzen,

welche durch verschiedene Faktoren ein Uberleben der ASC (iber einen langen Zeitraum
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ermdglicht (46, 47). Allerdings ist bis heute der Einfluss der Antigen-Spezifitdt auf die
Lebensspanne einer Plasmazelle nicht bekannt (88).

Ob nach der oralen Applikation von OVA und CT Rickstande dieser Antigene im Gewebe
uber langere Zeit gespeichert wurden, kann nicht ausgeschlossen werden. Da jedoch
bekannt ist, dass Plasmazellen nach ihrer terminalen Differenzierung ihre Oberflachen-
immunglobuline sowie MHC-II herunterregulieren, ist es unwahrscheinlich, dass persis-
tierende Antigene auf die Langlebigkeit einer Plasmazelle einen Einfluss ausiben (28).

Mit diesem Nachweis von langlebigen Plasmazellen in der Lamina propria nach einer oralen
Immunisierung mit OVA und CT ware es nun interessant, weiter zu untersuchen, ob auch mit
einem anderen Antigen bzw. den Uublichen oralen Impfstoffen langlebige ASC induziert
werden kénnen und welche Faktoren die Lebensspanne von spezifischen ASC der Lamina
propria entscheidend beeinflussen. Bei der Entwicklung von oralen Vakzinen wird, neben der
Induktion von spezifischen Antikdrpern im Serum sowie von Gedachtniszellen, die Ausbil-
dung einer langanhaltenden humoralen Immunitat in der Mukosa angestrebt, da diese flr
eine erste Abwehr intestinaler Pathogene von groRer Bedeutung ist (56, 57, 69, 117, 208).
Entscheidende Faktoren fur eine effektive intestinale Immunantwort sind unter anderem die
Antigen-Dosis und die wiederholte Antigen-Applikation. Lycke et al. zeigten vor kurzem, dass
wahrend einer 3-fachen oralen Immunisierung von Ma&usen mit NP-gekoppelten CT
(NP — 4-Hydroxy-3-Nitrophenylsaure) aktivierte hoch-affine B-Zellen des GALT durch einen
Wiedereintritt in bereits bestehende Keimzentren der verschiedenen Peyer'schen Plaques
die Immunreaktionen sowie den Selektionsprozess zunachst synchronisieren, aus denen
spater die hoch-affinen Plasmazellen der Lamina propria resultieren (127).

Die Affinitat fir ein spezifisches Antigen ist ein entscheidender Faktor fir die Entwicklung
und das Uberleben der Plasmazellen. Hoch-affine B-Zellen entstehen im Rahmen einer
Keimzentrum-Reaktion, wobei sie bevorzugt Signale erhalten, welche ihre Differenzierung
und Proliferation sowie ihr Uberleben férdern (29). Plasmazellen gehen jedoch aus verschie-
denen aktivierten B-Zellen wie z.B. aus B-Gedachtniszellen oder naiven B-Zellen hervor.
Tatsachlich ist bisher nicht bekannt, ob auch aus naiven B-Zellen langlebige Plasmazellen
resultieren oder ob langlebige Plasmazellen nur aus Keimzentrums-B-Zellen oder
B-Gedachtniszellen entstehen kénnen (53).

Wenn spezifische Plasmazellen in der Lamina propria innerhalb einer Nische Uberleben,
stellt sich jedoch die Frage, wie lange sie diese insbesondere im Zusammenhang mit der
enormen Antigenmenge, welche die Lamina propria taglich ausgesetzt ist, erfolgreich gegen
neu einwandernde Plasmazellen mit Spezifititen gegen aktuelle Antigene verteidigen
kénnen (206). Eine aktuelle Studie zeigte, dass spezifische Plasmazellen im Darm Uber
einen langeren Zeitraum persistieren, wobei allein eine Re-Stimulation gegen andere

Bakterienantigene der Kommensalen, die humorale mukosale Immunitat gegen das erste
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Antigen deutlich minderte (112). Dies flhrte zu der Schlussfolgerung, dass sich die humorale
Immunitat des Darmimmunsystems kontinuierlich an das grof3e Repertoire an Kommen-
salen- und Nahrungsantigenen sowie mukosalen Pathogenen anpasst und folglich spezi-
fische Plasmazellen verdrangt. Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse resultieren von
SPF-Mausen, deren Darm wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes mit apatho-
genen Keimen besiedelt war. Bei der hier beobachteten kontinuierlichen Abnahme der Zahl
der OVA-spezifischen Plasmazellen bei konstanter Gesamtzahl der ASC in der Lamina
propria (Abb. 8 A) besteht durchaus die Mdglichkeit, dass diese zunehmend durch neue
Plasmazellen verdrangt wurden. Dennoch kann hier gezeigt werden, dass intestinale Plas-
mazellen zweifellos das Potenzial aufweisen Uber mehrere Monate zu tberleben.

Um diesen Zusammenhang sowie insbesondere verschiedene Einflussfaktoren auf die lang-
lebigen Plasmazellen naher zu Uberprifen, sind weiterfihrende Untersuchungen denkbar,
welche das Vorkommen von EdU+ Plasmazellen analysieren z.B. nach wiederholten oralen
Immunisierungen durch diverse andere Antigene in Kombination mit Veranderungen der
Kommensalen- und Futterzusammensetzung. Weiterhin ware denkbar, dass sich diese
Anpassung der intestinalen humoralen Immunitat zwischen verschiedenen Antigenen unter-
scheidet und langlebige Plasmazellen in der Lamina propria daher Gber unterschiedlich lan-
ge Zeitrdume Uberleben kdnnen. Es ist bekannt, dass auch im Knochenmark Plasmazell-
populationen innerhalb einer Spezifitat eine sehr grof3e Varianz in ihrer Langlebigkeit aufwei-

sen und folglich Serumtiter zwischen den verwendeten Vakzinen unterschiedlich stabil sind.

5.2.7 Uberlebensnischen in der Lamina propria des Diinndarms

Die in dieser Arbeit gemachte Beobachtung, dass das Darmgewebe langlebige Plasmazellen
beherbergt, fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass auch die Lamina propria - ahnlich wie im
Knochenmark - spezielle Nischen enthalt, welche den Plasmazellen ein Milieu mit Uber-
lebensfaktoren bieten. Eine Betrachtung der bisher bekannten Uberlebensfaktoren z.B.
APRIL, CXCL12 und IL-6 ergibt, dass diese auch in der Lamina propria vorkommen (88).
An ihrer Bildung sind diverse intestinale Zellen beteiligt. Dendritische Zellen sowie
plasmazytoide dendritische Zellen und Epithelzellen produzieren BAFF und APRIL, wobei
das Epithel zusatzlich IL-6 und CXCL-12 bildet (88, 113, 114).

Eosinophile Granulozyten werden im Knochenmark als ein Teil der Uberlebensnische ange-
sehen. Untersuchungen von Balb/c-Mausen zeigten, dass die eosinophilen Granulozyten mit
Plasmazellen in Kontakt stehen und deren Uberleben durch die Produktion von APRIL und
IL-6 fordern (44). Auch in der Lamina propria befinden sich zahlreiche eosinophile
Granulozyten. Ihre Funktionen bei pathologischen Veranderungen sowie im gesunden Orga-

nismus wurden in den letzten Jahren zunehmend erkannt (134, 135, 209-211).
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Histologische Untersuchungen der Lamina propria in Bezug auf die Lokalisation der Plasma-
zellen im Zusammenhang mit den eosinophilen Granulozyten zeigen, dass die Mehrheit der
intestinalen Plasmazellen keine eosinophilen Granulozyten in unmittelbarer Nahe aufwiesen
(Abb. 26). Obwohl beide Zelltypen gleichermallen in den verschiedenen Regionen des
Darmgewebes vorkamen, konnte ein direkter Kontakt bzw. eine Ko-Lokalisation innerhalb
von 5 ym nur bei 30 % der intestinalen Plasmazellen festgestellt werden (Abb. 26 B).

Es muss jedoch bertcksichtigt werden, dass bei dieser Analyse die Gewebeschnitte nur
zweidimensional untersucht wurden und vorkommende Zellen ober- und unterhalb der
Ebene nicht mit einbezogen wurden. Weiterhin ist bekannt, dass genetische Faktoren an der
Regulation der Bildung von eosinophilen Granulozyten beteiligt sind und daher zwischen den
verschiedenen Mausstammen Unterschiede beobachtet werden kénnen (212, 213). In den
hier untersuchten C57BL/6-Mausen konnte keine vermehrte Ko-Lokalisation zwischen den
eosinophilen Granulozyten und den langlebigen Plasmazellen detektiert werden. Es ware
dennoch denkbar, dass beim Menschen bzw. bei anderen Mauststammen z.B. Balb/c-
Mausen durchaus die eosinophilen Granulozyten einen Beitrag zum Uberleben der intestina-
len Plasmazellen leisten. Es besteht zusatzlich die Mdglichkeit, dass an den Uberlebens-
nischen des Darmgewebes weitere bzw. andere Faktoren oder Zellen beteiligt sind.
Dazu sind weiterfuhrende Untersuchungen mit anderen Mausstdmmen sowie Analysen von
humanen Gewebe-Bioptaten notwendig.

In den untersuchten Gewebeschnitten dieser Arbeit konnten keine langlebigen EdU+
eosinophilen Granulozyten detektiert werden. Eine Studie zeigte, dass eosinophile Granulo-
zyten, vor allem im Knochenmark, Uberwiegend kurzlebig sind. Im Rahmen einer Immun-
antwort, z.B. durch eine Infektion mit N. brasiliensis, zeigen die eosinophilen Granulozyten
im peripheren Gewebe jedoch eine verlangerte Uberlebenszeit (214).

Artspezifisch werden neben den eosinophilen Granulozyten (44) in den verschiedenen
Geweben weitere Zellen als APRIL-Produzenten diskutiert, z.B. dendritische Zellen
(90, 137), plasmazytoide dendritische Zellen, Makrophagen (48, 137), neutrophile Granulo-
zyten (136), aktivierte T-Zellen sowie Epithelzellen (90). Von diesen verschiedenen Zelltypen
sind im Darm hauptsachlich die Epithelzellen und dendritischen Zellen von Bedeutung (90).
Die essentielle Funktion von APRIL fiir das Uberleben der Plasmazellen konnte durch Unter-
suchungen mit APRIL-defizienten Mausen gezeigt werden. Nach einer systemischen Immu-
nisierung migrierten zwar zunachst Antigen-spezifische Plasmazellen in das Knochenmark,
diese konnten jedoch nicht Gber einen langeren Zeitraum Uberleben (48). Auch nach einer
oralen Immunisierung APRIL-defizienter Mause mit OVA und CT war die mukosale humorale
Immunitat deutlich kirzer als in Wild-Typ-Mausen (136). In-vitro Experimente mit isolierten
humanen Plasmazellen zeigten ebenfalls nach Blockierung von endogenem APRIL eine

deutlich verminderte Antikérper-Produktion (111).
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Sezerniertes APRIL bindet Uber HSPG (Heparan sulfate proteoglycans) an die
CD138-exprimierenden Epithelzellen des Darms. Nach einer lokalen Anreicherung férdert
APRIL das Uberleben der Plasmazellen, indem es die Expression der anti-apoptotischen
Proteine bcl-2, bcl-xL und mcl-1 hochreguliert (136). Damit stellt APRIL einen wichtigen
Faktor fur die Aufrechterhaltung der humoralen Immunitat der Mukosa dar.

Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass in der Lamina
propria APRIL umfangreich verfigbar war und hauptsachlich von den Epithelzellen der Villi
und im Bereich der Zottenbasis gebildet wurde (Abb. 27 A). Es ist denkbar, dass es sich
dabei um APRIL-reiche Nischen handelt, wie sie im humanen Darmgewebe nachgewiesen
wurden (136). Ob ahnlich wie im Darm des Menschen vermehrt Plasmazellen in APRIL-
Nahe akkumulieren (136), konnte in den durchgefiihrten Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit nicht ermittelt werden. Aufgrund des unbiquitdren Vorkommens von APRIL konnte
eine Akkumulation der langlebigen Plasmazellen in APRIL-Nahe nicht mit zufriedenstellender
Sicherheit beurteilt werden.

Weiterfiihrende Untersuchungen zur Bedeutung von APRIL fiir das Uberleben der Plasma-
zellen im DUnndarm sowie zur Identifikation der Hauptproduzenten von APRIL im Darm-
gewebe sind durch eine orale Immunisierung von konditionalen APRIL-knockout Mausen
denkbar, in welchen APRIL in spezifischen Zellen, z.B. Epithelzellen und/oder dendritischen
Zellen, ausgeschaltet werden kann. Ferner kann eine Depletion von dendritischen Zellen

einen Einblick geben Uber ihre Beteiligung an einer intestinalen Uberlebensnische.

5.2.8 Das Dunndarmgewebe beherbergt weitere langlebige Zellen

Die histologischen Untersuchungen zeigen, dass in der Lamina propria zahlreiche weitere
EdU+ Zellkerne langlebiger Zellen vorhanden waren. Diese Zellen wiesen weder intrazellular
noch an ihrer Zelloberflache den Fluorochrom-gekoppelten Antikérper zur Markierung der
leichten kappa-Kette auf. Bei diesen Zellen kénnte es sich zum einen um Plasmazellen
handeln, welche statt der kappa die leichte lamda-Kette exprimierten. Da Ko-Farbungen
gegen IgA und kappa jedoch keine IgA+ kappa i.c.-negativen Zellen aufwiesen, handelte es
sich bei den langlebigen Zellen vermutlich nicht um Zellen der B-Zelllinie. Die histologischen
Untersuchungen gaben ferner Hinweise, dass diese EdU+ Zellkerne der langlebigen Zellen
haufig subepithelial lokalisiert waren bzw. detektierbares APRIL in ihrer Nahe aufwiesen.

Das Vorkommen von langlebigen ,Nicht-Plasmazellen® wurde bereits in den Markierungs-
experimenten von Mattioli et al. beobachtet (107). Aufgrund der Morphologie dieser Zellen
vermuteten sie, dass es sich dabei um Histiozyten, retikulare Zellen bzw. um Lymphozyten
handeln kénnte. Um diese langlebigen Zellen zu identifizieren, sind jedoch weitere mikros-
kopische Untersuchungen von Gewebeschnitten notwendig. Denkbar waren immunfluores-

zente Farbungen mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern gegen z.B. CD3 und/oder
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CD4/CD8, CD44 und CDG62L fur die Identifikation von T-Gedachtniszellen. Eine Markierung
von stromalen Zellen ist mittels CXCL12 denkbar. Auch Monozyten bzw. dendritische Zellen
und Makrophagen kommen aufgrund ihrer haufig subepithelialen Lokalisation in Betracht
(57, 215). Diese Zellen zeigen zumeist eine hohe Proliferationsrate, wodurch sie als lang-
lebige Zellen vermutlich weniger in Frage kommen. Bei den dendritischen Zellen jedoch sind
durchaus Subpopulationen bekannt, die Uber mehrere Wochen leben konnen (216).

Weitere EdU+ Zellkerne langlebiger Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit in den
Peyer'schen Plagques nachgewiesen (Abb. 28). Die Anfarbung mit einem Fluorochrom-
gekoppelten Antikorper gegen die leichte kappa-Kette an ihrer Zelloberflache gibt einen
Hinweis darauf, dass es sich um B-Gedéachtniszellen handeln konnte. Es ist bekannt, dass
die orale Verabreichung von CT spezifische B-Gedachtniszellen induziert (126, 217, 218).
Verschiedene Studien zeigten, dass B-Gedachtniszellen in den Peyer'schen Plaques (138)
sowie in den mesenterialen Lymphknoten und der Milz akkumulieren (139). Diese flihren zu
einer schnelleren und effektiveren Immunantwort als beim Erst-Kontakt und sind bei der

Maus vermutlich lebenslang vorhanden (217).

5.2.9 Intestinal induzierte Plasmazellen tragen zum langlebigen Plasmazell-
kompartiment des Knochenmarks bei

Die Persistenz der OVA-spezifischen Plasmazellen im Knochenmark sowie ein stabiler
Serumtiter nach systemischer sowie nach oraler Immunisierung weisen auf die gro3e Bedeu-
tung des Knochenmarks als Effektororgan zur Aufrechterhaltung einer humoralen Immunitat
fur beide Applikationsarten hin. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob intes-
tinal induzierte Plasmazellen ahnlich wie nach systemischer Immunreaktionen im Knochen-
mark zum langlebigen Plasmazellkompartiment beitragen kénnen.

Die Ergebnisse zeigen, dass Uber die Halfte der OVA-spezifischen ASC, welche 4 Monate
nach Antigen-Kontakt im Knochenmark detektiert werden konnten, noch immer EdU enthiel-
ten und folglich ohne bzw. nach maximal einer Proliferation persistierten (Abb. 20 B).
Damit wird mit dieser Arbeit erstmalig gezeigt, dass intestinal induzierte Plasmazellen erfolg-
reich Uberlebensnischen des Knochenmarks besetzen und dort mehrere Monate (iberleben
kénnen. Mikroskopische Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit bestatigen die Ergeb-
nisse. OVA-spezifische ASC konnten 12 Tage nach der sekundaren Immunisierung in unmit-
telbarer Nahe der Sinusoide des Knochenmarks detektiert werden (Abb. 17). 4 Monate
spater waren sie innerhalb des Parenchyms des Knochenmarks lokalisiert (Abb. 24).
Anhnliche Beobachtungen wurden bei systemisch induzierten Antigen-spezifischen Plasma-

zellen im Knochenmark gemacht (44).
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In einem Vergleich mit der Lamina propria ist ersichtlich, dass OVA-spezifische ASC im
Knochenmark haufiger langlebig werden konnen. Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass das
Knochenmark die Mehrheit aller langlebigen OVA-spezifischen Plasmazellen beherbergt.
Auch hier ist anzunehmen, dass aufgrund der unterschiedlichen Isolationsmethode die
tatsachliche Zahl der langlebigen Plasmazellen in der Lamina propria etwas hoher ist als
ermittelt wurde. Da jedoch im Knochenmark 27-fach mehr EdU+ ASC bestimmt wurden und
der Verlust intestinaler Lymphozyten wahrend der Isolation aus der Lamina propria deutlich
geringer angenommen wird, kann man aus den Resultaten schlussfolgern, dass das
Knochenmark die meisten langlebigen ASC des Korpers beherbergt. Dies wird zwar bereits
seit einigen Jahren vermutet, aufgrund der durchgeflihrten systemischen Immunisierungen
wurden die intestinalen ASC jedoch nicht in die Analysen mit einbezogen (12, 16, 41).
Weiterhin stellt sich die Frage, ob es einen Zusammenhang gibt zwischen der Langlebigkeit
von Plasmazellen und ihrem Isotyp. Im Einklang mit einer friiheren Studie (30) wurde inner-
halb des gesamten Plasmazellkompartiments kein Unterschied der Proliferationsrate
zwischen IgA+ und IgGs+ Plasmazellen festgestellt (Abb. 21 A). Bei Betrachtung der
OVA-spezifischen Plasmazellen des Knochenmarks zeigen die Ergebnisse jedoch, dass
langlebige ASC des Isotyps 1gG; eine bessere Uberlebenschance bzw. eine langere Uber-
lebensspanne aufwiesen als langlebige ASC des Isotyps IgA, deren Zahl kontinuierlich
abnahm (Abb. 21 B). Dies lasst vermuten, dass zusatzliche Faktoren wie z.B. die Entstehung
der Plasmazellen und ihre Antigen-Spezifitat im Zusammenhang mit ihrem Isotyp einen
entscheidenden Einfluss auf die Lebenszeit ausuben. Auch andere, hier nicht weiter definier-
te Isotypen, Uberlebten Uber mehrere Monate, wobei diese im Rahmen der oralen Immuni-
sierung nur einen sehr geringen Anteil bildeten.

Nach einer oralen CT-Applikation werden spezifische Plasmazellen in den Peyer schen
Plagues, den mesenterialen Lymphknoten und der Milz gebildet, wobei ihr Zusammenspiel
bis heute nicht vollstandig geklart ist (127). Eine Beteiligung der ILF ist kontrovers. Kirzlich
erworbene Resultate zeigen, dass sie an der Immunreaktion mit einem TD-Antigen nicht
teilnehmen (127). Dabei ist die Frage, ob der Ort der Entstehung einen Einfluss auf die Lang-
lebigkeit einer Plasmazelle ausibt, bisher unbeantwortet.

Nach einer systemischen Immunisierung migrieren 1IgG+ Plasmazellen nur innerhalb eines
engen Zeitfensters nach Antigenkontakt gegen CXCL12 in das Knochenmark. Obwohl sie
die Expression von CXCR4 aufrecht erhalten, sind sie nach ihrer Ankunft im Knochenmark
nicht mehr gegen CXCL12 migrationsfahig (36, 37, 219). Es wurde gezeigt, dass CXCR4 fir
das Uberleben der Plasmazellen von Bedeutung ist (36, 46). Intestinal induzierte IgA+ ASC
exprimieren in den Peyer'schen Plaques, in den mesenterialen Lymphknoten sowie wahrend
ihrer Zirkulation durch das Blut zunachst CCR9. Sobald sie jedoch in der Lamina propria

ankommen, regulieren sie diesen Chemokin-Rezeptor herunter (101) und verlieren ihre
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Migrationsfahigkeit. Aus diesen Grunden sowie der Beobachtung, dass Plasmazellen,
welche ihre Nische verlassen, apoptotisch sterben, ist eine Migration der Plasmazellen von
der Lamina propria ins Knochenmark bzw. umgekehrt unwahrscheinlich.

Eine schematische Darstellung fasst die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zusammen
(Abb. 29). Durch die orale Immunisierung mit OVA und CT werden in den Peyer'schen
Plaques, den mesenterialen Lymphknoten sowie in der Milz spezifische ASC induziert. Diese
migrieren Uber die Blutzirkulation in verschiedene Effektororgane. Dabei kommt es zu einer
Akkumulation von spezifischen ASC des Isotyps IgA in der Lamina propria, wahrend im
Knochenmark hauptsachlich spezifische ASC der Isotypen IgA und IgG,; akkumulieren.
Sowohl die Lamina propria als auch das Knochenmark beherbergen Uberlebensnischen, in
welchen ein Teil der eingewanderten ASC langlebig werden kann. In diesen Nischen fordern
verschiedene Faktoren das Uberleben der Plasmazellen, wobei noch nicht alle Faktoren
bekannt sind. Ahnlich wie nach einer systemischen Immunreaktion, gewéhrleisten langlebige
spezifische Plasmazellen, induziert durch eine orale Immunisierung, eine stabile humorale

Immunitat durch die Sekretion von spezifischen Antikérpern.
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Abb. 29. Migration oral induzierter Plasmazellen in die Lamina propria und das Knochenmark.

Die schematische Darstellung zeigt die Induktion von spezifischen ASC nach der oralen Immunisierung in den
Peyer'schen Plaques, den mesenterialen Lymphknoten (MLN) und der Milz. Die resultierenden Plasmablasten
migrieren Uber die Lymphbahn und/oder die Blutzirkulation in die Lamina propria bzw. das Knochenmark.
Wahrend im Darm nahezu ausschlieflich Plasmazellen des Isotyps IgA (blau) akkumulieren, migrieren neben
IgA+ ASC auch IgGq1+ ASC in das Knochenmark. Im Knochenmark sind diverse Faktoren bzw. Zellen bekannt,
welche gemeinsam eine Uberlebensnische fiir Plasmazellen bilden. Eine Auswahl dieser Faktoren ist hier
schematisch dargestellt. Auch in der Lamina propria werden einige der bisher bekannten Uberlebensfaktoren
gebildet. Diese kénnten eine &hnliche Uberlebensnische bilden wie im Knochenmark. Ob in der Lamina propria
auch eosinophile Granulozyten ein Teil dieser Nische bilden, bleibt ungeklart. Dieses Schema orientiert sich an
bereits publizierte Abbildungen (53, 88, 220), welche modifiziert wurden.
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5.3 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass im Rahmen einer intestinalen Immunantwort
spezifische langlebige Plasmazellen gebildet werden, welche im Darmgewebe und im
Knochenmark persistieren. Intestinal induzierte Plasmazellen besetzen Uberlebensnischen
im Knochenmark und erhalten durch ihre Sekretion spezifischer Antikdrper einen stabilen
Serumtiter aufrecht. Diese neuen Erkenntnisse bieten damit eine Vielzahl interessanter
Aspekte fiir weiterfiuhrende Untersuchungen.

Die Anwendung von EdU stellt ein geeignetes System dar, langlebige Plasmazellen ein-
deutig zu identifizieren und weiter zu charakterisieren. Die hier ermittelten Resultate zeigen,
dass eine Subpopulation intestinaler Plasmazellen die Fahigkeit zur Langlebigkeit aufweist.
Um diese langlebigen Plasmazellen auf ihren Differenzierungsstatus sowie ihr Potenzial,
Antigen zu prasentieren bzw. selbst zu binden, naher zu charakterisieren, kdnnen Analysen
der Expression von MHC-II, B220 und membranstandigen Immunglobulinen Informationen
geben. Weiterhin kdnnen Untersuchungen der Expression von Chemokin-Rezeptoren wie
z.B. CXCR4, CCR9, CCR10, welche die Migration der ASC in Darm und Knochenmark
ermoglichen, Aufschluss Uber die Herkunft der Plasmazellen geben sowie uUber die Bedeu-
tung dieser Rezeptoren fir ihr Uberleben. Diese Untersuchungen werden innerhalb der
Arbeitsgruppe bereits durchgeflihrt. Eine Transkriptom-Analyse der kurzlebigen sowie lang-
lebigen Plasmazellen des Darms kann einen Einblick geben in die Genexpression dieser
heterogenen Zellpopulationen.

Das Vorkommen von langlebigen Plasmazellen im Darm zeigt auf, dass die Lamina propria
ahnlich wie im Knochenmark Uberlebensnischen beherbergt. Durch weitere histologische
Untersuchungen der Umgebung von EdU+ ASC innerhalb des Darmgewebes auf zellulare
Komponenten sowie I0sliche Faktoren konnen diese Nischen naher charakterisiert werden.
Neue Zusammenhange zwischen der Langlebigkeit einer intestinalen Plasmazelle und ihrem
umgebenden Mikromilieu koénnten wichtige Ansatzpunkte fur das Nischenkonzept im
Knochenmark bieten. Dies ist von groRer Bedeutung, da neben den schitzenden lang-
lebigen Plasmazellen auch autoreaktive, maligne bzw. Allergen-spezifische Plasmazellen in
Uberlebensnischen verschiedener Organen (ber einen langen Zeitraum Uberleben kénnen.
Um diese pathogenen Plasmazellen zu eliminieren, sind die Nischen selbst mit ihren
verschiedenen Komponenten das therapeutische Ziel (221).

Fur das weitere Verstandnis einer Verbindung zwischen dem mukosalen und dem syste-
mischen Immunsystem sind Untersuchungen der Bildungsorte jener Plasmazellen wichtig,
welche im Knochenmark zum langlebigen Kompartiment beitragen kénnen. Um insbeson-
dere die Rolle der Milz in der Bildung langlebiger intestinal induzierter Plasmazellen zu

analysieren, kdnnten Untersuchungen nach Splenektomie Aufschluss geben.
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Die Erkenntnis, dass eine gezielte mukosale Antigen-Applikation langlebige spezifische
Plasmazellen induziert, welche im Darm, mehrheitlich jedoch im Knochenmark, persistieren,
ist auch fur die Anwendung und Entwicklung oraler Vakzine von Bedeutung. Um Faktoren zu
ermitteln, welche die Lebensspanne und das Migrationsverhalten der Plasmazellen beein-
flussen, sind Untersuchungen mit verschiedenen Antigenen sowie Adjuvanzien in Kombi-

nation mit Veranderungen der Darmflora und/oder Nahrungsbestandteilen denkbar.
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6 Zusammenfassung

Untersuchung der Lebenszeit von Plasmazellen nach der oralen Immunisierung von Mausen

Plasmazellen gewahrleisten durch ihre Sekretion von spezifischen Antikorpern eine lang-
anhaltende humorale Immunitat eines Organismus. Sie werden nach einem gastrointestina-
len Antigen-Kontakt in den darmassoziierten Lymphgeweben sowie den drainierenden
mesenterialen Lymphknoten gebildet. Je nach Antigen kann auch die Milz an ihrer Ent-
stehung beteiligt sein. Von dort migrieren die Uberwiegend IgA+ ASC in die Lamina propria
des Darmgewebes. lhre sezernierten spezifischen IgA-Antikdrper werden in das Darmlumen
transportiert, wo sie Pathogene und Toxine spezifisch markieren und neutralisieren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass durch eine zweimalige orale Immu-
nisierung spezifische ASC induziert werden, welche nach ihrer Migration im Darm und im
Knochenmark langlebig werden kdnnen.

Histologische Untersuchungen des Darmgewebes auf bekannte Uberlebensférdernde
Faktoren fir Plasmazellen ergeben, dass eine Ko-Lokalisation zwischen langlebigen
Plasmazellen und eosinophilen Granulozyten, wie sie im Knochenmark nach einer systemi-
schen Immunisierung beobachtet wird (44), nicht vorliegt.

Der Uberlebensfaktor APRIL wird im Darm zwar umfangreich produziert, die Untersuchun-
gen lassen jedoch keinen Ruckschluss zu, ob langlebige ASC in unmittelbarer Nahe von
APRIL akkumulieren. Da APRIL in I6slicher Form vorliegt, ist es daher auch ohne direkten
Kontakt an eosinphile Granulozyten fur Plasmazellen verfugbar. DarUber hinaus besteht die
Méglichkeit, dass andere Faktoren an den Uberlebensnischen des Darmgewebes beteiligt
sind.

Wahrend der Darm nahezu ausnahmslos langlebige ASC des Isotyps IgA beherbergt,
akkumulieren im Knochenmark spezifische ASC der Isotypen IgA und IgG4. Sowohl IgA+ als
auch IgG;+ spezifische ASC konnen im Knochenmark in einer Uberlebensnische persis-
tieren, wobei die Ergebnisse Hinweise geben, dass ASC des Isotyps IgGs eine bessere
Uberlebenschance im Knochenmark aufweisen als diejenigen des Isotyps IgA.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass intestinal induzierte ASC in das Knochenmark
migrieren und dort als langlebige ASC persistieren kdnnen. Sie sezernieren Uber mehrere

Monate spezifische Antikdrper und erhalten einen stabilen Serumtiter aufrecht.
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7 Summary

Analysis of Lifetime of plasma cells after oral immunization of mice

Plasma cells provide long-lasting humoral immunity by secretion of specific antibodies. After
gastrointestinal application of antigens they are generated in gut-associated lymphoid tissue
and their draining mesenteric lymph nodes. Depending on the antigen the spleen also
participates in generation of intestinal induced plasma cells. The resulting plasma blasts
predominantly express IgA isotype and migrate into the lamina propria of the small intestine.
Secreted IgA antibodies are transported into the gut lumen where they specifically mark and
neutralize pathogens and toxins, respectively.

The results show that immunizing mice two times orally can induce antigen-specific plasma
cells that can become long-lived within the lamina propria and bone marrow. Histologic
investigations of the lamina propria regarding the incidence of known survival factors for
plasma cells show that long-lived plasma cells do not co-localize with eosinophils as they do
in bone marrow after systemic immunization (44). The survival factor APRIL is constitutively
expressed in the lamina propria but analysis permit no preferential accumulation of plasma
cells in APRIL-enriched regions. This observation can be explained by the presence of solu-
ble APRIL in the lamina propria. Moreover, other factors might be part of the intestinal
survival niche.

Whereas the small intestine harbors long-lived plasma cells of the IgA isotype exclusively,
IgA+ and IgG4+ plasma cells specific for orally administered antigens accumulate in the bone
marrow. Both IgA+ and IgG4+ ASC persist in the bone marrow in survival niches while results
imply that IgG4+ plasma cells are of considerable higher viability than IgA+ plasma cells.

The results of this work show that intestinal induced plasma cells migrate to the bone marrow
where they survive as long-lived plasma cells. They secrete specific antibodies for several

months and thereby provide a constant serum titer.
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