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Zusammenfassung

Unser Immunsystem stellt uns eine Vielzahl von Effektormechanismen zur Verfigung, die fur
den lebenslangen Schutz vor Krankheitserregern sorgen. Ein Aspekt dieser Mechanismen ist die
Produktion von Immunglobulin-Antikérpern durch langlebige Plasmazellen, die aus B-Zellen in
Keimzentren der sekundaren lymphatischen Organe stammen. Innerhalb der Keimzentren bilden
B-Zellen, T-Zellen und follikuldre dendritische Zellen stabile Kontakte, die fir einen Prozess, der
Affinitatsreifung genannt wird, unerlasslich sind. Diese Kontakte filhren zum Erwerb des Antigens
aus follikularen dendritischen Zellen durch B-Zellen, zu kognitiven T-Zell-B-Zell-Interaktionen, die
das Uberleben von affinen B-Zell-Klonen sichern, und schlieBlich zur Rezirkulation von B-Zellen
innerhalb bestimmter Zonen des Keimzentrums. Wahrend der Rezirkulation nimmt die Antigen-
Affinitdt der membrangebundenen Form des Immunglobulins, des B-Zell-Rezeptors, durch
akkumulierte Mutationen in den Immunglobulin-Genen stetig zu. In der Keimzentrumsreaktion
kommen ihm zwei Rollen zu: Er ist verantwortlich fir die Aufnahme des Antigens und Ubertragt
Signale ins Innere der Zelle. So kdnnte die Affinitat des B-Zell-Rezeptors neben der Erleichterung
der Antigenaufnahme auch eine entscheidende Rolle bei der Signaltransduktion spielen, eine Rolle
des Keimzentrums-B-Zell-Rezeptors, die schon lange in der Diskussion steht. Wir zeigen hier, dass
durch die Stimulation des B-Zellrezeptors der Calciumeinstrom in B-Zellen initiiert wird und die
Calciumkonzentration mit der Zeit und mit der Affinitat des Rezeptors zum Antigen ansteigt. Zur
Uberwachung der Signaltransduktion durch B-Zell-Rezeptoren in vivo haben wir einen neuartigen
transgenen Reporter-Mausstamm namens YellowCaB entwickelt, der das calciumempfindliche
Forster-Resonanzenergietransfer-Sensorprotein TN-XXL in CD19" B-Zellen exprimiert. Mithilfe der
intravitalen Zweiphotonenmikroskopie sind wir erstmals in der Lage, das Signaling von B-Zell-
Rezeptoren zeitlich und raumlich im lebenden Organismus zu analysieren und gleichzeitig Zell-zu-
Zell-Interaktionen und Migration zu untersuchen. Unser System erhalt dabei die naturgegebenen
Strukturen des Gewebes, was so in Kultur nicht machbar ware. Daruber hinaus bietet uns die
Fluoreszenzlebensdauer-Bildgebung die Moglichkeit, Calciumkonzentrationen mit Entscheidungen
Uber das Zellschicksal in Beziehung zu setzen. Mit dieser Methode konnten wir zeigen, dass naive
und antigenspezifische B-Zellen innerhalb und auBerhalb von Keimzentren eine differentielle
Faltung von TN-XXL (und damit Calciumkonzentration) aufweisen. Die Beobachtung von
kolokalisierten B-Zellen, die mit dem Calciumzufluss in einem der Reaktionspartner zusammenfiel,
fuhrte zu der Hypothese, dass neben follikularen dendritischen Zellen auch B-Zellen selbst eine
Quelle der Stimulation von B-Zell-Rezeptoren sind. Zusammen mit CD40L-Signalen von T-
follikularen Helferzellen und Signalen, die von Toll-dhnlichen Rezeptoren stammen, wird der B-Zell-
Calciumspiegel streng reguliert, um das Ergebnis der Keimzentrumsreaktion zu kontrollieren. Die
terminale Differenzierung konnte eine direkte Folge der Aufsummierung dieser Signale sein. Um
dies zu unterstitzen, konnten wir zeigen, dass B-Zellen in der Lage sind, auf dulere Reize
mehrmals durch Calciumzufuhr ohne Erschépfung zu reagieren. Zusammengefasst stellen wir hier
einen neuen Wirkmechanismus flr B-Zellen vor, die an der Keimzentrumsreaktion teilnehmen und
ihr eigenes Schicksal rickkoppeln. Daher ist das Signaling von B-Zell-Rezeptoren ein wesentlicher

Bestandteil der B-Zell-, Plasmazell- und Gedachtnis-B-Zell-Entwicklung.




Abstract

Our immune system provides us with a variety of effectors that account for life-long protection
against pathogens. One aspect of this mechanism is the production of antibodies by long-lived
plasma cells that derive from B cells of germinal centers within secondary lymphoid organs. Within
germinal centers, B cells, T cells and follicular dendritic cells form stable contacts that are essential
for a process called affinity maturation. These contacts lead to acquisition of antigen from follicular
dendritic cells by B cells, cognate T cell-B cell interactions that ensure survival of B cell clones and
finally to the recirculation of B cells within distinct zones of the germinal center. During recirculation,
the membrane-bound form of immunoglobulin, the B cell receptor, becomes increasingly affine to
the antigen thanks to accumulating mutations in the immunoglobulin genes. The B cell receptor is
not only responsible for antigen uptake but is also able to transduce signals to inner parts of the
cell. Thus, apart from its facilitating antigen uptake, affinity of the B cell receptor might play a
pivotal role in signaling as well, a role of the germinal center B cell receptor that has long been up
for discussion. We here show that B cell receptor signaling-related Calcium influx is active in a
subset of germinal center B cells and that calcium concentration is increasing over time and with
affinity of the receptor to the antigen. To monitor B cell receptor signaling in vivo we developed a
novel transgenic reporter mouse strain termed YellowCaB that expresses the calcium sensitive
Forster Resonance Energy Transfer sensor protein TN-XXL in CD19" B cells. Employing intravital
two-photon microscopy, we are the first group to be able to spatiotemporally resolve B cell receptor
signaling in living organisms, while simultaneously monitoring cell-to-cell interactions and migration.
This allows us to preserve the natural architecture of the tissue, what otherwise would not have
been possible in culture systems. Furthermore, fluorescence lifetime imaging is offering us the
possibility to relate calcium concentrations to cell fate decisions, as we could show that naive and
antigenspecific B cells inside and outside germinal centers show distinct quenching of TN-XXL.
The observation of colocalized B cells that coincided with calcium influx in one reaction partner led
us to hypothesize that apart from follicular dendritic cells, B cells itself are a source of B cell
receptor stimulation via complement receptors. Together with CD40L-signals from T follicular
helper cells and signals stemming from Toll like receptor engagement, the B-cellular calcium level
is tightly regulated to control the outcome of the germinal center reaction. Terminal differentiation
might be a direct downstream result of these signals adding up. To support this, we could show
that B cells are able to react to external stimuli several times via calcium influx without exhaustion.
Taken together, we here present a new mode of action for B cells taking part in the germinal center
reaction and feedbacking their own fate. Thus, B cell receptor signaling is an essential part of B-

cell-, plasma cell- and memory B cell development.



Inhalt

Inhalt

AN 1S3= 100 4= 01 = ETT 0 gV SR 5
F Y o] 1 = Lo A OO PRSP PP OPPRP PRSP 6
ADBDIAUNGSVEIZEICNIS ...ttt e oottt e e e e ettt e e e e e et e e e e e e e eannenes 9
FY o1 U U T [T o PO PO TP OPUPPOPPP 11
L =101 =T 0 e O PSP P PO PUPP PP 14
L R 2= o ] 10T £S5 (= o R 14
1.1.1. Angeborenes und erworbenes ImmuNSYSIEM ..........coiiiiiiiiiiiii i 14
1.1.2.  Selektion von B-Zellen in Keimzentren und Affinitatsreifung...........ccccoiiiiiiiiiee i 18
1.1.3. AntIGeNPraSENtAtioN ......coc.eiiiiiiiii s 20

R R S N o] (o] o = PP 22

1.2. Calcium als SECONA MESSENGET .....cciuiiiiiiiiii ettt ettt et e e 23
1.2.1. CalCium in B-ZEIIEN .....cuiiiiiie s 24

1.3. Modelle der BCR-abhangigen B-Zell-AKLVIEIUNG ........cooiiiiiiiiiiiie e 27
1.4. FOrster-ResonanzenergietransSier ... .....oi i 27
1.5. Genetisch encodierte CalciumindiKatoren.............ooiiiiiiiiiii s 28
1.5.1. Calciumindikatoren auf Basis einzelner FIUOrOphOre .............cccouvveiiiiiiiciiieie e 28
1.5.2. FRET-basierte CalciumindiKatoren ............c..oiiiiiiiiiiiiii e 29

(IO 1 (=Y o T= N = o T o ST RR 31
1.6.1. Anspruch und Zielsetzung dieser Arbeit ...........cooiiiiiiiiiii 31

2. Material Und METhOTEN ..o e e e e e e e 33
D R V= 1 (=T - | PSPPSR PR PP 33
Nt T T = U OO U P PPN 33
2.1.2. AntIKOrper UNA ANTIENE .......oiiiiiiii ittt 34
2.1.3. LOSUNGEN UNA MEAIEN ...ttt e ettt e e e e e ettt e e e e e e et e e e e e e e eannneee 34
2.1.4. Chemikalien uUnd REAGENZIEN .......ccoiuiiiiiiiiii ittt 35

N IS €T - | (= OO UR PR UPRPPIN 36

D I TS To 111 T= T T PO P PRI 36

2.2, MEENOGEBIN ...ttt ettt 37
e 4 - 1o - 1 [ o PP 37
2.2.2. Konfokalmikroskopische Untersuchung von lebenden B-Zellen .............cccccociiiiiiiiiiniins 37
A T o 1] (o] o To YU PPEPPTRRRINE 38
2.2.4. DUrChflUSSZYIOMEITIE ... .ottt et e e e e e e e e e e e e e e nnneee 39

2.2.5. Intravitaluntersuchung von Lymphozyten im Transfersystem ...........ccccccceiiieeiniieinieee e 40



Inhalt

2.2.6. RatiomMetriSCE AUSWEITUNG ... ..uuuiiiiiiiiii s 44
2.2.7. FluoreszenzlebensdauerbeStimmUNG ........cocuuiiiiiiiiiiiiee et 48

G T = o =T o o 11T OO P EPPT PRSP 50
3.1. Mause mit Expression des GECI TN-XXL in CD19" B-Zellen (YellowCaB-M&use).......................... 50
G Tt O R I o ] 1Y U T I P PPP ST PPERR 51
B2, ZEIIKUIU ..ttt ettt h e bt e bt e e bt ebe e e bt e e bt e e bt e e bt e e be e e ane e e 51
3.2.1. Der calciumsensitive FRET-Sensor TN-XXL wird funktional exprimiert.................cccooevvvveeneenn. 51
3.2.2. BCR-Stimulation fuhrt zu Calciumeinstrom und FRET-Signalanstieg...........c.cccceviiiiiiicincnnnn. 54
3.2.3. Die Stimulation von Korezeptoren moduliert das FRET-Signal..........ccccovoviiiiiiieiiieeecee e 57
3.3, INtravitalMIKIrOSKOPIE ...ttt 60
3.3.1. Naive YellowCaB-Zellen migrieren in GCs von restringierten Wirten .............cccccevieeenineennne. 60
3.3.2. Antigenspezifische YellowCaB-Zellen migrieren in GCs von Wildtyp-Wirten.............ccccvvernee. 61
3.3.3. B-Zellen regen sich gegenseitig zum Calciumeinstrom an ..........cccoccceeiiiieiniiee e 64
3.3.4. Keimzentren besitzen B-Zellpopulationen mit hoher BCR-AKtiVitat ............ccoocviiiiiiiiiiiiic, 68
3.3.5. FRET-Signale steigen uber die Zeit und mit zunehmender Antigenspezifitdtan ...................... 71
3.3.6. GC-B-Zellpopulationen zeigen differenzierungsabhangige Calciumkonzentration .................... 72
L 1S (DT o] PRSP PP 76
4.1. Das YellowCaB-Mausmodell zur Ca®*-Konzentrationsbestimmung in B-Zellen................cc.cccoo....... 76
4.1.1. in vitro-Validierung des GECI TN-XXL .......oiiiiiiiiiiiie it 76
4.1.2. INtravitalmMIiKrOSKODIE ......cieiiii ittt ettt e et e e 78
4.2. Grenzen dES SYSTEIMS ...ooiiiiiie ettt e e et e et e e ettt e e e ante e e e anne e e e ane e e e e anneeeeenneeeenneeeean 80
4.2.1. Limitationen des GECT TIN-XXL ...ttt et 80
4.2.2. Limitationen durch das experimentelle Set-Up ...........coooiiiiiiiiiiiii e 81

2 3G T Y/ [oTo L= {1 oT=To [T Te 0T aTo =T o U PP SR 82
4.3. BCR-Signaling im KeiMZeNntrUm ..........cooiiiiiiiiie et 83
4.3.1. Dissoziationsaktivierungsmodell unterstitzt Ergebnisse. ... 83
4.3.2. CD40-Ligation moduliert die BCR-abhangige Calciumantwort .............cccooiiiiiiiiiiiiiieciieeee 84
4.3.3. TLR und BCR werden synergistisSCh aktiviert..............ooceieiiieeiie e 87
4.3.4. B-Zellen prasentieren sich gegenseitig Antigen im Keimzentrum ............ccocciiiiiiiiiiciiieecns 89
4.4. Hypothese des Calcium-SChWEllENWEIES ... it 91
4.4 1. Auflésung der Keimzentrumsreaktion und Zellschicksal .............cccccooviiiiiiiiiiiiiiiiee e 92
4.5. Erkenntnisse dieSer ArDEIt...........eei i 93
T T U1 o] o1 QPRSP UPRTPN 94

oI =Y (=T =T aV= o [ 96



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Ubersicht Giber die B-Zell-ENWICKIUNG ...........c.cvevieeeeeeeieeieeceeeeeeeeeeeee e 16
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Lymphknotenarchitektur ............cccocooiiiinninnn. 17
Abbildung 3: Zeitlicher Verlauf der Keimzentrumsreaktion .............cccooviviiiiiiii i 18
Abbildung 4: Rezirkulation von B-Zellen im Keimzentrum. ...........ccccooiiiiiiiiie e 19
Abbildung 5: Schematische Darstellung der klassischen Immunsynapse..........cccccccoeevvvveeeeennn. 20
Abbildung 6: Inhibierung des Calciumeinstroms durch FCYRIIB..........c..cccooviiiiiiiiiieiiiiiieeeeee, 21
Abbildung 7: Schematische Darstellung der Immunglobulin-Struktur ............cccccceeeeiiiiiiiieeeeenn. 22
Abbildung 8: Modell der verschiedenen Calciumantworten............ccccceeeeeiiiiiiiieieeee e 26
Abbildung 9: Schematische Darstellung des genetisch encodierten Calciumindikators ............. 28
Abbildung 10: Aufbau des Einzelfluorophor-Calciumsensors GCaMP.............cccccoeeiiiiiiiinnneenn. 29
Abbildung 11: Aufbau des Cameleon-2 GECI. ... 29
Abbildung 12: Maximalintensitatsprojektion durch einen Gehirngewebsschnitt .......................... 30
Abbildung 13: Fluoreszenzintensitat von Donor- und Akzeptorfluorophor des GECI TN-XXL.... 30
Abbildung 14: Schematischer Aufbau des Perfusionssystems............ccccccooviiiiiiiiiciiiciiiieeeeee, 38
Abbildung 15: Detektion von Zelleigenschaften im Durchflusszytometer. ...........ccccccooeivinineee.n. 39
Abbildung 16: Zelltransfersystem mit nicht-antigenspezifischen YellowCaB-Zellen ................... 41
Abbildung 17: Zelltransfersystem mit antigenspezifischen B1-8:YellowCaB-Zellen.................... 42
Abbildung 18: Vorbereitung der Mause fur die Intravitalmikroskopie. ...........ccccccevveeiiiiiiiinnnennn. 43
Abbildung 19: Jablonski-Diagramim ...........ocueiiiiieiieiiee e 44
Abbildung 20: Prozess der Auswertung von intravitalmikroskopischen Daten..............cccevvveeees 45
Abbildung 21: Beispiel fiir die Segmentierung der B-Zellen ...........ccooeeeeiiiiiiiiiiiiii e, 45
Abbildung 22: Fluoreszenzspektren von eCFP und Citrine ...........cceeeviiiiiiiiiiieeeieeeeeeen 46

Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:
Abbildung 26:
Abbildung 27:
Abbildung 28:
Abbildung 29:
Abbildung 30:
Abbildung 31:
Abbildung 32:
Abbildung 33:
Abbildung 34:
Abbildung 35:
Abbildung 36:
Abbildung 37:
Abbildung 38:
Abbildung 39:

Titrationskurve des GECI TN-XXL in Abhangigkeit der Calciumkonzentration .... 47

Abklingkurve der Donor-Fluoreszenz von eCFP von isoliertem TN-XXL ............. 48
Phasor-Auswertung von FLIM-Messdaten ...........ccccooiiiiiiiiiiiiiiie e, 49
Cre-LoxP ReKOMDINATION. ......eiiiiiiiiiieiee e 50
Durchflusszytometrische TypiSIErung ........c.eoeiiiiiiiiiiiiie e 51
Anderung der FluoreszenzintenSitaten .................cccveueeveeeveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52
Anderung der ratiometrisch ermittelten Fluoreszenzintensitat tiber die Zeit ........ 53
Statistische Auswertung des FRET-Signals von 100 YellowCaB-Zellen ............. 53
Stimulation des BCR durch Zugabe von anti-IgM-F(ab), ..o, 54
Wiederholte Stimulation des BCR mit AntiKOrper ..........oocooeeviiiiiiiiiieeiee e 55
Durchflusszytometrische Untersuchung der YellowCaB-Zellen. ...............ccccc.... 56
Kinetik der durchflusszytometrischen Untersuchung............ccccoooiiiiiiiiiins 57
Stimulation mit anti-CD40, anti-lgM-F(ab),-Fragment und lonomycin.................. 58
Toll-like-Rezeptor-4-Stimulation mit LPS ..., 59
Toll-like-Rezeptor-9-Stimulation mit CpG .......ccooeiiiiiiiiiecccceccceeeecececece e, 60
Fluoreszenzmikroskopisches Bild eines Lymphknoten-Gefrierschnittes.............. 61
Intravitalmikroskopische Untersuchung eines B1-8lo-Keimzentrums................... 62




10

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 40:
Abbildung 41:
Abbildung 42:
Abbildung 43:
Abbildung 44
Abbildung 45:
Abbildung 46:
Abbildung 47:
Abbildung 48:
Abbildung 49:
Abbildung 50:
Abbildung 51:
Abbildung 52:
Abbildung 53:
Abbildung 54:
Abbildung 55:

Intravitalmikroskopische Untersuchung eines B1-8hi-Keimzentrums.................... 63
Die MomentangeschwindigKeit............c..oiiiiiiiiiiiiii e 64
Getrackte YElIOWCAB-ZEIIE .........cccueiiiiiiiiie e 65
Letzter Zeitpunkt der getrackten Zellbewegung (gelb) durch den Lymphknoten. .66
Vergleich des FRET-Signals, der Momentangeschwindigkeit ...................cccue... 67
Strategie zur Feststellung der Kolokalisierung von FDCs und YellowCaB-Zellen 68
Punktwolkendiagramm der Momentangeschwindigkeit versus FRET-Signal....... 69
FRET-Signaling von B1-8hi:YellowCaB-Zellen innerhalb einer Stunde................ 69
Histogramm normierter FRET-SIgnale ...........coooiiiiiiiiiiiie e 70
Entwicklung der FRET-Werte im Verlaufe der Keimzentrumsreaktion. ................ 71
Farbkodierte Darstellung der Fluoreszenzlebensdauer 1 vom Donor eCFP......... 73
Phasorenplot fur alle zum Zeitpunkt 8 (vgl. Abbildung 50) getrackten Zellen....... 74

Histogramm der Realwerte der diskreten Fourier-Transformation........................ 75
Schematische Darstellung des Dissoziationsaktivierungsmodells....................... 84
Méoglicher Kontakt zwischen FDC und B-Zelle...........ccoccveiiiiiiiiiiiiiiceee, 90
Antikdrper-abhangige AG-Prasentation .............ccvvveeiviiiiiiniee e 91



Abkurzungen

Abkiirzung Englische Bezeichnung

ACDA Antikoagulant Citrate Dextrose Sol. A

AG Antigen

AID Activation induced cytidine deaminase

APC Antigen presenting cell

ATP Adenosine triphosphate

BCL6 B cell lymphoma 6 protein

BCR B cell receptor

BFP Blue fluorescent protein

BLIMP-1 B lymphocyte-induced maturation protein-1

bp Base pairs

BSA Bovine serum albumin

Cca* Calcium [divalent kation]

CaM Calmodulin

CD Cluster of differentiation

CD40L CD40 ligand

(e)CFP Enhanced cyan fluorescent protein

CGG Chicken gamma globulin

CLM Cross-linking model of BCR activation

CLP Common lymphoid progenitor

CpG Phosphorylated cytosine-guanine oligonucleotide

CRAC Calcium release activated channel

CRs (CR1, Complement receptors 1 und 2

CR2)

cSMAC/pSMAC Central/ peripheral supramolecular activation
cluster

CSR Class switch recombination

CXCL C-X-C motif chemokine receptor ligand

CXCR C-X-C motif chemokine receptor

DAM Dissociation-activation model of BCR activation

DC Dendritic cell

DNA Desoxyribonucleic acid

EGTA Ethylene glycol-bis(aminoethyl ether)-tetra acetic
acid

ER Endoplasmatic reticulum

Fab Antigen binding fragment

Fc Constant fragment

FcyRIIB IgG-Fc-Fragment receptor 1B

FLIM Fluorescence lifetime imaging

FOXO1 Forkhead box protein O1

f.p. Foot pad injection

FRET Forster resonance energy transfer

FT Fourier transformation

GC Germinal center

GECI Genetically encoded calcium indicators

GFP Green fluorescent protein

Abklrzungen

Deutsche Bezeichnung
Acid-Zitrat-Dextrose-Losung A

Antigen

Aktivierungsinduzierte Cytidin-Deaminase
Antigenprasentierende Zelle
Adenosintriphosphat
B-Zell-Lymphomprotein 6

B-Zell-Rezeptor

Blau fluoreszierendes Protein
B-Lymphozyten-induziertes Reifeprotein
Basenpaare

Rinderserumalbumin

Calcium [divalentes Kation]

Calmodulin

Differenzierungscluster (Oberflachenprotein)
CD40-Ligand

Verbessertes cyan fluoreszierendes Protein
Huhn-Gamma-Globulin

Vernetzungsmodell der BCR Aktivierung
Gemeinsame lymphoide Vorlauferzelle
Phosphoryliertes Cytosin-Guanin Oligonukleotid
Durch Calciumaustrom aktivierter Kanal

Komplementrezeptoren 1 und 2

Zentrale/ periphere supramolekulare
Aktivierungscluster

Klassenwechselrekombination
C-X-C-Motiv-Chemokinerezeptor-Ligand
C-X-C-Motiv Chemokinrezeptor
Dissoziationsaktivierungsmodell der BCR-Aktivierung
Dendritische Zelle

Desoxiribonukleinsaure

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-tetraessigsaure

Endoplasmatisches Retikulum
Antigen-bindendes Fragment
Konstantes Fragment

11B-Rezeptor fiir den Fc-Teil des 1I9G
Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie
,Forkhead Box" Protein O1
FuRsohleninjektion
Forster-Resonanzenergietransfer
Fourier -Transformation

Keimzentrum

Genetisch encodierte Calcium-Indikatoren

Grin fluoreszierendes Protein
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Abklrzungen

HEPES

HSC
ICOS
ICOSL
Ig (M, D, G)
IL

IFN
IP3
IRF4
ITAM
i.v.
LPS
LSM

MACS
MFI
mm
mM
ml
MHC(I+11)
pm
uM
MOG
MS
NFAT
NF-kB

nm
nM

NP
Nur77
p.i.
PAX5
PBS
PD1
PFA
PI3K
PIP,
PLB
PLC-y2
PKC
PMS
PMT
PRR
RPMI

S1P

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfone

acid

Hematopoetic stem cell

Inducible costimulator

Inducible costimulator ligand
Immunoglobulin (class M, D, G etc.)
Interleukin

Interferon gamma

Inositol trisphosphate

Interferon regulatory factor 4
Immune receptor tyrosine-based activation motif
intravenously

Lipopolysaccharide

Laser Scanning Microscope
Molar

Magnetic assisted cell sorting
Mean fluorescence intensity
Millimeter

Millimolar

Milliliter

Major histocompatibility complex
Micrometer

Micromolar

Myelin oligodendrocyte protein
Multiple sclerosis

Nuclear factor of activated T cells
Nuclear factor ‘kappa light chain’ enhancer of
activated B cells

Nanometer

Nanomolar
4-Hydroxy-3-Nitrophenylacetyl
Nuclear receptor 77

Post immunization

Paired box protein 5

Phosphate buffered saline
Programmed cell death protein 1
Paraformaldehyde
Phosphoinositide-3-kinase
Phosphatidylinositol-bisphosphate
Plasma lipid bilayer
Phospholipase C gamma 2
Protein kinase C

Plasma membrane sheets
Photomultiplier tube

Pattern recognition recepor
+Roswell Park Memorial Institute“ cell culture
medium

Sphingosine-1-phosphate

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

Hamatopoetische Stammzelle
Induzierbarer Kostimulator
Induzierbarer Kostimulator-Ligand
Immunglobulin (Klasse M, D, G etc.)
Interleukin

Interferon gamma
Inositoltrisphosphat
Interferon-regulierender Faktor 4
Immunorezeptor-Tyrosin-basiertes Aktivierungsmotiv
intravenos

Lipopolysaccharid
Konfokalmikroskop

Molar

Magnetisch-unterstutzte Zellsortierung
Mittlere Fluoreszenzintensitat
Millimeter

Millimolar

Milliliter
Haupthistokompatibilitdtskomplex
Mikrometer

Mikromolar
Myelinoligodendrozytenprotein
Multiple Sklerose

Kernfaktor aktivierter T-Zellen
Kappa-Leichtketten-Enhancer-Kernfaktor aktivierter
B-Zellen

Nanometer

Nanomolar
4-Hydroxy-3-Nitrophenylacetyl
Kernzrezeptor 77

Nach Immunisierung

,Paired Box“ Protein 5
Phosphat-gepufferte Salzlosung
Protein fir programmierten Zelltod 1
Paraformaldehyd
Phosphoinositid-3-Kinase
Phosphatidylinositol-bisphosphat
Plasmalipiddoppelschicht
Phospholipase C gamma 2
Proteinkinase C
Plasmamembranschichten
Photoelektronenverfielfacher
Mustererkennungsrezeptor

,Roswell Park Memorial Institute” -Zellkulturmedium

Sphingosin-1-Phosphat



SD
SH2
SHM
SHP-1
SLO
snRNA
SOCE
STIM1
Syk
TACI

TCR
TCSPC

TfH
TLR4/9
TnC
VOC
YFP

Standard deviation

Src homology 2 (domain)

Somatic hypermutation

SH2 domain-containing phosphatase 1
Secondary lymphoid organ

Small nuclear ribonucleic acid
Store-operated calcium entry

Stromal interaction molecule 1

Spleen tyrosine kinase
Transmembrane activator and calcium
modulating cyclophilin ligand interactor

T cell receptor

Time-correlated single photon counting (device)

T follicular helper cell

Toll-like receptor 4/9

Troponin C

Voltage-gated calcium channel

Yellow fluorescent protein

Abklrzungen

Standardabweichung

Src Homologie 2 (Domane)

Somatische Hypermutation
SH2-Domaéne besitzende Phosphatase 1
Sekundares lymphatisches Organ
Kleine Kern-Ribonukleinsaure
Speicher-gesteuerter Calciumeinstrom
Stromales Interaktionsmolekiil 1
Milz-Tyrosin-Kinase
Transmembranaktivator und Calcium-modulierender
Cyclophilin-Ligand-Interaktor
T-Zellrezeptor

(Gerat zur) zeitkorrelierten Zahlung von
Einzelphotonen

T-follikulare Helferzelle

Toll-ahnlicher Rezeptor 4 bzw. 9
Troponin C

Spannungsgesteuerter Calciumkanal

Gelb fluoreszierendes Protein
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem

Ohne das Immunsystem ware der Organismus von Lebewesen nicht in der Lage, kdrperfremde
Stoffe von kdrpereigenen zu unterscheiden und so Krankheiten abzuwehren und gleichzeitig die
Integritat der eigenen Zellverbiinde zu bewahren. Ein mehrstufiges Abwehrsystem ermdglicht es
dem Korper, das Eindringen von Pathogenen zu verhindern bzw. eingedrungene Pathogene zu
bekampfen. Auch unterliegt die Kontrolle der gerichteten Entwicklung von unschadlich machenden
Antikérpern der Aufsicht eines ausgekliigelten Systems aus Immunzellen, Oberflachenrezeptoren
und Botenstoffen. Die Zellen des Immunsystems, die Leukozyten (weiflde Blutzellen), befinden sich
in der Zirkulation in Blut und Lymphe; B-Zellen, T-Zellen' und natirliche Killerzellen bilden die
Untergruppe der Lymphozyten. B- und T-Zellen ordnen sich auRerdem in lymphatischen Organen
an. Man unterscheidet primare und sekundare lymphatische Organe (SLO). In den primaren
lymphatischen Organen (Knochenmark, Thymus, fetale Leber) differenzieren die Zellen des
Immunsystems aus hematopoetischen Stammzellen (HSC) und reifen zu Effektorzellen. In den
SLO (Milz, Lymphknoten, Peyer-Plaques) finden wichtige Prozesse der adaptiven Immunantwort
statt, die zur Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses (langlebige Plasmazellen und
Gedachtnis-B- und T-Zellen, die bei Bedarf fir die Pathogenabwehr schnell reaktiviert werden

koénnen) fihren.
1.1.1. Angeborenes und erworbenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem ist im menschlichen Organismus, wie der Name sagt, von
Geburt an vorhanden. Es besteht aus mechanischen (Epithelzellen, Schleimhaute), chemischen
(Fettsduren der Hautflora, Tranenflissigkeit, Speichel) sowie unspezifischen, zellularen
Bestandteilen (Makrophagen, Neutrophile) und der normalen mikrobiologischen Flora des Kdérpers
(Vgl. Janeway, Immunobiology, 6. Auflage, Garland Science, 2005). Im Gegensatz zum
erworbenen Immunsystem, welches sich spezifisch angepassten Oberflachenrezeptoren auf B-
und T-Zellen bedient, greifen die Zellen des angeborenen Immunsystems auf Keimbahn-
assoziierte Gene fur die Ausbildung von Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition
receptors, PRRs) zurtick (7). So sind z.B. Makrophagen u.a. in der Lage, bakterielle Pathogene zu
erkennen und aufzunehmen (2). Weiterhin helfen Wundheilungs-induzierte Proteine und das
Komplementsystem bei der Zerstérung von Krankheitserregern (3). Diese Faktoren befahigen
jedoch nicht zur Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses, wie es nur von B- und T-
Zellen hergestellt werden kann. Nach dem ersten Kontakt des (angeborenen) Immunsystems mit
dem Pathogen wird dieses in antigenprasentierenden Zellen (APC) wie z.B. dendritischen Zellen
(DC), Makrophagen, Monozyten und B-Zellen prozessiert und in Form kurzer Peptidsequenzen auf
Histokompatibilitdtsproteinen (major histocompatibility complex, MHC) dargeboten. Sie wandern in

' Die Bezeichnung ,B*- oder ,T“-Lymphozyt, oder wie sie in dieser Arbeit vereinfachend genannt werden
sollen, B- und T-Zellen, bezieht sich auf die Herkunft bzw. den Entdeckungsort der Zellen. T-Zellen reifen im
Thymus, B-Zellen wurden erstmals in der Bursa fabricii in Végeln ndher beschrieben.
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die SLO, wo T-Zellen sie dann mit ihrem T-Zell-Rezeptor (TCR) erkennen kdnnen. Diese werden

somit aktiviert und die erworbene Immunantwort initiiert (4, 5).

B-Zellen kénnen in den reaktiven Einheiten der SLO, den Keimzentren (germinal centers, GCs),
mit ihrem B-Zell-Rezeptor (BCR) Teile des nativen Pathogens (=Antigen, AG) aufnehmen, das sie
von stromalen Zellen, den follikularen dendritischen Zellen (FDCs), in Form von Immunkomplexen
dargeboten bekommen, und so ebenfalls auf die Reaktion gegen diesen bestimmten Stoff
programmiert werden (6). Beide Zellarten, B- und T-Zellen, missen fir dasselbe Antigen
spezifische Rezeptoren besitzen, damit es zur Entwicklung von abwehrenden Antikérpern kommt
(siehe im Detail 1.1.2).

Neben der Pathogenabwehr muss der BCR auflerdem in der Lage sein, Toleranz gegeniber
Autoantigenen zu entwickeln (7). Seine Reaktivitdt wird fortwadhrend anhand seiner Fahigkeit,
Signale zu Ubertragen, geprift. Die Starke und Dauer dieser Signale, wie z.B. die Starke des
Einstroms von Calcium (Ca®") —lonen, entscheidet an verschiedenen Stellen seiner Entwicklung

Uber das Schicksal der Zelle.

B-Zellen
B-Zellen bilden den Zweig des Immunsystems aus, der als humorale Immunantwort bezeichnet

wird, indem sie in differenzierter Form Antikérper produzieren. Sie entstehen im Knochenmark aus
HSC in spezialisierten Nischen (ber eine genaue Abfolge von verschiedenen
Differenzierungsstadien (Abbildung 1). Sie verlassen das Knochenmark als unreife B-Zellen, um
tiber Blut und Lymphe durch den Kérper zu patrouillieren. So findet eine standige Uberwachung
auf mogliche Antigene statt. Zur endgdltigen Reifung der B-Zellen kommt es schlieRlich in der
Peripherie bzw. in den SLO, wo die B-Zell-Aktivierung stattfindet. B-Zellen sind die Vorlaufer von
(langlebigen) Plasmazellen und Gedachtnis-B-Zellen, welche in Keimzentren nach einem
zweistufigen Antigenkontakt entstehen. Kurzlebige Plasmazellen kdnnen auch durch die

extrafollikulare, eine vom Keimzentrum unabhangige Immunantwort, entstehen.

HSC verlieren nach und nach ihre Pluripotenz und werden zuerst zu multipotenten Stammzellen,
welche noch die genetischen Programme zur Entwicklung in viele verschiedene Zelltypen besitzen,
bis sie schliellich auf die Entwicklung zur lymphoiden Vorlauferzelle (common lymphoid progenitor,
CLP) festgelegt werden (8). Es folgt die Entwicklung zur Pro-B-Zelle. Um die korrekte Entwicklung
von B-Zell-Vorlaufern zu gewahrleisten, ist die Orchestrierung von vielen Transkriptionsfaktoren,
(wie z.B. FOXO1 (Forkhead box protein O1) fiir den Ubergang von der Pro-B-Zelle zur Pra-B-Zelle
oder PAX5 (Paired box protein 5) fur die korrekte Entwicklung des BCR) vonnéten (9, 70). Vor
allem die Zytokine CXCL12 und Interleukin (IL)-7 regen das Uberleben und die Proliferation von
Pro- und Pra-B-Zellen an (71, 12). Der BCR wird zuerst auf Pra-B-Zellen exprimiert. Es konnte
gezeigt werden, dass die Signallbertragung durch den Pra-BCR wichtig ist, um verschiedene
Prozesse in der Entwicklung der Zelle anzusto3en, wie Proliferation oder Umbau der leichten
Immunglobulinkette (IgL) (siehe 1.1.4.), in dem die Funktionalitdt des Rezeptors so laufend
Uberprtft werden kann (73). Ohne die Stimulation des pra-BCRs kdénnen sich die Zellen nicht zu
unreifen B-Zellen entwickeln, daher ist immer ein gewisser Grad an sogenannten tonischen

Signalen notwendig, um das Uberleben der Zellen zu sichern.
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B-Zell-Migration

Uber venodse Blutgefalde, die Sinusoide, verlassen die reifen B-Zellen das Knochenmark (z.T.
durch die Wirkung von CXCR4-Antagonisten und einer erhéhten Sphingosin-1-Phosphat- (S1P)-
Konzentration aus dem Endothel im Blut) und gelangen uber das Blut und Lymphe in die SLO (74,
15).

iedr | pra i :
0 niedr | Pra-BCR-Signale: .
] lau IL-7R Klonale Proliferation und | Intrazellulares Igu

Rekombination des
Ig-Leichtketten (IgL)-Gens
" wf@

Pro-B-Zelle grolRe Pra-B-Zelle kleine pra-B-Zelle  unreife B Zelle Reife B-Zelle

Abbildung 1: Ubersicht iiber die B-Zell-Entwicklung in Zusammenhang mit der Entstehung des B-Zell-
Rezeptors (BCR). Aus der Pro-B-Zelle, die noch keinen BCR besitzt, entwickelt sich die Pra-B-Zelle, welche
eine Vorform des BCR, den Pra-BCR besitzt, und so Pra-BCR-Signale empfangen kann. Diese fihren dazu,
dass der Rezeptor internalisiert und umgebaut wird und schlieBlich, in der unreifen Form, wieder auf der
Zelloberflache exprimiert wird. Antigen-abhangige Signale fihren zur voélligen Ausreifung (73).

Dort finden B-Zellen ihr Einsatzgebiet durch das Vorhandensein von Chemokingradienten und
anhand der entsprechenden Auspragung der zugehoérigen Oberflachenrezeptoren. Beispielsweise
sorgt das Chemokin CXCL13, welches im Keimzentrum von FDCs abgesondert wird, dafir, dass
B-Zellen in Richtung der hdochsten Konzentration dieses Lockstoffes wandern und sich so zu B-
Zell-Follikeln in den SLO zusammen finden. Der hierfur verantwortliche Rezeptor auf der B-Zell-
Oberflache ist CXCR5. Weiterhin exprimieren B-Zellen den Rezeptor CCR7, welcher fahig ist, auf
die Chemokine CCL19 und CCL21, die von T-Zellen sekretiert werden, zu reagieren. Ein
Heraufregulieren dieses Rezeptors nach Antigenkontakt veranlasst die B-Zellen in Richtung T-Zell-
Zone in den SLO zu migrieren, wo sie an der T-B-Grenze mit ebenfalls durch das Antigen

aktivierten, rezeptorverwandten T-Zellen interagieren kénnen (16).

B-Zellen kénnen auf unterschiedliche Arten mit Antigen in Kontakt treten: Kleinere Antigene
werden Uber ein Leitungssystem aus Kollagenfasern durch die SLO geleitet (17), groRere von
anderen Zelltypen aufgenommen und Komplement-abhangig (d.h. markiert mit bestimmten
Proteinmarkern, welche an spezielle Rezeptoren binden) an B-Zellen weitergegeben. Bei Uber das
Blut zugeleiteten Antigenen geschieht dies vor allem durch Makrophagen (in den Lymphknoten
subkapsulare Sinusmakrophagen) und DC (78, 19). Antigen wird auf’erdem in Form von
Immunkomplexen (Immunglobulin- und Komplement-markiertes Antigen) auf den FDCs
gespeichert. Dort kann es in endosomalen Kompartimenten, welche vor Degradation geschitzt
sind, rezirkulieren. (20). T-B-Interaktionen fuhren schliellich zum Ausbilden von Keimzentren, da
sie den B-Zellen Proliferationssignale liefern und sie veranlassen, CXCR5 weiter hochzuregulieren,

wodurch sie sich zu dicht gepackten reaktiven Einheiten zusammenfinden (27).

T-Zellen
T-Zellen lassen sich anhand der Expression des CD4- oder CD8-Rezeptors in zwei Klassen

einteilen. Die zytotoxischen CD8-postivien T-Zellen zerstéren beispielsweise von Viren befallene
Koérperzellen. Die CD4-positiven T-Zellen spielen im Rahmen dieser Arbeit vor allem als follikulare

T-Helferzellen (TfH) eine Rolle. Sie werden durch APCs aktiviert und kénnen spezifisch auf ein
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ganz bestimmtes Antigen reagieren. Neben weiteren Prozessen ermoglicht das Hochregulieren der
Chemokinrezeptoren CXCR5 und S1P-Rezeptor 2 den T-Zellen die Migration in Richtung der B-
Zell-Regionen in den SLO (22, 23). T-Zellen und B-Zellen treten so das erste Mal an der Grenze
zwischen T-Zell-Zone und B-Zell-Follikel (vgl. Abbildung 2) der SLO in Wechselwirkung. T-Zellen
treffen hier mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit auf B-Zellen, die ebenfalls durch das Antigen
aktiviert worden sind und treten mit ihnen in MHCII-TCR Wechselwirkung. Diese B-Zellen kénnen
dann Uber ihr CD40-Oberflachenmolekiul mit den von T-Zellen exprimierten CD40-Liganden
(CD40L) in Verbindung treten und auf diese Weise das Signal zur Proliferation und Differenzierung
erhalten, andererseits sterben sie ab (24-27). Wie durch Experimente mit einem
photoaktivierbaren Fluoreszenzreporter gezeigt werden konnte, sind die T-Zellen dabei nicht auf
ein GC beschrankt, sondern kénnen sich Uber den gesamten Lymphknoten verteilen und sorgen so
fur die maximale Diversifizierung der T-Zell-Hilfe (28, 29). Dabei bestimmt die Menge des von den
GC-B-Zellen aufgenommen Antigens direkt Giber die von den T-Zellen ausgeschitteten Signale zur
Proliferation und Rezirkulation und beeinflusst den Zellzyklus der B-Zellen (30, 37). Die
Antigenmenge sorgt dabei in T-Zellen fur erhdhte transiente und teilweise nachhaltige
Calciumspiegel, was jedoch die Beweglichkeit der T-Zellen nicht einschrankt. Die TfH-Zellen
»scannen“ das GC (und eben auch benachbarte) unablassig nach AG-prasentierenden Zellen ab,
um T-Zell-Hilfe zu leisten, wo sie bendtigt wird (32).

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Lymphknotenarchitektur (stark vereinfacht). (1) Zufihrende
LymphgefalRe, (2) Kapsel aus Bindegewebe, unter welcher sich die (3) aus Lymphozyten bestehende Rinde
(Kortex) befindet, welche die (4) B-Zell-Follikel beherbergt, die der Vermehrung und Differenzierung der B-
Zellen dienen und in welchen die Keimzentren entstehen. Darunter schlieft sich die (5) T-Zell-Zone an,
sowie die (6) Markstrange, die aus dem Bereich der (7) Medulla ins Innere des Lymphknotens ragen. Der
Lymphknoten ist durchzogen von Bindegewebsstrangen, den Trabekeln (8). Der Abtransport von Zellen
findet Uber (9) abfuhrende LymphgefaRe statt.

Lymphknoten
Lymphknoten sind als Strukturen des Korpers, in denen sich zentrale reaktive Prozesse der

Immunantwort abspielen, architektonisch optimal angepasst, um die Interaktionen von B-Zellen
und T-Zellen zu erleichtern. Sie bestehen aus einer mit Lymphozyten angereicherten

Bindegewebskapsel und gliedern sich subkortikal in Zellansammlungen von B-Zellen, die
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sogenannten Follikel, und die basal daran anschlieBende T-Zell-Zone. Die Lymphknoten werden
von lymphatischen GefalRen durchzogen, den Sinusoiden, die im Bereich der Medulla die mit
Lymphozyten angereicherte Lymphflissigkeit abtransportieren. Hier befinden sich auch die
sogenannten Markstrange, in welchen Makrophagen und Plasmazellen angereichert sind
(Abbildung 2).

In den B-Zell-Follikeln bilden sich im Verlauf einer Immunreaktion gegen bestimmte Pathogene
die Keimzentren aus, in welchen B-Zellen proliferieren und ihre Reaktivitdt gegen das Antigen
getestet wird. Die Keimzentren selbst besitzen ebenfalls eine spezialisierte mikroanatomische
Struktur, welche die Affinitatsreifung der B-Zellen unterstitzt. Sie gliedern sich in eine helle Zone
(light zone, LZ), die sich durch FDCs und TfH-Zellen auszeichnet und wo die B-Zellen Antigen
aufnehmen und je nach BCR-Affinitat T-Zell-Hilfe erhalten, und eine dunkle Zone (DZ) in welcher

sie proliferieren (Abbildung 3).

1.1.2. Selektion von B-Zellen in Keimzentren und Affinitatsreifung

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3
Interfollikular- SCS
T-Zell- Region
Zone Aktivierte

O O Elrg::'l;blas‘
©

Folikels (30

Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7

Friihes
GC

Sekundéres Follike

Expandierendes GC

Abbildung 3: Zeitlicher Verlauf der Keimzentrumsreaktion (erste sieben Tage). T-Zellen reagieren auf
Antigen, das von professionellen APCs wie z.B. DC, prozessiert und mittels MHCII auf deren Oberflache
prasentiert wird. T-Zellen wandern in die Interfollikularregion. B-Zellen erkennen natives Antigen mithilfe des
B-Zellrezeptors und nehmen es in primaren Follikeln auf. Zwei Tage spater interagieren B-und T-Zellen uber
MHCII-TCR und CD40-CD40L in der interfollikularen Region, was zur vollstdndigen B-Zell-Aktivierung fihrt.
An Tag 4 wandern die B-Zellen in das Zentrum des Follikels ein, das charakterisiert ist durch ein Netzwerk
von FDCs. Die B-Zellen fangen an, zu proliferieren und die Ubrigen Zellen zu verdrangen; ein sog.
sekundares Follikel bildet sich aus. Nach sieben Tagen hat sich ein reifes Keimzentrum ausgebildet und es
lassen sich eine helle Zone, die aus B-Zellen, T-Zellen und FDCs besteht und eine dunkle Zone, welche
dicht gepackte proliferierende B-Zellen enthalt, unterscheiden (33), adaptiert.

Keimzentren sind Zellstrukturen in den SLO, in welchen sich B-Zell-Aktivierung, -Selektion,
somatische Hypermutation (SHM), klonale B-Zell-Expansion sowie die Induktion der finalen B-Zell-

Differenzierung zu Plasma- und Gedachtniszellen abspielen. Sie bilden sich nach dem Kontakt des
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Koérpers mit einem T-abhangigen Antigen, also einem Antigen, flr dessen Abwehr die Hilfe von T-
Zellen notwendig ist. Anhand ihrer Reaktivitédt gegen das Antigen werden die B-Zellen von T-Zellen
dazu befahigt, die Affinitat ihres BCR zum Antigen zu erhdohen. Dies geschieht indem sie mehrere
Runden von der LZ in die DZ zirkulieren. So werden durch den abwechselnden Umbau der
Immunglobulinkette durch SHM/Proliferation und dem Rezeptortest durch Antigenaufnahme und
darauffolgende T-Zell-Signale diejenigen B-Zellklone zum Uberleben bevorteilt, welche spéter als
Plasmazellen hochreaktive Antikdrper in hoher Frequenz herstellen (oder als Gedachtnis-B-Zellen

sekundare Immunantworten starten kdnnen) (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Rezirkulation von B-Zellen im Keimzentrum. B-Zellen nehmen von FDCs natives Antigen mit
dem BCR auf, prozessieren es und prasentieren es als Peptidabschnitte tber MHCII-TCR-Wechselwirkung
an T-Zellen. Positive Interaktionen und kostimulatorische Signale (nicht dargestellt) fihren zur Wanderung
von der LZ in die DZ, wo B-Zellen proliferieren und den BCR durch SHM editieren. AnschlieBend wandern
sie zurlick in die LZ. Ein erneutes Durchlaufen dieser Abfolge fihrt zur graduellen VergréfRerung der Affinitat
des BCR zum Antigen.

Damit eine B-Zelle im Keimzentrum positiv selektioniert werden kann und proliferieren darf,
muissen zwei Bedingungen erflllt sein: Zum einen muss die B-Zelle bereits das Antigen
aufgenommen haben, um es auf ihrer Oberflache im MHCII-Molekil zu prasentieren. Dieses
Oberflachensignal erkennen TfH-Zellen. Gleichzeitig muss der BCR der B-Zelle durch Aufnahme
desselben Antigens aktiviert worden sein. Die Interaktion zwischen B- und T-Zellen findet in der
interfollikuldren Region statt, wo sich B- und T-Zellen rdumlich treffen. Naive B-Zellen kénnen
entweder auf l6sliches, besser aber auf membrangebundenes Antigen reagieren, das sie von APC
erhalten, z.B. Uber Wechselwirkungen mit Immunkomplexen, welche an Fc-Rezeptoren oder
Komplementrezeptoren gebunden sind (34). Im Keimzentrum selbst erhalten die B-Zellen das
Antigen wiederum von Speicherplatzen auf den FDCs, abhangig von der Affinitat inres BCR. Die B-

Zellen mussen also BCR-vermittelt zum einen Antigen erkennen, aufnehmen und prozessieren und
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zum anderen Kontakt mit T-Zellen herstellen. Nur wenn diese zwei Signale erfolgt sind, fuhrt die T-
Zellhilfe durch CD40-CD40L Interaktion zum Proliferationssignal. Zellen, welche dieses Signal nicht
erhalten, sterben durch Apoptose (27). Wie gut die Interaktion zwischen T- und B-Zelle ist,
entscheidet sich nach Affinitat der B-Zelle zum Antigen und anhand der Menge des der T-Zelle
dargebotenen Antigens (29). B-Zellen durchlaufen mehrere Runden dieses
Selektionsmechanismus. Im Verlauf der Keimzentrumsreaktion verandern sich so die BCR-
Spezifitaten durch SHM. Die negative Selektion schlecht bindender B-Zellen flihrt dazu, dass nur
noch wenige reaktive B-Zellklone am Ende der Reaktion Ubrigbleiben und diese mit jeder Runde
immer hoher affine Antigenrezeptoren (welche spater als Antikérper sezerniert werden kdnnen)
gebildet haben. Dieser Vorgang stellt eine herausragende Eigenschaft des adaptiven
Immunsystems dar und wird als Affinitatsreifung bezeichnet. Ist die Affinitatsreifung
abgeschlossen, erhalt die B-Zelle das Signal, sich zur Plasmazelle oder Gedachtnis-B-Zelle zu
differenzieren. Welcher Art dieses abschlielende Signal jedoch ist, ist noch nicht hinlanglich
bekannt. Die Aktivierung des Calciumeinstroms uber den BCR und die Amplitude und Dauer

scheinen aber eine wesentliche Rolle dabei zu spielen (siehe 1.2.1) (35).

1.1.3. Antigenpréasentation
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der klassischen Immunsynapse. Bei der T-abhangigen Immunantwort
prasentiert die B-Zelle (blau) mithilfe des BCR aufgenommenes und prozessiertes Antigen (Signal1) der T-
Helfer-Zelle (rosa) uber MHCII. Diese erkennt dargebotenes Antigen mittels ihres TCR. Gleichzeitig
interagieren CD40 Rezeptor auf der B-Zelle und CD40-Ligand auf der T-zelle miteinander. ,Passen” beide
Strukturen zusammen, stimuliert die T-Zelle ihrerseits die B-Zelle mit Zytokinen und gibt ihr so
Uberlebenssignale (z.B. Expression von BCL-6, Signal 2) Bei der T-unabhangigen Immunreaktion kénnen
langkettige, repetitive Sequenzen denselben Effekt hervorrufen, indem sie BCRs und Korezeptoren
quervernetzen (nicht gezeigt). Eigene Darstellung nach Janeway, 6. Edition, Garland Science (2005).

Der Begriff ,Antigenprasentation beschreibt in der Tat zwei voneinander zu unterscheidende
Prozesse: Sofern nicht anders spezifiziert, ist damit zumeist die MHCII-vermittelte Prasentation von
Peptidabschnitten eines zuvor aufgenommenen und prozessierten Antigens an T-Zellen zur
Erlangung von T-Zell-Hilfe gemeint. Bevor das Antigen den T-Zellen prasentiert werden kann,

muss es jedoch von den APC aufgenommen werden. Dieses bewerkstelligen die APC, indem sie
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entweder sich frei in der Zirkulation befindende Immunkomplexe oder auf anderen Zelltypen
gebundene Immunkomplexe internalisieren. Auch das Zurverfligungstellen dieser Immunkomplexe
zur Aufnahme von APC wird manchmal als Antigenprasentation bezeichnet (ist aber nicht MHCII-
vermittelt). B-Zellen sind befahigt, beides zu tun und einerseits Antigen, welches ihnen von
spezialisierten Zelltypen in der Form von Immunkomplexen dargeboten wird, aufzunehmen (und
gleichzeitig mit der Aktivierung eines entsprechenden Signalweges durch den BCR zu reagieren),
und andererseits auch selbst APC zu sein. Diese Interaktion mit T-Zellen passiert bei der B-
Zellaktivierung vor Entstehung eines Keimzentrums und wahrend der Keimzentrumsreaktion.
Dabei prasentiert die B-Zelle, welche zuvor entweder in der Peripherie, oder aber von stromalen
Zellen Antigen aufgenommen hat, kurze Peptidsequenzen des prozessierten Antigens mithilfe
ihres MHCII-Molekils den T-Helferzellen, welche die Sequenz mittels ihres TCR erkennen. Sodann
werden kostimulatorische Signale ausgelést (CD40-CD40L), welche die Sekretion von
Uberlebenssignalen (d.h. Zytokinen, die unter anderem das B-Zelllymphom-6 Gen (BCL-6), den
Master-Regulationsfaktor der Keimzentrumsreaktion, anschalten) durch die T-Zellen zur Folge
haben (Abbildung 4) (36, 37).

Simultane
Quervernetzung

@ Rekrutierung
Igal Igﬁw l ®TK) (PLCY)

) Inhibierung von
Calcium flux und
Proliferation

Abbildung 6: Inhibierung des Calciumeinstroms durch FcyRIIB. Die simultane Quervernetzung der beiden
Rezeptoren Immunkomplexe fuhrt zur Inaktivierung verschiedener nachgeschalteter Moleklle (36), adaptiert

Umgekehrt sind B-Zellen ebenfalls darauf angewiesen, das ihnen von anderen Zellen
dargebotene Antigen erkennen zu kénnen. Dies geschieht, indem die B-Zelle auf in Form von
Immunkomplexen gebundenes Antigen reagiert. Diese befinden sich in der Zirkulation oder werden
auf Fc-Rezeptoren dargeboten. Fcy-Rezeptoren erkennen den Fc-Teil (c wie constant, konstant)
des IgG (siehe 1.1.4.). In Menschen und Mausen existieren sechs verschiedene Untergruppen mit
z.T. zwischen den Spezies abweichenden Funktionen. Fc-Rezeptoren kdénnen auch Signale
Ubertragen und modulieren. Es gibt aktivierende und inhibierende FcyR, die gemeinsam auf vielen
hamatopoetischen Zellen, vor allem angeborenen Immuneffektorzellen, vorkommen. B-Zellen
besitzen nur den inhibierenden Rezeptor FcyRIIB, welcher die Aktivierung des BCR
herunterreguliert (Abbildung 5) (38). Auch die Bindung von AG-Immunkomplexen auf FDCs im

Keimzentrum geschieht durch FcyR.

In der Vergangenheit wurde dariiber diskutiert, ob FDCs fiir die Keimzentrumsreaktion eine
gewisse Redundanz aufweisen, denn es konnte gezeigt werden, dass SHM sowie die Produktion

von Antikdrpern auch stattfinden, wenn dieser Zelltyp fehlt oder die Deposition von
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Immunkomplexen auf FDCs unterbunden wird (37, 38). B-Zellen sind bei hoher Affinitat ihres BCR
in der Lage, durch mechanische Kréfte, die sie mithilfe des Rezeptors auf membrangebundenes
Antigen ausliben, dieses zu internalisieren und zu prozessieren (39, 40). Je affiner der BCR dabei
fur das Antigen ist, desto mehr Antigen kann internalisiert werden. Lésliches Antigen wird zwar
ebenfalls aufgenommen werden, wie es ja auch bei der initialen B-Zell-Aktivierung erfolgt (naiver
IgM-BCR). Allerdings sind nur hochaffine BCRs in der Lage, durch Einwirkung von mechanischen
Zugkraften auf membrangebundenes AG groRere Mengen zu internalisieren und somit einen
Selektionsvorteil zu erhalten. Es wird diskutiert, ob Immunkomplexe, welche auf den FDCs
gespeichert werden, somit die Reifung hochaffiner B-Zellen im Keimzentrum beschleunigen. Auch
werden FDCs mit der besseren Ansteuerung von T-Zell-Hilfe und dem Stilllegen bestimmter
Apoptosefaktoren in Verbindung gebracht (47). FDCs haben also zumindest eine unterstitzende

Funktion zur Optimierung der B-Zell-Reifung im Keimzentrum (42).
1.1.4. Antikdrper

Als von differenzierten B-Zellen, den Plasmazellen, sekretierte Form des BCR sind Antikorper in
der Lage, durch Blut und Lymphe zu zirkulieren und Pathogene unschadlich zu machen, indem sie
sie z.B. fUr Fresszellen oder spezielle Proteine markieren. Antikérper sind Proteine, die aus je zwei
leichten und zwei schweren Aminosaureketten bestehen. Die Ketten werden zusammengehalten
durch Disulfidbriicken. Die Y-Form des Immunglobulins macht die Unterscheidung von Fc-Doméane
(des ,Stamms*) sowie der zwei Fab-Domanen (die zwei ,Arme*; a b wie antigenbindend) moglich.
Die Fab-Doméanen beherbergen an ihren Enden auch die Antigen-bindenden Stellen, wahrend der

Fc-Teil dem Andocken der Effektorzellen oder —molekiile dient (Abbildung 7).

W 2.

r Fc

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Immunglobulin-Struktur, die z.B. als IgG-Form des Antikorpers
im Koérper zirkulieren und Pathogene unschadlich machen kénnen. Der Antikdrper besteht aus einer leichten
Proteinkette (gelb) und einer schweren (grin). Die Ketten sind durch Disulfidbriicken verbunden. Die
Antigen-bindende Stelle befindet sich in der variablen Region (blau umrandet) und wird bei der
Affinitatsreifung veréndert. Die restlichen Teile des Antikorpers werden als konstante Region bezeichnet, da
ihre Struktur im Verlaufe der Reifung der Antikdrper gleich bleibt.

Jede Kette hat aulRer einem konservierten Abschnitt aulRerdem einen variablen Teil, der sich
durch Mutationen so umbauen lasst, dass eine groRtmogliche Antikdrpervielfalt gewahrleistet ist.
Antikdrper kommen in vielen Klassen im Immunsystem vor. Die naive Form des BCR ist zunachst
IgM oder IgD und wird durch Klassenwechselrekombination (class switch recombination, CSR) im
Verlauf der Keimzentrumsreaktion zu IgG (mit seinen Subklassen 1gG1, 1gG2a und —b, 1gG3 in
Mausen bzw. IgG1-4 in Menschen (36, 43)).



Einleitung

1.2. Calcium als Second Messenger

Als sogenannter ,Second Messenger* spielt Calcium bei der Entwicklung und Funktion vieler
Zelltypen eine besondere Rolle. Es Ubernimmt dabei die Aufgabe der Kommunikation zwischen
Zell-Innen- und Zell-Aufzenwelt, d.h. Gbertragt und Ubersetzt biochemische oder elektrische Signale
inter- und intrazellular. Die bivalenten Metallkationen sind dabei besonders gut fir die Interaktion
mit Proteinen geeignet. |hre hohe Ldslichkeit in Wasser, ihre besonders guten
Diffussionseigenschaften, sowie die Fahigkeit, mit Carboxyl (C-OH)- und Carbonylgruppen (C=0)
der Aminosauren (zwei freie Elektronen) stabile chemische Bindungen einzugehen, machen
Calcium zum idealen Signallbertragermolekil. Die Calciumionen konnen dabei aus dem
umliegenden Medium oder aus dem Zellinneren stammen. Jeder Zelltyp besitzt eine eigene
Ausstattung an lonenkanalen, Pumpen und Enzymen flr die Verarbeitung dieser Signale und zur
Aufrechterhaltung eines Gradienten zwischen Zellinnerem und Zellaulierem. Beispiele fir
Calciumkanale sind die spannungsabhangigen VOC (voltage operated calcium)-Kanale in Muskel-
und Nervenzellen, der ebenfalls neuronale, durch Glutamat aktivierte NMDA (N-methyl-D-
Aspartat)-Rezeptor, oder die durch Calciumdepletion aktivierten CRAC (calcium release activated
channel, Calciumausstrom-aktivierte)-Kanale auf B-Zellen (44). Auf B-Zellen gibt es (im Gegensatz
zu T-Zellen) dariiber hinaus noch transiente Rezeptorpotential-Kationenkanale Typ C (TRPC),
deren Funktion zum Teil redundant ist (45). Es existieren unterschiedliche Formen von
Calciumsignalen, die unterschiedliche Prozesse stimulieren und in verschiedensten zeitlichen
Dimensionen operieren. Der Einstrom von Calcium in die Zelle kann transient (d.h. interne
Speicher werden gelehrt und die Calciumkonzentration in der Zelle erhéht sich nur fir
Sekundenbruchteile) oder nachhaltig sein, wenn zusatzlich zur Leerung der intrazellularen
Calciumquellen der Einstrom von lonen von aufien stattfindet. Dies kann z.B. folgendermalien
sichtbar gemacht werden: Am Durchflusszytometer kdnnen nach Stimulation des BCR zweiphasige
Erhéhungen der intrazellularen Calciumkonzentration (durch den Umschlag der Intensitat von
Farbstoffen) gemessen werden. Der erste Peak resultiert dabei aus dem Ausstromen der lonen
aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER), der zweite kommt zustande, wenn Calcium von
auflden nachstromt und ist meist verlangert (46, 47). Die zeitliche Form der Calciumantwort in der
Zelle ist aullerdem je nach Differenzierungsstatus der B-Zellen verschieden, beispielsweise in
transitionalen B-Zellen im Vergleich zu Marginalzonen-B-Zellen. Reife B-Zellen besitzen einen
gréleren Calciumeinstrom von auf3en als unreife (48). Auch tragen noch andere Organellen (z.B.
Mitochondrien) zur Ausschittung von Calciumionen und Aufrechterhaltung eines Spiegels bei (49).
Die verschiedenen Aktvierungsmuster des Calciumeinstroms koénnen unterschiedliche
Transkriptionsfaktoren als Effektoren aktivieren, welche die Expression von Genen (und damit
auch Differenzierung und/oder Proliferation) ermdglichen (s.u. am Beispiel von B-Zellen) (35). Als
molekulare Grundlage der differentiellen Calciumantworten kdnnen sogenannte membrane zip
codes angesehen werden. Dieser Begriff bezeichnet eine Anzahl reaktiver Doménen in
signalibertragenden Membranproteinen, die durch Phosphatasen wie die SH2-Domane-
besitzende Phosphatase 1 (SHP-1) hemmend oder fordernd reguliert werden (50).
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1.2.1. Calcium in B-Zellen

Die intrazellulare Calciumkonzentration in B-Zellen betragt im Ruhezustand etwa 100nM und
liegt damit 10000-fach niedriger als die extrazellulare (in Standard-Zellkulturmedien etwa zwischen
1-2mM). Im Aktivierungszustand steigt durch den gradientenbedingten Einstrom von auflen der

Calciumgehalt in der B-Zelle um das bis zu Zehnfache an (57).

BCRs besitzen im Inneren der Zelle signalweiterleitende Domanen (Iga/lgf). Die Stimulation des
BCR durch Antigen flihrt nach neuesten Erkenntnissen zur Freilegung dieser Rezeptordoméanen
(siehe 1.3.). Jedes Ig des Heterodimers besitzt ein sieben Aminosaduren langes Motiv, das sog.
ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif, Immunrezeptor-Tyrosin-basiertes
Aktivierungsmotiv). Werden die zwei Tyrosinreste jedes ITAMs durch BCR-Aktivierung
phosphoryliert, kann die Kinase Syk (spleen tyrosine kinase, Milz-Tyrosin-Kinase) binden und
verschiedene nachgeschaltete Molekile aktiviert werden, die schliellich die internen
Calciumspeicher des ER leeren. Zunachst initiert Syk die Komplexbildung aus den
SignalUbertragerenzymen Bruton’s Tyrosin Kinase (Btk), B-Zell-Linker-Protein (BLNK, auch SLP-
65) und Phospholipase C-y2 (PLC-y2). PLC-y2 erzeugt aus Phosphatidylinositol-bisphosphat
(PIP,) Diacylglycerin  und Inositol-3-phosphat (IP3). PIP, wiederum wird durch den
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Weg zu PIP; umgebaut, welches den Calciumeinstrom
zusatzlich positiv beeinflusst. Das entstandene IP; Offnet Kandle auf dem ER, sodass
Calciumionen ausstromen konnen (46, 57). Dieser Ausstrom fihrt zu einer Verlagerung des
stromalen Interaktionsmolekils 1 (STIM1) und dessen Andocken an CRAC-Kanale auf der
Plasmamembran der Zelle. Dies wiederum fihrt zu Calciumeinstrom, ein Prozess, der als

Speicher-gesteuerter Calciumeinstrom (store-operated calcium entry, SOCE) bezeichnet wird (52).

Nachgeschaltete Signalwege der Calciummobilisation
Die mit Calcium in Verbindung stehenden Signalwege in B-Zellen lassen sich unterteilen in

BCR-abhangiges und BCR-unabhéangiges Signaling (letzteres im Rahmen dieser Arbeit untersucht
durch Stimulation von Korezeptoren). Es ist dabei sowohl fur die normale Zellentwicklung als auch
fur das Verhindern von Autoimmunitat, also dem Gewahrleisten von Toleranz essentiell. Zwei der
wichtigsten BCR-abhangigen, Calcium-sensitiven metabolischen Wege sollen hier genannt
werden: Der Proteinkinase C (PKC) -vermittelte Weg, der zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB (Nuclear factor ‘kappa light chain’ enhancer of activated B cells, kappa-Leichtketten-
Enhancer-Kernfaktor aktivierter B-Zellen) fUhrt sowie der Calcineurin-vermittelte Weg, der zur
Aktivierung von NFAT (nuclear factor of acivated T cells, Kernfaktor aktivierter T-Zellen, traditionell

vor allem der Aktivierung von T-Zellen zugeordnet) fihrt.

Der NF-kB-Signalweg wird aktiviert, wenn das PLC-y2 Produkt DAG die PKC zur
Plasmamembran rekrutiert. Die volle Aktivierung der PKC bendétigt dann Ca**-lonen, welche in der
Calciumaktiven Doméane C2 binden. Im Ruhezustand wird NF-kB durch einen inhibitorischen
Adapter-Proteinkomplex gehemmt. Dieser wird durch PKC-Produkte Uber mehrere Schritte fur die
proteasomale Degradation markiert (Abbildung 8). Die frei gewordene NF-kB-Einheit kann damit in

den Kern translozieren (53).
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Nachhaltig einstromendes Calcium fihrt zu Calmodulin (CaM)-Calcineurin-Interaktion. ca”-
lonen binden an die CaM-Untereinheit von Calcineurin, welches die Dephosphorylierung des
Transkriptionsfaktors NFAT katalysiert. NFAT kann im dephosphorylierten Zustand in den Zellkern
translozieren, wo es die Transkription von mehreren Genen anschaltet. Die Bedeutung dieses
Wegs wurde ausfiihrlich in Bezug auf T-Zell-Hilfe beschrieben, wobei defekte Elemente der
Calcium-Signalgebung (ORAI12, STIM1) bei Patienten zu einer SCID-ahnlichen Erkrankung
(severe combined immune deficiency, schwerwiegende Immundefizienz) und der Beeintrachtigung
einer wirksamen Antikorperproduktion fiihren kénnen (54, 55). In T-Zellen kontrolliert NFAT die
Expression von Rezeptoren wie CXCR5, PD1-ICOS, Liganden wie CD40L oder Zytokine wie IL-21
(56). In B-Zellen steuert NFAT beispielsweise die Expression von IL-4 und fihrt zu wichtigen
Prozessen, die die GC-Reaktion antreiben, da gezeigt werden konnte, dass die Deletion von
Calcineurin zur Beeinflussung des NFAT-Weges zu einer abnormalen GC-Architektur, einer

verminderten Proliferation und einem Defekt der Plasmazellenentwicklung fuhrt (57).

Neben dem BCR gibt es weitere Rezeptoren auf der B-Zell-Oberflache, welche die Intensitat
und Dauer der Calciumantwort mitbestimmen. Aktivierende Faktoren sind CD19, CD21 und CD81.
CD19 setzt beispielsweise den Schwellenwert fir den Calciumeinstrom herab, da es die PI3K,
welche zur Produktion von PIP, beitragt, aktiviert (568). CD22 und FcyRIIB setzen die
Calciumantwort herab und tragen so mafRgeblich zur Toleranzentwicklung bei (59, 60). Mutationen

im Gen fur CD22 spielen vermutlich bei der Ausbildung vieler Autoimmunkrankheiten eine Rolle.

Da neu entstehende B-Zellen zu etwa drei Vierteln autoreaktiv sind, ist es zur Verhinderung des
Fortbestandes autoreaktiver BCR-Varianten essentiell, dass diese an verschiedenen
Kontrollpunkten entsprechend ihrer Aviditat (Summe der Affinitaten aller Bindungsstellen) gepruft
werden (67). Bei diesen Checkpoints entscheidet die Starke des Calciumsignals dariiber, ob die
Zelle reifen, Uberleben und sich an der normalen Immunreaktion des Korpers beteiligen darf. Ist die
Toleranz von Selbstantigenen nicht gewahrleistet, kann das Immunsystem entweder durch
Rezeptoreditierung im Knochenmark (Checkpoint 1), durch klonale Deletion in der Milz (Checkpoint
2) und im Keimzentrum (Checkpoint 3) oder durch das Stilllegen der Reaktionsfahigkeit der Zelle
(Anergie) eingreifen (62). Interessanterweise zeigen B-Zellen, die konstant mit Antigen stimuliert
werden, ohne T-Zellhilfe zu erfahren, diesen anergischen Status und dieser hangt mit einer
anhaltend hohen Calciumkonzentration im Zellinneren zusammen (7, 63). Fuhrt bei einer unreifen
B-Zelle die Ligation mit einem Autoantigen zu einem starken Calciumeinstrom, wird die Zelle durch
Apoptose zum Absterben gebracht. Umgekehrt flhrt in einer reifen B-Zelle ein starkes
Calciumsignal, hervorgerufen von einem Fremdantigen, zum Anschieben der Signalkaskade und
damit zur Herstellung von humoraler Immunitat, ein schwaches, aber nachhaltiges Signal jedoch
eher zu Anergie. Die Starke des Calciumeinstroms durch SOCE bestimmt auch, ob NF-kB aktiviert
wird (>500nM) und zusammen mit NFAT (bendtigt nur ca. 200nM) in den Kern transloziert (35,
64). Andere Modulatoren und SOCE-unabhangige Calciumkanéle kénnen in diesen Prozess

eingreifen und selektiv Calciumeinstrom férdern oder hemmen (Abbildung 8).

%2 Der Name ,ORAI“ ist kein Akronym, sondern angelehnt an die griechische Mythologie (Hiter der
Himmelstur) (46).
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Die Starke des BCR-Signalings entscheidet im Verlauf der B-Zellentwicklung weiterhin dartber,
ob aus transitionalen B Zellen (also B-Zellen, welche ein Zwischenstadium zwischen unreifen B-
Zellen aus dem Knochenmark und reifen B-Zellen in der Zirkulation bzw. den Organen innehaben)
Marginalzonen-B-Zellen oder follikulare B-Zellen werden. Follikulare B-Zellen migrieren aus dem
Knochenmark in die SLO, wo sie in B-Zellfollikeln an der adaptiven Immunantwort teilnehmen und
u.a. Keimzentren ausbilden (65). Marginalzonen-B-Zellen sind in der Milz heimisch und erkennen

friihzeitig Gber das Blut transportierte Pathogene (66) (siehe auch 1.2.).
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Abbildung 8: Modell der verschiedenen Calciumantworten und ihre méglichen jeweiligen Downstream-
Effekte. a) Nachhaltiger, starker Calciumflux durch SOCE ermdéglicht die Degradierung des kB-Inhibitors und
schlieRlich die Translokation von NF-kB zusammen mit NFAT in den Kern. b) Membranpotentialmodulatoren
attenuieren den Calciumflux und nur NF-kB kann selektiv in den Kern translozieren. c) Ein schwaches
Oszillieren des Calciumspiegels sorgt fir alleinige Translokation von NFAT. d) Ein nachhaltig oszillierender
Calciumspiegel sowie die spate Aktivierung SOCE-unabhangiger Calciumquellen stellt die gemeinsame NF-
kB und NFAT-Aktivierung wieder her (58), adaptiert.

Autoimmunkrankheiten
Autoimmunkrankheiten entstehen, wenn die Balance zwischen Toleranz kérpereigener Proteine

und Abwehr von Pathogenen gestort ist. B- und T-Zellen, deren Entwicklung hin zur Autoreaktivitat
nicht rechtzeitig vom Korper unterbunden wird, greifen daher normalerweise ungefahrliche
Zielstellen im eigenen Korper an. Dies kann alle Organsysteme betreffen. Beispiele fir
Autoimmunkrankheiten, bei denen dieser Toleranzverlust zumindest teilweise zum Krankheitsbild
beitragt, sind beispielsweise Multiple Sklerose (MS), eine Krankheit, die zu neuronaler
Degeneration fuhren kann, Rheumatoide Arthritis mit einer allmahlich fortschreitenden
Einschrankung des Bewegungsapparates, Systemischer Lupus erythematodes (SLE), welcher
unter anderem Haut und Nieren angreift und Sjogrens Syndrom, welches sich multisymptomal
aulert, vor allem aber Drisengewebsfunktionen beeintrachtigt (67, 68). Viele dieser Krankheiten

werden zumeist mit einer Dysregulation der Calciumantwort in T-Zellen in Verbindung gebracht. Es



Einleitung

gibt aber auch Hinweise fir Fehlfunktionen in der BCR-abhéngigen Calciumantwort, vor allem aus
der Arbeit mit Mausmodellen. Defekte in der Modulierung des Calciumeinstroms durch CD22 und
FcyRIIB, also einer fehlenden Inhibierung und damit Uberaktivierung, wurden bereits mit dem

Entstehen von Autoantikérpern in Verbindung gebracht (69, 70).

1.3. Modelle der BCR-abhangigen B-Zell-Aktivierung

Die zwei derzeit existierenden Modelle der BCR-Aktivierung werden als Vernetzungsmodell
(crosslinking-model, CLM) und Dissoziationsaktivierungsmodell (dissociation-activation model,
DAM) bezeichnet. Diese Hypothesen widersprechen sich zum Teil und wurden in der
Vergangenheit ausflhrlich diskutiert. Forscher fanden, dass viele Gesichtspunkte der BCR-
Aktivierung sowohl mit CLM als auch mit DAM erklart werden konnten (77). B-Zellen besitzen
mehrere hunderttausend Kopien von BCRs auf ihrer Plasmamembran. Es wurde gezeigt, dass die
Rezeptoren nicht zufallig Gber die gesamte Zelloberflache verteilt sind. Vielmehr gruppieren sie
sich als Oligomere in Mikrodoméanen, die durch das Zytoskelett der Zelle geformt werden (72, 73).
CLM, d.h. die B-Zell-Aktivierung durch Quervernetzung von BCRs ist seit Jahrzehnten das
bevorzugte Modell, da gezeigt werden konnte, dass nur multivalentes Antigen in der Lage ist,
ruhende B-Zellen zu stimulieren (74). Yang und Reth fanden 2010 heraus, dass BCR-Oligomere
fur die Signallbertragung dissoziieren missen. Das DAM-Modell erklart die Aktivierung von B-
Zellen durch multivalentes Antigen wie F(ab),-Fragemente als einen Prozess, bei dem die
Antigene die BCRs innerhalb sogenannter ,Inseln“ in der Plasmamembran auseinander schieben,
was ihre Dissoziation erleichtert (75). Sogenannte Fab-Proximity Ligation Assays sind eine
elegante Methode, um diesen Prozess zu visualisieren (76). Dabei hybridisieren fluoreszierende
Fab-Sonden mit BCRs. Das Signal ist starker, wenn sich mehrere BCRs in nachster Nahe befinden
und wird nach Aktivierung der B-Zellen schwacher, da sie auseinander driften. An anderen Stellen
auf der Membran wiederum wird so die Offnung der signaliibertragenden Domanen unterstitzt.
Diese Methode half, die BCR-Aktivierung als mehrstufigen Prozess zu verstehen, der sich selbst
verstarkt. Einige BCR-Oligomere 6ffnen sich bei Kontakt mit Antigen, wahrend andere nicht
reagieren. Die Phosphorylierungsstellen der BCR-Signaldoménen, die ITAMs, werden durch die
Dissoziation der Rezeptoren fur die Milz-Tyrosinkinase Syk (spleen tyrosine kinase) verfugbar, was

wiederum mehr ITAMs fur die Phosphorylierung zuganglich macht (siehe auch Abbildung 53).

1.4. Forster-Resonanzenergietransfer

Das Phanomen des nach seinem Entdecker benannten Forster-Resonanzenergietransfers, kurz
FRET, beschreibt die strahlungsfreie Weiterleitung von Energie zwischen zwei Molekulen durch
Elektronenubertragung. Diesen Prozess macht man sich bei der Anregung von Fluorophoren
zunutze. Es kann so Energie von einem Fluoreszenzfarbstoff auf einen anderen (hetero-FRET)
oder auf ein zweites Molekll desselben (homo-FRET) uUbertragen werden, welche diesen
wiederum zum Fluoreszieren anregt. Abhangig ist dieser Effekt nur vom Abstand zwischen den
fluoreszenten Molekiilresten (<100A). Es kénnen so zum Beispiel Enzym-Substrat
Wechselwirkungen untersucht werden, oder, wie in dieser Arbeit, die Bindung eines Stoffes an

einen Liganden, um dessen Vorhandensein nachweisen zu kdnnen. Im Falle des hier verwendeten
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Calciumsensors TN-XXL bewirkt die Bindung von Calcium eine Konformationsédnderung im
Verbindungsprotein Troponin C (TnC) des Sensors, welcher die beiden Fluoreszenzfarbstoffe
eCFP (blau) und Citrine (gelb) verbindet (Abbildung 9). Somit kann nach Anregung von eCFP (dem
sogenannten Donor) bei Abwesenheit von Calcium eher Licht im blauen Spektrum detektiert
werden, wahrend bei Calciumbindung die Energie der Anregung auf Citrine (den Akzeptor)
Ubertragen wird und somit die gelbe Fluoreszenz l'JberWiegt3 (siehe auch Abbildung 13 und 1.5.2.).

Anders gesagt wird die Fluoreszenz des Donors abgefangen (engl. quenched).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des genetisch encodierten Calciumindikators TN-XXL. Das
Donorfluorophor eCFP absorbiert bei Zweiphotonenanregung Licht der Wellenlén2ge 850nm und gibt Licht im
blauwelligen Bereich des Spektrums ab, wenn kein ca® gebunden ist. Wenn Ca®" gebunden wird, libertragt
der Donor Elektronen auf Citrine, da beide Fluorophore in entsprechende Nahe zu einander gelangen
(Quenching). Licht im grin-gelbwelligen Bereich des Spektrums wird abgegeben (77).

1.5. Genetisch encodierte Calciumindikatoren

Fir die Konstruktion genetisch endcodierter Calciumindikatoren, kurz GECI, bedient man sich
natirlich vorkommender Proteine aus Muskelzellen, welche Calcium-sensitive Domanen
aufweisen, wie z.B. ThnC und CaM, die zu diesem Zweck Helix-Loop-Helix-Motive besitzen (78, 79).
Diese Domanen kénnen mit Fluoreszenzproteinen gekoppelt werden. Hier besteht die Mdglichkeit,
das Protein entweder an eines oder an zwei Fluorophore zu linken. Wird das Protein mit zwei
Farbstoffen verbunden, handelt es sich dabei um ein FRET-abhangiges System, das heift,
Energie wird von einem Donor auf ein Akzeptor-Fluorophor Ubertragen. FRET-unabhangige
Systeme basieren, wie z.B. die Gcamp-Sensoren, auf der Erhéhung der Fluoreszenzintensitat nur
eines fluoreszierenden Molekils (Abbildung 10). Als Fluorophore werden in beiden Systemen

gangiger Weise mutierte Varianten des grun fluoreszierenden Proteins (GFP) eingesetzt (80, 87).
1.5.1. Calciumindikatoren auf Basis einzelner Fluorophore

Zu den bekanntesten Calciumindikatoren, welche sich nur eines Fluoreszenzmolekiils bedienen,

gehdren die Sensoren aus der GCaMP-Familie (80). Diese Sensoren nutzen die Tatsache aus, das

3 Geht man von dem idealen Fall aus, dass alle Sensormolekiile in den Zellen korrekt gefaltet und mit
Calcium gesattigt sind, wirde nur blaues oder nur gelbes Licht detektierbar sein. Dies ist aber im vorliegenden
Modell nicht der Fall.
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GFP durch Insertion von langeren Aminosaureketten seine Funktion nicht einblf3t, daher konnte
hier ein CaM-Insert eingesetzt werden, sowie ein Peptidabschnitt namens M13, den CaM wie im
Calcineurin-Komplex bindet, um seine Reaktivitat sicherzustellen (82). Bei Bindung von Calcium
kommt es zur Deprotonierung des Fluorophors, was einen Shift des Absorbtionsspektrums von
400nm nach 490nm zur Folge hat. Da es erst bei Anregungswellenlangen von 450-490nm
Uberhaupt zur Fluoreszenz kommt, ist das Ergebnis der allmahlichen Deprotonierung die
Steigerung der Fluoreszenzintensitadt. Ein Nachteil ist die ebenfalls dadurch bedingte pH-
Sensitivitat. Einzelfluorophorsensoren haben weiterhin den Nachteil, dass mit ihnen keine
Quantifizierung des Calciumeinstroms madglich ist, was nur im ratiometrischen FRET-System mit

Fluoreszenzlebensdauerbestimmung maoglich ist (siehe 2.2.7.).
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Abbildung 10: Aufbau des Einzelfluorophor-Calciumsensors GCaMP.Links: Schematische Darstellung der
Anordnung von fluoreszierendem zirkular permutiertem EGFP und Calmodulin mit M13-Doméane. Rechts:
Anregungs-und Emissionswellenlange des Gcamp-Sensors bei Anwesenheit von Calciumionen oder bei
Chelatbildung durch EGTA (Ethylenglykol-Tetra-Essigsaure) (80), adaptiert.

1.5.2. FRET-basierte Calciumindikatoren

Zu den ersten GECI, die eingesetzt wurden, um Veranderungen des Calciumspiegels auf
Einzelzellebene festzustellen, gehorten die Cameleons (Abbildung 11) (87). Die urspriingliche
Version des Cameleon-Sensors verband noch die Fluorophore blau fluoreszierendes Protein (BFP)
und GFP. Da BFP sich als Donor jedoch ungeeignet erwies, da es eine geringe Photostabilitat
besitzt, wurde das FRET-Paar durch cyan fluoreszierendes Protein (CFP) und gelb
fluoreszierendes Protein (yellow fluorescent protein, YFP) ersetzt (83). YFP wurde durch
Punktmutationen anschliefend weiterentwickelt zu Venus und Citrine, welche die gelbwellige

Fluoreszenz behielten, jedoch deutlich heller sind als ihr Ausgangsprotein.

Cameleon-2

Abbildung 11: Aufbau des Cameleon-2 GECI|. XCaM bindet Calcium und wickelt sich um die Calmodulin-
bindende Doméane M13, welche urspriunglich aus der Myosin-Leichte-Ketten-Kinase der glatten Muskulatur
stammt. Dadurch erfolgt eine Konformationsdnderung und Elektronen werden vom Donor BFP auf den
Akzeptor eGFP Ubertragen (84).

Weitere Entwicklungen des Sensors schlossen schlie3lich zirkulare Permutationen (Neuordnung
der Aminosduren und Ringstrukturbildung) des Akzeptors ein, was eine weitere Erhéhung des
FRET-Signals bei Anwesenheit von Calciumionen gewahrleistete. Da jedoch in den meisten
Wirbeltieren genau wie in humanen Zellen Calmodulin und sein bindendes Peptid M13

naturlicherweise vorkommen, ist eine Falschbindung des Sensors an endogene Proteine
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wahrscheinlich. Dies fiuhrte zum kompletten Ersatz von CaM durch TnC, welches im Herz- und
Skelettmuskel vieler Spezies exprimiert wird und neben TnT und Tnl Teil des Troponin-Komplexes
ist, der fur die Calcium-gesteuerte Kontraktion der Muskelzellen verantwortlich ist. Allerdings
gelangt TnC auch ohne Anwesenheit der Bindungspartner zur korrekten Faltung. Da dieses Peptid
normalerweise nicht in den standardmafig untersuchten Wirbeltierzellen vorkommt, kann der

Sensor nicht abgefangen werden und die Reaktionsstellen fiir Calcium bleiben frei zuganglich.

Abbildung 12: Maximalintensitatsprojektion durch einen Gehirngewebsschnitt einer Maus, deren Neuronen
den Calciumsensor CerTNL15 exprimieren. Anhand der YFP-Fluoreszenz (grun) sind deutlich die Neuronen
mit Zellkérpern und Axonen zu erkennen. Eigene Aufnahme.

Da TnC selbst kein Signallbertrager ist, wird die Kopplung an ein bindendes Peptid wie bei CaM
hinfallig (85, 86). So entwickelte die Gruppe um Oliver Griesbeck zunachst den Sensor CerTNL15
(Abbildung 12) (87). Auch transgene Mause mit dem Sensor CerTNL15 unter Kontrolle eines
neuronalen Promotors werden in unserer Gruppe eingesetzt (Abbildung 12). Aus diesem wurde
durch strukturelle Veranderungen in den Helix-Loop-Helix-Motiven sowie den Fluorophoren
schliellich TN-XL (86) und dessen zweite Generation TN-XXL, mit dem in Abbildung 13

dargestellten Emissionsspektrum (siehe auch Abbildung 9).
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Abbildung 13: Fluoreszenzintensitat von Donor- und Akzeptorfluorophor des GECI TN-XXL in Abhangigkeit
der Calciumkonzentration (schematisch) (88), adaptiert
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1.6. Offene Fragen

BCR-Signalwege sollen im Keimzentrum verschiedenen Forschungsergebnissen zufolge nur in
wenigen B-Zellen aktiv sein. Die Mehrheit der Zellen hat diese Signalwege (bergangsweise
stillgelegt oder ,kurzgeschlossen®, indem die Enzyme SHP-1 und SH2-Domane-besitzende
Inositol-5-Phosphatase in GC-B-Zellen hyperphosphoryliert sind (89—97). Nur ein kleiner Teil der B-
Zell-Population der Follikel gelangt aufgrund ausreichend getesteter und fir passend befundener
BCRs in weitere Proliferations- und Selektionsrunden. Es erscheint somit nicht verwunderlich, dass
die meisten BCR-Interaktionen keine Calciummobilisation nach sich ziehen. Wirde es uns also
gelingen, denjenigen Teil der Zellen, die ein hohes Malk an BCR-Signaling zeigen, durch unseren
FRET-Sensor TN-XXL naher zu begutachten, kdnnten wir bestatigen, dass genau diejenigen B-
Zellen, welche aktives BCR-Signaling betreiben, die Klone ausbilden, aus welchen sich spater
Antikorper-sezernierende Zellen oder Gedachtnis-B-Zellen bilden. Daflr ist es notwendig, die
Aktivierung von B-Zellen genauer zu charakterisieren. Wir erhoffen uns, so vor allem Informationen
Uber die Motilitat, den Kontakt mit anderen Zellen und die Signale zur terminalen Differenzierung
der Zellen zu erhalten. Um die Frage zu beantworten, welche Rolle die Affinitat des B-Zell-
Rezeptors zum Antigen hierbei spielt, sollen antigenspezifische B-Zellen mit hoher und niedriger
Affinitdt aus Spendertieren in Wirtstiere transferiert und verglichen werden. Fragen, die wir im

Detail beantworten mochten, sind:

Koénnen wir B-Zellen im Keimzentrum identifizieren, in denen BCR-vermittelte Signalwege aktiv
sind? Wenn ja, welcher Informationsgehalt wird Gbertragen und woher stammen die Signale? Hat
die Qualitat der Signaltransduktion etwas mit der Affinitat des Rezeptors zu tun? Verandern sich
die Signale Uber die Zeit? Was bedeuten die Signale fur das Schicksal der B-Zellen und ihre
Entwicklung? Ist es mdglich, dass das nach BCR-Aktivierung einstrdomende Calcium eine kritische
Konzentration erreichen muss, damit die B-Zellen die Keimzentrumsreaktion verlassen? Welche

anderen Signale haben Einfluss auf den Calciumspiegel? Und, allgemeiner:
Sind B-Zellen also mdglicherweise selbst aktiv an der Erflllung ihres Schicksals beteiligt?

1.6.1. Anspruch und Zielsetzung dieser Arbeit

Mit dieser Arbeit moéchten wir klaren, welche Rolle der Signaltransduktion durch den BCR im
Verlaufe der Affinitatsreifung zukommt. Traditionellerweise liegt das Hauptaugenmerk der
Wissenschaft bei der Erforschung der zellularen Signalwege in Keimzentrumszellen auf T-Zell-
vermittelten Signalen, und man gestand den B-Zellen und ihren Rezeptoren mit der Aufnahme und

Prasentation von Antigen lange Zeit eher strukturelle Aufgaben zu:

—aus: Luo et al., 2018, Immunity 48, S.323 (92)4

“ "n allen Fallen lag das Hauptaugenmerk [vorangegangener Forschungsvorhaben], wie auch die
Datenerhebung, auf Seite der T-Zell-vermittelten Signale, wobei die Selektion durch die BCR-vermittelte AG-
Aufnahme und die nachfolgende Prasentation gegentber T-Zellen gesteuert wurde und nicht durch die BCR-
Signaltransduktion."
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Selbstverstandlich ist die Fahigkeit der B-Zellen zur Antigenaufnahme und —prasentation
essentiell fir das Zustandekommen stabiler T-B-Interaktionen, ohne welche ein Keimzentrum erst
gar nicht entstehen kdnnte. Dennoch ist aufgrund neuerer Erkenntnisse davon auszugehen, dass
B-Zellen nicht nur die passiven Teilnehmer der Keimzentrumsreaktion sind, sondern durch ein
komplexes Zusammenspiel intrazellularer, eben auch durch Calcium vermittelter Prozesse, aktiv
und in Kombination mit T-Zell-vermittelten Signalen ihr Zellschicksal beeinflussen. Mit den
Experimenten dieser Arbeit soll diese These unterstitzt werden. Hierfur bedienen wir uns der B-
Zellen fluoreszenter B-Zell-spezifischer Calcium-Reportermause, der sogenannten YellowCaB-
Mause (siehe 2.1.1. und 3.1.). Wir wollen die Lymphknoten lebender Tiere mit den Moéglichkeiten
der Intravitalmikroskopie untersuchen, um so die Zellbewegungen in situ und im naturlichen
Kontext bei gleichzeitiger Analyse des B-Zell-intrinsischen Calciumspiegels zu beobachten. Hierfir
tragen YellowCaB-Zellen den FRET-basierten GECI TN-XXL. Um die Umsetzbarkeit der
Experimente am lebenden Tier zu bestatigen, soll zunachst die Funktionalitat und Stabilitat des
GECI TN-XXL in der Zellkultur uberpruft werden. Wir méchten damit zeigen, dass die B-Zellen der
YellowCaB-Maus in der Lage sind, das FRET-Protein-Konstrukt ordnungsgemal zu exprimieren
und sicherstellen, dass dieses auf einstromende Calciumionen reagiert. Daher soll es im ersten
Teil der Arbeit vor allem um den Beweis der technischen Machbarkeit einer funktionalen
YellowCaB-Reportermaus gehen. In den darauffolgenden in-vivo-Experimenten soll das Entstehen
von Keimzentren durch Immunisierung nach Transfer mit YellowCaB-Zellen zweier verschiedener
Affinitdten fir das Antigen untersucht werden. Wir wollen sehen, ob die B-Zellen zuverlassig in
Keimzentren migrieren, dort ihre physiologische Funktion erflillen und ausdifferenzieren ohne die
Fahigkeit zum FRET zu verlieren. Es folgt die Analyse der Funktionalitdt der Reporter-B-Zellen im
Keimzentrum der lebenden Maus. Daflr sollen vor allem Migrationsparameter (z.B.
Momentangeschwindigkeit, Richtung, Zell-Zell-Kontakte) mit einer Anderung des FRET-Signals
Uber die Zeit in Verbindung gebracht werden. Wir mochten ebenfalls sehen, wie sich diese
Kennwerte Uber den Verlauf einer Keimzentrumsreaktion verdndern und analysieren zu diesem
Zweck verschiedene Stadien der Keimzentrumsreifung. Durch eine in unserer Gruppe etablierte
Methode, die sog. In-vivo-Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie (FLIM), wollen wir auch quantitativ
analysieren, ob wir verschieden hohe Ca”*-Konzentrationen innerhalb der Zelle verschiedenen
Differenzierungsstadien zuordnen kénnen. Wir wollen so klaren, welche Rolle die
Signallbertragung durch Calcium in B-Zellen nach Stimulation des BCR fir ihre Differenzierung
spielt. Da es sich bei einer Keimzentrumsreaktion um einen hochdynamischen Prozess handelt,
schlief3t diese Dissertation Videomaterial (an den entsprechenden Stellen durch S-Nummern
gekennzeichnet) auf einem beigefigten Speichermedium ein. Die qualitative Analyse des
bewegten Bildes ist neben den quantitativen Aussagen, die Uber die Calciumkonzentrationen in B-
Zellen getroffen werden, ein wichtiger Bestandteil dieser Arbeit. Durch die Vernetzung dieser

Herangehensweisen erhoffen wir uns Antwort auf die unter 1.5. gestellten Fragen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Méause
C57BL6/J-Tiere

Mause vom Stamm C57-,Black Six“ besitzen einen standardisierten, als Wild-Phanotyp
bezeichneten genetischen Hintergrund durch Inzucht. Diese Tiere wurden als Rezipienten
transgener Zellen eingesetzt. Die Tiere wurden nach dem Zelltransfer immunisiert und

anschlielend nach unterschiedlichen Zeitspannen mittels Intravitalmikroskopie untersucht.

ThX-Tiere
Werden Zellen adoptiv in Empfangertiere transferiert, landet ein GroRteil dieser Zellen in der

Lunge, aber nur wenige in den lymphatischen Organen. Dies stellt ein generelles Problem von
Zelltransferexperimenten dar. Die Einwanderung von Donorzellen muss daher entweder durch
hohe Zellzahlen oder die Spezifitat der Donorzellen beglinstigt werden. Eine dritte Moglichkeit ist,
unspezifische Zellen in einen spezifischen Wirt zu transferieren. Beim ThX-Tierstamm handelt es
sich um Mause, deren B-Zellen zu ca. zwei Dritteln einen transgenen BCR tragen. Der BCR dieser
Tiere ist spezifisch fur das Myelinoligodendrozytenprotein (MOG), ein flr unsere Versuche
irrelevantes Protein (93). Die meisten der transgenen B-Zellen der ThX-Tiere kénnen nicht auf 4-
Hydroxy-3-Nitrophenylacetyl-Huhn-Gamma-Globulin (NP-CGG), welches hier zur Immunisierung
verwendet wurde, reagieren. Es entsteht somit eine Leerstelle, die bevorzugt durch transferierte,
polyklonale B-Zellen gefillt werden kann, welche die Moglichkeit haben, auf das Hapten NP zu
reagieren. Dieses Verfahren stellt sicher, dass auch zunachst nicht-antigenspezifische Donorzellen

im Empfangertier in Keimzentren wieder auffindbar sind.

CD19:TN-XXL-Tiere (YellowCaB)
Diese Tiere sind Nachkommen der Verpaarung von Rosa26:TN-XXL-Tieren mit CD19cre-Tieren.

Rosa26:TN-XXL-Tiere tragen die genetische Veranderung codierend fir den TN-XXL-
Calciumsensor in allen Kérperzellen, er gelangt jedoch durch ein zuséatzliches Stoppcodon nicht
zur Expression. Die CD19" B-Zellen dieser Tiere exprimieren die Cre-Rekombinase (causes
recombination, erzeugt Rekombination). Diese schneidet bei Verpaarung mit den Rosa26:TN-XXL-
Tieren das Stoppcodon heraus, wodurch die Nachkommen den Calciumsensor TN-XXL unter
Kontrolle des CD19-Promotors, d.h. in B-Zellen, exprimieren. Wir gaben diesen Nachkommen den

Namen YellowCaB (siehe auch 3.1.).

B1-8hi und B1-8lo Tiere
Die Plasmablasten und Plasmazellen der Mause des B1-8-Stammes produzieren ausschlielilich

Antikorper, die durch eine Mutation in der schweren Kette des Immunglobulins fir das Hapten NP
spezifisch sind. Anders ausgedrickt, bindet der BCR mit einer gewissen (im Vergleich zu naiven B-
Zellen), erhohten Affinitat an das Antigen. B1-8hi-Tiere besitzen im Gegensatz zu kanonischen B1-
8-Tieren dabei um den Faktor 10 héher affine NP-spezifische BCRs (ca. 5x10° M™"), B1-8lo-Tiere
um den Faktor 4 weniger affine BCRs als kanonische B1-8-B-Zellen 1,25x10° M'1) (94). Dabei sind

die B1-8lo-B-Zellen jedoch noch immer affiner fur NP als naive B-Zellen.
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B1-8hi:YellowCaB bzw. B1-8lo:YellowCaB-Tiere
Diese Tiere sind Nachkommen aus der Verpaarung von YellowCaB-Tieren mit B1-8hi oder B1-

8lo d.h. ihre B-Zellen sind NP-antigenspezifisch mit hoher und niedriger Affinitat und tragen den
Calciumsensor TN-XXL. Dieses System ermdglichte uns, die Calciumantwort abhangig von der

Affinitédt zu einem Antigen zu vergleichen.

2.1.2. Antikdérper und Antigene

Hergestellt in Hersteller, Hauptsitz

Anti-GFP-Alexa488 Ziege Rockland (DRFZ-labeled)
Boyertown, USA

Anti-lgD-Alexa546 Ratte DRFZ, Berlin, D

Anti-CD21/35-Fab- Ratte DFRZ, Berlin, D

Atto590

Anti-lgD-Alexa594 Ratte DRFZ, Berlin, D

Anti-CD21/35-Alexa647 Ratte DRFZ, Berlin, D

Anti-CD19-Cy5 Ratte DRFZ, Berlin, D

Anti-CD40 Ratte BD Bioscience, San Jose,
USA

Anti-lgM-F(ab), Armenischer Hamster Southern Biotech,
Birmingham, USA

Anti-kappa Ratte DRFZ, Berlin, D

CpG - TIB Molbiol, Berlin, D

Erdnuss-Agglutinin - Vector Laboratories,

(PNA) Burlingam, USA

Lipopolysaccharid (LPS)  Escherichia coli Sigma-Aldrich, Steinheim, D

NP-CGG Ratio >20 - Biocat, Heidelberg, D

(Kopplungsrate)

2.1.3. Lésungen und Medien

Zusammensetzung Hersteller, Hauptsitz
Azid-Zitrat-Dextrose Azid-Zitrat-Dextrose Merck, Darmstadt, D
(ACDA) PBS DRFZ, Berlin, D
Blockpuffer fiir 1% BSA PAA Laboratories, Colbe, D
Immunfluoreszenzfarbung ; 1o, 1\6en.20 Sigma-Aldrich, Steinheim, D
PBS DRFZ, Berlin, D
Rattenserum Life Tech., Waltham, USA
Erythrozyten-Lysis-Puffer 144 mM NH,CI Roth, Karlsruhe, D
PH 7,2 17 mM Tris Roth, Karlsruhe, D
Krebs-Ringer-L6sung 10mM HEPES Roth, Karlsruhe, D
pH 7,2 140mM NacCl Th. Geyer, Renningen, D
4mM KCI Roth, Karlsruhe, D

6mM CaCl,, 2H,0 Roth, Karlsruhe, D



0,95% Kochsalzlosung

Komplettes Freundsches
Adjuvanz

Narkose

Paraformaldehydlésung

(PFA) 1%

Phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS) pH 7,2

PBS/BSA pH 7,2

Puffer fiir B-Zell-Isolation

Puffer fiir Zelltransfer

RPMI-Medium

10mM Glucose

1mg/ml Mycobacterium
tuberculosis (hitzeinaktiviert)
0,85ml/ml Paraffindl
0,15ml/ml Mannid-Monooleat
(Wasser-in-Ol-Emulsion)
Ketamin 50mg/ml

Xylazin 20mg/ml
Kochsalzldsung

PFA (20%)

PBS

137mM NaCl
2,7mM KCI

1,5mM KH,PO,
8mM Nay,HPO4xH,O

0,5% Rinderserum-Albumin
(BSA)
PBS

1% BSA

2mM EDTA

PBS

1mM HEPES
Gentamicin

2,5% ACDA

PBS

RPMI 1640 Medium

10% fotales Kalberserum
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Merck, Darmstadt, D
B.Braun, Melsungen, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Inresa, Freiburg, D

Bayer, Leverkusen, D
B.Braun, Melsungen, D
Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, USA

DRFZ, Berlin, D

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

PAA Laboratories, Cdlbe, D

DRFZ, Berlin, D

PAA Laboratories, Célbe, D

life technologies, Waltham, USA
DRFZ, Berlin, D

Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Darmstadt, D

DRFZ, Berlin, D

life technologies, Waltham, USA

Biochrom, Berlin, D

Saccharose-Losung (15-30%) Saccharose Roth, Karlsruhe
PBS DRFZ, Berlin, D
Waschpuffer fur 0,1% Tween Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Immunfluorezenzfarbung PBS DRFZ, Berlin, D
2.1.4. Chemikalien und Reagenzien
Hersteller Hauptsitz
DC4 Isolationsfett Dow Corning Midland, USA
Ethanol 96% Roth Karlsruhe, D
Forene ® Isofluran Chicago, USA
Methylbutan Roth Karlsruhe, D
lonomycin Sigma-Aldrich Steinheim, D
Isopropanol Roth Karlsruhe, D

35



36

Methoden

Prolong Gold Antifade Life technologies Waltham, USA
Eindeckelmedium
Tissue Tek O.C.T. VWR Radnor, USA
Einfriermedium
X-Rhod-1 Life technologies Waltham, USA
2.1.5. Gerate

Hersteller Hauptsitz
Beheizbarer Objekttisch PeCon Erbach, D
Cryotom Thermo Fisher Jena, D
Digitalthermometer Greisinger Electronic Regenstauf, D
Energieversorgung Voltcraft (Conrad Electronic) Wollerau, SUI

Fortessa

Durchflusszytometer

MACS Quant Durchflusszyt.

Objektivheizung

Poc-R2 Perfusionskammer
Thermocycler
Umwalzpumpe

(Heizschlauch)

Becton Dickinson

Miltenyi
Tokai Hit
PeCon
Biometra

Watson-Marlow

Franklin Lakes, USA

Bergisch-Gladbach, D
Shizuoka, J

Erbach, D

Gottingen, D
Wilmington, USA

Umwalzpumpe (Zellkultur) Ismatec Wertheim, D
Zeiss LSM 710 Carl Zeiss Jena, D
Zweiphotonenmikroskop La Vision Biotech Bielefeld, D
2.1.6. Software

Entwickler Hauptsitz
FlowJo Tree Star Ashland, USA
Graphpad Prism 5 Graphpad Software La Jolla, USA
ImageJ, FlJI NIH open source Bethesda, USA
Imaris Bitplane Zdrich, SUI
Matlab Mathworks Natik, USA
Python Python Software Foundation Wilmington, USA

ZEN2009

Carl Zeiss

Jena, D
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2.2. Methoden
2.2.1. Zellisolation

Die Isolation von primadren Lymphozyten erfolgte aus der Milz von entsprechenden
Reportertieren. Dazu wurde die Milz entnommen und steril durch einen Nylonfilter mit einer
MaschengréRe von 100um zerrieben, in 1x PBS aufgefangen und 10min bei 300g und 4°C zum
Waschen abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 5ml Puffer zur Lyse der Erythrozyten aufgenommen.
Die Reaktion wurde nach 5-10min durch Zugabe von PBS/BSA abgestoppt, die Zellen nochmals
gewaschen und in 10ml 1xPBS aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen zur Bestimmung

der Gesamtzellzahl mittels Neubauer-Kammer oder Durchflusszytometer gezahlt.

Die B-Zell-Isolation erfolgte durch das Magnetsaulensystem von Miltenyi (magnetic assisted cell
sorting, MACS). Bei dieser Isolationsmethode handelt es sich um eine negative Zellisolation, d.h.
es werden alle Nicht-B-Zellen mit einem Antikdrper-Cocktail markiert. Ein zweiter Antikdrper,
welcher selbst an magnetische Perlen (Microbeads) gebunden ist, bindet Uber eine Biotinylierung
an diese Antikdrper. Wird der Zell-Antikdrper-Mix anschlieBend durch eine in einem Magnet
eingespannte, metallische Saule gefiltert, bleiben alle Nicht-B-Zellen in der Saule zuriick und die B-
Zellen werden unangetastet eluiert. Je zehn Millionen Gesamtzellen werden 40ul MACS-Puffer
bendtigt und 10yl Primarantikbrper. Nach einer Inkubationszeit von finf Minuten bei 4°C mit
werden weitere 30ul Puffer je zehn Millionen Zellen hinzugefiigt sowie 20ul anti-Biotin-Microbeads
(je 10 Millionen Zellen) und fur weitere zehn Minuten bei 4°C inkubiert. Es folgt die Aufreinigung
Uber die Magnetsaule. Die Saule wurde nochmals mit einem Puffervolumen von 3ml gesplilt. Die
eluierten B-Zellen werden anschlieBend wiederum in der Neubauer-Kammer oder am

Durchflusszytometer gezahlt.
2.2.2. Konfokalmikroskopische Untersuchung von lebenden B-Zellen

Zuvor auf einem mit Poly-D-Lysin beschichteten Deckglas inkubierte B-Zellen, wurden in der
Perfusionskammer mit Krebs-Ringer-Lésung (6mM Calcium) Uberspilt. Das Medium sowie die
Perfusionskammer wurden dabei mit Heizplatte und beheizbarem Objektivtisch konstant auf 37°C
erwarmt (Abbildung 14). Die Zellen wurden mit anti-IgM-F(ab), Fragment, anti-CD40-Anktikorper,
anti-kappa-Antikorper, Lipopolysaccharid, CpG-Oligonukleotiden oder lonomycin stimuliert. Die
Experimente mit einzelner lonomycinstimulation wurden im offenen Perfusionssystem unter
kontinuierlichem Durchfluss durchgefiihrt. Dabei wurde lonomycin direkt in das Reservoir der
einstromenden Pufferldsung hinzugefigt. Ein Volumen lonomycin brauchte bei einer
Pumpgeschwindigkeit von 1,41% durchschnittlich 45 Sekunden, um in die Kammer zu gelangen.
Dies entspricht 15 Frames, wenn alle 3 Sekunden ein Bild aufgenommen wird. Um die
Reversibilitat des Sensors in Gegenwart von stimulierendem Antikdrper zu zeigen, wurde ein Tell
der Experimente in offener Kultur durchgefiihrt, d.h. ohne Austausch des Mediums durch die
Pumpe. Um zu zeigen, dass der Sensor mehrmals hintereinander stimuliert werden kann, wurden
die Zellen in der Perfusionskammer kultiviert, der Antikdrper direkt in die Kammer getropft und die
Pumpe so bedient, dass der Antikérper nach einer gewissen Zeitspanne herausgewaschen und so

neuer Antikdrper aufgebracht werden konnte.
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Abbildung 14: Schematischer Aufbau des Perfusionssystems, in welchem die Stimulationen von YellowCaB-
Zellen in Kultur durchgefiihrt wurden. Die Fluoreszenz wurde mit einem inversen Konfokalmikroskop (Laser
Scanning Microscope, LSM) gemessen.

2.2.3. Histologie
Cryokonservierung von Organen

Entnommene Lymphknoten wurden zur Fixation vier Stunden in 1%igen PBS/PFA bei 4°C
gelagert und anschlieRend zur Entwasserung in 15%ige Saccharoselosung Uberfihrt und tber
Nacht bei 4°C gelagert. Anschlielend wurden die Lymphknoten noch einmal in 30%iger
Saccharoseldsung bei 4°C eine weitere Nacht inkubiert. Zur Cryokonservierung wurde ein
Trockeneisbad mit Ethanol Ubergossen und eine Schale mit Methylbutan hineingestellt, so dass
das schnelle Herunterkihlen auf Minusgrade gewahrleistet war. Die Lymphknoten wurden in
TissueTec O.C.T. Medium eingebettet und durch kurzes Eintauchen in das abgekihlte
Methylbutan gefroren. Anschliefiend wurden die Organe bis zur Herstellung von Gefrierschnitten
bei -80°C gelagert.
Anfertigung von Gefrierschnitten

Gefrierschnitte wurden mit einem Cryotom hergestellt. Dazu wurde das in TissueTec O.C.T
eingebettete Organ in einer Umgebung von -20°C auf einen Schneidblock gespannt, ein Teil des
Organs angeschnitten und schlie3lich im Abstand von 10pm Schnitte mit einer Dicke von 7-10um
hergestellt. Diese wurden auf Objekttragern fixiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C

gelagert.

Farbung mit Fluoreszenzantikérpern
Die cryokonservierten Schnitte wurden fir die Farbung zunachst auf Zimmertemperatur

aufgewarmt und mit PBS rehydriert (10min). Dafur wurden die Schnitte mit Wachs-Stift zur
Herstellung einer hydrophoben Barriere umrandet. Diese verhindert, dass die Farbe- und
Blocklésungen verlaufen. Diese werden direkt auf die Schnitte getropft und die Schnitte dann licht-
und bewegungsfrei inkubiert. Zunachst wurden unspezifische Bindungen mit 10%igem Tierserum
entsprechend der Hostspezies, in welchen die Antikorper hergestellt wurden, in Waschpuffer
(PBS/BSA mit 0,1% Tween-20) geblockt (20min). Die Antikérper wurden in entsprechender
Konzentration (welche zuvor durch Titration bestimmt wurde) in Waschpuffer gelést und diese

Antikorperlosung auf die Schnitte getropft. Nach einer Inkubationszeit (30-60min) wurde die
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Antikdrperldsung abgeschittet und drei Mal mit Waschpuffer gespult. Nach Abschluss des
Farbeprotokolls wurden die Schnitte mit aushartendem Eindeckelmedium und einem zusatzlichen
Deckglas fixiert.

2.2.4. Durchflusszytometrie

Bei der Fluoreszenzdurchflusszytometrie werden die physikalischen und chemischen
Eigenschaften von in einem Flussigkeitsstrahl fokussierten Zellen gemessen. Eine durch den
Lichtstrahl eines Lasers wandernde Zelle streut das Licht auf definierte Weise. Der in einem Winkel
von 180° zum einfallenden Licht stehende Forward Scatter (FSC) detektiert so das Zellvolumen,
der Sideward Scatter (SSC) im 90°-Winkel vor allem die Granularitat der Zelle. Mit Antikérpern
fluoreszenzmarkierte Zellen kdnnen mit verschiedenen Lasern angeregt werden, spezielle Filter
ermoglichen dabei das Unterscheiden mehrerer Signale pro Laser. Fotomultiplier (die sogenannten
FL-Kanale) sammeln und detektieren Signale einer bestimmten Emissionswellenlange (z.B. eines
Fluoreszenzfarbstoffs) (Abbildung 15).

Die korrekte Expression des Sensors wurde durch Messung der Fluoreszenz von Citrine im
GFP/FITC-Kanal (488nm Exzitation und Detektion bei 525/50nm, MACSQuant) Uberpriift. Die
Fluoreszenz im blauen Kanal ist nicht bzw. nur sehr schlecht messbar, da das Signal von eCFP
zum einen sehr dunkel ist und zum anderen durch die Laser der benutzten Gerate (BD Fortessa,
MACSQuant) nicht optimal anregbar ist (CFP benétigt normalerweise eine Anregungswellenlange
von 432nm, die benutzten Gerate besitzen fur die Anregung blauer Fluorophore nur einen 405nm-
Laser). Diese Methode ist allerdings auch bei anderen Gruppen, die mit GECI arbeiten, etabliert
(95).

Fluoreszenz-Detektoren

" Filter

Laser

unterschiedlicher Wellenldnge

FSC

Zellen, hydrodynamisch fokussiert

Abbildung 15: Detektion von Zelleigenschaften im Durchflusszytometer. Die Zellsuspension wird in das Gerat
injiziert und der Flussigkeitsstrahl so verdichtet, dass immer eine Zelle vom einfallenden Lichtstrahl getroffen
wird. Verschiedene Detektoren (FSC, SSC, Fluoreszenz-Detektoren) wandeln die Signale in Spannungen
um. Es kénnen so Zellzahl, -gréRe, -form, und, je nach untersuchter Eigenschaft, der Zelltyp unterschieden
werden.

Zum Test der Aktivitat des Calciumsensors TN-XXL wurden die Zellen zusatzlich mit dem

calciumsensitiven Fluoreszenzfarbstoff X-Rhod-1 (life technologies) gefarbt. Die Erhéhung des
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Fluoreszenzsignals im Kanal 610/20nm nach Anregung mit 562nm Laserlicht (BD Fortessa) dient
dabei als interne Kontrolle fur den Calciumeinstrom in die Zellen. Zur Messung des FRET-Signals
wurden die Zellen mit 405nm-Laserlicht angeregt und die Fluoreszenz im 525/50nm-Kanal
zeitabhangig gemessen. Da Citrine nicht durch 405nm anregbar ist, bedeutet eine Erhéhung der
Fluoreszenz in diesem Kanal, dass Energie vom eCFP-Rest auf den Citrine-Rest des GECI
Ubertragen wurde und somit der Sensor funktional ist. Die Messungen fanden in calciumhaltiger
Ringerlésung statt.
2.2.5. Intravitaluntersuchung von Lymphozyten im Transfersystem
Zelltransfer

Die isolierten Gesamtzellen oder B-Zellen wurden den Mausen in einem Volumen von 150ul-
200yl in die laterale Schwanzvene injiziert. Dafir wurden die Tiere in einem Restriktor fixiert und
der Schwanz zur Dilatation der Venen fiir 30s in 40°C warmes Wasser getaucht. Es wurden 5x10’
naive YellowCaB-Zellen, 1x10" naive YellowCaB-Zellen bei Transfer in Thx-Tiere bzw. 3x10°
antigenspezifische YellowCaB-Zellen verabreicht. Naive YellowCaB-Zellen, welche einen Tag vor
der Bildgebung gespritzt wurden, wurden nach B-Zell-Isolation mit dem rot emittierenden Farbstoff
(660nm) Cell Tracker Deep Red (life technologies) gefarbt. Dafur wurden die Zellen in 1xPBS mit
0,5uM Farbstoff fir 35min im 37°C warmen Wasserbad inkubiert und schlieBlich abzentrifugiert
und gewaschen.
Immunisierung

Das Immunisat wurde durch Ultraschallsonifikation einer Emulsion aus NP-CGG-L6ésung, 1xPBS
und kompletten Freund’schem Adjuvanz (CFA) im Verhaltnis 1:1,5:2,5 hergestellt. Zur
Immunisierung wurde den Tieren 10ul Emulsion mit 10ug NP-CGG in den rechten Fulballen
injiziert.
In vivo-Farbung von follikuldaren dendritischen Zellen

Die Markierung der FDCs erfolgte 12-24h vor Beginn der intravitalmikroskopischen
Untersuchung. Dazu wurden die Tiere im Restriktor fixiert und 10ug Antikérper in den FuRballen
injiziert. Die Antikdrperldsung enthielt CD21/35-Fab-Fragmente die an den roten
Fluoreszenzfarbstoff Atto590 gekoppelt wurden (laborintern). Anti-CD21/35 diffundiert binnen
weniger Minuten Uber die Lymphe in den Lymphknoten und bindet an die entsprechenden
Rezeptoren auf der Zelloberflache der FDCs, somit kdnnen die Zellkérper und retikularen Fortsatze

dieser Stromazellen sichtbar gemacht werden.

Betaubung
Die Versuche, bei denen Intravitalmikroskopie angewendet wurde, fanden unter Betdubung der

Versuchstiere statt. Die Dosierung der Injektionsnarkose betragt 0,1mg/g Kérpergewicht Ketamin
und 0,01mg/g Koérpergewicht Xylazin in physiologischer Kochsalzldsung. Zur Einleitung der
Narkose wurde diese intraperitoneal verabreicht, dann zur Erhaltung intramuskular. Fir lange
andauernde Aufnahmen am Lymphknoten (>1 Stunde) wurde nach Einleitung mit Ketamin/Xylazin
auf eine Inhalationsnarkose mit 2-3% Isofluran und 97-98% Sauerstoff umgestellt. Dieses Gemisch
wurde mit Hilfe eines Narkosegerats flr Labornager Uber eine Nasenmaske (beides von Summit
Anesthesia Solutions) verabreicht. Zur Ful3sohlenimmunisierung oder zum Zelltransfer wurden die

Tiere mittels Isofluran-Inhalationsnarkose kurzzeitig betaubt.
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Versuchsaufbau der intravitalmikroskopischen Untersuchung
Abbildung 16 zeigt den Versuchsaufbau der intravitalmikroskopischen Untersuchung der mit

YellowCaB-Zellen an Tag 0 adoptiv transferierten Thx-Mause. Einen Tag nach der intravendsen
Gabe der Zellen fand die Immunisierung in den rechten Fuflballen statt. Fir die Etablierung reifer
Keimzentren wurde sechs Tage gewartet, anschlieBend der fluoreszenzmarkierte, gegen die
Komplementrezeptoren 1 und 2 gerichtete Antikérper zur Lebendmarkierung der FDCs in den
Fulballen gespritzt. Die Bildgebung erfolgt am nachsten Tag (Tag 7 p.i.) nach Freipraparation des
poplitealen Lymphknotens (s.u.). Daflr werden die Tiere unter Injektionsnarkose gelegt (siehe
.Betaubung®).

YellowCaB
1x107 B-Zellen
aus der Milz i.v.

Adoptiver

Transfer NP-CGG 10pg fp. antiCD21/35 10pg f.p.
) 1
do d1 d6 d7
‘L
‘,
Thx

Imaging

Abbildung 16: Zelltransfersystem mit nicht-antigenspezifischen YellowCaB-Zellen

Abbildung 17 zeigt den Versuchsaufbau der intravitalmikroskopischen Untersuchung der mit B1-
8hi:- oder B1-8lo:YellowCaB-Zellen an Tag 0 adoptiv transferierten Wildtyp-Mause (C57BL/6J). Da
hier gleichzeitig der Verlauf der Keimzentrumsreaktion Uber die Zeit beobachtet werden sollte,
haben wir immer drei Mause gleichzeitig mit Zellen transferiert und noch am selben Tag mit NP-
CGG in den FulBballen immunisiert. Wie sich herausstellte, beginstigt die Immunisierung am
selben Tag vor allem die Entstehung von B1-8lo-Keimzentren, da diese Zellen aufgrund ihrer
geringeren Affinitdt in so geringer Zahl weniger gut in die Keimzentren einwandern. Um die
Eigenschaften der antigenspezifischen Zellen mit den Eigenschaften nicht-antigenspezifischer
(follikularer, naiver) B-Zellen unterscheiden zu kénnen, werden zusatzlich einen Tag vor Beginn
der Bildgebung, also je Maus an Tag 6 p.i., Tag 9 p.i. oder Tag 20 p.i. YellowCaB-Zellen (nicht
antigenspezifisch aber mit TN-XXL-GECI) gespritzt.

Praparation des poplitealen Lymphknotens fiir die Intravitalmikroskopie
Die Tiere wurden zur Vorbereitung fur die Intravitalmikroskopie durch intraperitoneal

verabreichte Narkose (siehe ,Betaubung“) betdubt. Der hintere Ricken und das rechte Bein
wurden mit Enthaarungscreme komplett von Fell befreit, so dass ein etwa 3mm langer Schnitt
entlang des Oberschenkelknochens gesetzt werden konnte. Das Muskelgewebe rund um den
Knochen wurde vorsichtig geldst. Mithilfe einer speziellen Halterung (Abbildung 18, 2) wurde der

Oberschenkelknochen an der stereotaktischen Plattform (ebd., 1) befestigt.
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Tracker Deep Red
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3x10° B-Zellen
aus der Milzi.v.

NP-CGG 10pg f.p.
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Abbildung 17: Zelltransfersystem mit antigenspezifischen B1-8:YellowCaB-Zellen unterschiedlicher Affinitat

Durch eine Inzision Uber der Lendenwirbelsaule (Abbildung 18, 3) wurde die Maus zusatzlich an
der Plattform fixiert und somit sowohl die Atmung unterstitzt als auch die planare Position der
Kniekehle fiur die Freilegung des Lymphknotens ermdglicht. Das rechte Bein wurde mit
chirurgischem Nahmaterial fixiert. Unter dem Stereomikroskop wurde der popliteale Lymphknoten
freigelegt. Dies geschah durch einen einfachen Hautschnitt und anschlielendes Befreien von
umschlieRendem Fettgewebe (Abbildung 18, unten, b). Die Kniekehle wurde durch Einsatz von
Modelliermasse leicht erhdht, um den Lymphknoten in eine exponierte Position zu bringen. Um den
freipraparierten Lymphknoten wurde ein Vaselinering aufgetragen und dieser mit Kochsalzldsung
gefullt. Danach wurde die Praparation mit einem Deckglas abgeschlossen und mit einer
Heizspirale auf Korpertemperatur erwarmt. Zur Kontrolle der Temperatur wurde ein
Temperatursensor auf das Gewebe gelegt.

Zweiphotonenmikroskopie

Fluoreszenzmolekile haben die Eigenschaft, dass ihre Elektronen durch Anregung mit Licht
bestimmter Wellenlange kurzzeitig in einen angeregten Zustand, das heil3t auf ein hoheres
Energieniveau (Abbildung 19) tbergehen. Beim Rickfallen auf den Grundzustand wird Energie in
Form von Licht frei, das entweder mit blollem Auge oder mittels bestimmter Detektoren gesehen
und gemessen werden kann. Bei der herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskopie werden die
Fluorophore dabei mit einem Photon des bestrahlenden Lichts der entsprechenden Wellenlange
angeregt und es wird ein langerwelliges Photon emittiert. Bei der Zweiphotonenmikroskopie regen
jedoch zwei gleichzeitig eintreffende Photonen doppelter Wellenldnge die Elektronen an. Die

Wellenlange des abgestrahlten Photons ist dann stets halb so grof3 wie die des anregenden.
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Abbildung 18: Vorbereitung der Mause fir die Intravitalmikroskopie. Oben links: Stereotaktische Plattform
zur Fixierung der Maus fur die Freilegung des poplitealen Lymphknotens. 1) Plattform zur Unterstiutzung der
richtigen Positionierung des Hinterbeins, 2) Femurfixateur 3) Wirbelsaulenfixateur 4) Heizunterlage, die an
einer Stromversorgung befestigt werden kann, 5) Schraube zum Aufwickeln des Fadens, der an einem 6)
Haken zum Spannen des Beines befestigt wird, 7) 3D-Einstellung fur 8) Halter des Deckglases, 9) Halter fir
den Heizwendel. Oben rechts: Ablauf der Operation. Zunachst wird ein kleiner Einschnitt Gber dem
Oberschenkelknochen vorgenommen (a, b), um die Beinhalterung befestigen zu kénnen (c). Ein zweiter
Einschnitt wird direkt Gber dem Lymphknoten (d, schwarzes X) getatigt und das Fettgewebe entfernt (unten).
Der freigelegte Lymphknoten wird mit Vaseline umrandet und mit Kochsalzlésung Uberdeckt (unten, a). Ein
Deckglas wird aufgesetzt, ein Heizwendel wird dariber montiert (unten, b) (96).

Um diesen Effekt hervorzurufen, werden ultrahochfrequente, gepulste Laser verwendet. Da Licht
der doppelten Wellenlange nur halb so viel Energie besitzt und weniger Streuung hervorruft, kann
dieses auch lebende Gewebe bis zu einer Tiefe von 1000um durchdringen. Daher eignet sich
diese Methode zur Untersuchung von Lebendgewebsschnitten oder zur Intravitalmikroskopie am
lebenden Tier. Nur auf diese Weise ist es maglich, Zellen in ihrem natirlichen Kontext beobachten
zu konnen, ohne dass Struktur, Temperatur oder Flissigkeitsperfusion in einem Organ verandert

wirden.

Fur die intravitalmikroskopische Bildgebung am Zweiphotonenmikroskop wurde der popliteale
Lymphknoten mit Laserlicht der Wellenlange 850nm bestrahlt und die Fluoreszenzsignale des
GECI mithilfe vier verschiedener Detektoren (Photomultipliertubes, PMTs) in den Kanéalen
466/40nm (wobei 466nm die Wellenlange der Mitte des aufnehmbaren Spektrums bezeichnet und
40nm die Breite des Kanals ist) und 525/50nm aufgenommen. Das FDC-Signal des Antikorpers
anti-CD21/35-Atto590, welcher die Komplementrezeptoren (CRs) CR1 und CR2 auf den FDCs
farbt, wurde im Kanal 593/40nm aufgenommen und die Signale der zusatzlich transferierten, mit
Cell Tracker Deep Red gefarbten, follikularen B-Zellen im Kanal 655/30nm.
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Abbildung 19: Jablonski-Diagramm  zum  Vergleich  von Einphotonenanregung (blau)  und
Zweiphotonenanregung (rot). Um in den angeregten Zustand S1 zu kommen, missen die Elektronen mit
Licht bestimmter Energie bestrahlt werden. Da langerwelliges Licht weniger Energie besitzt, ist fur die
Zweiphotonenanregung im Vergleich zur Einphotonenanregung nur Licht der halben Wellenldnge vonnéten,
es missen allerdings zwei Photonen gleichzeitig am Detektor eintreffen (mdéglich durch gepulste Laser). Bei
der Relaxation in den Ausgangszustand wird Lichtenergie wieder freigesetzt, welche als Fluoreszenz
wahrgenommen wird (grin), die bei Einphotonenanregung langerwellig, bei Zweiphotonenanregung aber
kirzerwellig ist.

2.2.6. Ratiometrische Auswertung
Einzelzellanalyse der Zellkultur

Die Analyse der Fluoreszenzintensitat einzelner Zellen aus Kultur, welche zuvor mit 405nm-
Laserlicht angeregt und wahrend der Messung stimuliert wurden, erfolgte mithilfe des Programms
Fiji/lmaged. Die Zellen wurden mit dem Werkzeug fir elliptische ,Regions of Interest* (ROI)
umrandet und die Fluoreszenzintensitdt von eCFP und Citrine (gleichzeitig aufgenommen)
bestimmt. Die Werte wurden als Rohintensitatsdichte in Excel exportiert und dort weiterverarbeitet.
Zur Ermittlung des Verhaltnisses der Fluoreszenzintensitdten R wurden die Werte fur Citrine durch
diejenigen von eCFP geteilt. Als Basislinie wurde die Zeit vor der Stimulation festgelegt und der
Median dieser Werte Uber die Zeit gebildet. Dieser Wert wurde dann von R abgezogen (=AR) und
durch R geteilt. Ist die Calciumkonzentration in der Zelle erhdht, wird das blauwellige Signal des
eCFP schwacher und das gelbe Signal des Citrinerestes nimmt zu. In der Konsequenz bedeutet

dies einen Anstieg von AR/R. Die resultierende Kurve wurde Uber die Zeit dargestellt.

Analyse der intravitalmikroskopischen Daten
Um die Bewegungen von Zellen und ihr Verhalten wahrend der Bildgebung im poplitealen

Lymphknoten verfolgen und auswerten zu kdnnen, ist es zundchst notwendig, das Bildmaterial
nach Zellen zu segmentieren, d.h. festzulegen, welche Pixel zu Zellen gehéren und welche nicht.
Auf diese Weise lassen sich Regionen festlegen, die spater statistisch analysiert werden und
anhand von Motilitatsparametern, GroRe und Helligkeit der intrinsischen Fluorophore (und damit
Calciumeinstrom) analysiert werden koénnen. Fir diese Arbeit wurde das Programm Imaris,
Versionen 8 und 9 (Bitplane AG) benutzt.
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Abbildung 20: Prozess der Auswertung von intravitalmikroskopischen Daten

Die Segmentierung erfolgte dabei auf zwei unterschiedliche Arten: Entweder durch die
Rekonstruktion der B-Zell-Oberflaiche oder Uber die grobe Festlegung der Zellregionen als
ellipsoide Spots mit automatischer Korrektur der Punktspreizfunktion. Die erste Methode ist vor
allem bei der Analyse von Einzelzellen und dem Beobachten von Zell-Zell-Kontakten von Vorteil.
Mit ihrer Hilfe kbnnen z.B. einzelne Verformungen und Ausstilpungen von Zellen sichtbar gemacht
werden. Die zweite Analysemethode eignet sich besser, wenn ganze Populationen von Zellen in

ihrer Gesamtheit untersucht werden sollen.

Abbildung 21: Beispiel fir die Segmentierung der B-Zellen, A: mit Oberflachenrekonstruktion; B: mit
Ellipsoiden (Darstellung mit Seitenansicht und FDC-Signal in weil3)

Zunachst mussen Helligkeit und Kontrast der Rohdaten korrigiert werden, bevor mit der
Segmentierung begonnen werden kann. Die Segmentierung ist die Grundlage flr das Maskieren
der Zellen. Das bedeutet, dass der Hintergrund ignoriert und nur die Regionen, die mit der
Segmentierung als Zellen gekennzeichnet wurden, fir weitere Rechenoperationen benutzt werden
(Alle Voxelwerte, die aufllerhalb der Oberflache oder auRRerhalb der Ellipsoiden liegen, werden
gleich Null gesetzt). Aus den verbleibenden Informationen kann nun das FRET-Signal berechnet
werden. Die Berechnung berlcksichtigt, dass die Fluoreszenz von Citrine jeweils etwa zur Halfte in
den Kanalen 466/40nm und 525/50nm liegt.

45



46

Methoden

Die Signale von eCFP und Citrine Uberlappen im Kanal 525/50nm stark, sodass 52% des
Helligkeitssignals von eCFP stammen und 48% von Citrine. Auch im Kanal 593/40nm ist noch
Fluoreszenz beider Fluorophore detektierbar, allerdings soll dieser Bereich des Spektrums hier fir
die Berechnung des Gesamtsignals vernachlassigt werden, da die Intensitatsanteile von eCFP und
Citrine in diesem Kanal nur gering sind und auferdem das Atto590-Signal der FDC-Farbung in
diesem Bereich liegt. Weiterhin muss flir die Berechnung des resultierenden Gesamtsignals
beachtet werden, dass die Detektoren bautechnisch bedingt fir die untersuchten Fluorophore nur
eine Effizienz n von 37% im 466/40nm-Kanal (ch1) bzw. 40% im 525/50nm-Kanal (ch2) aufweisen.

Dementsprechend ergibt sich die Gleichung fur die Gesamtfluoreszenzintensitat fir eCFP und

Citrine:

1
lecrp = g7+ 1 * chl+ g7 0,52 < ch2 = 2,7 ch1+ 1,3+ ch2

1 1
Icitrine = 037 0-chl+ 04 0,48 -ch2 =1,2-ch2

Das FRET-Signal wurde ratiometrisch bestimmt als Quotient der Fluoreszenzintensitat | von
Citrine und der Summe beider Fluoreszenzintensitaten des Sensors TN-XXL:
ICitrine (1)
IeCFP+ICitrine

Somit ergibt sich als resultierende Gleichung firr das ratiometrische FRET-Signal:

1,2 - ch2

FRET =
2,7-chl1+13-ch2+1,2-ch2

Da das FRET-Signal nach dieser Berechnung naturgemaf sehr kleine Werte annimmt, welche
von der Software nicht zureichend verarbeitet werden konnen, und aus Grinden der besseren
Darstellbarkeit, multiplizieren wir diese zusatzlich mit 100.

1,2 - ch2
2,7chl+2,5-ch2

FRET =

100 )

1.0- — Citine  _*] o
: — CFP z: = a1
= : EE s Il a2
cCo : =
22 i ) L
£ & 05 i - -
w s ; )
= i
E EE — Cilrme
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Abbildung 22: Fluoreszenzspektren von eCFP und Citrine mit Kennzeichnung der Kanale, in welchen bei der
intravitalmikroskopischen Bildgebung die Fluoreszenz der TN-XXL" B-Zellen bzw. der FDCs aufgenommen
wurde. Im Kanal 466/40nm (blau) betragt die Fluoreszenz von eCFP 100%. Allerdings Uberlappen die beiden
Fluorophore im Kanal 525/50nm (orange) signifikant. Der Anteil, welcher in den Kanal 593/40nm strahlt,
wurde vernachlassigt (rot). Rechts: Die Anteile der Fluoreszenzintensitat von eCFP und Citrine in den
Kanalen wurden mit a1-a3 gekennzeichnet.
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Die oben beschriebene Methode der ratiometrischen Auswertung intravitalmikroskopischer
Daten ist ausreichend, um die Zustédnde von Zellen zu beschreiben, deren Calciumkonzentration in
einem bestimmten Bereich liegt. In diesem Bereich bewegt sich das Verhaltnis AR/R in
Abhangigkeit der Calciumkonzentration annahernd in einem linearen Bereich (Abbildung 23). Wir
kénnen davon ausgehen, dass die FRET-Werte der Mehrheit der Zellen sich auf diese Weise gut
darstellen lassen. Fir die Beschreibung der Extreme jedoch missen wir das Verhaltnis lgiyine /

lecrp+lcitine €rganzen.

1.0 A TN-XXL

5 //”’LJA
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Abbildung 23: Titrationskurve des GECI| TN-XXL in Abhangigkeit der Calciumkonzentration. In einem Bereich
um den Wendepunkt (Kasten) ist der Anstieg der Kurve annahernd linear. Calciumkonzentrationen auRerhalb
dieses Bereichs (Extreme) werden nur von wenigen Zellen angenommen. Um diese erfassen zu koénnen,
muss die ratiometrische Auswertung mathematisch weiterentwickelt werden (s.u.) (97), adaptiert.

Grundannahme fir die weiterentwickelte Gleichung ist die Tatsache, dass die Spektren der
reinen Fluorophore eCFP und Citrine (Abbildung 22) in ihrer Form stets konstant sind und nur in
der Intensitat variieren. Allerdings andert sich durch FRET das Verhaltnis der Fluoreszenzanteile
von eCFP und Citrine im Kanal 525/50nm zueinander. Das Verhaltnis der Fluoreszenzanteile fur
eCFP in den Kanalen 466/40nm und 525/50nm bleibt jedoch durch die getroffene Annahme
gleich.

Laut der ermittelten Koeffizienten fir die Fluoreszenzanteile in den einzelnen Kanalen a;
(Abbildung 22) und unter Einbeziehung der Korrekturfaktoren fir die Detektoren (nsgs40=0,37 und
Ns2s50=0,4) ergibt sich fir das Gesamtsignal (also die Fluoreszenzintensitat der gesamten
Emissionskurve) von eCFP:

I no—L 1
eckP = 2037701

Demnach ist der Anteil von eCFP im Kanal 525/50nm wie folgt definiert:

L1
037 a1 &

lecppchz = chl:

Da das Verhaltnis der Anteile von eCFP in den jeweiligen Kanalen gleich bleibt, gentgt es nun,
mit dem Anteil von eCFP im Kanal 525/50nm zu rechnen.

I = a3+ (ch2 - —— — ch1 - —— . %
Citrine — @ (C 0,4 c 0’37 al)
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Die Intensitat der Kurven wird sich jedoch bei FRET veréandern. Das bedeutet, dass der Anteil an
eCFP im 466/40nm-Kanal abnimmt, wahrend die Intensitat von Citrine im Kanal 525/50nm um den

gleichen Anteil zunimmt. Somit kénnen wir fir die Gesamtgleichung (1) (nach Kirzung) folgern:

a3 - (al -Coh—j—aZ 8}1717
FRET = , : - 100 3)
1. 3_ch_2_|_chl_ 3. 2.chl
al as g9rTo37 4243537

mit den Koeffizienten a; entsprechend Abbildung 22. Wir haben diese Formel zum Errechnen des
FRET-Signals bei Intravital-Experimenten der mehrwochigen Keimzentrumsreaktionen verwendet
(3.3.5.).

2.2.7. Fluoreszenzlebensdauerbestimmung

FLIM ist eine Technik zum Erzeugen von Bildern, deren Kontrast anstelle durch die Intensitat
eines fluoreszierenden Molekiils, durch die Lebensdauer T seines angeregten Zustands berechnet
wird. Diese Methode hat den Vorteil, dass die Intensitatsstreuungen durch das Gewebe keine Rolle
bei der Auswertung spielen. Jedes Photon, das bei der Fluoreszenz eines Fluorophors emittiert
wird, hat eine bestimmte Lebensdauer. Anders gesagt besitzt die Fluoreszenz eine Abklingkurve,
die dem Histogramm der pro Zeiteinheit aufgenommenen Photonen des Fluoreszenzsignals
entspricht. Im Gegensatz zu herkdmmlichen Mikroskopietechniken hilft FLIM, Fluorophore mit
Uberlappenden Emissionsspektren (wie die eCFP- und Citrinereste von TN-XXL) zu unterscheiden,
da sie unterschiedliche Lebensdauern haben, je nachdem, ob sie gequencht (Donor-Akzeptor)
oder ungequencht (nur Donor) vorliegen. Ist das Donor-Fluorophor eCFP gequencht, d.h. liegt es
in seiner Energie-tibertragenden Form in nachster Nahe zu Citrine vor (d.h. also findet FRET durch
Ca2+—Bindung statt), ist die Lebensdauer der Fluoreszenz von eCFP kirzer, als sie es in der

ungequenchten Form, also bei Abwesenheit von Calcium, ist.

10000 _|

Instrument- Antwort-Kurve

1000 _| TN-XXL Ca2+frei
TN-XXL Ca 2+ gesattigt

Kontroll-Konstrukt (nur e CFP)

=
o
o

Fluoreszenz (Zdhlwerte)

10

Zeit [ns]

Abbildung 24: Abklingkurve der Donor-Fluoreszenz von eCFP von isoliertem TN-XXL-Konstrukt, sowie
Instrument-Antwort-Kurve, welche eine geratespezifische Konstante darstellt, die fiir die Auswertung der
FLIM-Daten ebenfalls zu beachten ist. TN-XXL zeigt bereits ein initiales Quenching, da die Lebensdauer von
eCFP in Ca?'-freiem Medium bereits geringer ist als die der Kontrolle (ohne Akzeptor). Eine Erhéhung der
Calciumkonzentration hat eine Verklrzung der Lebensdauer zur Folge. Triexponentiell gefittet (98),
adaptiert.
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Typische Lebensdauern liegen im Bereich von einigen Nanosekunden. eCFP besitzt
Lebensdauern von 2,11ns (OuM  Ca®*) bzw. 1,26ns (40uM Ca®") (98). Die
Donorfluoreszenzlebensdauer wurde in vivo durch Zahlung der Photonen in der Zeitdomane (time-
correlated single photon counting, TCSPC) gemessen. Daneben existieren die Messung via
Frequenz-Domane und das Time-sampling (99, 100). Bei der Auswertung der FLIM-Daten basiert
die Bestimmung der Lebensdauer auf der exponentiellen  Anpassung des
Photonenverzdgerungshistogramms, wobei die Zerfallsneigungskonstante die Lebensdauer des
Fluorophors darstellt (Abbildung 24). Im Idealfall, wenn nur Fluorophore eines einzigen Zustandes
das beobachtete Anregungsvolumen bevolkern wirden, ist der zeitliche Zerfall bei der
Zeitbereichsmessung monoexponentiell. Die meisten Proben sind jedoch heterogen, was bedeutet,
dass der Zerfall zwei oder sogar mehr Lebensdauerkomponenten enthalt, was die Analyse der
Lebensdauer komplexer macht, insbesondere wenn die Anzahl der Lebensdauerkomponenten
unbekannt ist. In diesem Fall ist der Phasor-Ansatz ein geeignetes Analyseverfahren (707). Hier
werden die Lebensdauerdaten im Zeitbereich gemessen, aber in eine virtuelle Phasendomane
Ubertragen, indem die diskrete Fourier-Transformation (FT) numerisch berechnet wird. Die FT kann
in einen sogenannten Real- und Imaginarteil zerlegt werden. Die Summe aller enthaltenen
Fluoreszenzlebensdauern kann aus dem normierten realen und imaginaren Ergebnis dieser
Ubertragung berechnet werden. Im Falle eines monoexponentiellen Zerfalls werden diese
Ergebnisse eine Position namens Phasor innerhalb eines Halbkreises ergeben (r = 0.5, Zentrum
bei (0.5 / 0)). Wenn das Anregungsvolumen zwei fluoreszierende Spezies enthalt, liegt diese
Position in der graphischen Darstellung entlang der Geraden, die die Phasoren der reinen
Komponenten verbindet. In Abbildung 25 ist beispielhaft ein typischer Phasorenplot dargestellt.
Zellen wurden entweder mit YFP allein (B), mit CFP allein (C), eGFP allein (D) oder mit dem
FRET-Konstrukt Raicchu-Rac1 (Variante des CFP/YFP-Donor/Akzeptorpaares, E und F)
transfiziert. Zellen mit FRET-Paar zeigen je nach Quenching eine Verschiebung des Phasors (rote

gestrichelte Linie). Die anderen fluoreszenten Spezies korrelieren jeweils mit speziellen Positionen

YFP cFP

EGFP

innerhalb des Halbkreises.

FRET-Konstrukt

- 0.5

Fibronectin Autofluoreszenz

0 05 1

Abbildung 25: Phasor-Auswertung von FLIM-Messdaten (MEF-Zellen transfiziert mit YFP, CFP, EGFP oder
einem FRET-Konstrukt (Raicchu-Rac1)). In x-Richtung: Realteil der FT, in y-Richtung: Imaginarteil. Bei
FRET wandert die entsprechende Zellpopulation gemal ihrer FRET-Effizienz entlang des blauen Halbkreises
in Richtung vollstdndig gequenchten Molekils nach rechts (707), adaptiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Mause mit Expression des GECI TN-XXL in CD19" B-Zellen (YellowCaB-

Mause)

Unter Zuhilfenahme des Cre-LoxP-Rekombinationssystems gelang es uns, Mause =zu
generieren, welche ausschlieBlich in B-Lymphozyten des CD19"-Phénotyps eine Expression des
Calciumsensors TN-XXL aufweisen (702). Hierfir wurden Tiere, welche die Cre-Rekombinase
unter Kontrolle des CD19-Promotors exprimieren, mit Tieren verpaart, welche das TN-XXL-Insert
im Lokus ROSA26° auf Chromosom 6 tragen, welches allerdings zunachst durch ein zusatzliches
Stoppcodon in 5° an der Expression gehindert ist (Abbildung 26) (703). Der wesentliche Vorteil an
einer Insertion des Gens in den ROSA26 Lokus ist, dass dieser in nahezu allen Korperzellen
vorkommt und die Lebensfahigkeit der Mause nicht durch das Transgen eingeschrankt wird. Die
Cre-Rekombinase erkennt sogenannte LoxP-Sequenzen (locus of X over P1, Lokus X aus dem
Bakteriophagen P1), 34bp lange DNA-Abschnitte, an welche sie binden kann, und erzeugt
Doppelstrangbriiche an den entsprechenden Stellen, fligt die entstehenden Enden zusammen und
inaktiviert somit das Stoppcodon. Somit kann erst durch Verpaarung von Mausen, die das TN-XXL-
Gen von LoxP Sequenzen flankiert tragen (d.h. ,gefloxt® sind), mit den CD19Cre-Tieren das
Ablesen des TN-XXL-Gens ermdglicht werden. Wir nannten die Mause der F1 Generation
,YellowCaB*“ (yellow fluorescence after ca’*-flux in B cells; gelbe Fluoreszenz nach Ca**-Flux in
B-Zellen) und ihre B-Zellen entsprechend YellowCaB-Zellen. Nur Zellen, in welchen auch CD19

abgelesen wird, kdnnen TN-XXL exprimieren.

F, = —
X m) F,

=

> Gen wird in Zellen,
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Abbildung 26: Cre-LoxP Rekombination. Die Verpaarung von CD19cre-Mausen (oben, schwarz) mit TN-
XXLflox Mausen (unten, grau) fiihrt zur Expression des Proteins TN-XXL in den CD19"-Zellen der ersten
Tochtergeneration (Mitte, grau-schwarz). Die Cre-Rekombinase sorgt dafiir, dass in CD19'-Zellen das
ROSA26-Gen mitsamt Stoppcodon inaktiviert wird, und so TN-XXL ungehindert abgelesen werden kann. In
allen anderen Zellen der Mause bleibt die naturliche Genfunktion erhalten und TN-XXL wird nicht
transkribiert.

® Die Region ROSA26 bringt drei Transkripte hervor, von welchen zwei nicht-codierende fir kleine Kern-
RNA (snRNA) transkribiert werden. Das dritte Transkript enthalt einen offenen Leserahmen, welcher fir ein
unbekanntes Protein codiert (170).
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3.1.1. Typisierung

Die Mause wurden anhand des Vorhandenseins gelber Fluoreszenz typisiert, da diese sich im
Durchflusszytometer optimal anregen und darstellen Iasst. Da der GECI TN-XXL sowohl aus Teilen
eCFP als auch Citrine besteht, ist davon auszugehen, dass alle positiv typisierten Tiere auch blaue
Fluoreszenz aufweisen. Es wurden YellowCaB-Zellen — homo- oder heterozygot — aus der Milz der
Tiere isoliert oder als Teil der gesamten Splenozyten vermessen. Die Zellen wurden dazu mit
Laserlicht der Wellenlange 488nm bestrahlt und die Fluoreszenzintensitat im 525nm/50nm-Kanal
gemessen. Wir tberpriiften zunachst, ob die Tiere den GECI TN-XXL tats&chlich nur in CD19" B-
Zellen tragen. Dazu wurden Splenozyten der Tiere mit einem fluoreszenten anti-CD19-Antikorper
gefarbt, und die negativen und positiven Populationen getrennt voneinander hinsichtlich ihrer
Fluoreszenz im Kanal 525/50nm untersucht (Abbildung 27, oben). Nur CD19" B-Zellen weisen
einen Anteil an Zellen mit gelber Fluoreszenz auf, welcher im heterozygoten Tier bei 30-40% liegt
(Abbildung 27, unten links) und im homozygoten bei 60-70% (Abbildung 27, unten rechts, nach B-
Zell-Isolation).
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Abbildung 27: Durchflusszytometrische Typisierung von hetero- und homozygoten YellowCaB-Mausen
anhand der Fluoreszenz im Kanal 525/50nm nach Exzitation durch einen 488nm Laser. Zur Typisierung
wurden Gesamtzellen bzw. B-Zellen aus der Milz der Tiere isoliert. Oben: Heterozygote Tiere. Farbung aller
Splenozyten mit anti-CD19 Antikérper ergibt ca. 40% CD19-negative und 60% CD19-positive Zellen. Unten
links: CD19" Zellen sind TN-XXL-negativ, waéhrend CD19" Zellen zu 30-40% TN-XXL exprimieren. Der
Vergleich von hetero- und homozygoten YellowCaB-Mausen (unten rechts) zeigt, dass homozygote Tiere
etwa doppelt so viele fluoreszente Zellen besitzen, und sich diese Zellen nach B-Zell-Isolation anreichern
(dunkelgrau).

3.2. Zellkultur
3.2.1. Der calciumsensitive FRET-Sensor TN-XXL wird funktional exprimiert

Zunachst untersuchten wir, ob wir nach unspezifischer Stimulation von kultivierten YellowCaB-
Zellen mit lonomycin eine Anderung im Verhaltnis der Signalintensitdten von Donorfluorophor
eCFP und Akzeptorfluorophor Citrine messen koénnen. Auf einem Deckglas kultivierte B-Zellen

(isoliert aus der Milz von YellowCaB-Tieren) wurden zu diesem Zweck mit calciumhaltiger
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Ringerlésung Uberspllt. Die Fluoreszenzintensitdten des TN-XXL-FRET-Sensors wurden am
konfokalen Mikroskop in ihren jeweiligen Kanalen nach Anregung durch 405nm Laserlicht Gber
einen bestimmten Zeitraum aufgenommen. Nach Messung der Basislinie wurde lonomycin in das
einstromende Medium zugetropft, welches Poren formt und Calcium aus dem extrazellularen
Raum in die Zellen transportiert. Nach einer Verzdgerung, die das Medium durch das
Schlauchsystem der Pumpe bendtigt, konnte ein Anstieg in der Fluoreszenz des Akzeptormolekiils
Citrine sowie ein Abfall der Fluoreszenzintensitat des Donors eCFP beobachtet werden (Abbildung
28). Die Anregung und Bildaufnahme erfolgte dabei, um ein Ausbleichen der Fluorophore zu
verhindern, alle 3 Sekunden. Vom Eintreffen des Signals bis zur Stabilisierung des FRET-
Verhaltnisses vergehen ca. zehn Sekunden, was fir die Messung von Calciumfluktuationen, die
sich typischerweise mit nur sehr kurzlebigen Spitzenwerten beschaftigt, eine sehr lange Zeitdauer
ist. Da uns aber vor allem die fortgesetzte Antwort der Zellen auf eine Stimulation interessiert, ist

dieser Umstand zu vernachlassigen.

Wahrend eCFP nach Stimulation mit lonomycin seine Fluoreszenzintensitat um etwa 1000

Einheiten verringert, steigt gleichzeitig die Fluoreszenzintensitat von Citirine um denselben Wert
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Abbildung 28: Anderung der Fluoreszenzintensitaten von eCFP bzw. Citrine (iber einen Zeitraum von 200
Sekunden. Die Zellen wurden alle 3 Sekunden mit Laserlicht der Wellenlange 405nm angeregt und die
Emission in den Kanalen fir eCFP und Citrine gemessen. Es ist ein deutlicher Anstieg in der
Fluoreszenzintensitat von Citrine und ein Abfall in der Fluoreszenzintensitat von eCFP zu erkennen, der auf
die Stimulation mit lonomycin folgt (gepunktete Linie), verzégert durch den Weg, den das Medium durch das
Schlauchsystem der Perfusionspumpe zurlicklegen muss. Messung stellvertretend fir mindestens 100 Zellen
aus drei YellowCaB-Tieren.

Die ratiometrische Methode der Auswertung dieser Experimente verlangt, dass die Citrine-
Fluoreszenz zur eCFP-Fluoreszenz ins Verhaltnis gesetzt wird. Bei Calciumeinstrom in die Zelle
wird dieses Verhaltnis groRer werden. Man bestimmt dafir den Quotient R= Iciyine/lecrp (Siehe
2.2.6.). Die Anderung von R nach Stimulation gegeniiber der Basislinie (Zustand vor Stimulation)
wird als AR bezeichnet und wiederum zu R in jedem Zeitpunkt ins Verhaltnis gesetzt. So erhalt
man die Kurve AR/R, die das Ergebnis der Messung als prozentualen Anstieg der Fluoreszenz
gegeniber der Fluoreszenz im unstimulierten Zustand wiedergibt (Abbildung 29). Nach Stimulation
mit lonomycin steigt das Verhaltnis AR/R auf einen Wert von 0,5 Uber das Basislevel des
Verhaltnisses im unstimulierten Zustand. Das FRET-Signal steigt also um 50%. Da lonomycin die

Calciumkonzentration in der Zelle nachhaltig (auf einen Uber diese Dauer zytotoxischen Wert)
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anhebt, bleibt auch das FRET-Verhaltnis auf diesem Wert, ohne dass nach 200 Sekunden ein
Abfall des Signals bemerkbar ware.
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Abbildung 29: Anderung der ratiometrisch ermittelten Fluoreszenzintensitat liber die Zeit nach Stimulation
mit lonomycin (gepunktete Linie, Reaktion verzogert durch das Schlauchsystem der Pumpe), dargestellt als
Anderung des Signalverhaltnisses AR/R in Bezug auf die Basislinie. Es wurde alle drei Sekunden ein Bild
aufgenommen. Messung stellvertretend fir mindestens 100 Zellen aus drei YellowCaB-Tieren.

Mit diesen Experimenten konnten wir zeigen, dass es madglich ist, isolierte YellowCaB-Zellen,
welche positiv fur den GECI TN-XXL sind, in vitro zum Calciumeinstrom anzuregen. Nach
Stimulation konnte eine gegenlaufige Anderung des Verhéltnisses der Fluoreszenzintensitaten von
eCFP und Citrine festgestellt werden. Da das Donorfluorophor an Fluoreszenzintensitat verliert,
nimmt das Akzeptorfluorophor an Intensitat zu. In der ratiometrischen Darstellung bedeutet das
einen Anstieg des FRET-Signals um 50% gegenuber der Basislinie. Somit haben wir bewiesen,
dass unser exklusiv in B-Zellen exprimierter Sensor biologisch aktiv ist und wie erwartet arbeitet.
Fir eine statistische Analyse wurden exemplarisch 100 Zellen aus drei Tieren auf Calciumflux nach
lonomycin-Stimulation untersucht. Etwa 80% der Zellen reagieren mit AR/R>0,2 auf die
Stimulation. Wir legten daher 20% FRET als Schwellenwert flr eine erfolgreiche Reaktion

zugrunde. Die meisten Zellen zeigten 40-45% FRET nach lonomycinstimulation (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Statistische Auswertung des FRET-Signals von 100 YellowCaB-Zellen nach lonomycin-
Stimulation. Es zeigen sich eine FRET-positive und eine FRET-negative Population. Anhand der Grenze
zwischen diesen wurde ein Schwellenwert von 20% FRET festgelegt. Diesen Wert mussen Zellen mindestens
erreichen, um als FRET-positiv zu gelten.
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3.2.2. BCR-Stimulation fihrt zu Calciumeinstrom und FRET-Signalanstieg

Um zu Uberprifen, ob wir ebenfalls einen Calciumeinstrom nach spezifischer Stimulation des
BCR (wie es auch in vivo durch Aufnahme von Antigen geschieht) erzeugen kénnen, wurden die
Antikorper anti-kappa, welches die leichte Kette des BCR anspricht, sowie anti-lgM, welches die
schwere Kette des naiven Rezeptors anspricht, getrennt bzw. aufeinanderfolgend in das

Perfusionsmedium zugetropft.

Stimulation der schweren Kette
Der Kontakt der B-Zellen mit Antigen kann simuliert werden, in dem man mehrere BCRs auf der

Zelloberflache mit einem gegen den BCR selbst gerichteten Antikorper aktiviert. Da die
Spreizwirkung des Antigens auf die BCRs nicht durch monovalentes anti-lgM erreicht werden
kann, wird das F(ab),-Fragment bendtigt. Die schwere Kette des BCR reifer B-Zellen, die noch
keinen Klassenwechsel erfahren haben, ist vom Typ IgM. B-Zellen mit diesem BCR sollten
demnach in frisch aus der Milz isolierten Primarzellkulturen die Mehrheit darstellen. Abbildung 31
zeigt die Stimulation der YellowCaB-Zellkulturen mit anti-lgM-F(ab), und anschlielender

lonomycin-Positivkontrolle.

AR/R

-0.4- : Zeit [min]

Abbildung 31: Stimulation des BCR durch Zugabe von anti-IlgM-F(ab),, der die schwere Kette des BCR
bindet. Blaue Pfeile: Stimulationszeitpunkt. Bei Minute 2 und 7 wurde mit 4pg/ml IgM-F(ab),-Lésung
stimuliert, Bei Minute 11,5 mit 4pg/ml lonomycin. Gepunktete Linie: Zeitpunkt des Anschaltens der
Perfusionspumpe. Die Pumpe wurde jeweils zusammen mit der Stimulation ausgeschaltet. Es wurde alle drei
Sekunden ein Bild aufgenommen. Messung stellvertretend fir mindestens 50 Zellen aus funf YellowCaB-
Tieren.

Eine Zuleitung der Antikdrper Uber das Schlauchsystem war nicht mdglich, da die
Antikorperldsung dabei zu stark verdinnt worden ware. Aus demselben Grund, und um ein
Auswaschen des Antikodrpers zu verhindern, wurde gleichzeitig mit der Stimulation auch die Pumpe
ausgeschaltet. Um die Reaktion riickgéngig zu machen und den Antikdrper auszuwaschen, wurde
die Pumpe nach einem bestimmten Zeitraum wieder eingeschaltet. Dies kehrte die Signalanderung

des TN-XXL-Sensors um und die Stimulation konnte erneut erfolgen.

Stimulation der leichten Kette
Wir wollten nun sehen, ob auch ein Angriff der leichten Kette, also des kappa-Teiles des BCR

(siehe Abbildung 7) zu einer positiven Reaktion und damit zu Calciumeinstrom in die Zelle fihrt.
Nach zweieinhalb und zehn Minuten wurde mit anti-kappa stimuliert, nach flinf, siebeneinhalb und
12,5 Minuten wurde mit anti-IgM-F(ab), stimuliert (Abbildung 32).
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Nach Zugabe von anti-kappa konnten wir einen scharfen, aber verzégerten Signalanstieg von
AR/R um ca. 50% beobachten. Die hier eingesetzte Stock-Konzentration war mit 7,5mg/ml um das
15-fache gegeniiber der Stock-Konzentration von anti-IgM-F(ab), mit 0,5mg/ml erhéht. Geringere
Konzentrationen konnten in Vorversuchen keinen Signalanstieg durch Calciumeinstrom erzeugen.
Nach Einbezug des Kammervolumens von 2,5ml ergibt sich eine fir die Zellen verfligbare
Konzentration von 300ug/ml anti-kappa bei einem Stimulationsvolumen von 100yl (nach
zweieinhalb Minuten) bzw. 150ug/ml bei einem Stimulationsvolumen von 50pl (nach zehn
Minuten). Es ist zu bemerken, dass die halbierte Konzentration des anti-kappa-Antikorpers zu
einem etwa um die Halfte verringerten Signal fuhrt. Durch Anschalten der Pumpe flachte das
Signalverhaltnis wieder ab, bis es durch erneute Stimulation wieder hervorgerufen werden konnte.
Die Stimulation mit anti-lgM-F(ab), bei einer finalen Konzentration von 20ug/ml (nach finf und
siebeneinhalb Minuten) und die Stimulation bei einer finalen Konzentration von 10ug/ml (nach 12,5
Minuten) flhrten dabei zu abgeflachten Signalpeaks. Interessanterweise erzeugte die anti-IgM-
F(ab),-Stimulation nach finf Minuten mit rund 20% einen geringeren Signalanstieg als die
darauffolgende Stimulation nach siebeneinhalb Minuten (bei gleicher Konzentration). Zu bemerken
ist auch, dass das vorangegangene Signal zum Zeitpunkt des Einsetzens des nachfolgenden noch
nicht ganz abgeklungen zu sein scheint. Die letzte Stimulation nach 12,5 Minuten erzeugte mit

30% einen ahnlich hohen Peak.

AR/R

Zeit [min]

Abbildung 32: Wiederholte Stimulation des BCR mit Antikérper fihrt zur Anderung des Signalverhaltinises
AR/R in Bezug zur Basislinie. Zwei Minuten nach Beginn der Messung wurden 300upg/ml anti-kappa
Antikorper direkt ins Medium der Durchflusskammer getropft. Nach finf und siebeneinhalb Minuten wurde mit
einer 20pg/ml anti-lgM-F(ab),-Lésung stimuliert. Nach zehn Minuten wurde wiederum anti-kappa, dieses Mal
in einer Konzentration von 150ug/ml zugetropft. AnschlieBend wurde, nach 12,5 Minuten, noch einmal mit
einer geringeren Menge anti-lgM-F(ab),-Antkérper (10pg/ml) stimuliert (ein blauer Pfeil markiert jeweils den
Stimulationszeitpunkt). Die gestrichelten Linien geben den Zeitpunkt des Anschaltens der Perfusionspumpe
wider. Es wurde alle drei Sekunden ein Bild aufgenommen. Messung stellvertretend fir 16 Zellen aus drei
YellowCaB-Tieren.

Zusammengefasst kann beobachtet werden, dass die Stimulation mit anti-kappa in einer viel
héheren Konzentration erfolgen muss und proportional von dieser abhangig ist. Auf anti-IgM-F(ab),
reagieren die B-Zellen wesentlich sensibler. Fir die Zellkulturexperimente wurde mit
unterschiedlichen Konzentrationen anti-IgM-F(ab), gearbeitet, um gleichzeitig eine Titration des
Antikdrpers zu gewahrleisten. Es konnte aus den Experimenten der leichten und schweren Kette
sowie der Stimulation von CD40 (s.u.) geschlossen werden, dass eine Konzentration von 4ug/ml
anti-lgM-F(ab),-Antikdrperlésung ausreichend ist, um einen 20-30%igen Umschlag des FRET-
Signals zu erzielen. Es wurde versucht, ebenfalls mit 2ug/ml Antikérperlésung zu stimulieren, dies

hatte jedoch keinen signifikanten Signalumschlag mehr zur Folge (Daten nicht gezeigt). Hohere,
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hier eingesetzte Konzentrationen des Antikérpers (8, 10 und 20ug/ml) waren nicht in der Lage,
einen hoheren FRET-Peak hervorzurufen, womit davon ausgegangen werden kann, dass eine
Konzentration von 4ug/ml bei naiven B-Zellen bereits die Sattigung darstellt. Wir definierten daher

einen Signalanstieg auf 20% FRET als Schwellenwert fiir BCR-induzierten Ca”*-Flux.

Durchflusszytometrische Untersuchung bestatigt Ergebnisse
Um mit einer weiteren Methode die Funktonalitat des Calciumsensors TN-XXL zu Uberprifen,

haben wir frisch aus der Milz von YellowCaB-Tieren isolierte B-Zellen, suspendiert in Ringerldsung
mit 6mM Ca®", durchflusszytometrisch untersucht (am Zytometer Fortessa von Becton-Dickinson,
welches den kontinuierlichen Einzug der Zellsuspension erméglicht sowie dessen Unterbrechung
zur Stimulation, ohne dass die Messung gestoppt werden misste). Um herauszufinden, ob die
Signalanderung die wir bei der mikroskopischen Analyse beobachtet hatten, tatsachlich ca®”
abhangig ist, wurden die Zellen zusatzlich mit dem Ca”"-sensitiven Farbstoff X-Rhod-1 (life
technologies) gefarbt (530nM in RPMI + 5%FCS, 30min, 37°C). Dies ermdoglichte es uns, die
Funktionalitdt des GECI in einem von ihm unabhangigen System zu validieren. Leider war es nicht
moglich, mit X-Rhod-1 gefarbte YellowCaB-Zellen gleichzeitig auf FRET (Erhdhung der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) im grinen Kanal nach Anregung mit Laserlicht der Wellenlange
405nm) zu Uberprifen und die Reaktion auf X-Rhod-1 aufzunehmen, obwohl die Spektren von
Citrine und X-Rhod-1 nicht Uberlappen. Allerdings fangt der Farbstoff die Ca?-lonen ab, weshalb

die Messungen separat erfolgen mussten.

Citrine (505LP525/50)

X-Rhod-1 (600LP610/20)

X-Rhod-1 (600LP610/20)

FSC Citrine (505LP525/50) Zeit

Abbildung 33: Durchflusszytometrische Untersuchung der YellowCaB-Zellen. Gating von links nach rechts: 1.
Lymphozyten, 2. TN-XXL versus X-Rhod-1, 3. Citrine-positive Zellen und MFI Uber die Zeit (250sek) Oben:
ungefarbte YellowCaB-Zellen, unten: X-Rhod-1-gefarbte YellowCaB-Zellen

Es wurde die Erhéhung der MFI nach Stimulation mit lonomycin oder anti-lgM-F(ab), tUber die
Zeit bestimmt. Die Stimulation erfolgte nach 50-55 Sekunden, entweder mit PBS als
Vehikelkontrolle, mit 20pg/ml IgM-F(ab),, als physiologische, BCR-anregende Kontrolle oder mit
4ug/ml lonomycin als unphysiologische Positivkontrolle. Auf Basis der Gesamtzellen wurde die
Unterpopulation der Lymphozyten (siehe Gating-Strategie in Abbildung 33) festgelegt, diese
wiederum im Fluoreszenzkanal der Konfiguration 505nmLP (Langpassfilter) 525/50nm (MFI von
Citrine) untersucht, sowie im Kanal 600nmLP610/20nm (MFI von X-Rhod-1). Auch dieses
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Experiment konnte bestatigen, dass der Sensor TN-XXL funktional in YellowCaB-Zellen exprimiert
wird, denn es konnte im FRET-Kanal eine Anderung der MFI nach Zugabe von Antikérper und
lonomycin beobachtet werden. Wie zu erwarten fihrt dabei vor allem die unphysiologische
Stimulation mit lonomycin zu einem sehr deutlichen Signalanstieg um 300% bzw., ausgedriickt als
AR/R, auf 0,67 oder 67% im Falle von X-Rhod-1. Die weniger helle mittlere Fluoreszenzintensitat
von Citrine steigt nach Anregung mit 405nm Laserlicht von einem Wert von etwa 275 auf 450 an
und damit immerhin um 163% oder auf AR/R=39%. Das Signal bleibt Uber die gesamte Messdauer
auf diesem Niveau. Weniger eindeutig ist die Stimulation mit anti-IlgM-F(ab),. Die Basislinie liegt
hier bereits etwas Uber dem Niveau der anderen Proben, was auf eine Vorstimulation der Zellen
deuten kénnte (Abbildung 34, oben). Die Reaktion ist aber erkennbar, und wird durch die Reaktion
der X-Rhod-1-gefarbten Zellen bestatigt. X-Rhod-1 ist sehr viel heller als der GECI TN-XXL und

besitzt eine wesentlich gréRere Dynamik (Abbildung 34, unten).
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Abbildung 34: Kinetik der durchflusszytometrischen Untersuchung der Funktionalitdat von TN-XXL. Dargestellt
ist die mittlere Fluoreszenzintensitat in den entsprechenden Kanalen uber die Zeit. Es wurde entweder der
Signalanstieg im 505nmLP525/50nm-Kanal nach Anregung mit 405nm Laserlicht gemessen (oben) oder der
Signalanstieg im 600nmLP610/20nm-Kanal (hierfir wurden die YellowCaB-Zellen zuvor mit X-Rhod-1, einem
calciumsensitiven Farbstoff, gefarbt, unten) Blau: Stimulation mit PBS, Grin: Stimulation mit anti-IgM-F(ab),,
Rot: Stimulation mit lonomycin (Positivkontrolle). Messung stellvertretend fir 15 Messungen mit YellowCaB-
Zellen aus finf Tieren.

3.2.3. Die Stimulation von Korezeptoren moduliert das FRET-Signal

Um herauszufinden, ob Calciumeinstrom auch durch andere Rezeptoren stimuliert werden kann,
testeten wir in vitro die Reaktion der Zellen auf anti-CD40, auf Lipopolysaccharide (LPS), sowie auf
CpG-Oligonukleotide (unmethyliertes Sequenzmotiv aus Cytosin, Phosphat und Guanin in der
Bakterien-DNA). CD40 ist ein Korezeptor auf B-Zellen, der sich bei der Bildung der Immunsynapse,
d.h. bei der Interaktion der T-Zelle mit der B-Zelle zum Zwecke der Ubertragung von Uberlebens-
und Differenzierungssignalen, mit dem CD40-Liganden (CD40L) verbindet (Abbildung 5). LPS wird
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als Membranbestandteil gramnegativer Bakterien als Antigen von Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4)
erkannt, CpG von TLR9.
Simulation von T-Zell-Hilfe durch Stimulation mit anti-CD40

In der Perfusionskammer wurden isolierte YellowCaB-Zellen zunachst mit 4ug/ml anti-CD40
Antikorper prastimuliert. Die Zugabe des Antikorpers hatte keinen Effekt auf das Donor/Akzeptor-
Fluoreszenzniveau des FRET-Sensors (Abbildung 35, Pfeil links). Die anschlieRende Zugabe von
8ug/ml anti-IgM-F(ab),-Fragment zur Stimulierung des BCR jedoch bewirkt, dass Calcium in die
Zelle einstromt. Allerdings variieren Form und Dauer des Signals. Es konnten sowohl transiente,
sehr kurze Peaks als auch langer anhaltende beobachtet werden (Abbildung 35, mittlerer Pfeil), die
Zugabe von lonomycin als entsprechende Positivkontrolle erhoht das Calciumlevel in der Zelle
schlieBlich nachhaltig (Abbildung 35, rechter Pfeil). BCR- abhangige Signale scheinen also durch

die vorherige CD40-Stimulation beeinflusst zu werden.

I lauc = 26
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Abbildung 35: Stimulation mit anti-CD40, anti-lgM-F(ab).-Fragment und lonomycin. Linker Pfeil: anti-CD40-
Zugabe. Mittlerer Pfeil: anti-lgM-F(ab),-Zugabe. Rechter Pfeil: lonomycin-Kontrolle. Es konnten innerhalb
derselben Messung drei verschiedene Kurvenformen beobachtet werden. Orange Kurve: prolongierter
Calciumflux. Grine Kurve: Intermediarer Calciumflux. Blaue Kurve: Transienter Calciumpeak. Messung
stellvertretend flir 26 Zellen, isoliert aus 2 Tieren.

Toll-like-Rezeptor Stimulation
Es konnte bereits von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass der Klassenwechsel von B-

Zellen durch LPS-Stimulation in der Gegenwart von BCR-Signaling beschleunigt ist, und LPS zur
Calciummobilisation in B-Zellen beitragt. Bei Abwesenheit von BCR-Stimulation jedoch wird der
Klassenwechsel sogar verhindert. LPS ist dartiber hinaus auch allein in der Lage, in einer Gruppe
von B-Zellen Calciumflux hervorzurufen (704—106). Unsere Zellkulturexperimente konnten zeigen,
dass LPS in einer Konzentration von 20ug/ml tatsachlich in der Lage war, einen kleinen Peak in
der Calciumantwort hervorzurufen, allerdings blieb das Mittel unter dem Schwellenwert von 0,2
(Abbildung 36). Vergleichsweise wurde mit einer anti-IgM-F(ab), Konzentration von 4ug/ml eine
wesentlich geringere Konzentration bendtigt, um einen AR/R-Mittelwert von ca. 0,3 zu erreichen
(Abbildung 36, links). Die Stimulation des Calciumeinstroms in B-Zellen durch TLR4-Stimulation
kann somit fur die spatere Auswertung unserer in vivo-Daten zunachst vernachlassigt werden. Zu
bemerken ware noch, dass sich bei der zweiten Stimulation mit anti-IgM-F(ab), eine Tendenz zum
geringeren Signalanstieg zeigt, der Unterschied zur ersten Stimulation ist allerdings statistisch nicht

signifikant.

Die alleinige Zugabe von CpG zur Stimulation von TLR9 konnte gar keine Reaktion hervorrufen.

Zusammen mit den dreimal hintereinander durchgefiihrten PBS-Kontrollen (um Effekte des
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Pumpsystems sowie der Stimulation an sich auf die Messung auszuschlie3en) bleibt das Level von
AR/R auf dem Basalniveau. Die lonomycinzugabe als Experimentpositivkontrolle erzeugt wie
erwartet einen starken Anstieg des FRET-Signals, womit bestatigt werden kann, dass der Sensor
aktiv ist (Abbildung 36, rechts). Die Stimulation von TLR9 wurde noch einmal mit anti-lgM-F(ab),
als Experimentpositivkontrolle wiederholt (Abbildung 37). Auch hier wurde immer zum
Stimulationszeitpunkt das Pumpensystem ausgeschaltet und nach einiger Zeit wieder
eingeschaltet, um die Stimulationsfaktoren wieder auszuspulen und die Zellen fur eine erneute
Stimulation vorzubereiten. Wie erwartet, konnte CpG allein keinen Flux von Ca**-lonen und somit
kein FRET-Signal erzeugen. Uberraschenderweise reagierten die Zellen nach CpG-Stimulation
aber mit Verzogerung auf die nachfolgende Stimulation mit anti-IgM-F(ab),. Eine deutliche

Anderung des FRET-Signals trat erst nach Wieder-Einschalten der Pumpe ein (Abbildung 37).
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Abbildung 36: Toll-like-Rezeptor-4-Stimulation mit LPS, sowie Kontrolle durch IgM-F(ab),-Gabe (links) und
CpG sowie Vehikelkontrollen (rechts), mittlerer Flux Uber die Zeit (Median). Die erstmalige anti-lgM-F(ab).-
Zugabe (IgM1) vermag einen hohen Calciumflux von 0,3 zu erreichen. Durch LPS kann nur ein geringer Flux
hervorgerufen werden. Die zweite BCR-Stimulation (IgM2) derselben Zellen erzeugt geringere AR/R-Werte
als die erste, der erzeugte Calciumflux ist im Mittel aber nicht signifikant von Stimulation 1 zu unterscheiden.
CpG-Stimulation hat keinen Effekt auf das AR/R -Basalniveau der B-Zellen, es besteht kein Unterschied im
Vergleich zur PBS-Kontrolle. lonomycin* kann einen sehr ausgepragten Calciumflux hervorrufen und
bestatigt somit, dass der Sensor aktiv ist. *Einzelner Wert aus einer Momentaufnahme. Ungepaarter
Student’'scher T-Test **p=0,0047, ****p<0,0001. Mittelwert und Standardabweichung (SD). LPS-
Stimulationsexperiment stellvertretend fiir 30 Zellen aus drei Tieren; CpG-Stimulationsexperiment
stellvertretend fur 26 Zellen aus drei Tieren. PBS: Eine Messung, 10 Zellen. Dargestellt sind 12 (links) bzw.
8 Zellen (rechts).

Dieses ist signifikant gegenlber der Reaktion auf CpG erhoht. Die mittleren FRET-Werte fur die
Stimulation mit anti-IgM-F(ab), bleiben unter 0,2, dies ist allerdings darauf zurlckzufuhren, dass
das Signal stufenférmig tber ca. drei Minuten absinkt und innerhalb der ersten eineinhalb Minuten
von 0,3 auf 0,1 fallt. Da Uber die gesamte Stimulationsperiode bis zum Anschalten der Pumpe
gemittelt wurde, erscheint der Gesamtmittelwert niedriger. Mit einem Spitzenwert fir AR/R von
0,35 ist die Reaktion auf BCR-Stimulation von mit CpG vorstimulierten Zellen aber kurzzeitig sogar
starker als die von Zellen, welche nicht vorstimuliert wurden. Der Peak tritt jedoch verzdgert ein

und zeigt statt eines stetigen Abfalls ein charakteristisches Stufenmuster (Abbildung 37).

Wir konnten unser System mit den in-vitro-Experimenten validieren. Wie wir gezeigt haben,

lasst sich ein Umschlag des Fluoreszenzsignals des GECI TN-XXL messen, wenn der BCR von
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YellowCaB-Zellen stimuliert wird. Wir wollten daher als nachstes in Zelltransferexperimenten und
mit Intravitalmikroskopie Uberprifen, ob YellowCaB-Zellen in der Lage sind, Keimzentren in

lebenden Tieren zu auszubilden.

R

)
__Pumpe an

Abbildung 37: Toll-like-Rezeptor-9-Stimulation mit CpG (10ug/ml). Uber sieben Zellen gemittelter Graph. Die
Zellen reagieren nicht auf die Stimulation mit CpG. Wird allerdings mit anti-lgM-F(ab), stimuliert (4pg/ml),
zeigt sich ein deutlicher Flux um einen Wert von AR/R=0,3, der sich nach ca. einer Minute halbiert und nach
einer weiteren Minute auf das Basislevel zurlicksinkt. Eine erneute Stimulation mit CpG (CpG2) hat ebenfalls
keinen Calciumflux zufolge. Oben rechts abgebildet sind die mittleren Fluxwerte (Median von AR/R uber die
Zeit) zwischen den Stimulationszeitpunkten. Da die spezifische BCR-Stimulation erst verzogert eintritt,
erreichen die Werte im Median nicht den Schwellenwert von 0,2. Es ist aber ein deutlich signifikanter
Unterschied zwischen der Stimulation mit CpG und der Stimulation mit anti-lgM-F(ab), zu erkennen.
Messung stellvertretend fiir 26 Zellen aus drei Tieren, Mittelwerte und SD.

3.3. Intravitalmikroskopie
3.3.1. Naive YellowCaB-Zellen migrieren in GCs von restringierten Wirten

Zunachst wollten wir das Verhalten von YellowCaB-Zellen im Keimzentrum untersuchen, welche
den Rezipienten in naiver Form an Tag 0 des Experiments verabreicht wurden. Da die
Einwanderung der naiven, also nicht-antigenspezifischen Zellen, die intravends gespritzt werden,
in den ableitenden Lymphknoten ein stochastischer Prozess ist, gelangen bei der aus einer Milz
gewinnbaren Anzahl an YellowCaB-Zellen (ca. 1-2x10’ Zellen) nur wenige nach Immunisierung in
das Keimzentrum. Die transferierten Zellen missen daher gegenuber den kdrpereigenen B-Zellen
des Wirts einen Vorteil haben, der sie bevorzugt in die Keimzentren einwandern lasst. Aus diesem
Grund haben wir uns daflr entschieden, unser Zelltransfersystem zunachst in Tieren mit einem
restringierten B-Zell-Repertoire zu testen. In unserem Fall sind dies die ThX-Mause, wie sie
Litzenburger und Kollegen beschrieben haben (93). Sechzig Prozent der B-Zellen dieser Tiere
erkennen das Protein MOG, welches normalerweise eine Rolle in Tiermodellen der MS spielt. Die
meisten B-Zellen der Hosttiere kénnen also nicht auf NP-CGG reagieren, daher ist die
Wahrscheinlichkeit, dass YellowCaB-Zellen diese Aufgabe Ubernehmen, grolRer. Eine zweite
Moglichkeit ware, eine sehr groRe Zellzahl zu injizieren. Dies setzt allerdings wesentlich héhere
Tierzahlen voraus und ist daher zu vermeiden. Wie Abbildung 38 zeigt, sind die YellowCaB-Zellen
wie erwartet sieben Tage nach Ful3sohlen-Immunisierung mit NP-CGG in den Keimzentren des
ableitenden Lymphknotens in der Kniekehle zu finden. Der Kachelscan des Langsschnitts durch

den Lymphknoten lasst drei Keimzentren erkennen. Keimzentren sind in diesem Falle am
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kreisrunden Fehlen der IgD-Farbung (blau), die den naiven BCR markiert, bei gleichzeitiger PNA-
Farbung (rot) der Zellen zu erkennen. Da PNA auch T-Zellen anfarbt, ist die T-Zell-Zone im
Kachelscan in der Mitte des Lymphknotens ebenfalls gut zu erkennen. Die Fluoreszenz von eCFP
und Citrine der YellowCaB-Zellen bleibt bei der PFA-Fixation der Lymphknoten nicht erhalten, da
allerdings beide Fluorophore GFP-Varianten sind, ist es mdglich, Zellen, die den Sensor im
Zytoplasma besitzen, mit anti-GFP-Antikérpern zu farben (dargestellt durch griine Farbung).
Aktivierte YellowCaB-Zellen sind demnach durch eine gelbe Farbung (Uberlagerung rotes und
griines Signal) zu erkennen. Die dichtere Packung der PNA" B-Zellen auf der rechten Seite des
dargestellten Keimzentrums (Detail) deutet auf die korrekte Ausbildung einer dunklen Zone, die
gespreiztere Verteilung der YellowCaB-Zellen auf der linken Seite auf die Ausbildung einer hellen

Zone hin. Wir konnten somit zeigen, dass der Transfer von YellowCaB-Zellen in Wirtstiere moglich

ist, dass diese Zellen sich in Keimzentren ansiedeln sowie auch aktiviert werden konnen.

Abbildung 38: Fluoreszenzmikroskopisches Bild eines Lymphknoten-Gefrierschnittes nach YellowCaB-
Zelltransfer und Immunisierung mit NP-CGG. Als Empfangertiere wurden Thx-Mause mit renstringiertem
BCR-Repertoire verwendet, damit sich die adoptiv transferierten B-Zellen bevorzugt in den Keimzentren
ansiedeln. Blau: anti-lgD-Alexa594 (naiver BCR), Grin: anti-GFP-Alexa488 (TN-XXL), Rot: PNA-bio
(Erdnussagglutinin, biotinyliert), detektiert durch Streptavidin-Alexa555 (aktivierte B-Zellen und T-Zellen).
Der Kachelscan des gesamten Lymphknotenlangsschnitts (links) zeigt mindestens 3 Keimzentren, der
vergroRerte Detailauschnitt (rechts) und die Einzelfarbdarstellung (Mitte) zeigen die Infiltration des
Keimzentrums mit TN-XXL" Zellen. Sie sind aktiviert und besitzen keine IgD-Farbung (Marker fiir naive B-
Zellen) mehr. MaRRstabsbalken: 50pm.

3.3.2. Antigenspezifische YellowCaB-Zellen migrieren in GCs von Wildtyp-Wirten

Nachdem der Transfer von B-Zellen mit einer irrelevanten Spezifitat zu positiven Ergebnissen
geflhrt hatte, kreuzten wir die YellowCaB-Reportertiere mit B1-8-Tieren. Diese Mause zeichnen
sich durch B-Zellen aus, welche einen fiur das Antigen NP spezifischen BCR besitzen. Dadurch
erkennen die adoptiv in C57BL6/J (Wildtypmause) transferierten B-Zellen nach Immunisierung mit
NP-CGG in die FuRsohle dieses Antigen, welches ihnen im Keimzentrum prasentiert wird. Diese
Methode ermoglicht die Messung standardisierter Interaktionen zwischen B-Zellen bekannter
Reaktivitat mit anderen Zellen und lasst Rickschlisse zu auf das Verhaltnis von Spezifitat und
Affinitat der Zellen mit den korrelierten Parametern Calciumeinstrom und Motilitat. Um den Einfluss
der Affinitdt zu bestimmen, wurden B-Zellen mit zwei verschiedenen Rezeptoraffinitaten (B1-
8lo:YellowCaB und B1-8hi:YellowCaB, siehe 2.1.1.) in der Keimzentrumsreaktion verglichen. Da
die Spezifitdt des Rezeptors die Zellen bevorzugt in die Keimzentren migrieren lasst, ist eine

geringere zu transferierende Zellzahl von 3x10° vonnéten. Wir konnten mit dieser Methode sowohl



62

Ergebnisse

nach Transfer von B1-8lo:YellowCaB als auch nach Transfer von B1-8hi:YellowCaB und
Immunisierung in die FuBsohle Keimzentren in den poplitealen Lymphknoten von Wildtyp-
Wirtstieren erzeugen. Diese enthielten fluoreszente B-Zellen in vermutlich unterschiedlichen
Differenzierungsstadien, zu erkennen an unterschiedlicher Helligkeit und GréRe (Abbildung 39).
Zusatzlich wurden allen Tieren einen Tag vor der intravitalmikroskopischen Untersuchung nicht-
antigenspezifische, naive YellowCaB-Zellen gespritzt, die zur Unterscheidung mit dem roten
Farbstoff Cell Tracker Deep Red (life technolgies) gefarbt wurden. Dies dient zum einen der
Lokalisierung des follikularen Mantels und zum anderen als interne Kontrolle und Vergleich zu

antigenspezifischen Donorzellen.

Transfer von B1-8lo:YellowCaB-Zellen

B1-8lo:YellowCaB-Citrine (TN-XXL)
B1-8lo:Ye -eCFP (TN-XXL)

FDCs (anti-CD21/35-Atto590)

Abbildung 39: Intravitalmikroskopische Untersuchung eines B1-8lo-Keimzentrums, Tag 7 p.i. (eine Ebene in
Z). Das Keimzentrum ist deutlich an der Ausbildung einer netzartigen Struktur, der FDCs (weil3) und der
Uberlagerung dieser mit TN-XXL"-Zellen zu erkennen, diese wiederum entweder durch die Fluoreszenz des
Citrine-Restes des GECI (grin) bzw. durch die eCFP-Fluoreszenz (blau) zu erkennen (s.a. unten, Mitte, gelb
gestricheltes Ellipsoid). Im Inneren des GC sind BlutgefaBe zu erkennen (durch Autofluoreszenz der
Epithelzellen, gelbe Linien). Die follikularen B-Zellen wurden vor dem Transfer mit Cell Tracker Deep Red
gefarbt (rot) und lagern sich rund um das GC herum an, einige jedoch sind auch in Kontakt mit FDCs zu
finden. Mit gelben Dreiecken gekennzeichnet sind Makrophagen, welche abgestorbene (negativ
selektionierte) B-Zellen aufnehmen und in allen Kanélen (aufer in rot) Autofluoreszenz emittieren. Standbild
bei 5 von 10 Minuten, 500um?2.

Auch der Zelltransfer antigenspezifischer B-Zellen mit geringerer Affinitat des BCR flhrte zur
Entstehung von Keimzentren in den Empfangertieren, wie Abbildung 39 zeigt. B1-8lo:YellowCaB-
Zellen kénnen damit an der Immunreaktion nach Fuflisohlenimmunisierung teilnehmen, wie die
intravitalmikroskopische Bildgebung bestatigt. Im Bild, das eine Momentaufnahme aus einer
zehnminutigen Messung in einer Z-Ebene zeigt (die Dicke des aufgenommenen Stapels ist
120um), ist die LZ eines Keimzentrums zu erkennen (gelbes Ellipsoid). Die LZ wird markiert durch
das positive Signal in 593/40nm. In diesem Kanal emittiert der Antikdrper anti-CD21/35-Atto590,
mit welchem die FDCs gefarbt sind (weil). Besonders deutlich zu sehen ist hier die retikulare
Struktur der Stromazellen mit feinen, langlichen Fortsatzen. Weiterhin ist die LZ an der
Uberlagerung des FDC-Signals mit YellowCaB-Zellen zu erkennen (griin/blau) (siehe auch Film

S01 — Aufnahme nicht mit der abgebildeten Messung identisch). Zusatzlich emittieren in den
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Kanalen 466/40nm, 525/50nm sowie 593/40nm Makrophagen, welche einerseits Autofluoreszenz
aufweisen und zusétzlich negativ selektierte YellowCaB-Zellen aufgenommen haben (gelbe Pfeile).
Das GC wird umringt von den polyklonalen, naiven YellowCaB-Zellen, die wir einen Tag vor
Bildgebung isoliert, gefarbt und intravends verabreicht haben (rot). Wie erwartet zeichnen sie den
follikularen Mantel nach und ihre Dichte ist dort, wo kein FDC-Signal zu sehen ist, groRer (da sie
noch nicht ins GC einwandern kénnen bzw. gerade erst dazu befahigt werden). Auch Blutgefale

kénnen anhand ihrer Autofluoreszenz identifiziert werden (Abbildung 39 unten, Mitte).

Transfer von B1-8hi:YellowCaB B-Zellen
Die Immunisierung nach Transfer von B-8hi:YellowCaB-Zellen erzeugte ebenfalls gut sichtbare

Keimzentren, wie es auch nach Transfer von B1-8lo:YellowCaB-Zellen der Fall war (Abbildung 40).
Diese scheinen allerdings, bei gleicher transferierter Zellzahl, dichter gepackt zu sein. Demnach
wandern mehr antigenspezifische YellowCaB-Zellen mit hoher Affinitdt in diese Keimzentren ein,
als antigenspezifische mit niedriger affinem BCR. Dieser Umstand erscheint logisch (aus diesem
Grund mussten bei nicht antigenspezifischen Transfers wesentlich mehr Zellen transferiert werden
und der Wirt bezlglich des BCR-Repertoires restringiert sein, siehe 3.3.1.), da die Affinitat des
BCR zum entsprechenden Antigen die bevorzugte Migration in die Keimzentren begunstigt. Bei der
dargestellten Messung wurden ebenfalls nicht-antigenspezifische Reporter-B-Zellen mittransferiert,

die zur Unterscheidung von den antigenspezifischen Zellen ex vivo gefarbt wurden.

FDCs (CD21/35-Att0590)

Abbildung 40: Intravitalmikroskopische Untersuchung eines B1-8hi-Keimzentrums, Tag 7 p.i. Das
Keimzentrum ist in seiner Ausdehnung ahnlich gro3 wie das von B1-8lo:YellowCaB Zellen gebildete (s.o.).
Einen Tag vor Praparation wurden zusatzlich mit Cell Tracker Deep Red gefarbte YellowCaB-Zellen (ohne
Antigenspezifitat) transferiert, welche sich als naive oder follikulare B-Zellen (rot) rund um das Keimzentrum
ansiedeln und zum Teil auch hinein migrieren. Die Farbung der FDCs mit anti-CD21/35 (weil}) fallt hier
verwaschener aus. TN-XXL" B-Zellen (cyan durch Uberlagerung von griin und blau) sind dichter gepackt als
im B1-8lo:YellowCaB-GC. Die groReren Flecken, welche in allen Kanalen auBer rot detektiert werden
konnten, sind Makrophagen (gelbe Dreiecke). Standbild bei 5 von 47min, 500um?

Uber die GroRenverhaltnisse von B1-8lo:YellowCaB-Keimzentren zu B1-8hi:YellowCaB-
Keimzentren kann keine zuverlassige Aussage getroffen werden. Fir eine Vermessung der GCs
muss beachtet werden, dass die Keimzentren in individuell vom Tier abhangigen Tiefen liegen,

auch lasst unsere Bildgebungstiefe in Z-Richtung zumeist nicht zu, ein komplettes Keimzentrum zu
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vermessen. Wir erhielten also immer nur einen Ausschnitt der Follikel. Uberdies kénnen wir nicht
davon ausgehen, dass die GCs in 3D immer gleich orientiert sind, d.h., ob wir z.B. nur die schmale
Seite eines ellipsoiden GCs mikroskopieren. So kann es leicht zur Einschatzung einer falschen
Korrelation kommen, da in diesem beschriebenen Falle das GC deutlich kleiner erschiene, als es in
Wirklichkeit ist. Es ist allerdings sehr wohl bekannt, dass Keimzentren im Verlaufe ihrer zeitlichen
Entwicklung stark an Volumen zunehmen (33). Das hier gezeigte Standbild des B1-8hi:YellowCaB-
Transfers stammt aus einer Aufnahme an Tag 7 p.i. und zeigt eine Z-Ebene aus einem Stapel mit
100um Dicke. Es wurde versucht, das Volumen wenigstens ndherungsweise zu bestimmen. Das
GC besitzt ein genahertes Volumen von ca. 480umx250umx100um=12000000pm?3=0,012mm?
(Abbildung 40).

3.3.3. B-Zellen regen sich gegenseitig zum Calciumeinstrom an

Fir das Verfolgen der Zellmigration, das sog. Tracking, stellt die Software Imaris (Bitplane)
einen automatischen Trackingalgorithmus segmentierter Zellen zur Verfligung (siehe 2.2.6.). Meist
ist es jedoch notwendig, vor allem, wenn die Analyse auf Einzelzellebene erfolgen soll, dass
Tracks von Hand nachbearbeitet werden. Fir die Auswertung von Zell-Zell-Kontakten wurden in
Imaris zunachst dreidimensionale Oberflachen erstellt, welche dann anhand dieser Tracks verfolgt
werden konnten. Tracks sind auch Voraussetzung daflr, dass statistische Kennwerte der
Oberflachen (also der Zellen) exportiert und als zeitlicher Verlauf dargestellt werden kénnen. Wir
waren somit in der Lage, die Fluoreszenzintensitaten von eCFP und Citrine (bzw. des FRET-
Signals, welches sich aus diesen ergibt) der jeweiligen Oberflache und ihre Anderung lber die Zeit
zu exportieren und mit anderen Werten, wie z.B. der momentanen Geschwindigkeit zu korrelieren.

Die momentane Geschwindigkeit ist definiert als:

I As ds .
tl—r}(}At_dt_v()

Da sich die Zellen nicht mit uniformer Geschwindigkeit bewegen, variiert die Geschwindigkeit der
Zelle zu jedem Zeitpunkt. Sie ist die Tangente v(t) der Geschwindigkeitsfunktion s(t) zum Zeitpunkt
t (Abbildung 41).

s (t)

At
As

Abbildung 41: Die Momentangeschwindigkeit ist die Tangente der Geschwindigkeitsfunktion (Wegstrecke per
Zeiteinheit) zum Zeitpunkt t.

Abbildung 42 zeigt Momentaufnahmen einer YellowCaB-Zelle Gber einen Zeitverlauf von knapp

einer Stunde und ihr jeweiliges FRET-Signal dargestellt als Schattierungen einer Farbskala. Die
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rotliche Farbung der Zelle bedeutet hier ein hohes FRET-Signal, hervorgerufen durch
Calciumeinstrom, eine  blaue Farbung entspricht einer niedrigen intrazelluldren
Calciumkonzentration. Der Weg der Zelle vorbei an (durch weilte Farbung dargestellten) FDCs
kann durch die graue Tracklinie nachverfolgt werden (von links oben nach rechts unten). Ab Minute
37 bildet sich ein Kontakt zwischen der getrackten YellowCaB-Zelle (Zelle 1) und einer zweiten
YellowCaB-Zelle (Zelle 2) aus, die ihrerseits stabilen Kontakt zu FDCs halt. Der Kontakt zwischen
den beiden YellowCaB-Zellen scheint in einer Erhdhung des FRET-Signals in Zelle 1 zu
resultieren. Abbildung 43 zeigt den Zustand dieser Zelle am Ende der Messung nach 51,5 Minuten
im Detail.

Wy
%

0:00:00.000

Abbildung 42: Getrackte YellowCaB-Zelle und CD21/35-Atto590-FDC-Signal (weil3). Momentaufnahmen nach
null, zehn, 17, 24, 37 und 51,5 Minuten (von oben nach unten, links nach rechts). Die graue zylinderférmige
Linie (Track) zeichnet die Zellbewegung nach. Die Farbung der Zelle von blau bis orange kodiert flr ihre
FRET-Intensitat (blau=niedrige FRET-Intensitat, d.h. wenig Calcium/ orange=hohe FRET-Intensitat,
Calciumeinstrom)

Zelle 1 besitzt nun eine orange-rote Farbung, und damit ein erhéhtes FRET-Signal, wahrend
Zelle 2 ein niedrigeres Signal besitzt, dargestellt durch grine Farbung. Die gesamte Zellbewegung
sowie die Veranderung des FRET-Signals kann in Film S02 verfolgt werden, ein weiteres Beispiel
fur dasselbe Phanomen aus einer anderen Messung ist in Film S03 zu sehen. Hier ist noch einmal

deutlich zu erkennen, dass Zelle 1 wahrend ihrer Bewegung durch das GC meist ein mittleres
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FRET-Signal aufweist, gegen Ende der Messung zum Stillstand kommt, mit Zelle 2 Kontakt
aufnimmt und das FRET-Signal schlie3lich ansteigt.

Da die Momentangeschwindigkeit nie gleich null sein wird sondern durch Schwankungen, die
bei der Bildgebung z.B. aufgrund minimaler Druckanderungen (Blut- und Lymphfluss,
Temperaturschwankungen) oder solche die bei der Anregung mit Laserlicht entstehen, immer eine
gewisse GrolRe aufweisen wird, ist weiterhin eine Betrachtung der Dislozierungsrate sinnvoll.
Dislozierung ist dabei die gerade Entfernung zwischen Anfang und Ende des Tracks ohne
Berucksichtigung der Strecke, die dabei zurtickgelegt wird. Die Dislozierungsrate teilt diese Grolie
durch die verstrichene Zeit. Die Anderung der Dislozierungsrate ist mathematisch gesehen die
erste Ableitung dieser Funktion. Nimmt sie den Wert null an, kann vom Stillstand der Zelle

ausgegangen werden.

Abbildung 43: Letzter Zeitpunkt der getrackten Zellbewegung (gelb) durch den Lymphknoten. Die Zelle
kommt am gezeigten Punkt zum Stillstand (rechter Pfeil) und erhéht ihr FRET-Signal von zuvor blau-gelb
nach Orange, was auf einen Anstieg der Calciumkonzentration in der Zelle hindeutet. Die Zelle scheint
Kontakt zu einer sessilen Zelle aufzunehmen, die ihrerseits in engem Kontakt mit CD21/35-Atto590" Zellen
steht. Das Calciumsignal in dieser Zelle erhéht sich nicht oder schwankt nur unwesentlich (Film S02).

Abbildung 44 zeigt einen deutlichen Zusammenhang der Motilitdtsparameter
Momentangeschwindigkeit und Dislozierungsratenanderung mit der Anderung des FRET-Signals in
Zelle 1. Das auf die Basislinie normalisierte FRET-Signal steigt insgesamt um 15%. Als Basislinie
wurde der Median der FRET-Werte innerhalb der ersten 15 Minuten festgelegt. Nach etwa 15
Minuten sinkt die Momentangeschwindigkeit deutlich ab, d.h. die Zelle wird abgebremst, kurz
darauf beginnt das FRET-Signal zu steigen. Nach 20 Minuten steigt es deutlich tber die Basislinie
an um nach weiteren zehn Minuten eine Art Plateau zu erreichen. Die Dislozierungsratenanderung

nimmt zu diesem Zeitpunkt den Wert null an.

Die Analyse des Filmes S02 zeigt, dass Zelle 1 wahrend der Messung transiente Kontakte zu
den umliegenden FDCs eingeht. Um herauszufinden, wie der Kontakt zu FDCs zur Anderung der
Motilitatsparameter und zur Anderung des FRET-Signals beitragt, quantifizierten wir die
Kolokalisierung zwischen FDC-Signal und TN-XXL-Signal (Citrine), indem wir in Imaris einen
Kolokalisierungskanal festlegten. Mithilfe dieses Kanals lasst sich die Uberlappung der beiden
Signale als Intensitat darstellen. Um herauszufinden, wie gro3 diese Intensitat sein muss, damit wir

von einer Kolokalisierung sprechen kénnen, beobachteten wir finf getrackte Zellen in derselben
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Messung. Wir konnten die Kolokalisierung entsprechenden Intensitatsspitzen im
Kolokalisierungskanal zuordnen (Abbildung 45, oben, Pfeile). Die Sichtung des Videomaterials
ergab ebenfalls einen Zusammenhang zwischen den sich berihrenden Zellen und den
Intensitatsspitzen. Wir definierten daher eine Intensitdt von 50 Einheiten als positive
Kolokalisierung zwischen dem FDC-Signal und dem TN-XXL-Signal. Wendet man diese
Vorgehensweise auf Zelle 1 und 2 an, wird deutlich, dass Zelle 2 im Gegensatz zu Zelle 1 Gber den
gesamten Beobachtungszeitraum mit FDCs kolokalisiert ist (Abbildung 45, unten links). Stellt man
die Intensitat der Kolokalisierung von Zelle 1 auf einer nicht-logarithmischen Skala dar, zeigen sich

Intensitatspeaks bei sechs und 15 Minuten.

Die bewegliche Zelle 1 geht also mehrmals kurze, transiente Bindungen mit den FDCs ein, als
wirde sie sie ,abtasten“. Dieses Verhalten korreliert mit einer Abnahme der
Momentangeschwindigkeit bei 15 Minuten (Vgl. Abbildung 44). Nach 20 Minuten beginnt auch das
FRET-Signal zu steigen. SchlieBlich — hier kommt Zelle 1 nach ca. 30 Minuten komplett zum
Stehen — erscheint Zelle 2 im Imagingvolumen und nimmt durch Ausstllpung des Zellkérpers
Kontakt zu Zelle 1 auf. Zelle 2 hat nachhaltigen Kontakt zu den umgebenden FDCs. Der

Calciumspiegel in Zelle 1 erhoht sich weiter.
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Abbildung 44: Vergleich des FRET-Signals, der Momentangeschwindigkeit sowie der Anderung der
Dislozierungsrate in X-, Y-, und Z-Koordinatenrichtung der verfolgten Zelle 1. Die Momentangeschwindigkeit
(Mitte) beginnt bereits abzufallen, bevor das FRET-Signal steigt (oben). Die Dislozierungsratenanderung
nimmt nach 6 Minuten dramatisch ab und erreicht in alle Richtungen den Wert 0 nach 30 Minuten (unten).
Nach 30 Minuten steigt das FRET-Signal noch einmal an, nachdem es zuvor ein Plateau erreicht hatte.

Die Kurve des FRET-Signals zeigt an dieser Stelle eine Stufe, d.h. verlasst ein zuvor erreichtes

Plateau — moglicherweise haben also die erhaltenen Signale einen additiven Effekt auf den
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Calciumspiegel. Ein ahnliches Verhalten konnte dreimal in drei verschiedenen Messungen
beobachtet werden. Damit konnten wir zum ersten Mal zeigen, dass B-Zellen sich gegenseitig

durch Zellkontakt zur Signaltransduktion anregen kénnen und entsprechende Signale weitergeben.
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Abbildung 45: Strategie zur Feststellung der Kolokalisierung von FDCs und YellowCaB-Zellen. Oben:
Zunachst wurden funf getrackte Zellen wahrend der Keimzentrumsreaktion beobachtet (Track-Nummern 0, 5,
6, 8 und 9). Die YellowCaB-Zellen der Tracks 5 und 8 konnten mehrmals bei der Kolokalisierung mit FDCs
beobachtet werden (siehe Pfeile). Wir definierten somit das Auftauchen dieser Peaks fir einen
Intensitatswert von 50 als kolokalisert. Ubertragt man diese Vorgehensweise auf die getrackten Zellen 1
(Abbildung 43, rechter Pfeil) und 2 (Abbildung 43, linker Pfeil) wird deutlich, dass Zelle 2 die ganze
Beobachtungszeit Gber mit dem FDC-Signal kolokalisiert (unten links). Betrachtet man das Signal von Zelle 1
auf einer nicht logarithmischen Skala, fallt auf, dass auch diese Zelle auf ihrem Weg durch das Keimzentrum
mindestens zwei kurze, transiente Kontakte ausbildet.

3.3.4. Keimzentren besitzen B-Zellpopulationen mit hoher BCR-Aktivitat

Stellt man das FRET-Signal der einzelnen B-Zellen zu jedem Zeitpunkt ihrer jeweiligen
Momentangeschwindigkeit gegentber, so erhalt man Punktwolkendiagramme, die verdeutlichen,
dass die Zustande der Zellen dulerst heterogen verteilt sind. So gibt es ,schnelle“ Zellen, die ein
niedriges FRET-Signal zeigen, aber auch viele langsame, die ein hohes FRET Signal zeigen, wie
man es gemal der Ergebnisse aus 3.3.3. erwarten wirde. Allerdings bestehen daneben auch alle
anderen denkbaren Zwischenzustande und es lassen sich, da die Zellen ihr Calciumsignal Uber die

Zeit verandern, keine scharf abgrenzbaren Populationen ausmachen.

Abbildung 46 zeigt das Punktwolkendiagramm aus Daten AG-spezifischer Zellen (B1-8lo,
schwarz) und naiver Zellen (rot). Es handelt sich um vereinigte Werte dreier Tiere aus je einer
Messung. Der GroRteil der Zellen besitzt Momentangeschwindigkeiten von unter 12um/min und
FRET-Werte von 12,5-15. Bei einem Median von 13,88. Die Verteilung ahnelt einer
Normalverteilung, weist aber eine Schulter langsamerer Zellen mit hdherem FRET-Signal auf. Die
gewahlten Quadranten bezeichnen Zustande von Zellen, die auerhalb dieses Bereichs liegen.
Nur wenige Zellen treten deutlicher hervor. Der Vergleich zwischen antigenspezifischen TN-XXL"-
Zellen und einen Tag zuvor transferierten, follikuldren, naiven B-Zellen zeigt kleine Unterschiede.
Es gibt wenige naive Zellen (Abbildung 46, rot), die sich in einem niedrigeren FRET-Bereich

bewegen, allerdings reicht die naive Population auch weiter in den héheren FRET-Bereich hinein,
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wenn auch nicht so weit wie eine kleine Population an AG-spezifischen, TN-XXL" B-Zellen. Auch
gibt es AG-spezifische B-Zellen, die schneller sind als der Grofteil und

Momentangeschwindigkeiten bis zu 23um/min erreichen.
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Abbildung 46: Punktwolkendiagramm der Momentangeschwindigkeit versus FRET-Signal. Gezeigt sind B1-
8lo-YellowCaB-Zellen (Tag 7 p.i.) (schwarz) sowie einen Tag zuvor transferierte follikulare YellowCaB-Zellen
(rot). Jeder Punkt stellt den Zustand einer Zelle zu einem Zeitpunkt dar. N=3.

Wenn man Einzelzellen Gber einen Zeitraum von einer Stunde verfolgt, werden Unterschiede im
Calcium-Signaling zwischen naiven TN-XXL" und antigenspezifischen TN-XXL" Zellen deutlich. Wir
segmentierten zunachst die naiven YellowCaB-Zellen anhand der roten Fluoreszenz im Kanal
655/40nm. Mit dieser Segmentierung konnten mittels Maskierung alle Bereiche festgelegt werden,
in welchen ein antigenspezifisches FRET-Signal gemessen werden konnte, d.h. Uberall dort, wo
das Citrine- oder eCFP-Signal nicht mit der roten Fluoreszenz Uberlagert ist. Mehrere Zellen
wurden automatisch Uber die Zeit getrackt und die Tracks ggf. nachbearbeitet. Stellt man die
gemessenen FRET- Signale Uber die Zeit der Messung dar und vergleicht die zwei Populationen

der antigenspezifischen und naiven YellowCaB-Zellen, werden ebenfalls Unterschiede deutlich

(Abbildung 47).
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Abbildung 47: FRET-Signaling von B1-8hi:YellowCaB-Zellen innerhalb einer Stunde, intravital aufgenommen
auf ihrem Weg durch das Keimzentrum (Tag8 p.i.). Naive YellowCaB-Zellen (links) erreichten im Mittel einen
FRET Wert von 13,88 (Median). Das Calciumsignal der antigenspezifischen B-Zellen (rechts) pendelt
ebenfalls um diesen Wert, allerdings ist eine groRere Streuung der Werte erkennbar. Einige Tracks zeigen
einen deutlichen Anstieg im FRET-Signal Uber den Mittelwert.

Die FRET-Werte der naiven YellowCaB-Zellen schwanken weitaus weniger um den Median von

13,88 als die Werte der AG-spezifischen Zellen. Unter ihnen befinden sich einige, die deutliche
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Anstiege des Signals zeigen und auch solche, bei welchen das Signal wieder abfallt, nachdem es
zuvor einen hoéheren Wert angenommen hatte. Da wir nur einen kleinen Ausschnitt der
Keimzentrumsreaktion messen, kénnen wir aus den Intravitaldaten des Calciumeinstroms nicht
herleiten, welches der Grundzustand der Zellen war, also welche Calciumkonzentration das
Basislevel darstellte. Demzufolge ist ein Abfall des FRET-Signals nicht als ,negatives” Signaling zu

werten, sondern vermutlich als Riickkehr zum Grundzustand.

Vor allem die antigenspezifischen Zellen weisen also eine grof3e Heterogenitat im Signaling auf.
Offensichtlich gibt es einige B-Zellen (vor allem antigenspezifische), deren Calciumkonzentration
Uber die Zeit ansteigt und Uber langere Zeit aufrechterhalten wird. Um auszuschlieRen, dass es
sich dabei um eine zuféllige Beobachtung handelte, sammelten wir Daten aus flinf unabhangigen
Intravitalmessungen von B1-8hi- und B1-8lo:YellowCaB-Keimzentren (Tag 7 und 8 p.i.). Um die
Daten vergleichen zu konnen, wurde der Mittelwert der naiven Zellen aus allen diesen finf
Messungen von den im Verlauf der Messung maximal erreichten FRET-Werten abgezogen und die

erreichten Werte als Haufigkeitsverteilung dargestellt (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Histogramm normierter FRET-Signale, Vergleich AG-spezifischer und naiver YellowCaB-
Zellen. Von den jeweiligen maximalen FRET-Signalen wurde, damit mehrere Messungen vergleichbar
wurden, der Durchschnittsmaximalwert der FRET-Signale der naiven Zellen aller Messungen abgezogen. Es
gibt wenige AG-spezifische B-Zellen (rot), die ein erhdhtes FRET-Signal haben (gestrichelter Kasten). Diese
Population fehlt bei den naiven B-Zellen.N=5, Daten verschiedener Tage und Affinitaten gepoolt.

Tatsachlich sehen wir im Histogramm der antigenspezifischen YellowCaB-Zellen eine Population
mit FRET-Werten, die im Vergleich zu den naiven YellowCaB-Zellen um 4-8% erhdht sind. Auch
innerhalb der naiven Zellen finden sich einige, die verglichen mit der Mehrheit der Zellen ein
erhohtes Signaling aufweisen. Allerdings sind die normierten FRET-Werte der naiven Zellen auf
der Skala auch insgesamt weiter nach links verschoben. Ein kleiner Teil der transferierten Zellen ist
also jeweils aktiv und ihr Calciumspiegel scheint sich Uber die Zeit zu erhdhen. Die hier
verwendeten Daten sind unabhangig von Affinitat der Transferzellen und Tag nach Immunisierung
gepoolt. Wir vermuteten aber ebenfalls einen Zusammenhang von steigendem Calciumspiegel mit
der Affinitdt des BCR im Verlauf der Keimzentrumsreaktion, daher untersuchten wir als Nachstes
die Entwicklung der FRET-Signale von B1-8hi:- und B1-8lo:YellowCaB-Zellen (ber einen
Zeitverlauf von insgesamt drei Wochen (3.3.5.) getrennt voneinander.
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3.3.5. FRET-Signale steigen Uber die Zeit und mit zunehmender Antigenspezifitat an

Wir wollten herausfinden, ob die Zellen mdglicherweise einen Schwellenwert der intrazellularen
Calciumkonzentration erreichen missen, um zur terminalen Differenzierung zu gelangen, d.h.
damit das Signal erhalten, sich zu Plasma- oder Gedachtniszellen zu entwickeln. Wir haben uns
dazu entschieden, die Entwicklung des FRET-Signals von transferierten B1-8hi:YellowCaB-Zellen
und B1-8lo:YellowCaB-Zellen innerhalb eines Messzeitraumes von drei Wochen zu verfolgen. Je
drei Keimzentren wurden dazu an den Zeitpunkten Tag 7, Tag 10 und Tag 21 p.i.
intravitalmikroskopisch untersucht (siehe Abbildung 17). Fir die Auswertung dieses Experimentes
wurde die unter 2.2.6. beschriebene Analysemethode fiir die Beschreibung von Extremwerten des
Quenchings von TN-XXL benutzt, da wir einen langen Zeitraum der GC-Reaktion beobachteten
und erwarteten, dass hier hohere Calciumkonzentrationen (und damit ein starkes Quenching des

Sensors) erreicht wirden.
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Abbildung 49: Entwicklung der FRET-Werte im Verlaufe der Keimzentrumsreaktion. Fiir B1-8hi-Keimzentren
(links) konnte ein positiver Trend des mittleren FRET-Signals der B-Zellen gezeigt werden. Individuelle
Unterschiede der Immunreaktionen einzelner Tiere sorgen fur eine groRe Streuung der Werte. N=3, auller
B1-8hi:YellowCaB Tag 21, hier wurden drei GCs aus zwei Tieren zusammengefasst. Ungepaarter
Student’scher T-Test, p>0,05, Mittelwert und Standardfehler.

Wahrend B1-8hi:YellowCaB-Zellen den Trend eines Anstiegs der Calciumkonzentration
innerhalb der Dauer der Keimzentrumsreaktion vermuten lassen, ist dieser Trend bei Keimzentren,
in die B1-8lo:YellowCaB-Zellen eingewandert sind, weniger deutlich (Abbildung 49). Auch deuten
die groflen Varianzen auf starke individuelle Unterschiede zwischen den Tieren. Wir Uberpriften
die hier getroffene Aussage und werteten die Daten zusatzlich anhand der maximal erreichten
FRET-Werte, bezogen auf die mittleren FRET-Werte naiver YellowCaB-Zellen aus (nicht gezeigt).
Dies bestétigte, dass das FRET-Signal der B1-8hi:YellowCaB-Zellen innerhalb von drei Wochen
ansteigt, das der B1-8lo:YellowCaB-Zellen jedoch nicht. B1-8hi:YellowCaB-Zellen besitzen also im
Gegensatz zu B1-8lo:YellowCaB-Zellen scheinbar einen Selektionsvorteil in der Affinitatsreifung.
Nicht auszuschlief3en ist auch ein Selektionsvorteil der endogenen B-Zellen gegeniiber den B1-
8lo:YellowCaB-Zellen, weswegen die FRET-Werte der Donorzellen hier niedrig bleiben.

B1-8hi:YellowCaB-Zellen bilden in diesem Modell den Zustand ab, in dem der BCR schon weiter
in der Affinitdtsreifung fortgeschritten ist. Die Untersuchung zeigte, dass sich die

Calciumkonzentration und damit das FRET-Signal im Verlaufe von zwei Wochen deutlich
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verandert, und zwar vor allem gegen Ende der Keimzentrumsreaktion. Die Affinitatsreifung ist also
zum Ende der Keimzentrumsreaktion beschleunigt. Das FRET-Signal steigt umso starker, je hdher
die Affinitat des BCR zum Antigen ist, vergleicht man die Donorzellstamme mit unterschiedlicher
Affinitat. Die Tatsache, dass die mittleren FRET-Werte von B1-8hi:YellowCaB-Zellen im Verlauf
von mehreren Tagen um bis zu 50% zunehmen, spricht fir die Hypothese, dass B-Zellen im
Verlaufe ihrer Entwicklung hoéhere intrazellulare Ca*"-Konzentrationen infolge erfolgreicher BCR-

Interaktionen mit anderen Zellen ansammeln.
3.3.6. GC-B-Zellpopulationen zeigen differenzierungsabhangige Calciumkonzentration

Einflisse der Helligkeit des Sensors TN-XXL, Gewebe-verursachte Streuungen und das
Uberstrahlen mehrerer Fluoreszenzkanale durch das Donorfluorophor eCFP erschweren die
ratiometrische Messung von Intravitaldaten. Daher wollten wir, zur genauen Unterscheidung
verschiedener Populationen im Keimzentrum, auf ein System zurlckgreifen, welches
intensitatsunabhangig ist (siehe 2.2.7.). Diese Mdglichkeit bietet FLIM. Der Versuchsaufbau fir die
Messung der Lebensdauern des Donorfluorophors eCFP entspricht dem der ratiometrischen
Messung, mit dem Unterschied, dass im blauen Kanal 466/40nm statt eines PMT das TCSPC
verbaut wird und so die Abklingkurve der blauen Fluoreszenz in den B-Zellen gemessen werden
kann. Gleichzeitig wurde die Fluoreszenzintensitat des Citrine-Restes aufgenommen, sowie die die
Fluoreszenz mit Cell Tracker Deep Red gefarbter naiver YellowCaB-Zellen, welche einen Tag vor

der Lymphknotenpraparation transferiert wurden.

Abbildung 50 zeigt das gewichtete Summenbild der Fluoreszenzlebensdauer 1 vom
Donorfluorophor eCFP des Sensors TN-XXL in der Z-Ebene 1 (in diesem Beispiel wurde Uber 21
Z-Ebenen jede Minute und alle 4um ein Bild aufgenommen, der Stack besitzt also eine Dicke von
insgesamt 80um) zum angegebenen Zeitpunkt. Gelb markiert ist mittig das Keimzentrum
erkennbar, in welchem sich viele YellowCaB-Zellen zusammenballen und am unteren Rand die
Markstréange, die etwas groRRere Zellen mit groRerer Fluoreszenzintensitat beherbergen (Abbildung
50, A). Gut zu erkennen sind die Markstrdnge auch an ihrer Autofluoreszenz im roten
Fluoreszenzkanal (Abbildung 50, A), wahrend sie im gewichteten FLIM-Bild aufgrund ihrer
geringen Intensitat blau erscheinen (Abbildung 50, B). Im Film S04 ist die Bewegung der Zellen
deutlich zu erkennen. Das Bild der YellowCaB-Zellen innerhalb des Keimzentrums wird von einer
rotlich-orangen Farbgebung dominiert. Dies bedeutet, dass die Mehrheit der eCFP-Molekiile in
den Keimzentrums-B-Zellen ungequencht vorliegt. Es kann somit ausgesagt werden kann, dass in
jenen Zellen kein aktives BCR-Signaling stattfindet. Einige wenige Zellen jedoch (hier durch
blasslila Pfeile gekennzeichnet) erscheinen turkis, dies entspricht laut unserer Skala einer
gequenchten Lebensdauer von eCFP von etwa 1,2-1,3ps. Interessanterweise zeigen auch die
etwas grolieren, hellen Zellen in den Markstrangen, vermutlich weiter ausdifferenzierte B-Zellen
oder Plasmablasten, aktives BCR-Signaling. Bisher war fraglich, ob Zellen einer fortgeschrittenen

Differenzierungsstufe noch immer aktives Signaling aufweisen.

Die Experimente bestatigen, was wir durch die ratiometrische Auswertung (siehe 3.3.4.) bereits
zeigen konnten: Wenige B-Zellen im Keimzentrum haben signalaktive BCRs, deren Aktivierung

durch Antigen zum Calciumeinstrom fuhrt.
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Wir haben nun die vorliegenden Daten mithilfe der Phasor-Methode (siehe 2.2.7.) ausgewertet
und dabei verschiedene Populationen im Imagingvolumen anhand ihrer Lokalisation festgelegt.
Dabei wurde zwischen antigenspezifischen B-Zellen (also allen nicht-rot gefarbten YellowCaB-
Zellen) innerhalb des Keimzentrums und solchen auerhalb des Keimzentrums unterschieden,
sowie zwischen naiven, also rot-gefarbten YellowCaB-Zellen, ebenfalls innerhalb und aulerhalb

des Keimzentrums.

Wie Abbildung 51 zeigt, haben einige B-Zellen einen Phasor im Bereich des gequenchten
eCFP, und zwar zeigt dieser umso weiter in Richtung vollstandig gequenchten eCFPs, je
fortgeschrittener die Reifung und Antikorperspezifitdt der B-Zellen ist. So liegen die naiven
YellowCaB-Zellen aul3erhalb des Keimzentrums am weitesten links (aufgrund ihres ungequenchten
eCFP-Anteils) und unten (aufgrund ihrer geringeren Helligkeit). Auf der x-Achse des Phasorplots ist

der Realteil der FT aufgetragen, auf der y-Achse der Imaginarteil.
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Abbildung 50: Farbkodierte Darstellung der Fluoreszenzlebensdauer 1 vom Donor eCFP. A:
Intravitalmikroskopische Untersuchung des Keimzentrums (GC) und der Markstrange (MC) nach Transfer von
B1-8hi:YellowCaB-Zellen an Tag 7 p.i. Pfeile deuten auf B-Zellen im Keimzentrum die aufgrund ihres BCR-
Signaling eine niedrige eCFP-Lebensdauer von ca. 1,26ns zeigen und blau erscheinen. B: Deteilaufnahme
der Markstrange. Auch B-Zellen eines hoheren Differenzierungsstadiums kénnen sich gegenseitig zum
Signaling anregen, es findet Calciumeinstrom in die rechte Zelle statt (weiler Kreis). Oben: Darstellung der
Citrine-Fluoreszenz, unten, Fluoreszenzlebensdauermessung von eCFP. Daten reprasentativ fir funf
Messungen, n=3.

Auch einige der naiven Zellen, die ins Keimzentrum gewandert sind, finden sich weiter rechts im
Plot (besitzen einen grolReren Realteil), zeigen also aktives BCR-Signaling. Einige
antigenspezifische YellowCaB-Zellen, die sich auflerhalb des Keimzentrums befinden, zeigen
ebenfalls eCFP-Quenching und erhodhte Realwerte der FT. Die Phasoren der Keimzentrums-B-
Zellen selbst reichen im Plot am weitesten nach rechts. Diese Zellen scheinen aufgrund ihrer
hohen BCR-Affinitat ein hohes Calciumlevel vorzuweisen. Fir alle untersuchten Zellarten gilt auch

hier, dass der Grofteil wenig Calcium im Zytosol gespeichert hat und daher nur eine
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Unterpopulation BCR-Signaling zeigt. Diese Unterpopulationen befinden sich aber entsprechend
ihres Reifegrades und ihrer BCR-Affinitat auf der Verbindungslinie zwischen ungequenchtem und

gequenchtem eCFP umso weiter rechts, je hoher ihr Reifegrad.

Tragt man den FT-Realwert als Haufigkeitsverteilung auf und vergleicht (hier an Tag 7 p.i.) die
Populationen der naiven, follikuldren (einen Tag zuvor transferierten) YellowCaB-Zellen innerhalb
und aulerhalb des GCs mit den antigenspezifischen B1-8hi:YellowCaB-Zellen innerhalb und
aulRerhalb des GCs (entsprechend der Begrenzung des Keimzentrums (siehe gelbe Markierung in
Abbildung 50), werden klare Unterschiede deutlich. Mit den verschiedenen Populationen, die wir
aufgrund ihrer Lokalisierung im Imagingvolumen festgelegt haben, kénnen wir die Entwicklung der
Zellen vom naiven IgM™ YellowCaB-Zell-Pool mit polyklonalen und wenig affinen BCRs zum
oligoklonalen B-Zell-Pool, in welchem die meisten B-Zellen den Klassenwechsel vollzogen und

mehrere Affinitatsreifungsschritte durchlaufen haben, nachahmen.
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Abbildung 51: Phasorenplot fur alle zum Zeitpunkt 8 (vgl. Abbildung 50) getrackten Zellen mit unterschiedlich
farbiger Darstellung der untersuchten Zellpopulationen innerhalb und auBerhalb das Keimzentrums. Die
Zellen ordnen sich entsprechend eines Halbkreises zwischen den Werten fir ungequenchtes und
gequenchtes eCFP an. Die meisten naiven Zellen sind ungequencht bis auf wenige naive, die sich im
Inneren des GC befinden und eventuell bereits Signale zur Differenzierung erhalten. Auch einige der
antigenspezifischen YellowCaB-Zellen sind gequencht und zwar mehr im Inneren des GCs als auf3erhalb.

Wenn die Keimzentrumsreaktion beginnt, befinden sich die naiven Zellen zunachst aulerhalb
des Follikels, werden (z.B. durch T-Zellen) aktiviert, wandern hinein und erhalten weitere, Antigen-
abhangige Signale. Sie differenzieren und proliferieren und ihre BCRs sind zunachst noch wenig
affin. Wenn sie mehrmals durch SHM ihren Rezeptor editiert haben, steigt ihre Affinitdt, hdher
affine B-Zellen Uberleben bevorzugt (siehe 1.1.2). Dies scheint mit einer schrittweisen Steigerung
der Calciumkonzentration in der Zelle zusammenzuhangen, wie unsere FLIM-Daten zeigen.
Abbildung 52 stellt die Haufigkeitsverteilung der erreichten Werte des Realteils der FT dar. Das
Histogramm einer Messung (links) zeigt beispielhaft die Verteilung der verschiedenen
Unterpopulationen. Die mittleren Werte aus funf Messungen wurden zusammengefasst und die
Unterpopulationen verglichen (rechts). Es ist gut zu erkennen, wie eine Entwicklung von geringeren
Realwerten hin zu hdéheren Realwerten und damit héheren Calciumkonzentrationen stattfindet.

Zwar koénnen naive Zellen und AG-spezifische nicht direkt verglichen werden, da es sich bei den
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naiven um B-Zellen mit natlrlichem BCR und bei den antigenspezifischen um Zellen mit
transgenem BCR handelt, der von vornherein eine erhdhte Affinitdt zum Antigen besitzt, aber wir

kénnen so immerhin verschiedene Stadien der Affinitatsreifung im Keimzentrum modellieren.

Im Zuge ihrer Entwicklung hin zu antigenspezifischen B-Zellen erhéhen die Zellen vermutlich ihre
intrazellulare Calciumkonzentration, was die durchschnittliche Lebensdauer des Donorfluorophors
eCFP verkirzt. Dies spiegelt sich wiederum in einer Verschiebung der Populationen auf der X-
Achse nach rechts wider (Abbildung 51 und auch Abbildung 52, links). Bei der Aktivierung naiver
Zellen steigt die Calciumkonzentration dabei am starksten an. Die Unterschiede der mittleren
Realwerte zwischen naiven Zellen auflerhalb und innerhalb des GC sind signifikant verschieden,
gleichzeitig ist die Streuung unter den naiven Zellen innerhalb des GCs groRer. Die
durchschnittliche Calciumkonzentration scheint sich einem Sattigungsplateau anzunahern, welches

(fiir diesen Modellphanotyp) mit einem normalisierten FRET-Wert von etwa 0,4 korreliert.
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Abbildung 52: Histogramm der Realwerte der diskreten Fourier-Transformation, ermittelt aus den eCFP-
Fluoreszenzlebensdauern transferierter antigenspezifischer oder naiver YellowCaB-Zellen (links) sowie
Darstellung der entsprechenden maximalen Haufigkeitswerte fur finf Messungen (Mittelwerte, SD) (rechts).
Die segmentierten Zellen im Imagingvolumen wurden anhand ihrer Farbung (naive YellowCaB-Zellen wurden
mit Cell Tracker Deep Red gefarbt) und Lokalisation (innerhalb oder auBerhalb des Keimzentrums
entsprechend der Markierungen in Abbildung 50) zu Subpopulationen zusammengefasst.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit haben wir die Rolle des BCR als signaliibertragende Komponente in
der Keimzentrumsreaktion ndher untersucht. Unter anderem konnte zum ersten Mal in vitro und in
vivo gezeigt werden, dass B-Zellen wiederholt spezifisch durch ihren BCR stimuliert werden
konnen. Dies bildete, zusammen mit der Beobachtung, dass héher affine B-Zellen einen erhohten
Calciumspiegel haben, die Grundlage fiir unsere Annahme, dass eine bestimmte Anzahl von
Restimulationen eine bestimmte Entwicklung der B-Zelle im Keimzentrum zur Folge hat. Die
Calciumkonzentration in den Zellen steigt aufgrund dieses Mechanismus immer weiter, was durch
mit der Zeit grofer werdende FRET-Signale belegt werden konnte. Unsere Theorie, dass ein
gewisser Schwellenwert der Konzentration Uberschritten werden muss, damit die Zellen sich
terminal differenzieren koénnen und als Plasmablasten oder Gedéachtnis-B-Zellen die
Keimzentrumsreaktion verlassen konnen, erscheint somit wahrscheinlich. Diese Theorie zu
Uberprufen, beispielsweise durch eine Kombination unseres Systems mit der artifiziellen
Keimzentrumsnische in vitro (107, 108), oder mit den Mitteln der FLIM-Mikroskopie in vivo wird
Gegenstand der sich anschlieRenden Forschung sein (weitere mdgliche Anknipfungspunkte
werden in Abschnitt 4.6. vorgestellt). Zunachst jedoch sollen im Folgenden unsere Ergebnisse
weiter interpretiert, auf Schlissigkeit Gberprift und in Beziehung zur gegenwartigen
wissenschaftlichen Forschung gestellt werden. Die Abschnitte 4.1. und 4.2. sollen dabei der
Bewertung der Methodik geschuldet sein, die Abschnitte 4.3. bis 4.5. widmen sich den biologischen

Fragestellungen.

4.1. Das YellowCaB-Mausmodell zur Ca2+-Konzentrationsbestimmung in B-Zellen

Es gelang uns, eine Maus zu konstruieren, die ein funktionelles Calcium-sensitives
Fluoreszenzprotein ausschlieRlich in CD19-positiven B-Zellen exprimiert. Wir etablierten ein in
vitro-Bildgebungsverfahren, welches es uns ermdglichte, Kulturen aus TN-XXL-positiven B-Zellen
mithilfe der Technik der konkfokalen Fluoreszenzmikroskopie zu untersuchen. Dabei wurden die
Zellen im Perfusionssystem mit calciumhaltiger Ringerldsung Uberspllt und das Verhalten des
GECI TN-XXL nach Stimulation mit verschiedenen Reagenzien untersucht. Diese Tests sollten
zunachst sicherstellen, dass der Sensor in der Lage ist, durch korrekte Umfaltung auf
einstromendes Calcium zu reagieren und FRET zu erzeugen. Dazu wurde eine Anderung der
Fluoreszenzintensitat in den Detektionskanalen fur eCFP und Citrine gemessen, jeweils nach der
Anregung mit Laserlicht der Wellenlange 405nm. Da Citrine nicht direkt durch 405nm Laserlicht
angeregt werden kann, ist eine Erhéhung der Helligkeit in diesem Kanal auf Energietransfer vom
Donorfluorophor eCFP  zurlickzufuhren und resultiert daher aus einer Erhéhung der

Calciumkonzentration in der Zelle.
4.1.1. in vitro-Validierung des GECI| TN-XXL

TN-XXL reagierte in der Tat auf die unspezifische Stimulation mit lonomycin, einem lonophor,
welches die Membran der Zellen permeabilisiert und die Ca®*-lonen bis zur Sattigung in die Zelle
transportiert. Es war deutlich erkennbar, dass eCFP seine Fluoreszenzintensitat nach Anregung

mit 405nm Laserlicht verringerte — durch Abgabe von Elektronen auf den Akzeptor — wahrend sich
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die Citrine-Intensitédt erhdhte (Abbildung 28). Ratiometrisch ausgedriickt, also gelbe und blaue
Fluoreszenz ins Verhaltnis R gesetzt, bedeutet dies einen signifikanten Anstieg von R, normalisiert

auf den mittleren Wert von R vor der Stimulation.

Um zu ermitteln, ob sich der GECI TN-XXL auch unter naturnahen Modellbedingungen, d.h. im
in vivo-Kontext, entsprechend verhalten wirde und uns verwertbare Daten fur die Untersuchung
des BCR-Signalflusses liefern wirde, verfuhren wir ebenso fiir die spezifische Stimulation mit
BCR-, TLR-, und CD40-Agonisten, mit dem Unterschied, dass wir das Perfusionssystem leicht
manipulierten, d.h. den Durchfluss anhielten und wieder fortsetzten, um so ein Anstauen und
Wieder-Auswaschen des jeweiligen stimulierenden Mittels zu erreichen. Dies hatte positive
Auswirkungen auf die detektierbaren Signale, die durch ihren transienten Charakter (im Gegensatz
zur anhaltenden Anderung der Fluoreszenzintensitat nach lonomycingabe, welches eine fir die B-
Zellen todliche Calciumkonzentration einstrémen Iasst) andernfalls schlechter messbar gewesen

waren.

Die Anregung des BCR flihrte zu einem geringeren Signalanstieg des FRET-Signals als die
lonomycingabe, was somit einem geringeren, physiologisch wirksamen Anstieg der
Calciumkonzentration entspricht. Dieser Signalanstieg war transient, d.h. flachte nach einer Zeit
von etwa 3 Minuten (auch ohne Auswaschen durch die Perfusionspumpe) wieder ab. ATPasen
(Adenosintriphophat verbrauchende Enzyme) in der Zell- und ER-Membran, Natrium-Calcium-
Austauscher-Proteine, sowie Proteine der Mitochondrien setzen die intrazellulare
lonenkonzentration durch ihre Pumpenaktivitdt unter Energieaufwand herab und stellen den
urspringlichen Gradienten zwischen Zellauf3erem und Zellinneren damit wieder her (109-117). Als
Resultat dessen sehen wir den beschriebenen Abfall des FRET-Signalverhaltnisses.
Uberraschenderweise gelang es uns, diesen Effekt mehrmals hintereinander in derselben Zelle
hervorzurufen. Wir konnten Zellen bis zu finf Mal nacheinander mit anti-IgM-F(ab),-
Antikdrperfragment bzw. anti-kappa-Antikdrper stimulieren, ohne eine Abschwachung des Effektes
festzustellen (Abbildung 32). Langere Stimulationsversuche wurden aufgrund des starken
Ausbleichens der Fluorophore nach dieser Zeit nicht unternommen. Wir konnten somit zeigen,
dass auch die physiologische Stimulation des BCR mit Antigen zu einem genlgend grof3en
Calciumeinstrom fuhrt, so dass dieser Effekt durch den FRET-Sensor TN-XXL sichtbar gemacht
werden kann. Bisher wurden derartige Experimente mit wiederholter Stimulation nach unserem
Kenntnisstand nicht durchgefihrt. Wie bekannt ist, fihrt chronische BCR-Stimulation zu Anergie
der B-Zellen. Allerdings muss daflr der Stimulus sehr hoch sein und Uber langere Zeit stattfinden,
so dass eine hohe intrazellulare Calciumkonzentration erreicht wird (772, 7113). Wir kénnen Uber
den Zustand der von uns in vitro untersuchten Zellen keine Aussage machen, da wir nur
Calciumeinstrom, also den Vermittler von potentieller Anergie, gemessen haben, nicht jedoch die
Ausschuttung von Zytokinen oder die Transkription bestimmter Gene (welche beide im Falle der
Anergie ausgeschaltet sind). Allerdings darf die Zugabe von anti-lgM-F(ab),-Antikorpern als eher

schwacher Stimulus angesehen werden, bedenkt man, dass naive B-Zellen eingesetzt wurden.

Neben der Inanspruchnahme des BCR fir die Antigenaufnahme und -prasentation tber MHC-II

an den TCR der T-Helferzellen ist auch die Kostimulation des CD40-Oberflachenrezeptors durch
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CD40L, welches ebenfalls auf T-Zellen exprimiert wird, von essentieller Bedeutung. Diese
Verbindung ist sowohl fir die Initiation der Keimzentrumsreaktion, wenn B-Zellen im follikularen
Mantel auf aktivierte T-Zellen treffen und das Signal zur initialen Proliferation erhalten, wichtig, als
auch fir die positive Selektion durch TfH-Zellen in der LZ. B-Zellen erhalten Uberlebenssignale,
welche sie weitere Proliferations- und Mutationsrunden zu passieren lassen (114-117). Die
Stimulation von CD40 durch anti-CD40, womit wir die T-Zell-Hilfe in vitro simulieren konnten,
bewirkt allein noch nicht die Mobilisation von Calcium. Allerdings verhalten sich die nachfolgenden
BCR-abhangigen Signale anders, wenn zuvor anti-CD40 gegeben wurde. Viele Peaks fallen
kleiner aus, oder sind transienter, d.h. bestehen Uber einen kirzeren Zeitraum als ohne CD40-
Prastimulation. Dieses Verhalten macht Sinn im Hinblick auf unsere Theorie, dass Calciumsignale
gewissermallen ,gesammelt” werden missen, um die terminale Differenzierung zu erreichen. Eine
B-Zelle, welche bereits einige Runden SHM und Proliferation durchlaufen hat und daher fir das
Antigen affiner ist, wird von T-Zellen andere Signale erhalten, als weniger affine B-Zellen. Dies
stimmt auch Uberein mit der Tatsache, dass wir zeigen konnten, dass in affinen B-Zellen mehr
Calcium einstromt (héhere FRET-Signale) als in weniger affine (niedrigere FRET-Signale). Somit
konnen wir vermuten, dass die CD40-CD40L Interaktion die BCR-Antwort reguliert, indem es die

Dauer des Calciumeinstroms kontrolliert (siehe 4.3.2.)

Bevor wir die Transferexperimente im in-vivo-Setup begannen, wollten wir des Weiteren
Uberprifen, ob mogliche Signalevents von BCR-unabhangigen Calciumquellen stammen kdnnten,
welche es erschweren wirden, die Rolle des eigentlichen BCR-Signalweges im Keimzentrum von
diesen zu unterscheiden. Daher untersuchten wir eine modgliche Anregung der B-Zellen mit
Stimulatoren der Toll-like-Rezeptoren. Es ergab sich, dass die Stimulation von TLR4 einen
bestimmten Einfluss auf den Calciumeinstrom in die Zellen haben kann, dieser allerdings ein so
geringes FRET-Signal erzeugt, dass der Effekt in unserem System zur in-vivo Analyse der BCR-
Signaltransduktion vernachlassigt werden kann. Nicht auRer Acht zu lassen ist hingegen die Rolle

der TLRs als synergistische Komponente der B-Zell-Aktivierung (siehe 4.3.3.).
4.1.2. Intravitalmikroskopie

Die sich anschlieRenden Intravitalexperimente konnten einen direkten Zusammenhang zwischen
einem Anstieg des FRET-Signals und der Veranderung der Motilitdt herstellen. Wir konnten
beobachten, wie Zellen abstoppen missen, um stabile Interaktionen mit anderen Zellen
einzugehen und dabei ihre Momentangeschwindikeit verringern, wahrend Calciumeinstrom
stattfindet. FUr T-Zellen hingegen wurde unter Zuhilfenahme eines Einzelfluorophor-basierten
Calciumreportersystems gezeigt, dass diese auch bei aktivem Signaling motil bleiben und ihre
Durchschnittsmomentangeschwindigkeit von 8,76um/min beibehalten (32). Fir nicht-stationare B-
Zellen sind geringere Durchschnittsmomentangeschwindigkeiten von 6,6um/min verdffentlicht, ein
grolRer Teil der GC-B-Zellen ist aber in der Tat stationar (d.h. besitzt Dislozierungsraten von unter
1um/min) (718). Dies kénnen wir anhand der vorliegenden Daten bestatigen (Abbildung 46). B-
Zellen koénnten somit in Bezug auf ihre Motilitdt als der eher statische Arm der

Keimzentrumsreaktion, T-Zellen als der dynamischere angesehen werden.
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Ein Grund, warum sich B-Zellen im Keimzentrum etwas langsamer bewegen, bzw. komplett
stillstehen, kdnnen, wie unsere Daten zeigen, Kontakte mit anderen B-Zellen sowie mit FDCs sein.
Die Kontakte sind dabei von unterschiedlicher Stabilitat, fihren aber im Schnitt zum Abbremsen
der Momentangeschwindigkeiten. Wir konnten mittels intravitaler Bildgebung sowohl kurzlebige als
auch langanhaltende Kontakte von B-Zellen mit FDCs beobachten (Abbildung 42). Diese Kontakte
wiederum haben einen Einfluss auf den Calciumspiegel der Zellen. Es kam sowohl nach B-Zell-zu-
B-Zell-Kontakten zu einer Erhdhung des FRET-Signals als auch nach (transienten) Kontakten zu
FDCs. Das Calciumsignal in der getrackten Zelle (Abbildung 43, Abbildung 44) erhdhte sich dabei
stufenweise. Stationare Zellen, die sich in Kontakt zu FDCs befanden, hatten aber nicht
zwangslaufig erhdhte zytosolische Calciumwerte. Diese Erkenntnis spricht daflr, dass der Kontakt
mit den Stromazellen sowohl einen strukturellen Sinn hat (namlich die B-Zelle festzuhalten) als
auch einen funktionellen. Die von FDCs dargebotenen Immunkomplexe kénnen von B-Zellen

aufgenommen werden, oder stimulieren das Calciumsignal.

Antigenvermittelte Signale fuhren also in einem Teil der GC-B-Zellen zum Calciumeinstrom nach
Stimulation des BCR, einem oft in Frage gestellten Mechanismus. In der Tat konnten wir mittels
unseres YellowCaB-Reportersystems sowohl nach ratiometrischer Messung als auch nach
Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer des Donorfluorophors eine kleine Population von
YellowCaB-Zellen ausmachen, die héhere FRET-Werte (Abbildung 48) bzw. niedrigere eCFP-
Fluoreszenzlebensdauern besitzt (Abbildung 50) als der GroRteil der anderen Keimzentrums-B-
Zellen. Um diese Subpopulation ndher zu beschreiben, verglichen wir die B-Zellen in vier
verschiedenen Kategorien. Zum einen verglichen wir hochaffine YellowCaB-Zellen mit
niedrigaffinen. Zum anderen fihrten wir zeitabhangige Experimente durch. AulRerdem legten wir
eine raumliche Unterteilung in B-Zellen innerhalb und auferhalb des Keimzentrums fest. Des
Weiteren verglichen wir naive und AG-spezifische Zellen. Diese Herangehensweise flhrte uns zu
dem Schluss, dass der Calciumgehalt in der Zelle umso weiter steigt, je affiner die B-Zelle zum
Antigen ist bzw. mit der Zeit durch SHM wird. Aus diesem Grund enthalten altere GCs YellowCaB-
Zellen mit héherer Calciumkonzentration, und AG-spezifische YellowCaB-Zellen zeigen hohere
Durchschnitts-FRET-Werte als naive. Auch Zellen, die sich innerhalb des GC befinden haben
hohere FRET-Werte als Zellen, die sich auferhalb befinden. Wie vor allem durch die FLIM-
Experimente gezeigt werden konnte, nahern sich positiv selektionierte Keimzentrums-B-Zellen also
immer weiter einem bestimmten Ca”—SéttigungsIevel an, je langer die Reaktion fortschreitet. Wir
konnten damit erstmals in vivo eine quantitative Analyse der B-zelluldren Calciumkonzentration im
Keimzentrum durchfthren. Alle hier aufgeflihrten Ergebnisse unterstitzen unsere Hypothese eines
allgemeingultigen Schwellenwertes der Calciumkonzentration, der Uber das Schicksal der B-Zellen
entscheidet. Es ist davon auszugehen, dass der Anteil an B-Zellen mit einer hohen
Calciumkonzentration anfénglich steigt, um dann, infolge eines Gleichgewichts aus der Emigration
der Zellen aus dem GC und voranschreitender Differenzierung, weitestgehend konstant zu bleiben,
bis die GC-Reaktion abklingt. Die absolute Bestimmung dieser Calciumkonzentration ist zum

Zeitpunkt der Abgabe dieser Arbeit bereits Gegenstand unserer Forschung (siehe 4.4 und 4.6.).
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4.2. Grenzen des Systems

Die hier verwendeten Systeme sind wie alle Modellsysteme durch gewisse Limitationen anfallig
fur Fehler oder Messungenauigkeiten, die jedoch umgangen, vernachlassigt oder korrigiert werden

konnen.
4.2.1. Limitationen des GECI TN-XXL

Ratiometrische Calciumsensoren haben im Allgemeinen den Nachteil, dass sie sich zweier
Fluorophore bedienen, die in der Regel spektral stark Uberlappend sein missen, um
Elektronentransfer zwischen ihren fluoreszierenden Doméanen stattfinden zu lassen. Dadurch
kommt es bei der Detektion der Fluoreszenz =zu kalkulierbaren Hindernissen: Die
Fluoreszenzsignale mussen je nach bildgebendem System verschieden stark gewichtet werden,
wie wir es mithilfe der Gleichungen 2 und 3 verwirklicht haben. In der Konfokalmikroskopie
vergunstigt zusatzlich der Umstand, dass wir durch eine sehr definierte Wellenlange von 405nm
nur eCFP anregen koénnen und die Breite der Detektoren so abriegeln kénnen, dass in beiden
aufgenommenen Kanalen nur das Referenzfluorophor gemessen wird, die Messungen und
Auswertungen. Diese Vorgehensweise geht auf Kosten der Signalhelligkeit, da bei einem
Beschneiden der detektierten Wellenlange natirlicherweise Signal verloren geht. Fir die
Konfokalmikroskopie funktionierte letzteres System fiir uns gut. Bei der intravitalen Bildgebung gibt
es einzig die Moglichkeit der Ruckrechnung (vgl. Gleichung 2). Ein Vorteil des Vorhandenseins
zweier Fluorophore ist allerdings, dass hier eine quantitative Analyse stattfinden kann, und dass
die Beobachtung des Helligkeitsabfalls im Donor bei gleichzeitiger Helligkeitszunahme des

Akzeptors eine falschpositive Reaktion quasi ausschlief3t.

Das Donorfluorophor eCFP und der Akzeptor Citrine sind nach Expression in den Zellen nicht
sehr hell, und bei naiven B-Zellen geht das Signal teilweise im Hintergrundrauschen unter, weshalb
hier bei der Bildbearbeitung besondere Sorgfalt an den Tag gelegt werden muss. Je weiter die
Zellen ausdifferenziert sind, desto mehr TN-XXL exprimieren sie aufgrund ihres GroRenwachstums
(und ihrer gesteigerten Proteinproduktion), dementsprechend nimmt ihre Helligkeit in Verlaufe ihrer
Entwicklung zu. Auch diese Helligkeitsunterschiede sind aufgrund der ratiometrischen Messung,
welche immer nur das Verhaltnis der Helligkeiten in Betracht zieht, von geringer Bedeutung; sie
sind sogar von Vorteil, da sie bei der visuellen Unterscheidung der Zellen im und um das

Keimzentrum helfen.

Eine weitere Limitation ist die unterschiedliche Expressionsrate des Sensors in YellowCaB-
Donortieren. Sie liegt bei heterozygoten Tieren bei ca. 30% und bei homozygoten bei etwa 50% bis
maximal 70% (Abbildung 27) aller CD19" B-Zellen der Milz. Fiir die Intravitalexperimente wurden
fur antigenspezifische Donoren nur heterozygote Tiere eingesetzt. Dies erschwert, vor allem wenn
B1-8lo:YellowCaB Tiere als Donor eingesetzt werden, z.T. das Auffinden von Keimzentren mit
funktionellen TN-XXL" B-Zellen, da dort weniger Zellen in die GCs einwandern als nach Transfer
von B1-8hi:YellowCaB-Zellen. Weiterhin muss erwahnt werden, dass die Uberexpression von
GECI wie TN-XXL z.T. Nebenwirkungen fur die Zellen bedeuten (z.B. verringerte Neuroplastizitat in

Nervenzellen, Cardiomegalie in Herzmuskelzellen), und endogene Kreuzreaktionen mit den
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Reportern (vor allem CaM-basierte Sensoren) oder Aggregatbildung zu Missfaltung flihren, sodass
nicht alle Proteine die gleiche Funktionalitat besitzen (85, 119—121).

Der GECI TN-XXL gehort eher zu den langsamen Calciumindikatoren. Unsere Gruppe ist die
einzige, welche TN-XXL exklusiv in B-Zellen zur Expression gebracht hat, obwohl die Gruppe um
Takahiro Adachi und Kollegen bereits ahnliche Experimente mit einem ubiquitar exprimierten GECI
verdffentlichen konnte (95). Klassischerweise wurden GECI, wie z.B. CerTN-L15 flur die
Bildgebung im Zentralnervensystem von Modellorganismen verwendet (97, 122). Dort sind fir das
Aufzeichnen sehr kurzer Calciumpeaks kurze Reaktionszeiten essentiell. Fir das Beobachten
transienter und anhaltender Erhéhungen der Calciumkonzentration in Zellen sind sowohl die
Reaktionszeit von TN-XXL als auch die Empfindlichkeit (Kd= 453nM) allerdings geniigend (98).
Reaktionsgeschwindigkeit und Affinitat des GECI fur Calcium sind jedoch auch abhangig vom pH-
Wert des umgebenden Mediums sowie der Temperatur. Flr unsere Zellkulturexperimente wurde
stets darauf geachtet, einen pH von 7,2 zu gewahrleisten und fiir alle Experimente wurde die
Umgebungstemperatur auf 37°C reguliert. Fur diese Kennzahlen liegt die Affinitat beim o.g. Wert;
flr geringere Temperaturen sinkt sie (Kdasec.pn72=1210mM), genau wie flr geringere pH-Werte
(Kd2sec;pHe,5=1030mM). Die Dissoziationszeit von Calcium ist im Optimum kirzer als bei geringeren
pH-Werten und Temperaturen (620ms bei 23°C und pH6,5 bis 132ms bei pH8,0 und 37°C). Der
Sensor reagiert empfindlicher auf pH-Wert-Schwankungen als auf Temperaturschwankungen und

die Abweichungen sind bei der Reaktionszeit grof3er als bei der Affinitat (98).

Ein nicht unwesentlicher Faktor, der bei der Auswertung von Fluoreszenzexperimenten im
Allgemeinen, und ratiometrischer FRET-Messungen im Besonderen, bericksichtigt werden muss,
ist das Ausbleichen der Fluorophore durch Laserlicht-Exposition. Sowohl in den
Zellkulturexperimenten als auch bei der Intravitalmikroskopie wurde versucht, diese Effekte zu
minimieren, indem die Laserspannung so gering wie moglich gehalten wurde und so hoch wie nétig
fur eine ausreichende Detektionshelligkeit und —tiefe (beim Aufnehmen von z-Stapeln in Gewebe).
Gleichzeitig wurde die Expositionszeit durch kurze Scanzeiten und diskontinuierliche Aufnahme
(Bildgebung alle drei Sekunden in Zellkultur bzw. alle 60 Sekunden bei in vivo-Messungen) gering
gehalten. Ein gewisses Ausbleichen ist dennoch nicht immer zu vermeiden. Erschwert wird die
Tatsache durch den Umstand, dass manche Fluorophore fotostabiler sind als andere und somit
unterschiedlich schnell ausbleichen. Es existiert die Mdglichkeit, bei der Bildbearbeitung einen
Algorithmus zu verwenden, der Bleicheffekte rliickgangig macht (z.B. ImagedJ Bleach Correction).
Diese Methode sollte allerdings mit Vorsicht angewendet werden, da sie die ohnehin schon
geringen Signalunterschiede zusatzlich kuanstlich beschneidet und so eventuell wertvolle
Information verloren geht. Wir haben aufgrund der geringen Dynamik der Helligkeitsunterschiede
der Fluorophore darauf verzichtet, die Werte mathematisch anzupassen und stattdessen die
Anregung optimiert. Um langfristig diesen Nachteil zu Uberwinden, haben wir in unserer Gruppe

auch aus diesem Grund in vivo-FLIM etabliert.

4.2.2. Limitationen durch das experimentelle Set-up

Nicht nur durch den GECI TN-XXL selbst sondern auch durch das experimentelle Set-up kann

es zu technischen Beeinflussungen des Versuchsablaufs kommen. Die Zellkulturexperimente sind
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durch das Einsetzen des Durchflusssystems anfallig fir Artefakte, welche durch das
Pumpensystem zustande kommen. Da die Pumpe bei der spezifischen Stimulation ausgeschaltet
werden musste, um eine gentigend hohe Konzentration an Antikérper oder anderem Stimulanz im
Medium zu erreichen, damit die Rezeptoren angesprochen werden konnten, zeigen die
Zellkulturmessungen oftmals unspezifische, periodische Schwankungen der Signalintensitat,
welche darauf zurlickzufiihren sind, dass sich bei ausgeschalteter Pumpe zum einen die
Temperatur im Medium verandert, zum anderen aber auch die Flussigkeitssdule Uber den Zellen
vergroRert. Dies hat zur Folge, dass das Rauschen stark zunimmt und schwache Signale darin zu
verschwinden drohen. Wir haben die Grolkenordnung dieses Effektes getestet, in dem wir bei
ausgeschalteter Pumpe mit PBS stimulierten. Es zeigte sich, dass der Effekt gegeniber
Stimulation mit BCR-Agonisten bzw. lonomycin vernachlassigt werden konnte (Abbildung 36). Um
eine groRere Chance zu haben, FRET beobachten zu kénnen, wurden die Zellen au3erdem in
Ringerlésung mit einer erhohten Calciumkonzentration (6mM) kultiviert. Dadurch fielen die
Reaktionen der Zellen auf Stimulation hochstwahrscheinlich deutlicher aus, als dies z.B. im
Medium RPMI (unter 2mM Ca** als physiologische Konzentration) der Fall gewesen ware. Da der
Ca’*-Gradient zwischen Zellinnerem und ZellduReren dann groRer ist, besitzen B-Zellen in
unserem in vitro-System ein erhéhtes Membranpotential. Dieses zu regulieren ist die Aufgabe von
Kaliumkanalen sowie TRPM4 und 5, von welchen gezeigt werden konnte, dass sie durch

lonenaustausch den Calciumeinstrom hemmen kdnnen (7123, 124)

Bei der Praparation der Mause fir die Intravitalmikroskopie kann es ebenfalls zu Fehlerquellen
kommen. Hier ist beim Freilegen des poplitealen Lymphknotens vor allem im Bereich der kleinen
Gefale und LymphgefalRe aulerste Vorsicht geboten. Es wurde stets versucht, so wenig Gewebe
wie moglich zu zerstéren oder zu schneiden; im Idealfall genlgte es, die Fettschichten ber dem
Lymphknoten vorsichtig zu durchtrennen und sie dann nach und nach von der Kapsel des
Lymphknotens abzulésen. Da Fettzellen eine enorme Streuung des Lichts verursachen, musste
hier besonders darauf geachtet werden, dass diese nicht die Bildgebung beeintrachtigten.
Weiterhin kann es, bedingt durch die Narkose der Tiere, zu blutdruckbedingten Schwankungen des
Blutflusses kommen, welche die Zellbewegungen beeinflussen. Die Narkosetiefe Uber den
gesamten Mikroskopiezeitraum stabil zu halten ist kritisch flr die Geschwindigkeit und
Lebendigkeit der Zellen. Die Tiere wurden daher alle 15min auf ihre Reflexe der Vordergliedmalien

Uberpruft und bei Bedarf mit etwa einem Drittel der Initialdosis nachdosiert.
4.2.3. Modellbedingungen

Bei dem hier verwendeten System handelt es sich, wie erwdhnt, um ein Tiermodell zur
Untersuchung der Affinitdtsreifung von B-Zellen im GC. Es werden dafiur Gegebenheiten
geschaffen, die in der Natur so nicht vorkommen wirden. Zum einen ist bereits das Immunisieren
mit einem Modellantigen eine klnstlich erzeugte Situation; andere Antigene kdnnten zu anderen
GC-Strukturen oder Architekturen fihren (7125). Wir haben uns allerdings fir das System mit NP-
CGG entschieden, weil es ein etabliertes Modell der immunologischen Grundlagenforschung
darstellt, gut untersucht ist und die entsprechenden transgenen Mausstdmme wie B1-8 zur

Verfligung stehen.
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Weiterhin ist die GC-Reaktion durch die erzwungene Antigenspezifitat der transferierten Zellen
beschleunigt, da die Zellen weniger stark mutieren missen um eine héhere Affinitdt zu erreichen.
Dieser Umstand wird durch unsere Experimente verdeutlicht: Wie Abbildung 49 zeigt, erreichen
hoher affine, antigenspezifische YellowCaB-Zellen im selben Beobachtungszeitraum schneller
einen hoheren Calciumspiegel, ausgedriickt durch die groRere Steigung des normierten FRET-
Signals von Tag 10 p.i bis Tag 21 p.i. Ebenso ist weiterhin nicht sichergestellt, wie viele
korpereigene Zellen des Empfangertieres an der Immunreaktion teilnehmen und so eventuell die
transferierten Zellen tbervorteilen. Nicht auszuschlielen ist auch, dass die Faltung des Proteins
TN-XXL im Zytoplasma der B-Zellen einen negativen Effekt z.B. auf deren Stoffwechsel und ihr
Uberleben hat. Wir haben zumindest die Zellzahlen von Milz-YellowCaB-Zellen tberprift und
haben gefunden, dass diese im Vergleich zu Splenozyten von Wildtyp-Tieren nicht verringert sind
(Daten nicht gezeigt). Wissenschaftler, die einen ahnlichen Sensor in B-Zellen zur Expression

brachten, kamen zu demselben Ergebnis (95).

4.3. BCR-Signaling im Keimzentrum

Es ist seit einiger Zeit bekannt, dass B-Zellen aufgrund ihrer Rezeptoraffinitdt zum Antigen im
GC unterschiedlich starkes BCR-Signaling aufweisen und dass eine groRe Anzahl von
Signalingereignissen beispielsweise durch hohe Aktivitdt der Phosphatase Shp-1 abgeschaltet
oder kurzgeschlossen wird (90). Dennoch gibt es B-Zellen, die letztlich, als direkte Folge der
Aktivierung ihres BCR, proliferieren und ausdifferenzieren, so dass Signalereignisse innerhalb der
GC-B-Zellpopulationen zumindest heterogen sein miissen. Mueller und Kollegen berichteten Gber
einen kleinen Anteil von B-Zellen, die durch eine Population groRerer Helligkeit in Nur (nuclear
receptor, Kernrezeptor) 77-GFP-Durchflusszytometriedarstellungen sichtbar gemacht wurden, die
zeigen, dass tatsachlich B-Zellen mit hoher Signalaktivitdt im GC vorhanden sind. Bei Nur77
handelt es sich um ein direktes Ziel-Molekul, das dem BCR-Signaling nachgeschaltet ist
(downstream). Somit ist die Expression dieses Proteins ein direkter Nachweis von BCR-Signaling
im GC (89). Eine weitere funktionelle Analyse der Signalereignisse in GCs wurde durch die
Tatsache erschwert, dass diese seltenen und wenigen, zum Teil transienten Vorkommnisse durch
die Massenanalyse von Zellen maskiert wurde. Mit unserem YellowCaB-Calcium-Reportersystem
konnten wir nicht nur die BCR-Signallbertragung in vitro messen, sondern auch diese Zellen und

ihr Verhalten fir Zeitrdume von einer Stunde oder mehr in vivo verfolgen.
4.3.1. Dissoziationsaktivierungsmodell unterstlitzt Ergebnisse

Wir haben eingangs die verschiedenen Modelle der BCR-abhangigen B-Zell-Aktivierung erklart
(siehe 1.3.). Das DAM hilft zu verstehen, wie es sein kann, dass eine B-Zelle mehr als einmal
stimuliert werden kann und somit Calciumionen im Zellinneren ansammelt. Gehen wir davon aus,
dass BCRs als Oligomere in inselformigen Membrankompartimenten in der Plasmamembran der
B-Zellen vorliegen, ist es vorstellbar, dass unterschiedliche BCRs nacheinander durch Antigen
stimuliert werden kdnnen, und dass diese Stimulation nicht zur Internalisierung der Rezeptoren
fuhrt und sie fur weitere Stimulationen unzuganglich macht, sondern, im Gegenteil, in einer Art
Kettenreaktion, die reaktiven Domanen der Oligomere vereinzelt und so mehr und mehr

Rezeptoren erst fur Stimulation zuganglich macht. Unterschiedliche FRET-Signalstarken sowie
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wiederholte Aktivierung von BCRs koénnten so erklart werden. Die wiederholte BCR-Aktivierung ist
aullerdem Grundvoraussetzung fur unsere Hypothese, dass B-Zellen mehrere Signale sammeln

mussen, um einen bestimmten Ca?* -Schwellenwert zur terminalen Differenzierung zu erreichen.

Ruhezustand Dissoziation Signalverstarkung
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Abbildung 53: Schematische Darstellung des Dissoziationsaktivierungsmodells. Im ruhenden Zustand (links),
bilden BCRs Oligomere, die durch die Bindung von multimeren Antigenen (Mitte) in eine offene Konformation
gelangen. Diese Anordnung veranlasst weitere Rezeptoren in der Nahe dazu, ihre Struktur ebenfalls zu
o6ffnen (rechts) und das Signal verstarkt sich so (71), adaptiert.

4.3.2. CD40-Ligation moduliert die BCR-abhangige Calciumantwort

Die Hilfe der TfH-Zellen fur B-Zellen ist abhangig von der Ligation des CD40-Rezeptors auf B-
Zellen mit dem CD40-Liganden der T-Zellen. Erst diese Verbindung sorgt dafiir, dass Signale
Ubertragen werden, die flr die Ausbildung stabiler T-B-Interaktionen verantwortlich sind und damit
die Keimzentrumsreaktion anschieben, aufrechterhalten und schlieRlich, durch die T-Zell-seitige
Ausschuttung bestimmter Zytokine zur positiven Selektion und zum Klassenwechsel, beenden (85,
119, 120). Wie gut die B-Zellen dabei die T-Zell-Hilfe erfahren, hangt dabei auch von der Affinitat
des BCRs ab und, damit zusammenhangend, mit der Menge des aufgenommenen Antigens. Wir
konnten sehen, dass in B1-8hi:YellowCaB-Keimzentren die TN-XXL'-Zellen dichter gepackt
vorliegen als in B1-8lo:YellowCaB-Keimzentren (Vgl. Abbildung 39 und Abbildung 40). Dies hangt
unter anderem damit zusammen, dass B-Zellen, die mehr Antigen aufgenommen haben, bessere
T-B-Kontakte ausbilden und zu erhohtem Signaling in T-Zellen fuhren (32). Dieser Umstand
verdeutlicht bereits die enorme Bedeutung, die T-Zellen fir die Entstehung langanhaltender
Immunitat gegen Pathogene haben. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit wollen wir diskutieren,
ob T-B-Kontakte auch Signaling in B-Zellen erzeugen bzw. modulieren.

T-follikuldre Helferzellen
Ohne die Hilfe von CD4" T-Zellen wéren B-Zellen nicht in der Lage, die adaptive Immunantwort

zu vollenden und den hochspezifischen und —affinen Antikérper-sezernierenden Zellpool zu bilden.
Verschiedene Unterpopulationen wurden unter den CD4" T-Zellen identifiziert: Neben Th1 und
Th2-Zellen wurde 2009 die Gruppe der Tfh-Zellen identifiziert, welche aufgrund besonderer
Merkmale ihres Transkriptoms, vor allem durch die Expression von B-Zell-Lymphomprotein (BCL)
6 von den erstgenannten zu unterscheiden sind (126-128). Es existieren weiterhin regulatorische
T-Zellen (Tregs) und Th17-Zellen, auf die hier nicht eingegangen werden soll. Klassisch wurden
Th1 und Th2-Zellen aufgrund ihres Zytokinprofils unterschieden. Th1-Zellen sekretieren vor allem
Interferon gamma (IFN-y), Th2-Zellen IL-4, IL-5 und IL-6. Alle diese befahigen die B-Zellen zum

Wechsel in eine bestimmte Klasse. TfH-Zellen sind ein Sonderfall: Neben der Interaktion mit B-
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Zellen tUber CD40-CD40L schutten TfH-Zellen sowohl IFN-y als auch, neben den genannten
Interleukinen, IL-21 aus — geringere Mengen IFN-y sorgen in Mausen fur die Entwicklung von
IgG2a-Antikérpern, IL-4-6 zur Ausbildung von IgG1. IL-21 spielt eine zentrale Rolle beim Uberleben
der B-Zellen und ihrer Proliferation (729). Die T-Helferzellen des Keimzentrums konnten demnach
weder dem Th1- noch dem Th2-Phanotyp zugeordnet werden, sondern bilden eine eigene Klasse
(7130, 131).

TfH-Vorlaufer wandern aufgrund ihrer CXCRS Expression in Richtung CXCL13 und ordnen sich
an B-Zell-reichen Regionen in den SLO an, wo sie das erste Mal mit B-Zellen in Kontakt treten, die
ihrerseits Antigen erfahren haben. Der Mastertranskriptionsfaktor BCL-6, der unter anderem als
Repressor der Transkription migratorischer Molekiile die Bildung von GC-Strukturen sowie die
korrekte Anordnung der T-Zellen an der T-B-Grenze sicherstellt, wird vermehrt exprimiert (732).
Mehrere Signale sind nun notwendig, um das GC vollstandig zu etablieren: Zum einen missen die
T-Zellen Uber ihren TCR das ihnen von B-Zellen als MHCII:Peptid-Komplex dargebotene Antigen
erkennen kénnen, zum anderen muss bereits hier die Ligation von CD40 und CD40L stattfinden,
um die Interaktion zu festigen. Dieser Umstand ist seit Iangerem bekannt und es konnte bereits vor
Jahrzehnten gezeigt werden, dass im System vorhandene T-Zellen, welche fur ein (viel groReres)
immunogenes Carrier-Protein wie CGG spezifisch sind, zur positiven Selektion von B-Zellen,
welche einen gegen ein Hapten wie NP gerichteten BCR besitzen, beitragen (26). Die B-Zelle
nimmt nach BCR-Hapten-Interaktion den gesamten Hapten-Carrier-Komplex auf um ihn zu
Hapten-Carrier-Peptiden zu degradieren. Th-Zellen, welche einen fir ein Epitop auf dem
Carrierprotein spezifischen TCR besitzen, werden durch Kontakt mit dem Antigen aktiviert und
kénnen so B-Zellen mit Hapten-Carrier-Peptid-MHCII Hilfe leisten. Diese Strategie ist sinnvoll, um
T-abhangige Immunantworten gegen kleine Molekile wie NP zu erzeugen, was anderweitig nicht

maoglich ware.

Vom ersten Treffen mit der TfH-Vorlauferzelle bis zum Plasmablasten durchlauft die B-Zelle
unterschiedlichste Aktivierungsstadien, welche unserer Hypothese nach unter anderem durch eine
sensible Regulation des zytoplasmatischen Calciumspiegels charakterisiert sind. Da, wie wir
zeigen konnten, CD40 allein nicht in der Lage ist, Calciumeinstrom zu triggern, wird die Rolle der
Koligation eher in einer Modulation des Calciumeinstroms liegen. Je nachdem, in welchem Zustand
der Ausdifferenzierung sich die Zelle befindet bzw. wie viele Runden der Keimzentrumsreaktion sie
bereits zuriickgelegt hat, werden mehr oder weniger lonen einstromen dirfen. Es ist denkbar, dass
eine ausdifferenziertere Zelle, welche durch T-Zellhilfe einerseits schon Uberlebenssignale in Form
von Zytokinen und dem damit einhergehenden veranderten Transkriptionsprofil, erhalten hat, nun
weniger Calcium aufnehmen darf um eine Uberaktivierung oder gar Intoxikation zu verhindern. Auf
diese Weise liel3e sich auch erklaren, wie der relativ kleine Zellpool mit erhéhtem BCR-Signaling

kontrolliert wird.

CD40 als signaliibertragender Rezeptor
In der Tat konnten Nguyen und Kollegen bereits 2011 zeigen, dass CD40 sehr wohl die durch

BCR-Ligation hervorgerufene Signalkaskade beeinflusst und die Art der Modulation sich nhach dem

Reifestadium der B-Zellen richtet. CD40-Stimulation ist dabei laut dieser Quelle in der Lage, unreife
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B-Zellen bei Langzeit-Stimulation mit Antigen vor der Apoptose zu bewahren, indem es den
nachhaltigen Calciumeinstrom durch Unterdriickung der Wiederherstellung von PLC-y2 und IP;
verhindert. Auf reife B-Zellen hingegen hat CD40 diesen Effekt nicht. CD40 ist also vor allem dazu
da, den nachhaltigen und verldngerten Calciumeinstrom in unreife Zellen zu limitieren. Der
vorgeschlagene Wirkmechanismus ist die Ausschittung reaktiver Sauerstoffspezies, welche
wiederum Komplexbildung, Membrantranslokation und Phosphorylierung von Effektorproteinen
beglnstigen (733, 734). In unseren Zellkulturexperimenten haben wir einen gewissen
regulierenden Effekt von CD40-Stimulation beobachten koénnen; da wir die Gesamtzahl der
vorhandenen B-Zellen aus der Milz der YellowCaB Tiere isoliert haben, wird der Reifegrad der B-
Zellen und auch die Starke der BCRs im Zellpool vermutlich heterogen sein. Der transiente, kurze
Calciumpeak wird daher von einer unreiferen Zelle stammen als jene, welche eine nachhaltige
Erhéhung des FRET-Signals zeigt. Ob dieses Verhalten auch beziglich der Antigenspezifitat
beobachtbar ware, wurde nicht gezeigt, wird aber aufgrund der Quellenlage vermutet. Zur Klarung
konnten Zellkulturexperimente mit B1-8lo:YellowCaB-Zellen und B1-8hi:YellowCaB-Zellen mit AG-
Stimulation durchgefihrt werden (siehe 4.6.) und die Reaktionen hinsichtlich des FRET-Signals

verglichen werden.

CD40 kann damit eine Doppelfunktion zugeschrieben werden. Seine Ligation mit CD40L auf T-
Zellen ® bewirkt auf der einen Seite, dass B-Zellen von T-Zellen ausgeschittete Zytokine
empfangen kénnen, die das Uberleben sicherstellen (735). Auf der anderen Seite hat es als
Signaliibertrager eine Regulation des Calciumhaushaltes nach BCR-Aktivierung zur Folge. Wenn
nun beide Faktoren daflir sorgen, das Gleichgewicht zwischen Zellsterben und Ausdifferenzierung

im Keimzentrum zu erhalten, wie werden CD40-Signaling und BCR-Signaling orchestriert?

Neuste Erkenntnisse kénnen das Zusammenspiel T-Zell- und AG-vermittelter Signaltransduktion
nun noch genauer beschreiben. In Rahmen dieser Arbeit wurden nur naive, frisch aus der Milz
isolierte B-Zellen auf eine Reaktion nach Quervernetzung der CD40-Oberflachenrezeptoren
untersucht. Bei der Beobachtung der Downstream-Reaktionen ist der Differenzierungszustand
jedoch ausschlaggebend, da naive und GC-B-Zellen sich unterschiedlich verhalten (92). Naive B-
Zellen kénnen sowohl nach alleinigen CD40- als auch BCR-Signalen den PI3K- oder NF-kB-
vermittelten Stoffwechselweg aktivieren. GC B-Zellen benétigen jedoch zwingend die Vermittlung
von Signalen der CD40-CD40L abhangigen T-Zell-Hilfe und der Antigen-abhadngigen BCR-
Aktivierung zusammen. Die Weiterleitung der BCR-Signale erfolgt in diesem Fall nur Uber die
Wechselwirkung von PI3K mit der Kinase AKT (,AK strain transforming*), nicht aber Uber NF-kB .
Als Folge dieser zwei Signale wird c-Myc hochreguliert und damit die Affinitatsreifung induziert
bzw. aufrechterhalten. C-Myc spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus und
Stoffwechsels der B-Zellen. Es ist dabei egal, ob sich die B-Zellen in der LZ oder in der DZ

befinden.

® Auch T-Zellen erhalten Iosliche Proteine als Signale von B-Zellen, z.B. ICOSL (inducable
costimulator ligand, induzierbarer kostimulatorischer Ligand) wenn CD40L gebunden wird. Dies
wiederum veranlasst die T-Zellen, mehr CD40L zu exprimieren. Hierbei handelt es sich also um
einen Feed-Forward-Loop als direkte Folge der T-B-Interaktion (777).



Diskussion

Fur die Akkumulation der B-Zellen in der DZ ist das Gen FOXO1 mitverantwortlich (7136).
FOXO1 kann durch die phosphorylierte (aktivierte) Version von AKT (p-AKT) inaktiviert werden.
Die Entstehung von p-AKT ist eine direkte Folge des BCR-Signalings und muss, um das
Zurickwandern der B-Zellen in die LZ zu gewahrleisten, reguliert werden. In der LZ wiederum wird
CD40-vermittelt der Eintritt der Zellen in die DZ induziert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, das aktives BCR-Signaling (Syk-vermittelt) in GC-B-Zellen
zur Inaktivierung von FOXO1 fuhrt, was DZ-B-Zellen somit veranlasst, wieder in die LZ einzutreten
und dort von T-Zellen CD40-vermittelte Signale zur positiven Selektion zu empfangen. CD40
wiederum stimuliert Uber NF-kB die Expression von c-Myc und anderer Proteine (S6, mTOR) als
Vermittler des Eintritts in den Zellzyklus und fihrt damit zur Teilung in der DZ, die aber eben nur
stattfinden kann, wenn vorher ein BCR-Signal erfolgt ist. Dieses Modell kdnnte somit erklaren, wie
die Rezirkulation der B-Zellen von Zone zu Zone in Gang gehalten wird. Das Zusammenspiel und
die Starke von BCR- und CD40-Signalen scheinen aufl’erdem auch die Emigration der B-Zellen

aus dem GC zu triggern, sowie die Entwicklung zu Plasmazellen zu favorisieren (siehe 4.4.1.).

In dieser Arbeit wurden Downstream-Molekile der BCR-Aktvierung wie AKT aufller Acht
gelassen, stattdessen konzentrierten wir uns auf die reine Calciumantwort der B-Zellen. Calcium ist
jedoch als Second Messenger nur der Vermittler der Signale, diese wiederum kdnnen aber ganz
unterschiedliche Empfanger haben. Wir kénnen mit den vorliegenden Ergebnissen bestatigen,
dass die Calciumkonzentration in den Zellen mit dem Grad der Ausdifferenzierung steigt.
Zellkulturexperimente bestatigten, dass Signale angeborener Rezeptoren (TLR) sowie T-Zellhilfe
und BCR-Signaltransduktion engmaschig vernetzt sind, um zu einer effektiven Auswahl der héchst
affinen BCRs und damit zu einer verlasslichen Antikérperproduktion zu flhren. Durch dieses
System werden auch die Risiken der Autoimmunitat minimiert. Weiterfuhrende Experimente zur
Untersuchung der nachgeschalteten Proteinexpression waren beispielsweise die Zellisolation aus
immunisierten Lymphknoten und durchflusszytometrische Untersuchung oder Western Blots. Um
Zellen mit hohem und niedrigem BCR-Signaling diesbezuglich zu vergleichen, muissten die B-
Zellen mit hohem FRET dazu ex-vivo unterscheidbar gemacht werden, was zurzeit noch eine

Hurde darstellt.
4.3.3. TLR und BCR werden synergistisch aktiviert

Im Zusammenhang mit T-unabhangigen Immunreaktionen wurde beschrieben, dass die Bindung
mikrobieller molekularer Strukturen an TLRs ebenfalls in der Lage ist, SHM und CSR auszuldsen.
So wird durch Mutation der variablen und konstanten Regionen der schweren Ketten zu einer
funktionellen Verbreiterung des Antikdrperspektrums beigetragen, auch wenn keine T-Zell-
gesteuerte Aktivierung des mutierenden Enzyms AID (Aktivierungsinduzierte Cytidin-Deaminase),
welches sowohl SHM als auch CSR steuert, erfolgt (737, 138). Signalwege, welche AID aktivieren,
involvieren den kanonischen und nicht-kanonischen NF-kB Signalweg. NF-kB bindet an
Promotoren bzw. Enhancer-Regionen auf den fir die Transkription von AID verantwortlichen DNA-
Abschnitten (739, 7140). Weiterhin kann durch die Kostimulation von BCR und TLR7 (erkennt
Einzelstrang-Ribonukleinsdure) die sekundare Immunantwort durch Gedachtnis-B-Zellen deutlich
erhdht werden (747).
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Pone und Kollegen fanden heraus, dass TLR4 und TLR9 zusammen mit einer vorausgehenden
Stimulation des BCR synergistisch zu Induktion des Klassenwechsels von IgM nach 1gG flhren
(742). Wir konnten ebenfalls beobachten, dass TLR Stimulation allein nicht oder nur zu einem
geringen FRET-Signalanstieg fihrt, sehr wohl aber ein — wenn auch geringer — Signalanstieg zu
beobachten ist, wenn wir zuvor mit anti-lgM-F(ab), den BCR stimulierten (Abbildung 36 und
Abbildung 37). Fir CpG konnte auch von anderen Gruppen nicht nachgewiesen werden, dass es
als alleiniger Stimulus CSR induziert (738, 743). Unsere Ergebnisse bestatigen dies entsprechend,

da auch wir keine Calciummobilisation nach CpG-Gabe in die Zellkultur detektieren konnten.

Die alleinige Bindung an TLRs ist demnach ungenligend fiir eine erfolgreiche T-unabhangige
Immunantwort. Wird allerdings auch der BCR stimuliert, sorgt CpG sogar fiir einen Boost des
Signals und der Antikorperproduktion (weshalb es auch als gangiges Adjuvanz eingesetzt wird)
(744). Wir konnten nach CpG-Gabe ebenfalls ein sehr deutliches, allerdings verzogert auftretendes
Signal durch IgM-F(ab), detektieren. Neueste Forschungsergebnisse erklaren nun, dass die
Stimulation von TLR9 sehr wohl die Immunantwort auf Proteinantigene verstarkt, in dem es die
Menge des ausgeschitteten Antikdrpers reguliert, die Affinitatsreifung aber nach Gabe von CpG (in
vitro, im Mausmodell sowie in klinischen Vorstudien) stillsteht (745). Weiterhin wurde auch ein
Zusammenhang von synergistischer TLR9- CD40- und TACI (Transmembranaktivator und
Calcium-modulierender Cyclophilin-Ligand-Interaktor)-Stimulation zur effektiven Aktivierung von B-
Zellen hergestellt (746). Dieser Umstand kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass TLR-Signaling als
Teilsignal involviert ist in die Feinregulation der Keimzentrumsreaktion und durch Formung der
Calciumantwort, wie wir sie in vitro beobachten konnten, zur Entscheidung tber das Zellschicksal

(mit entsprechender Beendigung der Affinitéatsreifung) beitragen konnte.

Es ist bekannt, dass TLR-Signaling nicht nur in der angeborenen sondern auch in der
erworbenen Immunantwort eine Rolle spielt und dass TLR-Signaling neben Antigen-Stimulation
und T-Zell-Hilfe ein wichtiges drittes Signal zur Ausbildung hochspezifischer und affiner Antikorper-
sezernierender Zellen ist. Vor allem humane, naive B-Zellen kdnnen ohne zuséatzliche TLR-
Stimulation nicht aktiviert werden (743). Fur diese B-Zellen ist bekannt, dass sie Uber keine
konstitutive Expression von TLRs verfigen, sondern diese erst nach Kontakt mit Antigen
heraufregulieren. Im Gegensatz zum Mausmodell ist damit die B-Zell-Aktivierung beim Menschen
weitaus engmaschiger kontrolliert, da nur Antigen-erfahrene B-Zellen einen zusatzlichen Stimulus
erhalten koénnen. Ruprecht und Kollegen zeigten aullerdem, dass TLR-Aktvierung nachhaltig
erfolgen muss, BCR-Stimulierung aber transient sein kann (743). Wir haben die Kombination aus
BCR- und TLR-Stimulation getestet, jedoch keine zusatzlich Gabe von CD40L bzw. anti-CD40
vorgenommen. Allerdings ist im Mausmodell eine zweifache Stimulation ausreichend und belegt

(s.0.).

Weiterhin sei erwahnt, dass humane Gedachtnis-B-Zellen, um Uber einen langen Zeitraum in
Abwesenheit von Antigen erneut proliferieren zu kénnen, polyklonale Signale, wie die aus TLR-
Stimulation bendtigen (747). Dieser Umstand ist ein zusatzliches Beispiel daftir, welche
Komplexitat der Aktivierung der B-Zellen im Dreieck aus BCR-Ligation, T-Zellhilfe und TLR-

Bindung zugrunde liegt (7). Unsere Ergebnisse verdeutlichen, wie die Responsivitat der B-Zellen
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durch die TLR-Aktivierung moduliert werden kann. Ahnlich wie CD40 vermindert sie dabei die
Reaktion auf BCR-Ligation. Die Stimulation des TLR kann demnach als ein wichtiges zusatzliches

Signal zur Regulation der Keimzentrumsreaktion angesehen werden.
4.3.4. B-Zellen prasentieren sich gegenseitig Antigen im Keimzentrum

In unseren intravitalmikroskopischen Untersuchungen konnten wir zum ersten Mal in vivo
zeigen, dass B-Zellen im Keimzentrum miteinander Wechselwirkungen eingehen und sich
gegenseitig zum Calcium-Signaling stimulieren. Wir moéchten die Hypothese aufstellen, dass
antigenerfahrene B-Zellen auch in trans auf der Zelloberflache dargebotene Antigene bzw.
Antigen-Antikérperkomplexe, also Immunkomplexe, erkennen kénnen. Uber den Sinn dieses
Mechanismus Iasst sich bislang nur spekulieren. Es ist allerdings anzunehmen, dass auf diese Art
und Weise die B-Zellen dazu angeregt werden, die GC-Reaktion durch VergroRerung des
reaktiven Zellpools voranzutreiben. Die vermehrte Kompetition um T-Zellhilfe wirde demzufolge
die Stringenz der Reaktion erhdhen (748).

Antikdorper-unabhdngige Antigenprasentation an B-Zellen
Es ist bekannt, dass Antigen, welches zuvor mit den Komplementfaktoren C3/C4 markiert

wurde, durch CR1 (CD35) und CR2 (CD21) auf B-Zellen gebunden werden kann, wahrend es
gleichzeitig den BCR aktiviert (749). Mause, welche keine CRs besitzen, bilden defekte
Keimzentren aus und haben geringere Antikorpertiter als ihre Wildtyp-Verwandten, da ihr Pool
langlebiger Plasmazellen kleiner ist (1750—152). Ein Zusammenhang zwischen der Komplement-
abhangigen Aktivierung des BCR in cis und einer normal funktionierenden GC-Reaktion ist also
nicht auszuschliefsen. Es konnte gezeigt werden, dass Komplementaktivierung das Signaling durch
den BCR via CD19-CD21-Wechselwirkung (Abbildung 54) verstarkt (749).

Auch auf den FDCs befinden sich Komplementrezeptoren (welche wir als Target zum in vivo-
Anfarben der LZ in Keimzentren in der Intravitalmikroskopie nutzten), und auch Uber diese kann
Antigen gebunden werden. Wie eingangs erwahnt (siehe 1.1.3), wurden die FDCs mit einer
unterstltzenden Funktion fur die GC-Reaktion in Verbindung gebracht, diese Unterstiitzung wurde
aber lange nicht genauer beschrieben. Die Shlomchik-Gruppe demonstrierte schlieRlich, dass auch
Mause, die kein Immunglobulin sekretieren konnen (allerdings membrangebundenes IgM
besitzen), also auch keine Immunkomplexe auf FDCs speichern kdnnen, ebenfalls intakte GCs
ausbilden (749). Obwohl also den Komplementrezeptoren auf den stromalen Zellen eine wichtige
Funktion zugeschrieben wird, scheint hier noch ein anderer Mechanismus als die Bindung von
Immunkomplexen eine Rolle zu spielen, der Komplement-markiertes Antigen Antikdrper-
unabhangig erkennt. Fast alle Immunzellen produzieren die Komplement-Liganden, welche die
Koligation zwischen BCR und CRs bewerkstelligen kdénnten (753). Da alle B-Zellen
Komplementrezeptoren besitzen, ist es nicht auszuschlieRen, dass eine B-Zelle Uber den BCR
gebundenes und C3b-markiertes AG mit einer zweiten B-Zelle in Wechselwirkung tritt, indem sie

deren CR vernetzt.
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Abbildung 54: Méglicher Kontakt zwischen FDC und B-Zelle Uber C3-markiertes Antigen sowie BCR-CR-
Quervernetzung in cis. BCRs, die durch Antigen quervernetzt wurden, kénnen C1q auf der Zelloberflache
binden. Dies aktiviert die Komplementkaskade mit Generierung von C4b und C2a. Diese bilden zusammen
den C3-Komplex, welcher C3b generiert, welches sowohl AG-seitig als auch rezeptorseitig an den AG-BCR-
Immunkomplex binden kann. Dieser Mechanismus konnte die Quervernetzung des BCRs mit
Komplementrezeptoren (CR2) sowohl auf FDCs, auf derselben Zelloberflache sowie, wie wir vorschlagen
mochten, auf anderen B-Zellen bewirken (7149), adaptiert.

Antikorper-abhédngige Antigenprasentation an B-Zellen
Vor Initiation der GC-Reaktion, also wenn die B-Zelle das erste Mal in Kontakt mit Antigen ftritt,

welches ihr in der Form eines C3b-markierten Immunkomplexes (mit IgM) durch z.B. FDCs,
dendritische Zellen oder Makrophagen dargeboten wird, ist bereits BCR-Signaling notwendig,
damit das sogenannte Spreizen (Spreading, durch Umorganisation des Zytoskeletts maximiert die
B-Zelle dabei die Kontaktflache zum Antigen) und die korrekte Ausbildung der immunologischen
Synapse stattfinden kann (34). Die immunologische Synapse zwischen B-Zelle und Zielzelle
gliedert sich in zentrale, supramolekulare Aktivierungscluster (central supramolecular activation
cluster, cSMAC) und periphere SMACs, welche durch mit der Zielzelle wechselwirkende Integrine
gekennzeichnet sind (754, 155). Abbildung 55 zeigt schematisch die Ligationspartner in der
cSMAC-Immunsynapse. Die Bindung von Zielzelle und B-Zelle wird hier durch Komplement-
markierte Immunkomplexe bewerkstelligt. Dabei hat die Zielzelle einerseits mit FcR und CR
Kontakt zum AG-Immunkomplex und die B-Zelle andererseits Uber das gebundene Antigen. Naive
B-Zellen transportieren auf diesem Weg Antigen-lgM-Immunkomplexe in die Follikel der SLO.
Zusammen mit der Tatsache, dass durch Komplement-markiertes Antigen sowohl zwischen BCR
und cis-CR Wechselwirkungen bestehen als auch zwischen BCR und FDC-CR (Abbildung 54), ist
die Zusammensetzung der B-Zell-immunsynapse eine starke Unterstlitzung fir die Hypothese,
dass B-Zellen auch in trans mit anderen B-Zellen Uber diesen Mechanismus Interaktionen
eingehen. Wir konnten mehrmals im lebenden Tier beobachten, wie B-Zellen sich gegenseitig zum
Calciumeinstrom anregen und konnten dies mit unterschiedlichen Methoden (FLIM, ratiometrische

Messung) bestatigen.
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Abbildung 55: Antikérper-abhangige AG-Prasentation zwischen B-Zelle und prasentierender Zielzelle. Der
zentrale Aktivierungscluster cSMAC bildet sich aus, nachdem die B-Zelle nach Spreading Kontakt zum
Antigen herstellen konnte. Antigene werden als Komplement-markierte Immunkomplexe auf FcR und CR
dargeboten und vom BCR der B-Zellen erkannt. Das nachgeschaltete Mikrosignalosom beinhaltet die
Aktivierung der zu Calciumeinstrom fuhrenden Signalkaskade (siehe 1.2.1.) (34), adaptiert.

Vor ein paar Jahren konnte gezeigt werden, dass auch der Transport von Antigen zu den
Follikeln der SLO durch B-Zellen stattfindet. Die B-Zellen erhalten das Antigen in Form von
Immunkomplexen und binden es lber ihre CRs (79, 156). Somit erscheint mehr als wahrscheinlich,
dass wir in unseren Experimenten eine neue Art der Signaltransduktion zwischen B-Zellen und

damit eine weitere treibende Kraft der GC-Reaktion beobachten konnten.

4.4. Hypothese des Calcium-Schwellenwertes

Die Experimente, welche im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt wurden, deuten darauf hin,
dass die Feinregulation der Zelldifferenzierung im Keimzentrum von einem bestimmten
Calciumspiegel abhangig ist. Zunachst konnten wir dafur bestatigen, dass B-Zellen in der Lage
sind, innerhalb kurzer Zeit mehrmals hintereinander Signale durch BCR-Stimulation zu verarbeiten.
Diese Fahigkeit muss gegeben sein, um es den Zellen zu ermdglichen, Calciumionen zu
,sammeln“. Mit dem DAM-Modell der BCR-Aktivierung (siehe 1.3.) lie3e sich auch erklaren, wie
dies praktisch mdglich ist, da die BCRs nicht einfach internalisiert und damit unreaktiv werden,
sondern die Bindungsstellen erst fiur das Antigen zuganglich gemacht werden (ein Prozess der sich
Uberdies selbst verstarkt). In vivo tasten die B-Zellen die FDCs nach Immunkomplexen ab und
erhalten so vermutlich diese wiederkehrende Stimulation. Neben der Antigenaufnahme hat damit
der BCR unseren Erkenntnissen zufolge im GC die Mdglichkeit, kurze, transiente Ca2+—SignaIe zZu
vermitteln. Doch nicht nur die FDCs wirken offenbar als Signalvermittler, sondern auch die B-Zellen
selbst: Wir konnten beobachten, wie der Calciumspiegel in B-Zellen, die langerfristige Kontakte zu
anderen B-Zellen eingingen, weiter stieg. Es lasst sich spekulieren, ob ein derartiges zweistufiges
Signal die B-Zelle dazu lizensiert, T-Zellhilfe zu erhalten. Dafir spricht, dass BCR-Signaling der
erfolgreichen T-B-Interaktion scheinbar vorausgehen muss (92). B-Zellen erhalten T-Zell-Hilfe
affinitdtsabhangig, und die Affinitat des BCR zum Antigen wiederum beeinflusst die Hohe des
Calciumeinstroms in die Zelle, auch dies konnten wir in unseren Experimenten bestatigen. Die
Calciumkonzentration innerhalb der Zelle steigt dabei mit zunehmender Affinitat weiter an. Die
Affinitdt wiederum steigt nattrlicherweise durch die Affinitdtsreifung im Verlaufe der Zeit und mit

der Ausdifferenzierung der B-Zellen an. An einer bestimmten Stelle der Keimzentrumsreaktion
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muss der Calciumspiegel demnach durch zusatzliche Faktoren kontrolliert werden, damit die B-
Zelle ihre terminale Differenzierung antreten kann und um eine Uberaktivierung und damit
maogliche Autoreaktivitdt und Pathogenese zu vermeiden. Tatsachlich konnten wir in unseren FLIM-
Experimenten nachweisen, dass die FRET-Signale in den Reporter-B-Zellen und damit die Cca”'-
Konzentration innerhalb der ersten Tage, im Verlaufe der Reifung von der naiven B-Zelle hin zur
antigenspezifischen, am starksten ansteigt, jedoch der Unterschied innerhalb der Gruppe der AG-
spezifischen B-Zellen abflacht (Abbildung 50). Kostimulatorische Signale, welche zur Abriegelung
des Calciumeinstroms in die Zellen fuhren, konnen z.B. CD40-vermittelt von T-Zellen stammen,
sowie durch TLR-abhangige Stimulation Ubertragen werden. Hinweise aus der Literatur lassen

diese Annahme wahrscheinlich anmuten (siehe 4.3.3. und 4.3.4.).

Der sich verandernde Calciumspiegel in der Zelle hat je nach Héhe vermutlich verschiedene
Einflisse auf die Zelle. Es ware z.B. denkbar, dass ein geringer Calciumeinstrom die Zelle aktiviert
(AG-Aufnahme), eine weitere Erhdhung der Calciumkonzentration (FDC-vermitteltes Signaling
durch Immunkomplexe) dem Ansteuern der TfH-Zellen dient (durch Verlagerung in die LZ). Diese
senden Uberlebenssignale aus. Die Zelle wird dazu veranlasst, eine erneute Runde an der
Affinitétsreifung teilzunehmen und so weitere Calciumsignale zu sammeln. Dabei erhélt sie auch
zusatzliche Stimuli durch andere B-Zellen, was den Prozess beschleunigt. Ist ein kritischer Wert in
der Zelle erreicht, sorgt dies entweder zum Ablesen bestimmter Gene zur Differenzierung, zur
Emigration aus dem Keimzentrum, oder, ebenfalls denkbar, wenn die Affinitat des BCR am
Checkpoint fiir zu gro® befunden wird, fiir den Erhalt negativer Signale, die zum Absterben der

Zellen oder Stilllegen der Reaktivitat fihren.
4.4.1. Auflésung der Keimzentrumsreaktion und Zellschicksal

Noch bevor sich die Keimzentrumsreaktion auflést, exprimieren einige B-Zellen im GC BLIMP-1
(B lymphocyte-induced maturation protein-1, B-Lymphozyten-induziertes Reifeprotein 1), einen der
wichtigsten Transkriptionsfaktoren, der die Zellen fir die Entwicklung zur Plasmazelle
programmiert. Aullerdem scheinen nur die B-Zellen mit BCRs hochster Affinitat fur den
Plasmazellpool ausgesucht zu werden. Der Pool der Gedachtnis-B-Zellen hingegen beinhaltet

auch Klone geringerer Affinitat (757).

Zur Beendigung der GC-Reaktion ist u.a. das Herunterregulieren des Transkriptionsfaktors BCL-
6 notwendig. Nach neuesten Erkenntnissen muissen auch hierfur BCR-Signale und CDA40-
abgeleitete Signale zusammenwirken, damit dies eintritt, was die Beendigung der
Keimzentrumsreaktion ein weiteres Mal an den von uns vorgeschlagenen Schwellenwert des
Calciumspiegels linkt, der unserem Modell zufolge durch diese Faktoren kontrolliert wird. In einer
zum Zeitpunkt dieser Arbeit aktuellen Studie von Feng et al. wird gezeigt, wie BCR-Signaling einer
bestimmten Starke die BCL-6-Degradation anschiebt und die Expression von BCL-6 mRNA
verringert (758). Weiterhin fuhrte CD40L-Stimulation von B-Zellen in Kultur zur (vermutlich post-

transkriptionalen) Verringerung von BCL-6.

Starke gleichzeitige BCR- und CDA40-Signale triggern aullerdem die Expression von Cbl-
Ubiquitinasen in der LZ des Keimzentrums (759). Cbls sind fir den Abbau des

Transkriptionsfaktors IRF4 (interferon regulatory factor 4, Interferon-regulierender Faktor 4)
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zustandig. Durch die Regulation der Expression dieses Transkriptionsfaktors wird der vorzeitige
Austritt der B-Zellen aus dem Keimzentrum verhindert. Erst die vermehrte Expression von IFR4
fuhrt zur Plasmablastenreifung und zum Verlassen des GC. BCR- und CD40-Signaling sorgen fir
die Degradation von Cbl und damit fir die Hochregulation von IFR4. Weitere Studien belegen,
dass die Starke des CD40-Signals auch die Stabilitat der T-B-Kontakte Uber die Regulation der
Expression von Adhéasionsmolekiilen beeinflusst (7160). Diese besonders starken Kontakte bringen
vor allem Plasmazellvorlaufer hervor. Ein Zusammenhang zwischen der Beendigung der
Keimzentrumsreaktion und starken BCR- und gleichzeitigen CD40-Signalen, auf welchen auch
diese Arbeit hinweist, ist also durchaus gegeben.

Zwar stammen die oben genannten Resultate aus ex-vivo- Daten und es ist nicht sichergestellt,
ob wir im Tiermodell z.B. anhand intravitalmikroskopischer Daten ahnliche Aussagen treffen
kénnten. Sie sind aber ein interessanter Ansatzpunkt fir die weitergehende Erforschung spater
Keimzentren und deren Auflésung. Eventuell béte das kiinstliche Abfangen von Antigen in der GC-
Reaktion durch Antikérper die Moglichkeit, die Beendigung der GC-Reaktion zu simulieren (siehe
4.6.)(161).

4.5. Erkenntnisse dieser Arbeit

Unsere Daten zeigen, dass die Rolle des BCRs in GC-B-Zellen nicht ausschlieRlich ist, durch die
Antigenaufnahme fir das bessere Anlocken von T-Zell-Hilfe zu sorgen. Seine Signalwirkung ist
nicht stummgeschaltet. Dass BCR-Signaltransduktion in GC-B-Zellen aktiv ist, konnten wir in
dieser Arbeit zeigen. Es sind nun vor allem Prozesse, welche sich nachfolgend an eine Aktivierung
anschlieen, die in B-Zellen des Keimzentrums im Vergleich zu naiven B-Zellen gesondert
ablaufen. Ebenso ist es nicht die alleinige Aufgabe der CD40-CD40L-Interaktion mit T-Zellen,
Uberlebenssignale in Form von Zytokinen auszuschiitten. Auch hier verursacht die Ligation, anstatt
des blofien Schutzes vor Apoptose, B-Zell-intrinsische Effekte, welche aktiv die positive Selektion

begtinstigen.

Diese Arbeit beleuchtet nur einen kleinen Teil der Ereignisse innerhalb der
Keimzentrumsreaktion, im Besonderen die Rolle der Ca”*-vermittelten Signaltransduktion. Wir
muissen davon ausgehen, dass die Entscheidung Uber das Zellschicksal noch von vielen weiteren
Faktoren abhangig ist, und dass die Wechselwirkungen von Zellarten, Rezeptoren, Downstream-
Molekllen und abgelesenen Genen hier hochgradig quervernetzt sind und/oder differentiell

reguliert im Vergleich zu anderen korpereigenen Zellentwicklungsszenarien.

Es ist uns im Rahmen dieser Arbeit gelungen, die BCR-Signaltransduktion in der Affinitatsreifung
im Keimzentrum in vivo naher zu beschreiben und damit zu bestatigen, dass B-Zell-vermittelte
Signaltransduktion im Keimzentrum eine Rolle spielt. Aulerdem sind wir mit unserem System
sogar in der Lage, eine Quantifizierung dieser Signaltransduktion durchzufiihren, indem wir einen
direkten Zusammenhang der Ausdifferenzierung der Zellen mit der zellularen Calciumkonzentration
herstellen. Diese Methodik ist so bisher nicht angewandt worden und bedeutet einen wichtigen
Schritt auf dem Weg zur endgiltigen Aufklarung der Frage, wie das Immunsystem in der Lage ist,

uns Uber die Dauer eines langen Lebens hinweg vor pathogenen Einflissen des Inneren und
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AuReren zu schiitzen und lasst langfristig auch die Hoffnung zu, Krankheiten des Immunsystems

bald besser verstehen und therapieren zu kénnen.

4.6. Ausblick

Da wir aufgrund der Erkenntnisse dieser Arbeit davon ausgehen kdnnen, dass ein bestimmter
Calciumspiegel in der B-Zelle kritisch fiir den Ubergang zwischen einzelnen Stufen bzw. fiir das
Verlassen der Keimzentrumsreaktion ist, liegt die Frage nach dem absoluten Wert nahe. Mit FRET-
basierten Calciumindikatoren absolute Calciumwerte zu messen ist mdglich und setzt die Titration
des isolierten Sensors innerhalb Grenzen bestimmter Calciumkonzentrationen voraus. Fir den
GECI CerTNL15 wurden solche Messungen, basierend auf FLIM, bereits durchgefiihrt und
verifiziert, dass in einem Mausmodell fir Multiple Sklerose die Interaktion zwischen Immunzellen
und Neuronen, wenn sie langer als 5 Minuten dauert, zu einer toxischen neuronalen
Calciumkonzentration von etwa 1uM fihrt und dieser Wert mit zellularen Veranderungen und
neuronaler Degeneration in Zusammenhang steht (722). Wir arbeiten daran, dieses System fir

unseren Sensor TN-XXL ebenfalls nutzbar zu machen.

Eine weitere interessante Anschlussfragestellung ergibt sich aus der Tatsache, dass wir
wahrend unserer intravitalen Aufnahmen Zellen in den Markstrangen beobachten konnten, die
eindeutig noch zum Calciumsignaling befahigt sind (gequenchte Donor-Fluoreszenz, Abbildung
50). Es konnte sich bei diesen Zellen z.B. um Plasmablasten oder Vorlauferzellen handeln. Die
Aufklarung dariber, ob in diesem Zelltyp noch aktives Signaling stattfindet, wiirde viel zum
Verstandnis langlebiger Immunantworten beitragen. Wir méchten uns dieser Frage widmen indem
wir spate Zeitpunkte der Keimzentrumsreaktion verfolgen. Des Weiteren wurde in unserer Gruppe
ein Verfahren entwickelt, mit dessen Hilfe wir Uber die Dauer vieler Wochen im Knochenmark
lebender Mause mikroskopieren kénnen. Die Mause erhalten zu diesem Zweck ein Oberschenkel-
Implantat, welches ein mit einer Linse versehenes Sichtfenster zum Knochenmark herstellt sowie
die Fixation im experimentellen Set-up gewahrleistet. So kann ein und dieselbe Stelle des
Knochenmarks eines Tieres wiederholt untersucht werden (762). Geht man davon aus, dass
Plasmablasten, welche aus der Keimzentrumsreaktion hervorgegangen sind, in Nischen im
Knochenmark einwandern, wo sie langlebig werden (763), ist es gut méglich, TN-XXL'-

Plasmazellen dort auffinden und untersuchen zu kénnen.

Bisher ist es uns nicht gelungen, antigenspezifische YellowCaB-Zellen in vitro mit Antigen zu
stimulieren. Wir vermuten, dass das Antigen zu diesem Zweck membrangebunden sein muss.
Dem BCR ermdglicht dies, durch die Ausibung mechanischer Zugkréafte die Affinitdt zum Antigen
zu testen (39, 40). Dafir muss Antigen auf sogenannten Plasmamembranschichten (PMS) oder
planaren Lipiddoppelschichten (planar lipid bilayer, PBL) immobilisiert werden. Fir PMS werden
eukaryotische Zellen in Glaskammern kultiviert und ihre Integritdt durch Ultraschallbehandlung
zerstort, sodass die Plasmamembran zuriickbleibt. Uber Streptavidin-Biotin-Reaktionen kann
Antigen an dieses gebunden werden. Die Glaskammern koénnen direkt in der konfokalen
Mikroskopie eingesetzt werden. Naturliche PLB (im Gegensatz zu synthetischen aus synthetischen
Phospholipiden) werden aus PMS hergestellt und funktionieren im Prinzip ahnlich, mit dem

Unterschied, dass hier schonender vorgegangen wird und die natirliche Doppelschicht-
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Organisation der Phospholipide erhalten bleibt. Nur membrangebundenes Antigen erzeugt B-Zell-
Spreizung und damit die korrekte Ausbildung einer immunologischen Synapse, die BCR-
Signalmomente naturgetreu mikroskopisch beobachtbar machen (764). Auch kénnen wir so die
BCR-Aktivierung von B1-8lo:- und B1-8hi:YellowCaB-Zellen direkt vergleichen, was mit I6slichem
Antigen nicht moglich ware. Wir kdnnten dieses System dazu nutzen, unsere Hypothese einer
mehrstufigen Calciumaktivierung zu testen, indem wir mehrmals hintereinander mit Antigen

stimulieren und es z.B. mit anschlieRender anti-CD40-Gabe koppeln wirden.

Die Starke des Ca2+-SignaIing in B-Zellen ist von einer Vielzahl von Einflussfaktoren abhangig
und wird von diesen kontrolliert, d.h. bei Bedarf verstarkt oder herunter reguliert. Diese
Einflussfaktoren kdnnen Korezeptoren, Adapterproteine oder unterschiedliche Signalwege sein, die
angeschaltet werden. Wie viele metabolische Prozesse unterliegt dabei der Calciumeinstrom in
die Zelle einem Feedback-Mechanismus, wird also durch seine eigenen Produkte abgeregelt. Von
den unter 1.2.1. beschriebenen Faktoren interessiert uns vor allem der BCR-Signaling-inhibierende
CD22-Rezeptor, da Mutationen dieses Oberflachenmolekuls auch in Zusammenhang mit dem
Entstehen von Autoimmunitat gebracht werden (765—-167). Uns interessiert, ob wir in YellowCaB-
Tieren mit gentechnisch ausgeschaltetem CD22-Gen demnach eine deutlich hdhere FRET-Antwort
sichtbar machen kénnen und welche Auswirkung dieses erwartete Verhalten der B-Zellen auf die
Entwicklung der Keimzentren sowie der Plasmablasten hat. Denkbar wéren in CD22"':(B1-
8:)YellowCaB-Tieren z.B. klrzere Reaktionszeiten, veranderte LZ/DZ-Strukturen, ein deutlich
vergroRerter oder verkleinerter Pool an GC-Emigranten und evtl. eine Neigung zur praferentiellen
Entstehung von Plasmablasten gegenlber Gedachtnis-B-Zellen (168). Versuche mit diesen Tieren
kénnten helfen, wichtige Informationen zum Entstehen von Autoimmunkrankheiten, in welchen eine

CD22-Fehlregulation eine Rolle spielt, zu gewinnen.

Die wahrend der Keimzentrumsreaktion entstehenden Antikérper kdnnen Antigene abfangen
und so den Zugriff fur die B-Zellen limitieren und damit die Stringenz der Reaktion erhdhen, so
dass hoher affine Antikdrper entstehen (767, 169). Wir wollen versuchen, diesen Umstand bei der
Intravitalmikroskopie nachzuahmen, indem wir anti-NP-Antikérper hoher und niedriger Affinitat
wahrend der Messung intravends verabreichen. Wir erhoffen uns, eine direkte Reaktion des BCR-
vermittelten Ca®*-Einstroms durch FRET-Anderung zu sehen, méglicherweise auch einen Einfluss
auf die Mobilitdt der Zellen zu beobachten. Eventuell lie3e sich auch ein Einfluss des maskierten
Antigens auf die Kontaktzeiten und Kontakthaufigkeiten zwischen B-Zellen und B-Zellen oder
zwischen B-Zellen und FDCs erkennen. Diese Methoden wirden uns helfen, die Rolle des BCR

und die Kontrolle seiner Signaltransduktionswege noch besser zu verstehen.
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