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1. Einleitung

1.1. Sepsis - Pathologie und Epidemiologie

Sepsis ist eine systemische entziindliche Antwort auf die Dissemination von
Mikroorganismen in den Blutkreislauf (1). Wichtige Diagnosekriterien sind der Nachweis
einer Infektion, einer systemischen inflammatorischen Wirtsreaktion (SIRS) und einer
infektionsbezogenen Organdysfunktion. Mit zunehmender Schwere der Erkrankung folgt
auf Sepsis die schwere Sepsis einschliefdlich Organdysfunktionen (30% Letalitat) und der
septische Schock mit arterieller Hypotension, die trotz Volumensubstitution bestehen
bleibt (50-70% Letalitat) (www.sepsis-gesellschaft.de) (2, 3).

Trotz grofder Verbesserungen bei der intensivmedizinischen Behandlung von Patienten ist
das Krankheitsbild Sepsis auch heute noch mit erschreckend hoher Morbiditat und
Letalitat assoziiert (4). Schatzungen der ,Surviving Sepsis Campaign“ gehen von weltweit
jahrlich etwa 18 Millionen erkrankter Menschen aus (5). In Deutschland treten pro Jahr
ungefahr 150.000 Sepsisfalle auf, wobei 50% der Erkrankten an den Folgen ihrer
generalisierten Infektion versterben. Das sind jeden Tag etwa 160 Menschen. Damit stellt
Sepsis in Deutschland, nach Herz-Kreislauferkrankungen und malignen Tumoren die
dritthdufigste Todesursache dar (3, 6) und ist die haufigste nicht-koronare Todesursache
auf der Intensivstation (7, 8). Die Rate der Neuerkrankungen hat sich in den letzten 15

Jahren mehr als verdoppelt (9, 10).

Als haufige primare Infektionsorte gelten das respiratorische System, das Abdomen und
der Urogenitaltrakt (11). Das Erregerspektrum besteht aus Gram-negativen Keimen
(57,3%) wie Escherichia coli, Klebsiellen, Enterobakter, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
oder Bacteroides. Auch Infektionen mit Gram-positiven Bakterien (44,5%)
(Staphylokokken oder Streptokokken) sowie Pilzinfektionen (11,6%) (v.a. Candida und
Aspergillus) haben als Ausloser einer Sepsis zugenommen (12, 13). Eher selten ist der

Nachweis polymikrobieller (4,7%) oder anaerober Infektionen (1%) (14).

Sepsis ist ein multifaktorieller Prozess, bei dem es durch eine systemische bakterielle
Infektion zundchst zu einer iiberschiefdenden Entziindungsantwort (systemic inflammatory
response syndrome, SIRS) kommt. An dieser Reaktion sind vor allem Zellen des
angeborenen Immunsystems, wie Makrophagen und neutrophile Granulozyten, beteiligt.
Sie erkennen mikrobielle Strukturen mit ihren Rezeptoren und sezernieren
Entziindungsmediatoren. Die fortschreitende Entziindung verursacht einen Schock und
Gewebeschaden, die zum Tod des Patienten fiihren konnen. Durch Antibiotika und
intensivtherapeutische Mafdnahmen lasst sich diese Phase der Sepsis relativ gut
kontrollieren (2, 3, 7, 15-17).
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Es folgt eine Phase kompensatorischer Antiinflammation (compensatory antiinflammatory
response syndrome, CARS) oder auch Hypoinflammation. Sie ist beim Menschen
charakterisiert durch die verminderte Expression von HLA-DR auf Monozyten und die
reduzierte Produktion proinflammatorischer Zytokine (IL1a, IL1f3, IL6, IL12, TNF) in vivo
und in vitro. Aufderdem verschiebt sich das immunologische Reaktionsprofil, so dass anti-
inflammatorische T-Helferzellen dominieren (Th2-Zellen und/oder Tregs) (18-20). Unter
physiologischen Umstdanden sollen bei lokalen Infektionen antiinflammatorische
Mechanismen Gewebeschdden begrenzen und die Homdéostase wieder herstellen. Beim
septischen Patienten geschieht dies jedoch systemisch und betrifft das gesamte
Immunsystem. Im Extremfall fiihrt das zur generalisierten Immunparalyse. Das bedeutet,
das Immunsystem ist nicht mehr (ausreichend) in der Lage, die Primarinfektion zu
eradizieren bzw. Sekundarinfektionen abzuwehren (21, 22). So kommt es haufig zu letalen
Sekundarinfektionen. Die Mehrzahl der septischen Patienten erliegt ihrer Erkrankung in
dieser Phase (23, 24).

Genexpressionsanalysen legen nahe, dass die pro- und antiinflammatorische Phase zum

Teil parallel ablaufen (25). Dies wird aber noch kontrovers diskutiert (26).

Neben der hohen akuten Letalitat hat Sepsis auch eine sehr schlechte Langzeitprognose. In
einer grofRen israelischen Studie betrug die mediane Lebenszeit bei Uberlebenden einer
Sepsis 51,1 Monate, die der nach demographischen und klinischen Kriterien
vergleichbaren Kontrollpatienten 75 Monate (27). Zu dhnlichen Ergebnissen kommt eine
amerikanische Studie: Bei Personen, die eine Sepsis liberstanden hatten, war die mittlere
Uberlebenszeit im Vergleich mit der Kontrollgruppe von 8,03 auf 4,08 Jahre halbiert (28).
Postseptische Patienten sind anféalliger fiir Krebs, Herzerkrankungen und Pneumonien
(29). Die Ursachen sind nicht bekannt.

In dieser Arbeit steht die abdominelle Sepsis im Fokus. Mit einer Inzidenz von 9-12% und
einer Letalitat von 42-80% ist sie eine gefiirchtete post-operative Komplikation
viszeralchirurgischer Eingriffe (30, 31). Haufig wird sie durch das Auftreten von
Anastomoseninsuffizienzen verursacht. Dabei fiihrt der kontinuierliche Austritt von Fazes
zundchst zu einer lokalen, spater zu einer diffusen Entziindung der Peritonealhéhle. Diese

miindet nicht selten in einer fulminanten Sepsis (30, 31).

1.2. Tiermodelle

Sepsis ist im Tiermodell schwierig nachzubilden. Kein Modell wird je die komplexen
Ablaufe einer Sepsis im Patienten in toto nachbilden oder gar die Effizienz diverser
Therapeutika beweisen, da das Bild der humanen Sepsis sehr heterogen ist. Um aus
Tierversuchen Riickschliisse mit klinischer Relevanz ziehen zu kénnen, ist es notwendig

die Tierversuche so zu gestalten, dass sie a) das klinische Bild méglichst genau nachbilden
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und b) dennoch moéglichst reproduzierbar und standardisierbar sind. Dabei muss sich das

Modell den Fragestellungen anpassen und einen Kompromiss aus a) und b) bilden (32, 33).

Reproduktion und Standardisierung verlangen nach experimenteller Vereinfachung,
wodurch der Abstand zur klinischen Realitat aber vergrofiert und die Relevanz der Studien

fiir den septischen Patienten verringert wird.

In der Literatur werden zwei grof3e Kategorien der Sepsismodelle unterschieden: a) ohne
bakteriellen Fokus, dazu gehoren die Applikation von mikrobiellen Produkten wie
Endotoxin, oder die intravendse (i.v.) Applikation von Bakterien und b) mit bakteriellem
Fokus. Dazu gehort die Installation eines bakteriellen Fokus z. B. im Bauchraum oder die
Veranderung schiitzender Barrieren wie der Darmwand (Cecal ligation and puncture, CLP;
Colon ascendens Stent Peritonitis, CASP; fakal induzierte Peritonitis, FIP). (32-34)

Die CASP ist ein Modell, welches die klinische abdominelle Sepsis imitiert, die aufgrund von
insuffizienten Nahten eine mogliche Folge abdomineller operativer Eingriffe darstellt.
Dabei tritt Darminhalt durch einen Hohlkatheter in der Darmwand kontinuierlich in
kleinen Mengen in die Bauchhohle iber und verursacht eine diffuse Peritonitis, die nach
bakterieller Dissemination zur Sepsis wird. Dieses Modell ist standardisiert und gut
reproduzierbar (35, 36). Ein Nachteil dieses Modells ist, dass die Menge des austretenden
Darminhalts nicht bestimmt oder gar gesteuert werden kann. Ein wesentlicher Grund dafiir
ist, dass der Hohlkatheter zu unterschiedlichen Zeitpunkten verstopft. In dieser Arbeit
blieben die Kontrolltiere unbehandelt, da das Gesamtbild der CASP (ohne Trennung von
Operation und Bakteridmie) im Vergleich zu unbehandelten Tieren von Interesse war und

so ein translationaler Ansatz zur klinischen Situation verfolgt wurde.

In der fakal induzierten Peritonitis (FIP) wird Darminhalt in seiner komplexen
Zusammensetzung aus verschiedenen Bakterien, Nahrungsmittelbestandteilen und
Verdauungssaften intraperitoneal (i.p.) verabreicht. Ein Vorteil des Modells ist die einfache
Handhabung, mit der die durch die Operation bedingte Fehlerquote des CASP-Models von
10% entféllt. Da der Keimeintrag in die Bauchho6hle ohne chirurgisches Trauma erfolgt,

spiegelt das Modell die Realitat moglicherweise weniger wieder als das CASP-Modell.

1.3. Das adaptive humorale Immunsystem

Das adaptive Immunsystem wird schematisch unterteilt in einen zelluliren Arm, dem u.a.
T-Zellen und natiirliche Killer T-Zellen (NKT-Zellen) angehoren und einen humoralen Arm,
zu dem die B-Zellen und ihre Sekretionsprodukte, die Antikérper, gehoren. Das humorale
Immunsystem kann auf verschiedene Weise zur Infektabwehr beitragen: 1.) Natiirliche
Antikorper binden an bakterielle Oberflachen und vermitteln Komplementaktivierung und
damit eine friihe Eradizierung von Infekterregern, 2.) Marginalzonen-B-Zellen und B1-

Zellen sezernieren sehr frith nach Antigenkontakt niedrig affine Antikorper, die den
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Zeitraum (4-6 Tage (37)) bis zur Reifung der 3.) B2-vermittelten follikularen Antwort
tiberbriicken. Diese ist zumeist T-Zell-abhdngig und fiihrt zu affinitatsgereiften

Immunglobulinen (Ig), die die Antikérperklasse gewechselt haben.

B-Zellen entwickeln sich im adulten Menschen und dem verwendeten Modellorganismus
Maus im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen. Wahrend Threr Entwicklung
werden Segmente der somatischen DNA nach dem Zufallsprinzip rekombiniert und bilden
die Grundlage fiir das breite Repertoire der B-Zellrezeptoren (BCR). Diese freie
Rekombination flihrt aber auch zu Spezifititen, die Selbstantigene erkennen.
Kontrollpunkte wahrend der Entwicklung wie Rezeptoreditierung, Rezeptormodulation
oder Apoptose verhindern, dass ein libermaf3ig grof3er Teil dieser autoreaktiven Zellen in
die Peripherie gelangt (38). Jede entstehende B-Zelle exprimiert nur Rezeptoren einer
Spezifitat (39). Die entstandenen naiven B-Zellen verlassen das Knochenmark und

wandern in die peripheren lymphatischen Organe.

B-Zellen kénnen T-Zell-abhdngig (TD) oder -unabhangig (TI) aktiviert werden. Dies hdangt
vom Antigen (Ag) (40), vom B-Zellsubtyp und vom Ort des Antigenkontakts ab. B-Zellen
kénnen aktiviert werden a) iiber die Kreuzvernetzung der BCR durch repetitive Epitope (T-
Zell-unabhéangige Aktivierung Typ2, T12), b) T-Zell- (TCR) und BCR-unabhangig iiber Toll-
like-Rezeptoren (TLR; T-Zell-unabhdngige Aktivierung Typ1, TI1) oder c) T-Zell-abhangig
tiber CD40L-Bindung nach Antigenbindung des BCR (39, 41).

1.3.1. B-Zellsubpopulationen

Aufgrund ihres Phanotyps, ihrer Eigenschaften und Ihrer Topographie im Organismus
lassen sich reife, naive B-Zellen in verschiedene Subpopulationen unterteilen, die zur B2-
oder zur B1-Linie gehoren (42, 43). Zu den B2-Zellen gehoren follikuldre B-Zellen, die in
den peripheren lymphatischen Organen zu finden sind, und Marginalzonen-B-Zellen, die

vor allem in der Milz vorkommen. B1-Zellen sind vor allem in den Kérperhéhlen zu finden.

Maus und Mensch unterscheiden sich zum Teil in diesen Populationen. Im Folgenden liegt
der Schwerpunkt auf den B-Zellen der Maus. Auf die Unterschiede im Menschen wird

hingewiesen.
Follikuldire B-Zellen (B2)

Follikuldre B-Zellen gehoren zu den B2-B-Zellen. Oft wird der Begriff der B2-Zellen als
Synonym fiir follikuldare B-Zellen verwendet. Er umfasst jedoch auch die Marginalzonen-B-
Zellen. B2-B-Zellen entstehen im Knochenmark, wobei die BCR-Signalstdrke, Notch-2 und
E-Proteine iiber die weitere Differenzierung zu follikularen B-Zellen oder Marginalzonen-
B-Zellen entscheiden (44-46).
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Follikulare B-Zellen rezirkulieren zwischen den sekundaren Lymphorganen tiber Blut und
Lymphe. So gelangen sie in die B-Zell-Areale der Lymphknoten, Peyerschen Plaques und
Milz. Sie sind hauptverantwortlich fiir die T-Zell-abhdngige Immunantwort gegen
Proteinantigene, und haben von allen B-Zellsubpopulationen die gréfdte Variabilitat der
BCRs. Sie konnen nach Aktivierung und Hilfe der T-Zellen somatisch hypermutieren und
einen Klassenwechsel durchlaufen. Obwohl murine follikuldare B-Zellen den gleichen TLR-
Besatz haben wie B1-Zellen und Marginalzonen-B-Zellen, werden sie iiber mikrobielle
Produkte nur unzureichend aktiviert. Sie proliferieren zwar genauso stark, differenzieren

aber nicht im gleichen Ausmaf3 zu antikérpersezernierenden Zellen (ASC) (43, 47, 48).
Marginalzonen-B-Zellen (B2)

Murine Marginalzonen-B-Zellen gehoren ebenfalls zu den B2-Zellen und entstehen wie
diese im Knochenmark. Anders als follikuldare B-Zellen zirkulieren sie nicht (49). Ihre
Bezeichnung stammt von [hrer Lage in der Randzone der weifden Pulpa (Marginalzone) um
die Follikel der Milz (50). Damit grenzen sie direkt an den Marginalsinus, wo sich Blut der
Arteriolen in das sinusoidale Netzwerk ergiefdt, bevor es liber Venolen die Milz verlasst
(51, 52). Dementsprechend sind diese Zellen standig von Blut ,,umspiilt“. Somit sind sie
ideal lokalisiert, um auf partikuldre Ag im Blut zu reagieren (42, 53). Dabei binden die
Rezeptoren vor allem Polysaccharide und sind damit entscheidend fiir TI-2 Antworten (54,
55). Sie konnen aber auch Proteinantigene binden (56). Innerhalb der ersten drei Tage
nach Antigenkontakt differenzieren sie zu Plasmablasten (37). Diese sehr schnelle Antwort
konnte an einer gesteigerten Expression des LPS-Rezeptors RP105/MD-1 liegen, wodurch
Marginalzonen-B-Zellen auf geringere LPS-Konzentrationen reagieren kénnen als
follikulare B-Zellen (57, 58). Aufderdem besitzen Marginalzonen-B-Zellen im Vergleich zu
follikuldaren B-Zellen einen stirker exprimierten sekretorischen Apparat (57). Aktivierte
Marginalzonen-B-Zellen und Plasmablasten sind vor allem in den Markstrangen und dem
Grenzbereich zwischen T- und B-Zellzone zu finden (37). Nach Aktivierung durch TD-Ag
sind sie in der Lage, Keimzentren zu etablieren und, wenn auch verzogert im Vergleich zu
follikuldaren B-Zellen, somatisch zu hypermutieren (59, 60). Die Keimzentren sind
allerdings klein und schlecht organisiert (59). Zhou et al. zeigten im Lupus-Modell, dass
Marginalzonen-B-Zellen auch intrafollikuldr zu finden sind, wo sie den Kontakt zu CD4+-T-
Zellen suchen (61). Aufderdem transportieren sie als antigenprasentierende Zellen
Immunkomplexe von der Randzone zu den follikuldren B-Zellen und kénnen so zur
Aktivierung follikularer B-Zellen beitragen (62). [hre Hauptaufgabe ist jedoch die T-Zell-
unabhangige Immunantwort gegen Pathogene aus dem Blutstrom. Durch TLR-Liganden
oder BCR-Kreuzvernetzung (Ag mit hochrepetitiven Strukturen) werden sie aktiviert und
differenzieren sehr schnell zu kurzlebigen IgM- oder IgG-produzierenden Plasmazellen.
Durch ihre hohe Expressionsdichte von CD1d auf der Zelloberfliche konnen

Marginalzonen-B-Zellen Lipidantigene fiir NKT-Zellen prasentieren (63). Infolge dessen
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kommt es zur CD40L-CD40 Bindung, was letztlich zu einem schnellen Klassenwechsel fiihrt
(64).

Humane Marginalzonen-B-Zellen zirkulieren und sind auch in anderen peripheren
lymphatischen Organen zu finden. Sie sind somatisch mutierten [gM*-Gedachtnis-B-Zellen
sehr dhnlich (49, 52) und werden aufgrund von Genexpressionsanalysen als funktionales
humanes Analog zu murinen Marginalzonen-B-Zellen und Bla-Zellen gesehen (65). Wie
ihre murinen Pendants bilden humane Marginalzonen-B-Zellen eine erste

Verteidigungslinie gegen Krankheitserreger und deren Produkte im Blut.
B1-Zellen

B1-Zellen stellen im Vergleich zu den B2-Zellen eine wesentlich kleinere Population dar.
Sie reagieren dhnlich schnell auf ein vergleichbares Antigenspektrum wie die
Marginalzonen-B-Zellen. Dabei binden sie bakterielle Antigene (LPS, Phosphorylcholin)
und Selbstantigene (oxidierte Lipide, Annexin IV, Phosphatidylcholin) (66, 67). In der Tat
scheint es so zu sein, dass sie wahrend ihrer Entwicklung auf Selbstantigenbindung hin
positiv selektiert werden (68). Eine mogliche Erklarung ist, dass Selbstantigene als Muster
fiir evolutionar niitzliche Antikérperspezifititen gelten (69). Aufderdem konnten sie tiber
Immunkomplexbildung und Opsonisierung zur Beseitigung von Zelldebris und danger

associated molecular patterns (DAMP) beitragen.

Im Gegensatz zu B2-Zellen entstehen B1-Zellen hauptsachlich in der fetalen Leber (70). Im
adulten Organismus proliferieren sie eingeschrankt kontinuierlich und leisten damit eine
Art Selbsterneuerung in den pleuralen- und peritonealen Kérperhéhlen (71), wo sie vor
allem zu finden sind. Insbesondere Bla-Zellen werden kaum iiber das Knochenmark
nachgebildet (72). B1b-Zellen konnen aus B1-restringierten Vorlauferzellen des

Knochenmark nachgebildet werden (73).

Durch LPS, CpG und andere TLR-Liganden werden sie aktiviert (74, 75), exprimieren
Blimp-1 (charakteristischer und essentieller Transkriptionsfaktor der Plasmazellen (76))
und beginnen innerhalb von 28 Stunden mit der Immunglobulinsekretion (77). Ihre
Aktivierung bewirkt auch eine Migration in den mesenterialen Lymphknoten oder zur
intestinalen Lamina propria, wo sie zu kurzlebigen IgM-produzierenden Plasmazellen
differenzieren. Sie konnen aber auch IgA und IgG3 produzieren (40, 78). Auf3erdem wurde
gezeigt, dass sie nach Aktivierung in die Milz und in entziindetes Gewebe migrieren (79)

und auch im Knochenmark (77) zu finden sind.

Insbesondere in Milz und Knochenmark residieren zu Plasmazellen differenzierte B1-
Zellen, die grofde Mengen ,natiirlicher Antikérper” produzieren. In den Kérperhéhlen
befinden sich B1-Zellen eher im steady state, wihrenddessen sie geringe Mengen IgM

sezernieren (80, 81).
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Neben der Produktion natiirlicher Antikérper sind B1b-Zellen auch in der Lage, spezifische
Antikorper T-Zell-unabhingig zu produzieren und Gedachtnis-B-Zell-artige Zellen in der
Peritonealhohle zu bilden (82, 83.)

Wahrend der Differenzierung zur Plasmazelle gehen viele charakteristische Merkmale
verloren, die eine Zuordnung zur originaren B-Zellsubpopulation unmaoglich macht. Reife
Plasmazellen exprimieren praktisch keine BCR, kein CD19, CD79, B220, MHCII, CD5 oder
Mac-1 (84).

Die Existenz humaner B1-Zellen ist bisher umstritten (85-87). Humane Marginalzonen-B-
Zellen werden aufgrund von Genexpressionsanalysen und Rezeptorrepertoirestudien als
funktionales humanes Analog zu murinen B1-a Zellen und Marginalzonen-B-Zellen gesehen
(65).

1.3.2. Die Antikérperantwort

Die wichtigste und prominenteste Effektorfunktion der B-Zellen ist die Produktion von
Antikorpern. Nach Aktivierung differenzieren B-Zellen zu Plasmazellen, den eigentlichen
Produzenten der Antikorper. Dabei werden natiirliche Antikérper vermutlich ohne
Antigenkontakt gebildet und bieten einen grundlegenden Schutz. Andere Antigene konnen
B-Zellen T-Zell-abhdngig oder -unabhangig aktivieren. Das hdngt von der Natur des Ag ab.
B-Zellmitogene aktivieren B-Zellen sogar BCR-unabhangig.

Tregs konnen den Klassenwechsel und die Affinitatsreifung beeinflussen. Aufderdem sind

sie ein wichtiger Kontrollpunkt bei der Entstehung autoreaktiver Antikorper.
Natiirliche Antikérper

Nattirliche Antikérper werden unabhangig vom Antigenkontakt gebildet und sind im
Serum nachweisbar (88, 89). Sie sind hoch polyspezifisch, d.h. kreuzreaktiv und binden
Selbstantigene (z.B. ssDNA, Insulin) sowie eine Vielzahl mikrobieller Ag (40, 69, 90, 91).
Daher sind natiirliche Antikorper ein Bestandteil der frithen Abwehr. Sie haben aber auch
eine Rolle in der Beseitigung intrazellularer Molekiile oder modifizierter
Zelloberflachenstrukturen nekrotischer und apoptotischer Zellen (92, 93). Es wird
vermutet, dass polyreaktive Antikorper tber eine ,flexiblere Antigenbindungstasche”
verfligen und daher verschiedene Ag mit unterschiedlicher Affinitat binden kénnen (94).
Thre Affinitat fiir jedes Ag (Kd = 10-3 bis 10-7 mol I-1) liegt dementsprechend unterhalb der
von ,monoreaktiven“ Antikorper (Kd = 10-7 bis 10-11 mol 1-1) (95). Die Sequenzen
natiirlicher Antikorper sind gréfdtenteils keimbahnnah. Nattirliche Antikérper sind vor
allem Ig der Klasse M, wobei auch IgG und IgA vorkommen (95). Nach Antigenbindung
tragen sie zur innaten Abwehr bei, indem sie die Aktivierung der Komplementkaskade

initiieren und friithe innate Abwehrmechanismen verstarken (95-98).
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Die Hauptproduzenten der natiirlichen Antikérper sind B-1 B-Zellen und Marginalzonen-B-
Zellen (42, 98). Dabei zeigt vor allem natiirliches IgA der Bl1b-Zellen Zeichen einer

vorangegangenen somatischen Hypermutation (99, 100).

Neben der frithen Opsonisierung und Neutralisierung von Pathogenen, induzieren
natiirliche Antikorper eine B2-Zellantwort durch Immunkomplexbildung auf follikular
dendritischen Zellen (FDC) (97, 101, 102).

Die T-Zell-abhdngige B-Zellaktivierung

Wahrend einer klassischen, T-Zell-abhdngigen humoralen Antwort binden die B-Zellen ihr
Ag (Proteine, oder mit Proteinen assoziierte Haptene) mit den BCR, internalisieren und
prozessieren das Ag, und migrieren innerhalb von 6 Stunden nach BCR-Engagement zur T-
Zellzone (103). Dort prasentieren sie die prozessierten Proteine auf MHC-II-Molekiilen
kognaten, aktivierten Effektor-T-Zellen. Nach CD40-CD40L-Bindung proliferieren die B-
Zellen und bilden einen primaren Fokus. Abhangig von der Affinitdt (und damit der BCR-
Spezifitat) kommt es anschliefRend entweder zur Bildung extrafollikuldrer Foki oder von
Keimzentren (104). Bei ausreichend hoher Affinitat differenzieren sich die aktivierten B-
Zellen in extrafollikularen Foki innerhalb von 24 Stunden zu Plasmablasten. Diese reifen
nach 2-3 Tagen zu frithen Plasmazellen (105, 106). Ein grofder Teil stirbt innerhalb von 2-3
Tagen ab oder migriert aus der Milz, der nur eine beschrankte Kapazitat fiir Plasmazellen
nachgewiesen wurde (105, 107). Diese sehr friih produzierten Antikérper sind die
schnellste Moglichkeit, konventionelle Antikérper (nicht-B1) zu produzieren, die entweder
[gM-positiv sind, oder einen Klassenwechsel durchlaufen haben kénnen, allerdings ohne
somatische Hypermutation (SHM) oder Gedachtnis-B-Zellbildung (108-110).

[st die Affinitdt zu gering, wandern zwei bis drei aktivierte B-Zellen aus den primédren Foki
der T-Zell-/B-Zellgrenzzone wieder in die Follikel und bilden den Grundstock eines
Keimzentrums (111, 112). Keimzentren bilden sich 3-4 Tage nach Antigenkontakt und
kognater T-Zellhilfe (113-117). Die Proliferation im Keimzentrum erfolgt exponentiell mit
einer Generationszeit von sechs Stunden (118). In dieser Zeit sind die proliferierenden
Zellen relativ apoptoseresistent. Wenn 96 Stunden nach Induktion das exponentielle
Wachstum aufhort (106, 111), exprimieren die Keimzentrumszellen nur noch geringe
Mengen des anti-apoptotischen Molekiils BcL-2 und dagegen grofée Mengen von Fas und c-
MYC (119, 120). Damit haben sie eine Tendenz zur Apoptose, die nur durch
Antigenbindung und T-Zellhilfe aufgehoben wird.

Im Keimzentrum kommt es zur somatischen Hypermutation (SHM) der
Immunglobulingene. Dieser liegen zuféllige Punktmutationen zugrunde. SHM fiihrt zu

verbesserter Affinitat fiir das Ag, zum Verlust der Affinitiat oder sogar zur Entwicklung von
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Autoreaktivitat. Im anschliefdenden Selektionsprozess iiberleben nur jene Zellen, die
weiterhin ein aktivierendes Signal tiber den BCR erhalten. Durch Kompetition um die
Antigenbindung kommt es im Verlauf einer Inmunantwort zur Affinitatsreifung der Ig
(121). Aus der Keimzentrumsreaktion gehen Zentroblasten hervor, die in einen weiteren
ZyKlus eintreten (122), Plasmazellen (119) und Gedachtnis-B-Zellen (123). Ungefahr 10-
20% der wahrend einer Keimzentrumsreaktion gebildeten Plasmazellen werden zu
langlebigen Plasmazellen (124-126).

Fiir humane B-Zellen konnte gezeigt werden, dass fiir eine optimale Proliferation und
Differenzierung neben dem BCR-Signal und der T-Zellhilfe die Ligation von TLRs
notwendig ist (127). Allerdings sind TLRs auf naiven humanen B-Zellen sehr schwach

exprimiert und werden erst nach BCR-Antigenbindung hochreguliert (128).
Die T-Zell-unabhdngige B-Zellaktivierung

TI-Ag werden in zwei Klassen unterteilt: Typ 1 sind mitogene Stimuli, die BCR-unabhdngig

B-Zellen polyklonal iiber TLRs aktivieren kdnnen. Dazu gehoren LPS, CpG oder poly-IC.

Alle B-Zellsubpopulationen sowie naive- und Gedachtnis-B-Zellen der Maus exprimieren
TLRs, wobei in verschiedenen Studien leichte Unterschiede in Quantitit und Qualitat des
Rezeptorbesatzes auszumachen sind (47, 48, 74, 129). Die Bindung von LPS bzw. CpG an
TLR4 bzw. TLR9, 16sen Proliferation und Antikérpersekretion aus. (130, 131). Die Ligation

dieser Rezeptoren kann per se sogar Klassenwechsel induzieren (132-137)

Nach Aktivierung liber TLRs proliferieren alle B-Zellsubpopulationen, aber vor allem B1-
und Marginalzonen-B-Zellen differenzieren innerhalb eines Tages zu Plasmablasten, die

sich dann zu Plasmazellen weiterentwickeln. Follikuldre B-Zellen reagieren nur schwach
auf TI-1 Antigene (47, 77, 138).

Typ 2 Antigene sind Polysaccharide, die B-Zell-Rezeptoren auf der Zelloberflache
kreuzvernetzen und so zu einer antigenspezifischen Antwort fithren kénnen. Sie konnen
sogar Keimzentren induzieren, die sich allerdings schnell wieder auflésen und keine
Plasmazellen generieren. Der grofdte Teil der Antikérperproduktion nach TI-2 Aktivierung
findet in extrafollikularen Foki statt (139-142). Daher wurde bisher davon ausgegangen,
dass TI-2 Antigene zwar starke und lang-anhaltende Primadrantworten generieren kénnen
(139), ein B-Zellgedachtnis aber nur T-Zell-abhdngig nach Keimzentrumsreaktion und
Affinitatsreifung entsteht (123, 143). Alugupalli und Obukhanych konnten zeigen, dass
B1b-Zellen T-Zell-unabhangig zu langlebigen Gedachtnis-B-Zellen differenzieren kénnen,
ohne somatische Hypermutation oder Klassenwechsel. Diese Gedachtnis-B-Zellen
unterscheiden sich von klassischen B2-induzierten Gedachtnis-B-Zellen auch durch

unterschiedlich exprimierte Oberflichenmarker (82, 144).
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Bortnick et al. zeigten im Mausmodell auf3erdem, dass TI-B-Zellreaktionen sogar langlebige
Plasmazellen hervorbringen kénnen, und so ebenfalls ein Inmungedachtnis induzieren
konnen (145).

Der Einfluss regulatorischer T-Zellen

Tregs konnen B-Zellantworten sowohl direkt (146, 147) als auch indirekt (148)
supprimieren und Antikérpereffektormechanismen tiber Beeinflussung des
Klassenwechsels lenken oder hemmen (147, 149, 150). Auf3erdem beeinflussen Tregs die
Affinitat der Antikorper (148). Zhao et al. konnten sogar zeigen, dass aktivierte Tregs
polyklonal aktivierte B-Zellen in vitro zellkontaktabhdngig und Perforin- und Granzym-
vermittelt toten (151). Dies konnte ein Mechanismus sein, wie die Produktion

autoreaktiver Antikorper supprimiert wird (152).

1.4. Das humorale Immungedachtnis

Das humorale Immungedéachtnis besteht aus ruhenden Gedachtnis-B-Zellen, die nach
wiederholtem Antigenkontakt aktiviert werden, und langlebigen Plasmazellen, die in
Uberlebensnischen des Knochenmarks residieren und iiber einen langen Zeitraum

schiitzende Antikorper sezernieren.

Wahrend der primaren Keimzentrumsreaktion werden Gedachtnis-B-Zellen schon sehr
frith gebildet (122, 123) und gehen dann in einen ruhenden Zustand iiber (153-155). Sie
sind vor allem in der Marginalzone der Milz und im Knochenmark zu finden (156-158). Bei
erneutem Antigenkontakt werden Gedachtnis-B-Zellen schneller aktiviert und es kommt zu
einer starkeren und langer anhaltenden Immunreaktion (76, 110, 116, 128). Um die
Gedachtnis-B-Zellen in der Maus zu charakterisieren, wurde in dieser Arbeit eine
Kombination aus Oberflichenmarkern verwendet (B220+GL7-CD95intCD73+), da es keinen
selektiven Marker gibt. Das schrankt die Aussagen ein, da Dogan et al. gezeigt haben, dass
es verschiedene Gedachtnis-B-Zellsubpopulationen gibt. Diese differenzieren sich nach
erneutem Antigenkontakt entweder sofort zu Plasmazellen, oder starten noch einmal eine

Keimzentrumsreaktion und erneuern dabei auch den Pool der Gedachtnis-B-Zellen (159).

Zum humoralen Immungedachtnis zdhlen aber auch schiitzende Serumantikérper, die
eindringende Krankheitserreger neutralisieren, bevor es zu einer zellularen
Immunreaktion kommt (160). Aufgrund der begrenzten Halbwertzeit der Serumantikérper
- etwa 21 Tage beim IgG - ist es notwendig, kontinuierlich antigenspezifische Antikdrper zu
sezernieren. Diese Aufgabe wird von antigenspezifischen Plasmazellen tibernommen (161,
162).
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In der Literatur gibt es drei Theorien, die erklaren sollen, wie die schiitzenden

Serumantikdrperkonzentrationen aufrechterhalten werden:

1.) Der kontinuierliche Antigenkontakt, der zur standigen B-Zellaktivierung fiihrt und

infolge einen schiitzenden Antikorperspiegel produziert (163).

2.) Die kontinuierliche Aktivierung von Gedachtnis B-Zellen als T-Zell-Bystander-Antwort
oder polyklonale Aktivierung (128, 164, 165).

3.) Langlebige Plasmazellen, die in T-Zell-abhdngigen Keimzentrumsreaktionen entstehen
(119, 166, 167).

Die Vorlauferzellen (Plasmablasten) migrieren ins Knochenmark in entsprechende
Uberlebensnischen, wo sie zu langlebigen Plasmazellen reifen (76, 168, 169). Es verdichten
sich die Befunde, die die letzte Theorie stiitzen (40, 76, 157, 162, 170, 171).

Stromazellen bilden das Geriist der Uberlebensnischen fiir Plasmazellen und vermitteln
liber CXCL12 Zellkontakt-abhingige Uberlebenssignale (84, 172, 173). Eosinophile
produzieren wichtige Uberlebensfaktoren wie IL6 und APRIL und konstituieren ungefihr
60% der Zellen in den putativen Uberlebensnischen der Plasmazellen (174). Weitere 30%
tragen Megakaryozyten bei, die ebenfalls in engem Kontakt mit

Knochenmarksplasmazellen liegen (175, 176).

Die Uberlebensnischen und damit die Zahl der langlebigen Plasmazellen ist begrenzt (177).
Plasmazellen machen etwa 0,1-1% aller Knochenmarkszellen aus, damit haben Mause
naherungsweise 1x10¢ und Menschen 1x10° Knochenmarksplasmazellen. Bei jeder
Immunantwort wird ein Teil der etablierten Population durch neu entstehende
Plasmazellen ersetzt (76). Dies geschieht durch Verdrangung (178) oder Fc-Rezeptor-
vermittelte Apoptose residenter Plasmazellen (179, 180).

1.5. B-Zellen in der Sepsis

Die Rolle der innaten Immunzellen in der Sepsis wird schon lange erforscht. Wahrend sie
initial tiber das Ziel der effektiven Keimabwehr hinausschieféen und den Wirtsorganismus
schadigen, sind sie in den spateren Phasen zur effektiven Keimabwehr nicht mehr in der
Lage. Viele Zellen sind in Apoptose gegangen, die Antigenprasentation ist stark
beeintrachtigt. In dieser hypoinflammatorischen Phase dominieren anti-inflammatorische
T-Helferzellen (Th2, Tregs) (18-20). Eine effektive Keimabwehr ist kaum moglich (15, 19,
181-184).

Ob B-Zellen eine Rolle in der Sepsis spielen, oder wie das humorale Immunsystem durch
Sepsis beeinflusst wird, wurde bisher unzureichend erforscht. Dabei werden
Sekretionsprodukte der B-Zellen seit den 1980er Jahren ,off-label” zur Sepsistherapie

eingesetzt - Antikorper. Intravenoses IgG (IVIG) ist ein Blutprodukt humaner Spender. Die
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Therapie zielt auf die Neutralisierung bzw. Opsonisierung mikrobieller Produkte durch
hohe Dosierung. Wirksamkeitsstudien kamen aber zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen,
weshalb IVIG nicht offiziell zur Behandlung der Sepsis empfohlen wird. (185). Neue Daten
legen nahe, das IVIG per se antiinflammatorische Eigenschaften hat und eine
liberschiefdende Wirtsreaktion dampfen konnte (26, 186-189).

Natiirliche, antigenunabhangige aber auch antigenspezifische Antikérper kénnen bereits
sehr frith nach dem initialen Keimkontakt an Infektionserreger und toxischen Substanzen
binden und Komplement aktivieren. In der adaptiven Phase entstehen hochspezifische,
affinitatsgereifte Antikorper, die mikrobielle Strukturen opsonisieren, neutralisieren oder
der antikorpervermittelten Zytotoxizitat zufiihren kénnen. Es ist gut belegt, dass Mause
ohne adaptives Immunsystem (Rag-/-) der Sepsis schneller unterliegen als Tiere mit voll
funktionierendem Immunsystem (190-195), auch wenn einzelne Studien dies nicht
reproduzieren konnten (196). Kelly-Scumpia et al. haben im CLP-Modell gezeigt, dass vor
allem B-Zellen eine wichtige Funktion fiir das Uberleben haben. Sie werden durch Typ I IFN
(nicht TLR) aktiviert und produzieren Faktoren, die zu einer besseren Eliminierung der
Bakterien beitragen und so die inflammatorischen Antwort reduzieren (197). Zu den von
B-Zellen produzierten Faktoren, die das Uberleben positiv beeinflussen, gehéren
Antikorper, vor allem der Klasse IgG (198), von B1-Zellen produziertes IL10 (199) und von
sogenannten innate response activator (IRA)-B-Zellen produziertes GM-CSF. IRA-B-Zellen
kommen in der roten Pulpa vor und haben sich aus LPS-aktivierten Bla-Zellen entwickelt.
Sie tragen zu einer besseren bakteriellen Eradizierung nach Sepsis bei und schiitzen so vor

einem fatalen Zytokinsturm (200).

Andererseits wurde wiederholt beschrieben, dass bakterielle Infektionen die Bildung
autoreaktive Antikérper induzieren konnen und so Autoimmunerkrankungen auslésen
oder ihre entziindlichen Symptome verstarken konnen (201). Das Rheumatische Fieber
(RF) oder das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) werden mit der Entstehung von
Autoantikoérpern nach bakterieller Infektion in Verbindung gebracht (202-204). Haufige
Infektionen mit Gram-negativen Bakterien, wie sie bei den Krankheitsbildern der
zystischen Fibrose (CF) und den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (IBD)
vorkommen, fithren zur Bildung von Autoantikorpern, die gegen das bakterizide
permeabilititserhohende Protein (BPI) gerichtet sind (205). Eine polyklonale Aktivierung
von B-Zellen konnte wahrend einer Sepsis zur Entstehung von Autoantikérpern beitragen,

mit der moglichen Konsequenz chronischer Entziindungen.

Aufierdem ist bisher vollig unklar, welchen Einfluss eine Sepsis auf das Immungedachtnis
hat. Die verstarkte Verbrauchskoagulation, wie sie in der Sepsis vorkommt, mobilisiert
Megakaryozyten (2, 3, 17). Zusammen mit eosinophilen Granulozyten sind diese Zellen
wichtiger Bestandteil der Uberlebensnischen langlebiger Plasmazellen im Knochenmark
(176, 206). Die Zahl dieser Nischen ist begrenzt (76). Bei jeder Immunantwort
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konkurrieren neu entstehende Plasmazellen mit etablierten Plasmazellen um die wenigen
Uberlebensnischen (178). Aufzerdem gehen etablierte Plasmazellen nach Kreuzvernetzung
des FcyRIIB-Rezeptors in Apoptose (179, 180).

Sepsis konnte folglich zu einem Verlust des humoralen Immungedachtnisses und damit z.
B. auch des Impfschutzes fithren (207-209), der die Uberlebenden anfillig fiir weitere
Infektionen macht. Dies konnte zur erhohten vitalen Gefahrdung beitragen, die sich beim

Menschen epidemiologisch bis zu fiinf Jahre nach einer Sepsis nachweisen lasst (27, 28).

1.6. Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit sollte zunachst eine kinetische Analyse der B-Zellsubpopulationen und der
B-Zelldifferenzierung in verschiedenen Organen die Rolle der B-Zellen in der Infektabwehr

bei Sepsis ndher beleuchten. Folgende Fragen wurden im Tiermodell adressiert:
1. Wann werden B-Zellen wahrend einer Sepsis aktiviert?
2. Kommt es zur Ausbildung von Keimzentren und zum Klassenwechsel?
3. Wann entstehen Plasmablasten und Plasmazellen?
4. Spielen die Milz und die Marginalzonen-B-Zellen eine Rolle?

5. Beeinflussen T-Zellen die humorale Immunantwort in den frihen Phasen der

Sepsis?
6. Kommt es zur Bildung autoreaktiver Antikérper?

Danach sollte gepriift werden, ob Sepsis das etablierte Immungedachtnis beeinflusst. Dafiir
sollten im Tiermodell durch Vakzinierung mit einem definierten Antigen (TNP-Ovalbumin)
ein stabiles Immungedachtnis aufgebaut und danach eine polymikrobielle Peritonitis
(CASP) induziert werden.

Um schlief3lich auch beim Menschen den Einfluss einer Sepsis auf das etablierte
Immungedachtnis zu untersuchen, sollten die Konzentrationen von Diphtherie- und
Tetanus-spezifischen Antikorpern vor und nach Sepsis verglichen werden. Die

Immunisierungsrate in der Bevolkerung mit diesen prototypischen Antigenen ist hoch.

In einer weiteren klinischen Studie sollten die kurz- und langfristigen Effekte einer Herz-
Lungen-Bypass-Operation (HLB) auf die humorale Immunantwort und das humorale

Immungedachtnis untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Laborgerite

Analysenwaage BP 121B
Digitalkamera
Durchflusszytometer
Cantoll
LSRII

Fluoreszenzmikroskop

Immunospot Series 5 Versa ELISPOT Analyzer

Inkubator fiir Zellkulturen
Laborschittler KL-2
Lichtmikroskop

LuminexBioPlex 200

Magnetriihrer (MR 3001)
Mehrkanalpipette
Mikrotom-Kryostat Cryo-Star HM 560
Microplate Reader ThermoMax
(Plattenphotometer)

Mikrowelle

Pipetten

Praparierbesteck (Schere, Pinzette)
Precellys 24 Homogenisator
Sterilwerkbank

Schiittler

Vakuum-Pumpe

Wasserbad

Ultraschallgeréat
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Sartorius AG, Gottingen

Visitron Systems, Puchheim

BD, NJ, USA

BD, NJ, USA

ZEISS-Axio Imager A.1, Jena
CTL Europe GmbH, Bonn
Binder Labortechnik, Tuttlingen
Merck

Hund, Wetzlar und Carl Zeiss, Jena
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Heidolph, Schwabach
Eppendorf, Hamburg

Microm Int, Walldorf

Molecular Devices, Ismaning

Severin, Sundern

Eppendorf, Hamburg
Aesculap, Tuttlingen

Peqlab, Erlangen

Heraeus Instruments, Hanau
Heidolph, Schwabach

Bio-Rad Laboratories, CA, USA
Thermo Haake, Karlsruhe

VWR, Darmstadt



Material und Methoden

Zentrifugen
Biofuge fresco / pico
Megafuge 1.0 / 1.0R

Zytozentrifuge (Cytospin 4)
2.2. Verbrauchsmaterialien

Columbia Blut-Agar

Deckglaser

Einbettschilchen

Ethilon (4/0, 7/0)

FACSTM-Ro6hrchen
Homogenisierungs-/ Schredder-Saulen
Kantilen Neoject 26G+7/8 und 20G+ 1 %
Kopitnik AVM Mikro-Clips gerade
MaxiSorp Mikrotiterplatten (96-Loch)
Mikro Hamatokrit Kapillaren
MultiScreenHTS-IP Filterplatte
Objekttrager (Superfrost plus)
Petrischalen (10 cm)

Pipettenspitzen

Precellys Homogenisationsrohrchen
Reaktionsgefafde (0,5ml; 1,5ml; 2,0ml)
Spritzen (1 ml)

Spritzen Inject 2 ml

Sterilfilter (0,45 um)

TruCOUNT™ Tubes
Venenverweilkatheder 18G

Zellkulturplatten

(6-, 96- Loch, Flachboden und Rundboden)

Heraeus Instruments, Hanau
Heraeus Instruments, Hanau

Shandon, PA, USA

BD, Heidelberg

Langenbrick, Tenningen
Sakura, Zoeterwoude, Niederlande
Catgut GmbH, Markneukirchen
BD, Heidelberg

Qiagen, Hilden

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

Nunc, Roskilde, Dadnemark
Brand, Wertheim

Millipore, MA, USA
Langenbrick, Tenningen
Greiner, Frickenhausen

Eppendorf, Hamburg und Greiner,

Frickenhausen

Peqlab, Erlangen
Eppendorf, Hamburg
Dispomed, Gelnhausen
Braun, Melsungen

Merck, Darmstadt

BD, Heidelberg

Venflon, BOC

Greiner, Frickenhausen
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Zellsiebe (70 um)

Zentrifugenréhrchen (15ml und 50 ml)

Zerebrovaskulare Clips

2.3. Reagenzien und Chemikalien

5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU)
2N H2S04
AEC (9-Ethylcarbazol-3-amine)
ADG-Lyse

Ammoniumchlorid
anti-human IgG conjugate
Aceton

Adjuvant Imject Alum
Annexin 10x-Puffer
Biotin-Blocking System
Buprenorphin (Temgesic®)
DAPI

Dimethylformamid
Diphtherie-Toxin

EDTA

Einbettmedium TissueTek O.C.T.

Essigsaure

Ethanol

Ertapenem (Invanz®)
FACS Flow

Fc-Rezeptor-Block

BD, Heidelberg

BD Labware, Heidelberg, Sarstedt,
Niimbrecht

Aesculap AG Tuttlingen

Sigma-Aldrich, MO, USA

Sigma, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, MO, USA

An der Grub Bio Research, Wien,

Osterreich

Sigma-Aldrich, MO, USA

INOVA Diagnostics, San Diego, USA
J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Pierce, Rockford USA

BD, Heidelberg

Dako, Carpenteria

RB Pharmaceuticals, Mannheim
Thermo Scientific

Sigma-Aldrich, MO, USA

Merck, Darmstadt

neo Lab Migge, Heidelberg

Sakura, Zoeterwoude, Niederlande
Merck, Darmstadt

Karl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck Co., NJ, USA

BD, Heidelberg

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach

Fluoprep (Eindeckmedium) bioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich

Fotales Kalberserum PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
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Glucose
L-Glutamin
Heparin-Natrium
Hep2-ANA Zellen

Kaliumbikarbonat

Karbonatpuffer pH 9,6 (10-fach)

Natriumacetat
Natriumazid

Paraformaldehyd

OptEIA™ TMB Substrate Reagent Set

Ovalbumin

PBS (Losung)

PBS (Pulver)
Penicillin-Streptomycin
RPMI 1640

Saponin (weif3, rein)
Sevofluran Inhalationsnarkose
TNP(14)-BSA
TNP(13)-OVA

Tween 20
Wasserstoffperoxid (30%)

Ziegennormalserum
Medien, Puffer

R10F:

Sigma-Aldrich, MO, USA

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Ratiopharm, Ulm

INOVA Diagnostics, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, MO, USA

Candor Bioscience, Weifsensberg
Sigma-Aldrich, MO, USA

Sigma-Aldrich, MO, USA

Sigma, Deisenhofen

BD Biosciences, San Jose
Sigma-Aldrich, MO, USA

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Sigma, Deisenhofen

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Merck, Darmstadt

Abbott, IL, USA

Biosearch Technologies,Inc, CA, USA
Biosearch Technologies,Inc, CA, USA
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

RPMI 1640 (ohne Glutamin)
10% FCS
2% L-Glutamin (200mM)

2% Penicillin/Streptomycin
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FACS-Waschpuffer:

Saponinpuffer:

ELISPOT-Substrat

Erythrozytenlyse

MACS-Puffer

Waschpuffer

Kits

Mouse inflammation cytometric bead array
BioPlex™ Calibration Kit

BioPlex™ Validation Kit 4.0

Milliplex Mouse Ig Isotyping Immunoassay
FITC BrdU Flow Kit

CD4+ T cell Isolation Kit II, Mouse

CFSE Cell Proliferation Kit

Fix & Perm Zellpermeabilisierungskit

SerionELISA classic kit DT/TT

18

FACS-Flow

2% FCS

0,02% Natriumacid

2mM EDTA

0,1 g Saponin

100 ml FACS-Waschpuffer
15 ml A. dest.

7,5ml Essigsaure (0,2M)
10,5ml Natrium-Acetat-Losung (0,2M)
1ml AEC (10 mg/ml in DMF)
18ul H202

0,01 M Kaliumbikarbonat
0,155 M Ammoniumchlorid
0,1 mM EDTA

0,5% FCS

2 mM EDTA

500 ml PBS

PBS

0,05% Tween 20

BD Biosciences, Heidelberg
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Millipore, Billerica, USA
BD, Heidelberg
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Invitrogen, Darmstadt
An der GrumBResearch, Wien, Osterreich

Virion\Serion GmbH, Wiirzburg
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2.4. Software, Datenbanken und online-Programme

BioPlex Manager 5.0 BioRad, Hercules, CA, USA

FCAP Array™ v1.01 Soft Flow, Pécs, Ungarn

Flow]o 7.6.1 Tree Star Inc., OR, USA

GraphPad Prism 5.01 GraphPad Software Inc., CA, USA
ImmunoCapture™ Image Acquisition CTL Europe GmbH, Bonn
ImmunoSpot® Analysis software V5 CTL Europe GmbH, Bonn

Spot Advanced Diagnostic Instruments, MI, USA
MetamorphOffline7.1.4.0 Molecular Devices, CA, USA

NCBI PubMed www.pubmed.com

ISI web of knowledge www.webofknowledge.com

2.5. Tierexperimentelle Methoden

Tierhaltung

In dieser Arbeit wurden weibliche C57BL/6, DEREG (Hintergrund C57BL/6) und OT-II
(Hintergrund C57BL/6) Mause verwendet. Diese wurden bei Charles River erworben oder
stammten aus eigener Zucht. Sie wurden in den Tierrdumen der Universitdt Greifswald im
Biotechnikum unter Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetztes sowie konstanten
Bedingungen (12:12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus, Futter und Trinken ad libitum)
gehalten.

Colon ascendens Stent Peritonitis (CASP)

Nach Anasthesie wurde die Maus fixiert, die Haut des Bauches desinfiziert und entlang der
Linea Albea eroffnet. Zdkum, Colon ascendens und terminales Ileum wurden aus dem
Bauchraum entnommen. Es erfolgte die Punktion des Colons mit einem 18Gauge
Venenverweilkatheter, der mesenterial mit 7/0 Ethilon fixiert und mit einer Schere 1 mm
tiber der Serosa abgeschnitten wurde. Durch Druck auf das Zdkum fiillte sich der Katheter
mit Faeces. Anschlieféend wurden alle Darmanteile wieder in die Bauchhéhle platziert.
Nach Applikation von 0,5 ml physiologischer Kochsalzl6sung erfolgte der Wundverschluss
mit 5/0 Ethilon. Am Ende der Operation erhalten die Mause als Schmerztherapie 0,1 mg/kg

KG Buprenorphin subkutan. Der Wund- und Faszienverschluss erfolgte fortlaufend.
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Akute Peritonitis (AP)

Die Operation erfolgte analog zur CASP. Der Venenverweilkatheder wurde in den Fundus
des Zakums inseriert. Zwolf Stunden nach AP erhielten die Mduse 1ml 0,9 %ige, isotonische

Natriumchloridlésung als Volumensubstitution subkutan injiziert.

In den Transferversuchen erhielten die Mause zur Verbesserung der Uberlebensrate alle

zwolf Stunden nach AP 20 ug/g KG Ertapenem i.p..
Fiikal induzierte Peritonitis (FIP)

Zakuminhalt (fecal content, FC) wurde von Wurfgeschwistern der Versuchstiere gewonnen
(Spendermause). Dazu wurden die Spendermause narkotisiert und durch zervikale
Diskolation getdtet. Anschliefend wurde die Bauchdecke mit Ethanol desinfiziert, eroffnet
und das Zdkum aus dem Bauchraum entnommen. Nach dem Durchschneiden der Ampulla
ceci wurde das Zdkum explantiert und der Inhalt mit Hilfe einer Pinzette in eine Petrischale
gedriickt und gewogen. Der FC wurde in PBS aufgenommen, homogenisiert und auf eine
Endkonzentration von 100 mg FC / ml PBS eingestellt. Das Homogenat wurde durch ein

70 um Zellsieb filtriert, um grobe Bestandteile zu entfernen.

Anschlief3end wurde die Anzahl der lebenden Bakterien des FC bestimmt. Dazu wurde der
FC logarithmisch in PBS verdiinnt. Je 10 pl der Verdiinnungen wurden auf Columbia-
Blutagar-Platten punktférmig in Dreifachbestimmung aufgetragen und 22 h bei 37°C
inkubiert. Als Maf3 fiir die lebenden Bakterien wurden die koloniebildenden Einheiten
(colony forming units, cfu) je ml FC bestimmt. Da nur ein Bruchteil der endogenen Flora
kultivierbar ist, gibt die cfu keine Auskunft iiber die tatsachliche Anzahl an Bakterien/mg
FC, hilft aber als Bezugspunkt eine anndhernd reproduzierbare Menge FC zu applizieren

(cfu als Aquivalent)

Nach FIP erhielten die Tiere taglich bis zu 14 Tage 0,8mg/ml 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU)
Uber das Trinkwasser angereichert mit 1% Glucose.

Splenektomie

Nach Anéasthesie wurde die Maus fixiert, die Haut des Bauches desinfiziert und die Tiere
median laparotomiert. Der kraniale Wundrand wurde unterhalb des Rippenbogens mittels
Kauterisation erweitert. Mit Hilfe von Abdominalhaken (Eigenbau) wurde der Situs im
Bereich der Milzloge dargestellt und zunachst das kranial-dorsale Milzgefafd mittels
Kopitnik-Gefafdklemme abgeklemmt, anschliefdend das kaudal-ventrale Gefaf3. Durch
jeweils zwei Ligaturen wurden die unterbrochenen Gefafde mit Mariderm 7/0 ligiert und
zwischen diesen durchtrennt. Daraufhin konnte die Milz mittels scharfer Schere aus dem

umgebenden Bindegewebe herausprapariert werden. Zur Kontrolle der blutungsfreien
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Splenektomie erfolgte das Austupfen der Milzloge mit einem sterilen Natriumchlorid-

getranktem Tupfer. AnschliefRend erfolgte die CASP.
Belastungsschweregrad

Zur Beurteilung des Schweregrades der Sepsis wurde das Verhalten der Mause nach AP
engmaschig kontrolliert (6, 12, 24, 30, 36, 48, 54, 60 und 72 Stunden nach AP). Hierzu
wurde ein von Zantl et al. erstellter Belastungsscore verwendet, der die Tiere hinsichtlich
ihres Erscheinungsbildes, ihrer Atmung, ihres Spontanverhaltens und ihres provozierten
Verhaltens beurteilt (36). Tiere mit einem Summenbelastungsscore > 10 wurden unter

Narkose durch zervikale Dislokation getotet.
Immunisierung

Die Mause wurde im Alter von sechs Wochen mit 100 pg TNP-13-Ovalbumin und 50pug
Ovalbumin in Alum intraperitoneal (i.p.) immunisiert. Die Wiederholungsimmunisierung
erfolgte nach drei Wochen. Das Gemisch aus Adjuvans (Imject Alum) und Antigen (TNP-
OVA) wurde nach Herstellerangaben in einem 1:2 Verhaltnis hergestellt. Appliziert wurde

das Gemisch in 200 pl Gesamtvolumen. Die Suspension wurde auf 37°C erwarmt.
Narkose

Die Mause erhielten eine Losung aus Ketamin (Ketanest, Parke-Davis GmbH, Berlin) und
Xylazin (Rompun, Bayer Health Care, Leverkusen) in physiologischer Kochsalzl6sung
(Delta Select GmbH, Dreieich) (100pg/10pug/g KG) intraperitoneal.

Die Inhalationsnarkose erfolgte mit Sevofluran.
Tétung der Tiere

Nach den Tierschutzbestimmungen wurden die Mause anasthesiert und durch zervikale

Dislokation getotet.
Organexplantation, Peritoneallavage und Serumgewinnung

Nach Anasthesie der Tiere wurde Blut mit einer Mikrohdmatokritkappillare aus dem
retrobulbaren Venenplexus entnommen. Zur Serumgewinnung wurde das Vollblut bei
16.000 g fiir 10 min zentrifugiert. Das gewonnene Serum wurde in ein neues R6hrchen
tibergefiihrt und erneut zentrifugiert. Danach wurde das Serum bei -70°C aufbewahrt. Fiir
durchflusszytometrische Analysen und Bakteriologie des Bluts, wurde ein Teil in einem

Reaktionsgefafd aufgefangen in dem 50ul Heparin vorgelegt waren.

Nach Totung wurden die Mause fixiert und die Bauchdecke mit einer Schere eroffnet, ohne
das Bauchfell zu beschadigen. Mit einer Spritze wurden 10ml steriles PBS in die
Bauchhohle injiziert, der Bauch leicht massiert und die Lavage wieder abgezogen.
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AnschliefSend wurden Organe entnommen und in steriles PBS libergefiihrt. Ein Teil der
Milz wurde in Einbettmedium im fliissigen Stickstoff schockgefroren und auf Trockeneis
aufbewahrt. Die Langzeitlagerung erfolgte bei -70°C. Die restliche Milz diente der Isolation
von Splenozyten. Die Zellzahl wurde durchflusszytometrisch mithilfe von BD TruCOUNT™

beads ermittelt.

Adoptiver Transfer von OT-II T-Zellen

Spezifitat Konjugat Isotyp Klon Hersteller :(i::IzZntration
CD3 PE-Cy7 Rat IgG2b, k 17A2 BioLegend 1 pg/ml

CD4 A700 Rat IgG2a, k RM4-5 BiolLegend 1 pg/mi

CD8a Biotin Rat IgG2a, k 53-6.7 BiolLegend 1 pg/mi
CD11b APC-A780 Rat IgG2b, k M1/70 eBioscience 0,625 pg/ml
CD19 A647 Rat 1gG3, k eBiolD3 eBioscience 0,25 pg/ml
NK1.1 BvV421 Mouse 1gG2a, k PK136 BiolLegend 4 pl/10° Zellen
Molekiil Konjugat Hersteller finale Konzentration
AnnexinV PE BD 5 ul/100 pl
Streptavidin PE BD 1 pg/ml

DAPI Thermo Scientific 5ul/Probe

Die Milz wurde durch ein 70 um Zellsieb gedriickt und die Milzzellen in FCS-freiem Puffer
(PBS) aufgefangen. Nach Erythrozytenlyse mit einem Ammoniumchlorid-haltigen Puffer
(0,5 ml/pro Milz, 3 min bei Raumtemperatur) wurden die Zellen mit PBS gewaschen (300 x
g, 6 min). Nach der Zellzahlung wurden 5x107 Zellen in 10ml vorgewarmtem PBS (37 °C)
resuspendiert und mit 1uM CFDA-SE (der Vorstufe des CFSE) nach Herstellerangaben fiir
10 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von eiskaltem
20 %-FCS/PBS gestoppt und die Zellen fiir 5 min auf Eis gestellt. Danach wurden die Zellen
in PBS gewaschen. Die anschlief3ende negative Selektion der CD4+ Zellen erfolgte nach

Herstellerangaben (Miltenyi Biotec). Es folgte Zellzahlung, Reinheitsbestimmung und
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Transfer. 1x107 Zellen in 100ul PBS wurden den Rezipienten unter Inhalationsnarkose in

den retrobulbaren Venenplexus appliziert.

Zur Bestimmung der Reinheit der isolierten CD4* Zellen wurden zuerst 2 pl Fc-Block pro
106 Zellen zugegeben und 15 min bei 4 °C inkubiert. Anschlief3end wurden 50ul des
Antikorpergemischs (anti-CD3-PE-Cy7, anti-CD4-A700, anti-CD11b-APC-A780, anti-CD19-
A647, anti-NK1.1-BV421 und anti-CD8a-Biotin) dazugegeben. Der Ansatz wurde 30 min bei
4 °C inkubiert und die Zellen anschliefdend mit FACS-Puffer gewaschen (300 x g, 6 min).
Zum Nachweis des biotinylierten anti-CD8a-Antikorpers wurde das Sekundarreagenz
Streptavidin-PE in FACS-Puffer verdiinnt (1 pg/ml), 50 pl der Verdiinnung auf die Zellen
gegeben und fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde das Zellpellet in
200 pl FACS-Puffer resuspendiert und im Durchflusszytometer LSRII gemessen. Die
Auswertung erfolgte mit FlowJo 7.6.1. Die Reinheit betrug durchschnittlich 85% (nicht
gezeigt).

Fiir die Bestimmung des prozentualen Anteils lebender CD4+ Zellen wurden die Zellen mit
1x Annexinbindungspuffer gewaschen (6 min, 300 x g). Danach erfolgte die Zugabe von

2 pl Fc-Block pro 106 Zellen mit anschlief3ender Inkubation im Dunkeln (5 min bei
Raumtemperatur). AnnexinV-PE, anti-CD3-PE-Cy7 und anti-CD4-A700 wurden in 1x
Annexinbindungspuffer verdiinnt, 100 pul des Gemisches auf die Zellen gegeben und 20 min
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach dem Waschen mit 1x
Annexinbindungspuffer (300 x g, 6 min) wurde das Zellpellet in 200 pl 1x
Annexinbindungspuffer resuspendiert, 5 pl DAPI hinzugegeben und anschlief3end ca.
300.000 Ereignisse im Durchflusszytometer LSR Il gemessen. Die Auswertung erfolgte mit
FlowJo 7.6.1. Die Vitalitat der aufgereinigten CD4+ T-Zellen betrug durchschnittlich 80%
(nicht gezeigt)

Nachweis transferierter CFSE* CD4+ OT-II-Zellen

Nach Splenozytenisolation wurden 4 x10¢ Splenozyten mit 10 pl Fc-Block 15 min bei 4 °C
inkubiert. Anschlief3end wurden 50pl eines Gemischs aus anti-CD4-A700, anti-CD11b-APC-
A780 und anti-CD19-A647 dazugegeben und 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach dem Waschen
mit FACS-Puffer wurde das Zellpellet in 200 pl FACS-Puffer resuspendiert und
anschlief3end ca. 1,5 Mio. Ereignisse im Durchflusszytometer LSR Il gemessen. Die

Auswertung erfolgte mit FlowJo 7.6.1.
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Depletion von CD4+* T-Zellen

Spezifitat Konjugat Isotyp Klon Hersteller :(i::lz(:ntration
D3 211‘37"3“"0@ IgG2b, K 17A2 eBioscience 2 pg/ml

CD4 PE Rat 1gG2a, k RM4-5 BD 0,5 pug/ml
CD8a FITC Rat IgG2a, k 53-6.7 BD 2 ug/ml
CD11b HV450 RatIgG2b,k  M1/70 BD 1 pg/ml

Den Versuchsmdusen wurden 72 und 24 Stunden vor Versuchsbeginn jeweils 150 ug eines
depletierenden, monoklonalen anti-CD4 Antikérpers (Gk1.5) in PBS i.p. appliziert. Dieser
Antikorper wurde im Institut fiir Inmunologie hergestellt und aufgereinigt. Die

erfolgreiche Depletion wurde durchflusszytometrisch tiberpriift. Dazu wurdenZellen im
antikoagulierten Vollblut, Splenozyten und Thymozyten mit EqtBlock 15 min bei 4°C
inkubiert. Danach wurden 50ul eines Antikdrpergemischs dazugegeben (anti-CD4-PE, anti-
CDS8-FITC, anti-CD3-Alexa647, anti-CD11b-HV450) und 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.
Nach der Inkubationszeit wurden 2004DG-Lyse zum Vollblut gegeben und nach
Herstellerangaben die Erythrozyten lysiert. Anschlie3end wurden die Zellen bei 300 x g und
4 °C fur 6 min zentrifugiert, in 200l FACS-Puffer resuspendiert und am FACS Canto Il
analysiert. In Milz und Blut wurden rund 98% der CT®4" T-Zellen depletiert.

Auch 14 Tage nach Depletion war die CD4+Population in nicht-septischen CD4-

depletierten Tieren noch stark dezimiert (ca. 40 % im Vgl. zu unbehandelten Tieren (210)).
Depletion regulatorischer T-Zellen

DEREG-Mausen und C57BL/6 Wildtyp-Kontrollen wurden 48 und 24 Stunden vor CASP
jeweils 1ug Diphtherie-Toxin in 100pl sterilem PBS unter Inhalationsnarkose in den

retrobulbdren Venenplexus injiziert.
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2.6. Histologie

finale

Spezifitat Konjugat Isotyp Klon Hersteller Konzentration
FITC Alexa488 Rabbit IgG Invitrogen S5ug/mi
CDh4 FITC Rat IgG2b, k Gk1.5 BD Sug/ml
CD19 Alexa647 Rat 1gG3, k eBiolD3 eBioscience 2ug/ml
CD169 FITC Rat IgG2a MOMA-1 Serotec 0,25pug/ml

_— Southern
IgD Biotin Rat IgG2a 11-26 Biotech 1,25ug/ml
IgM APC Rat IgG2a /41 EBioscience 0,5ug/ml
Molekiil Konjugat Hersteller finale Konzentration
Streptavidin TRITC Dianova 8,5ug/ml
PNA Rhodamin Vector 2,5ug/ml

4-6um dicke Kryostatschnitte der Milz wurden 5 min mit eiskaltem Aceton fixiert. Die
Schnitte wurden mit 20% FCS/PBS rehydratisert. Anschlieféend wurden 50ul der in 20%
FCS/PBS verdlinnten Primadrantikorper zur Farbung der Keimzentren (CASP: CD169-FITC,
CD19-Alexa647, PNA-Rhodamin; FIP: anti-CD4-FITC, anti-CD19-Alexa647, PNA-Rhodamin)
und zur Farbung der Marginalzonen-B-Zellen (anti-CD169-FITC, anti-IgD-Biotin, anti-IgM-
APC) auf die Schnitte gegeben und eine Stunde im Dunkeln inkubiert. Nach 2 x 5 min
waschen mit PBS wurden die Sekundarreagenzien (anti-FITC-Alexa488 und Streptavidin-
TRITC) verdiinnt in 20%FCS/PBS fiir eine Stunde auf den Schnitten im Dunkeln inkubiert.
Nachdem die Schnitte 2x in PBS gewaschen wurden, wurden sie mit Fluoprep eingedeckelt

und am Fluoreszenzmikroskop analysiert.

2.7. Bakteriologie

Die Organe Milz, Leber, Lunge und Niere wurden in je ein Homogenisationsréhrchen mit
1 ml PBS tbergefiihrt, gewogen und 1 x 15 s bei 5000 rpm im Homogenisator (Peqglab)
homogenisiert. Die Organsuspensionen, das antikoagulierte Vollblut und die
Peritoneallavage wurden unter sterilen Bedingungen logarithmisch in PBS verdiinnt. Je

10 pl der Verdiinnungsstufen wurden in Dreifachbestimmung auf eine Blutagarplatte
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getropft. Die Blutagarplatten wurden fiir 22 h bei 37°C inkubiert und anschliefsend die

Kolonie-bildenden Einheiten (cfu) gezahlt.

2.8. Durchflusszytometrie

Spezifitit  Konjugat Isotyp Klon Hersteller :(i::Izeentration
B220 Horizon V500 Rat IgG2a, K RA3-6B2 BD 2ug/ml
B220 APC-A780 Rat IgG2a, k RA3-6B2 eBioscience 1pg/ml
CD3 PerCP-Cy5.5 Hamster IgG 145-2C11 eBioscience 2ug/ml
CD4- PE-Cy7 Rat 1gG2b, Gk1.5 Biolegend 2ug/mi
CD5- PerCP-Cy5.5 Rat IgG2a, k 53-7.3 eBioscience 2ug/mi
CD11b Horizon V450 Rat 1gG2b, k M1/70 BD 1pg/mi
CD11b APC-A780 Rat 1gG2b, k M1/70 eBioscience 1pg/mi
CD19 Alexa647 Rat IgG2a 1D3 eBioscience 1pg/ml
CD21 FITC Rat 1gG2b, 7G6 BD 10pg/ml
CD23 PE Rat IgG2a B3B4 eBioscience 2ug/ml
CD62L PerCP-Cy5.5 Rat IgG2a, k MEL-1 eBioscience 2ug/ml
CD69 APC Hamster 1gG1 H1.2F3 BD 2ug/mi
CD73 PE Rat 1gG2a, TY/23 BD 4ug/ml
CD95 PE-Cy7 Hamster 1IgG2,A2  Jo2 BD 2ug/mi
CD138 PE Rat 1gG2a, K 281-2 BD 8ug/ml
GL7 Alexa647 Rat IgM, k GL7 eBioscience 2ug/ml
gD Horizon V450 Rat 1gG2a, k 11.26¢2a BD Sug/ml
IgD Biotin Rat IgG2a, 11.26c2a ;?;’:‘:lrn Sug/ml
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IgM PE-Cy7 Rat 1gG2a, K R6-60.2 BD 10ug/ml
Kappa PerCP-Cy5.5 Rat 1gG1, « 187.1 BD 1 pg/ml
MHCII Biotin Rat 1gG2b M5/114 eBioscience 2,5ug/ml
Molekiil Konjugat Hersteller finale Konzentration
AnnexinV PE BD 10ul/100ul
Streptavidin PE BD 1pg/ml
Streptavidin PE-Cy7 eBioscience 0,4ug/ml
Streptavidin Alexa647 eBioscience 0,25pg/ml

finale
Isotyp Konjugat Klon Hersteller Konzentration
Hamster 1gG APC eBio299Arm eBioscience 2ug/mi
Hamster 1gG2, K PE-Cy7 B81-3 BD 2ug/ml
Rat IgM, k Alexa647 RTK2118 BioLegend 0,5ug/100ul
RatlgG2a PerCP-Cy5.5 eBR2a eBioscience 2ug/mi
Rat IgG2b Biotin eBioscience Sug/ml
Rat IgG2a, K PE R35-95 BD 4-8ug/ml
Mouse IgG1, k FITC BD 2ug/ml
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Population Marker Quelle Gatingbeispiel
hi lo - * Anhang 2
Blaie lgM 1gD CD23CD11b (91) &
o * - Anhang 2
B2 IgM IgD CD23 CD11b (91) &
dull hi lo + -
Bla B220 IgM IgD CD5 CD23 (91) Anhang 1
+ hi lo -
Blb B220 IgM IgD CD23 (91) Anhang 1
+ int + -
Reife B2 B220 IgM IgD CD5 (91, 211) Anhang 1
follikulare B- o+ int +
B220 IgM IgD CD21 CD23 (43, 212) Anhang 3
Zellen
Marginalzonen-B- +  hi o - -
Zellen B220 IgM IgD CD21 (D23 (91) Anhang 3
Keimzentrums B- + hi int
B220°GL7 CD95 CD73 (159) Anhang 4
Zellen
hi ++ -
Plasmablasten kappa, MHCII CD138 Anhang 5
junge hi ++ +
Plasmazellen kappa  MHCII CD138 (157) Anhang 5
Reife hi - +
Plasmazellen kappaic MHCII CD138 (157) Anhang 5
Gedachtnis B- - int +
B220'GL7 CD95 CD73 (159) Anhang 4

Zellen

Milz und mesenterialer Lymphknoten wurden durch ein 70 m-Zellsieb gedriickt und so eine

Einzelzellsuspension hergestellt. Die Erythrozyten wurden durch Zugabe von A. dest

lysiert. Es folgten zwei Waschschritte mit PBS bei 300 g. Das Zellpellet wurde in 5ml Puffer

aufgenommen und die Zellzahl mithilfe von BD TruCount-Réhrchens im

Durchflusszytometer bestimmt.

Zur Gewinnung von Knochenmarkszellen wurden die distalen Enden von Femur und Tibia mit
einem Skalpell abgetrennt, das Mark mit je 5 ml 10 % FCS/PBS herausgespiilt und die Zellen
zweimal bei 300 g fiir 5 min gewaschen

2x106 Zellen wurden je FACS-R6hrchen eingesat und vor Zugabe der Antikérper 4 min bei

300 g zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Die Verdiinnung der Reagenzien erfolgte

in FACS-Puffer. Nach den Farbeschritten wurden die Zellen in FACS-Puffer resuspendiert,

im Durchflusszytometer (Cantoll, LSRII) analysiert und mit Flow]o ausgewertet. Es erfolgte
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grundsatzlich ein Dublettenausschluss. Interne Kontrollen oder Isotypkontollen wurden als

Grundlage filir das Gating verwendet.
Extrazelluldre Fdarbung

Pro 106 Zellen wurden 2pl Fc-Block zugegeben und 15 min bei 4 °C inkubiert. Anschlief3end
wurden 50pl des jeweiligen Antikdrpergemischs dazugegeben und 30 min bei 4 °C
inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit FACS-Puffer (300 x g, 6 min). Zum Nachweis
biotinylierter Antikérper wurden 50ul Fluorochrom-konjugiertes Streptavidin auf die
Zellen gegeben und fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde das

Zellpellet fiir in 200 pl FACS-Puffer resuspendiert und im Durchflusszytometer gemessen.

Fiir die Zellfarbung im Vollblut wurden 100pl antikoaguliertes Vollblut in ein FACS-
Rohrchen pipettiert, 100ul des jeweiligen Antikorpergemischs dazugegeben und 30 min
bei 4 °C inkubiert. Nach einem Waschschritt in FACS-Puffer (300 x g, 6 min) wurden 50ul
Fluorochrom-konjugiertes Streptavidin dazugegeben und 30 min bei 4 °C inkubiert. Ohne
zu waschen erfolgte die Zugabe von 100ul ADG-Lyse fiir 15 min. Danach wurde das FACS-
Roéhrchen mit A. dest aufgefiillt und fiir 10 min inkubiert. Nach zweimaligen waschen
wurden die Zellen in 100ul FACS-Puffer resuspendiert und im Durchflusszytometer

gemessen.
Intrazelluldre Fdarbung

Die intrazellulare Farbung schloss sich ohne zu waschen an den letzten Farbeschritt der
extrazellularen Farbung an. 100ul der Losung A (Fix & Perm Zellpermeabilisierungskit)

wurden zur Zellsuspension gegeben und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden die Zellen mit Saponinpuffer gewasch&®0(x g, 6 min). 50l der in Losung B
verdunnten Antikdrper wurden dazugegeben und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es
wurde mit Saponinpuffer gewaschen und die Zellen zur Messung in 200ul FACS-Puffer
aufgenommen.

BrdU-Fdrbung

Fiir den BrdU-Nachweis wurde das FITC BrdU Flow Kit von BD nach Herstellerangaben
verwendet. Die BrdU-Farbung ist ebenfalls intrazellular und schliefdt sich an die

extrazelluldre Farbung an.

Wenn neben BrdU auch andere intrazelluldre Antigene in derselben Farbung nachgewiesen
werden sollten, erfolgte die intrazellulare Farbung mit 50 pl einer Antikérperlésung aus
anti-BrdU-FITC und den entsprechenden Antikérpern. AnschliefSend wurden die Zellen mit
1 ml BD Perm/Wash Buffer gewaschen und zur Messung in 200 pl FACS-Puffer

resuspendiert.
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Nachweis von Zytokinen im Cytometric Bead Array (CBA)

Zytokine wurden nach Herstellerprotokoll des Cytometric Bead Array Mouse Inflammation

Kit gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der FCAP-Array Software.

2.9. Antikorper-Assays
HepZ2-Autoantikérper screening assay

Murines oder humanes Serum wurde 1:100 in 20% FCS/PBS verdiinnt und tiber Nacht auf
HEp2-ANA Objekttragern inkubiert. Nachdem die Objekttrager gewaschen wurden,
wurden gebundene, humane Antikérper mit einem anti-human IgG Konjugat mit Evan's
Blue - ready to use nachgewiesen. Gebundene murine Antikérper wurden mit anti-Maus
[gG-FITC (Southern Biotech, AL, USA, 10pug/ml) oder anti-Maus-IgM-FITC (Southern
Biotech, AL, USA, 10ug/ml) nachgewiesen. Die Objekttrager wurden am
Fluoreszenzmikroskop gleich lang belichtet und mit der SpotAdvanced Software

aufgenommen.
Bestimmung der Immunglobulinkonzentration des Gesamtserums

Fiir die Bestimmung der Immunglobulinkonzentrationen im murinen Serum wurde das
Milliplex Mouse Immunoglobulin Isotyping Immunoassay verwendet. Die Durchfiihrung
erfolgte gemafs den Herstellerangaben jedoch mit jeweils der Halfte der angegebenen
Reagenzienvolumina. Die Messung wurde am Luminex 200 System von Bio-Rad
Laboratories durchgefiihrt. Die Berechnung der Konzentration erfolgte anhand eines

Standards mit dem BioPlex Manager 5.0.

Fiir die Bestimmung der Konzentration humaner Serumantikérper wurden MaxiSorp
Mikrotiterplatten tiber Nacht mit Ziege anti-human Ig (Southern Biotech, AL, USA, 5ug/ml)
bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen mit PBST wurden freie Bindungsstellen mit 2%
Ziegenormalserum (Invitrogen) blockiert. Humanes Serum wurde mit dem Blockpuffer
verdiinnt, in die Kavitdten pipettiert und eine Stunde auf dem Laborschiittler inkubiert.
Gebundene Antikérper wurden mit Ziege anti-human IgM-HRPOD (Dianova, Hamburg,
1:80000) oder Ziege anti-human IgG-HRPOD (Dianova, Hamburg, 1:50000) nachgewiesen.
Die Platten wurden mit BD OptEIA™ TMB Substrat entwickelt und mit 2 N H2S04 gestoppt.
Gemessen wurde bei 450 nm. Die Konzentrationen wurden anhand eines passenden
Standards (IgG: Cohnll; IgM, Pierce, IL, USA) berechnet.

Nachweis antigenspezifischer Serum-Antikérper im ELISA (TNP, PF4/H)

Der Nachweis von TNP- und Ovalbumin-spezifischen Immunglobulinen erfolgte
grundsatzlich in Doppelbestimmung. Zwischen den Inkubationsschritten wurde dreimal

mit PBST gewaschen. Die MaxiSorb-Mikrotiterplatten wurden tiber Nacht mit 50ul TNP-
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BSA oder Ovalbumin (je 10 pg/ml) in Karbonatpuffer bei 4°C inkubiert. Freie
Proteinbindungsstellen wurden mit 10% FCS/PBS (Blockpuffer) fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur auf dem Laborschiittler geblockt. 50ul Serumproben wurden vorverdinnt
und seriell 1:3 in 4 Stufen in Blockpuffer verdiinnt in die Kavitdten pipettiert und eine
Stunde bei Raumtemperatur auf dem Laborschiittler inkubiert. Gebundene Antikorper
wurden mit Peroxidase-gekoppelten Ziege-anti-Maus-IgM (Dianova, Hamburg, 1:30000)
bzw. -IgG (Southern Biotech, AL, USA 1:30000) nachgewiesen. 50ul/Kavitit des Substrats
(OptEIA™ TMB Substrate Reagemjurden dazugegeben und die Reaktion nach 15 min
durch Zugabe von 20pl/Kavitat 2N Schwefelsdure gestoppt. Die Absorption wurde bei 450

nm im Plattenphotometer gemessen.

Da es keine TNP- oder Ovalbumin-spezifischen IgG-Subtypenstandards gibt, war eine
absolute Konzentrationsbestimmung nicht méglich. Die Menge TNP- und Ovalbumin-
spezifischen IgMs oder IgGs wurde anhand eines linear verdiinnten Standardserums
TNP/Ovalbumin-immunisierter Mduse berechnet und als au (kiinstliche Einheiten,

arbitrary units) angegeben.

PF4/H-1gG Antikdrper wurden nach Serumverdinnung§Q)Lim Enzym-Immunoassay
bestimmt (213, 214) und die Ergebnisse als optische Dichte angegeben (OD).

Nachweis von DT- und TT-spezifischen recall Antikérpern im humanen Serum

Die Konzentrationen der anti-DT und anti-TT IgG wurden mit dem SERION ELISA classic kit
nach Herstellerangaben bestimmt. Die Konzentrationen wurden anhand eines

entsprechenden Standards berechnet und werden als IU/ml angegeben.

2.10. Nachweis antigenspezifischer antikorpersezernierender Zellen im
ELISPOT

Zur Vorbereitung der MultiScreenHTS-IP Filterplatten wurden 25ul 35% Ethanol in die
Kavitdten pipettiert und dann dreimal mit 150ul PBS gewaschen. Anschliefend wurden
100pl des jeweiligen Antigens (Ovalbumin oder TNP-BSA, 50ug/ml in PBS) in die Kavitdten
pipettiert und tiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Nach dem Waschen mit PBS (3x) wurden freie Proteinbindungsstellen mit 2%FCS/PBS
blockiert. Anschliefend wurden 1x10¢ Milzzellen oder Knochenmarkszellen in
absteigender Verdiinnung (1:2) in 100 ul R10F /Kavitat tiber Nacht im CO2-Inkubator

inkubiert.

Zwischen den folgenden Inkubationsschritten wurden die Filterplatten dreimal mit PBST
gewaschen. Die Detektion gebundener Antikorper erfolgte mit Ratte-anti-Maus-IgM-biotin
(BD, Heidelberg 1pg/ml) bzw. Ziege-anti-Maus-IgG-biotin (Dianova, Hamburg, 1pg/ml) in
2%FCS/PBS fiir 2 Stunden bei 37°C. Nach der Inkubation mit 50pul Streptavidin-HRPOD
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(Dianova, Hamburg, 5ug/ml) pro Kavitat fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur wurden 100
ul ELISPOT-Substrat je Kavitat pipettiert. Nach 5 Minuten wurde die Filterplatten unter
fliefendem Wasser gewaschen und so die Reaktion gestoppt. Ausgelesen wurden die
Filterplatten am Immunospot Series 5 Versa ELISPOT Analyzer mit der ImmunoCapture™
Image Acquisition software, die Auswertung erfolgte mit der ImmunoSpot® Analysis

software V5.

2.11. Statistik

Der t-Test wurde verwendet, um die Mittelwerte zweier ungepaarter Stichproben
miteinander zu vergleichen. Bei mehr als zwei Stichproben wurde die One-Way ANOVA
verwendet. Waren die Stichproben gepaart (z.B. derselbe Patient zu verschiedenen

Zeitpunkten) so wurde die repeated measures ANOVA verwendet.

Der der ANOVA zugrunde liegende Hypothesentest (F-test) vergleicht den Unterschied
zwischen den Gruppen mit den Variabilititen innerhalb jeder Gruppe. Der p-Wert gibt an,
wie grofd die Wahrscheinlichkeit ist, dass die Mittelwerte der Gruppen zufallig so weit
auseinander liegen wie im jeweiligen Experiment beobachtet, wenn sie sich in der Realitit
nicht unterscheiden. Um anschliefdend herauszufinden, zwischen welchen Gruppen die
Unterschiede signifikant sind, schliefst sich ein post-test an. Der Bonferronis test for selected
pairs vergleicht a priori ausgewahlte Gruppen miteinander. Der Dunnets post test vergleicht

alle Gruppen mit einer ausgewahlten Kontrollgruppe, aber nicht miteinander.

Fiir die Kinetikanalysen werden zusatzlich die 95% Konfidenzintervalle (CI) der
Mittelwertsunterschiede zwischen den getesteten Gruppen angegeben. Das
Konfidenzintervall enthalt mit 95-prozentiger Sicherheit den wahren
Mittelwertsunterschied. Umfasst der Bereich des CI auch die Null, so besteht die

Wahrscheinlichkeit, dass es keine Mittelwertsunterschiede gibt.

2.12. Klinische Studien
Bakteridimie

Bode et al. haben eine prospektive Studie zur Pravention nosokomialer S. aureus-
Infektionen durchgefiihrt (215). Diese Studie wurde durch die Ethikkommission des
Erasmus University Medical Center gepriift und erhielt ein positives Votum. Es wurden
Serumproben zum Zeitpunkt der Einweisung ins Krankenhaus, zum Zeitpunkt der S. aureus

Bakteridmie-Diagnose und im Verlauf der Sepsis gesammelt.

Dieser Arbeit standen sechs Seren aus dieser Studie zur Verfligung mit den spitesten

Zeitpunkten Tag 7 bis Tag 19 nach Diagnose.
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Herz-Lungen-Bypass Operation

Serumproben von 166 Patienten einer prospektiven Herz-Lungen-Bypass Studie (HLB)
(216-218) vor OP, 10 Tage und > 4 Monate nach OP wurden untersucht. Der letzte
Zeitpunkt soll sicherstellen, dass gemessene Effekte auf Verdnderungen im langlebigen
Plasmazellpool zurilickgehen, und nicht auf akute B-Zellreaktionen nach HLB. Vier Monate
entsprechen sechs Halbwertzeiten von IgG, sodass mehr als 98% des IgG, das um den OP

Zeitpunkt herum gebildet wurde, degradiert ist.

Die Studie erhielt ein positives Votum von der Ethikkommission der Ernst-Moritz-Arndt

Universitat in Greifswald.
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3. Ergebnisse

Wie beeinflusst Sepsis das B-Zellkompartiment? Wie reagiert das humorale Wirtssystem
auf das septische Geschehen, auf die im Uberfluss vorhandenen mikrobiellen Antigene, die
stark erhohten proinflammatorischen Zytokine, den starken Anstieg apoptotischer Zellen?
Wird unter Umstianden das etablierte Immungedachtnis beeinflusst? Diese Fragen werden
in der Literatur nicht beantwortet, ja sie wurden bis heute auch kaum gestellt. Dies
erstaunt, denn schlieflich beruht die Wirkung von Impfungen auf der Kompetenz des

adaptiven Immunsystems, ein Inmungedachtnis zu bilden.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Sepsismodelle verwendet - FIP (fakal
induzierte Peritonitis), bei der eine bestimmte Menge Zakuminhalt (i.p.) appliziert wird,
und CASP (Colon ascendens Stent Peritonitis), bei der ein Hohlkatheter in den aufsteigenden
Ast des Dickdarms oder, in Abwandlung dieses Modells, in den Fundus des Zadkums
inseriert wird (Akute Peritonitis, AP). Austretender Darminhalt verursacht eine diffuse
Peritonitis und anschlief3end eine Sepsis. Zu Beginn der Arbeit sollen
Zytokinkonzentrationen, bakterielle Dissemination und

Serumimmunglobulinkonzentrationen in beiden Modellen verglichen werden.

Anschliefdend wurde die Zellzahl verschiedener B-Zellsubpopulationen (B2, Bla, B1b,
Marginalzonen-B-Zellen, follikuldre B-Zellen) am Ort des Insults (Peritonealhéhle) und in
verschiedenen peripheren lymphatischen Organen (Blut, Milz, mesenterialer

Lymphknoten, Knochenmark) im Verlauf nach Sepsis betrachtet.

Wahrend einer klassischen Immunreaktion werden B-Zellen tiber ihren B-Zellrezeptor
aktiviert, proliferieren und starten mit Hilfe von aktivierten T-Helferzellen die
Keimzentrumsreaktion, in deren Verlauf es zum Klassenwechsel und zur somatischen
Hypermutation kommt. Am Ende dieser Reaktion stehen Plasmazellen, die kontinuierlich
Antikorper sezernieren. Geschieht dies auch im komplexen Geschehen der Sepsis, oder sind
B-Zellreaktionen bei Sepsis beeintrachtigt? Sind T-Zellen beteiligt, und wie wichtig sind die

Milz bzw. Marginalzonen-B-Zellen fiir eine humorale Immunantwort nach Sepsis?

Das humorale Immungedachtnis besteht aus Gedachtnis-B-Zellen, die sich nach erneutem
Antigenkontakt schneller differenzieren kénnen, und sogenannten langlebigen
Plasmazellen, die in Uberlebensnischen des Knochenmarks sitzen und schiitzende
Antikorper kontinuierlich ins Serum sezernieren. Mit dem ELISPOT-Verfahren wurde
untersucht, ob Sepsis die Zahl antigenspezifischer antikdrpersezernierender Zellen (ASC)

beeinflusst.

Am Schluss dieser Arbeit wird die humane humorale Immunantwort auf Sepsis und
operativem Trauma dargestellt.
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3.1. GemeinsamKeiten der beiden Sepsismodelle FIP und CASP
3.1.1. Zytokine

Im FIP-Modell erhielten C57BL6/Mause i.p. eine Bolusinjektion Zakuminhalt. Die
applizierte Menge entsprach 7,25 x105 cfu. Dies spiegelt nicht die absolute Menge
applizierter Bakterien oder bakterieller Bestandteile wider, sondern wird als Referenzwert
kultivierbarer aerober Darmbakterien angegeben, um bei jedem Versuch eine
reproduzierbare Menge Darminhalt zu applizieren. Damit ist dieses Modell in der Theorie
besser standardisierbar als vergleichbare Modelle mit operativem Eingriff. In der Praxis
zeigte sich allerdings eine dhnlich Spannbreite an Abweichungen (219). Die Gesamtletalitat
der FIP betrug 38%. Bei der 18G CASP waren es 40-50%. Die ausgewahlten Zeitpunkte
nach Sepsis sind zum einen durch vorangegangene Arbeiten bestimmt (220), zum anderen
so gewahlt, dass sie akute und mittelfristige Ereignisse in der Inmunantwort abdecken, die

fiir klassische Immunisierungen beschrieben wurden.

Vierundzwanzig Stunden nach Sepsisinduktion zeigten die Tiere starke Krankheitszeichen.
Im Serum wurde ein starker Anstieg der proinflammatorischen Zytokine IL6, TNF, MCP-1
und von IL10 gemessen (Abbildung 1, Abbildung 2). Weitere 48 Stunden spater (d 3)
waren die Zytokine wieder auf die Ausgangskonzentrationen abgesunken.
Interessanterweise kommt es sowohl nach FIP als auch nach CASP nicht zu einem frithen
Anstieg von IL12 und IFN y. Beide Zytokine, die kennzeichnend fiir eine adaptive
Immunantwort sind, werden erst zwischen drei und vierzehn Tagen nach Insult vermehrt
sezerniert. Da fiir durchflusszytometrische Messungen grofe Mengen Vollblut benotigt
wurden, stand nicht ausreichend Serum zur Verfligung, um zu allen relevanten Zeitpunkten
die Serumzytokinkonzentration zu bestimmen (es fehlen die Kontrolle PBS d1 und FIP
d14). Die Zytokindaten im Verlauf nach CASP sind der Dissertation von Mandy Busse

entnommen (220).
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Abbildung 1: Serumzytokine nach FIP

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde den Tieren unter Narkose Blut entnommen und die Serumkonzentration
von IL-6, IL-10, IFNy, MCP-1, TNF und IL12p70 durchflusszytometrisch gemessen. n=6/Gruppe.
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Abbildung 2: Serumzytokine nach CASP

Bei C57BL/6 Mausen wurde eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben unbehandelt. Zu den

angegebenen Zeitpunkten wurde den Tieren unter Narkose Blut entnommen und die Serumkonzentration
von TNF, IL6, MCP-1, IL10, IL12p70 und IFNy durchflusszytometrisch gemessen. n=5-6/Gruppe. Daten mit

freundlicher Genehmigung von Mandy Busse.
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3.1.2. Bakterielle Dissemination

Sowohl nach FIP als auch nach CASP, konnte eine systemische, bakterielle Dissemination
nachgewiesen werden (Abbildung 3 und (219)). Die meisten Tiere waren spdtestens sieben
Tage nach CASP wieder steril (Abbildung 4). In einigen Kontrolltieren kam es zu geringen
Kontaminationen bei der Herstellung der Organhomogenate. In der FIP wurde keine
kinetische Untersuchung der bakteriellen Eradizierung durchgefiihrt. Da es sich bei FIP
aber um eine Bolusinjektion handelte ohne Penetration der Darmwand, und die cfu in Milz
und Leber nach 24 Stunden geringer waren als in den CASP-Tieren, darf angenommen
werden, dass die Tiere auch nach FIP spatestens am Tag sieben wieder steril waren. Sie

zeigten zu diesem Zeitpunkt keine Krankheitszeichen mehr.
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Abbildung 3: Vergleich der systemischen Dissemination von Bakterien bei FIP und CASP am Tag 1
nach Insult
C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert oder es wurde eine 18G CASP induziert.

Kontrolltiere blieben unbehandelt. Einen Tag nach Insult wurden die Tiere getotet, Organhomogenate
hergestellt auf Blutagarplatten kultiviert. Nach 22 Stunden wurden die cfu bestimmt.
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Abbildung 4: Verlauf der bakteriellen Dissemination in Blut, Milz, peritonealer Lavage, Leber, Lunge

und Niere nach CASP

Bei C57BL/6 Mausen wurde eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben unbehandelt. Zu den
angegebenen Zeitpunkten nach CASP wurden die Tiere getdtet, Organhomogenate hergestellt und diese auf
Blutagarplatten inkubiert. Nach 22 Stunden wurden die cfu bestimmt. Ab Tag 14 waren in der Regel keine
vitalen Bakterien mehr vorhanden. n=5-6 Tiere/Gruppe.
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3.1.3. Milzgewicht

Immer wieder zu beobachten war eine deutliche Zunahme des Milzgewichts nach FIP und
nach CASP (Abbildung 5, Tabelle 1 + Doktorarbeit Mandy Busse). In den gezeigten
Experimenten stieg das Gewicht von durchschnittlich 75+7,54 mg auf 185,2+34,47 mg drei
Tage nach FIP. Damit stieg das Milzgewicht nach FIP friiher als nach CASP, und blieb bis zu
sieben Tage nach Insult erh6ht. Danach nahm das Milzgewicht ab und erreichte wieder die

Ausgangswerte. Das war auch bei der CASP zu beobachten.
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Abbildung 5: Gewichtsentwicklung der Milz nach FIP und CASP im Vergleich

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert oder es wurde eine 18G CASP induziert.
Kontrolltiere erhielten PBS oder blieben unbehandelt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere
getotet und das Milzgewicht bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA und dem
Bonferroni’s post test for selected pairs. Die Konfidenzintervalle der Mittelwertsunterschiede sind in Tabelle 1
angegeben. n=5-7/Gruppe.

Tabelle 1: 95% Konfidenzintervalle (CI) der Mittelwertsunterschiede der Milzgewichte im Verlauf
nach FIP oder CASP

FIP CASP
Gruppen CI Sign. Gruppen CI Sign.
PBS d1 vs FIP d1 -95,1-31,1 ns unb. d1 vs CASP d1 -102 - 27,2 ns
PBS d1 vs FIP d3 -173 - -47,1 kK unb. d1 vs CASP d3 -89,7 - 39,7 ns
PBS d1 vs FIP d7 -126 - 0,243 ns unb. d1 vs CASP d7 -148--19,0 *E
PBS d14 vs FIP d14 -89,6 - 36,6 ns unb. d14 vs CASP d14 -140 - -4,64 *
PBS d28 vs FIP d28 -96,2 - 29,9 ns unb. d14 vs CASP d28 -93,6 - 42,2 ns
PBS d28 vs FIP wk12| -42,9-78,7 ns

ns: nicht signifikant; *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001
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3.1.4. Immunglobuline

Obwohl nach der Literatur auf eine initiale Hyperinflammation, bei der die Halfte aller T-
und B-Zellen und ungefahr 80% der dendritischen Zellen apoptotisch werden, eine mehr
oder weniger ausgepragte Phase der Inmunsuppression folgt, kam es nach FIP und nach
CASP zu einer ausgepragten humoralen Immunantwort (Abbildung 6, Tabelle 2/ Abbildung
8, Tabelle 4). Bereits drei Tage nach FIP stieg die Serum-IgM-Konzentration von
186,1+68,5 pg/ml auf 973,6+218,9 ng/ml und erreichte am Tag sieben mit 1315+411
ug/ml den Hohepunkt, um anschlieffend wieder abzunehmen. Nach CASP stieg die IgM-
Serumkonzentration von durchschnittlich 111,5+17,71 auf 604,8+208,6 pg/ml am Tag
sieben und 710,2+291,1 pg/ml am Tag 14, um die Halfte weniger als nach FIP und zeitlich
verzogert. Fiir die Serum-IgG-Konzentration verhalt es sich genau anders herum: 14 Tage
nach FIP war die Konzentration von urspriinglich 496,4+149,9 ug/ml auf 1321+435,1
ug/ml angestiegen, und stieg bis Tag 28 noch leicht an. 14 Tage nach CASP war die Serum-
[gG-Konzentration auf 3372+966,8 ng/ml angestiegen (von urspriinglich 1216+270,6
ug/ml). Die Kontrolltiere der CASP zeigten hohere
Immunglobulinausgangskonzentrationen als die Kontrolltiere der FIP. Moglicherweise ist

das auf die Haltungsbedingungen und Unterschiede in den Kohorten zuriickzufiihren.

Der IgG-Anstieg ist tiber die IgG-Subtypen IgG1, IgG2b und IgG3 verteilt (Abbildung 7,
Abbildung 9), mit dem in Bezug zur Ausgangskonzentration relativ hchsten Anstieg des
IgG3 an den Tagen 7 bis 14 (FIP: 28,92+12,6 pg/ml auf 200,2+102pg/ml; CASP: 98,2+18,5
auf 742+278,3 pg/ml). Aufgrund der vielen Zeitpunkte und der grofden Streuung waren nur
wenige Unterschiede signifikant (Tabelle 3, Tabelle 5).

Die Serum IgA-Konzentrationen dnderten sich tiber den gesamten Messzeitraum nicht

(nicht gezeigt).
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Abbildung 6: Verlauf der Serum IgM und IgG Konzentration nach FIP

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde den Tieren unter Narkose Blut entnommen und die Gesamtkonzentration
IgM und IgG im Serum via Luminex-Technologie gemessen. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One
Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. Die Konfidenzintervalle der
Mittelwertsunterschiede sind in Tabelle 2 angegeben. n=6-7/Gruppe.

Tabelle 2: 95% Konfidenzintervall (CI) der Mittelwertsunterschiede der Serum IgM und IgG
Konzentrationen im Verlauf nach FIP

IgM IgG
Gruppen CI Sign. CI Sign.

PBS d1 vs FIP d1 -446 - 367 ns -794 - 804 ns
PBS d1 vs FIP d3 -1190 - -381 roxok -902 - 695 ns
PBS d1 vs FIP d7 -1540 - -722 xR -1470 - 129 ns
PBS d14 vs FIP d14 -843--29,0 * -1480 - 115 ns

PBS d28 vs FIP d28 -588 - 225 ns -1730--137 *
PBS d28 vs FIP wk12 -397 - 387 ns -780 - 759 ns

ns: nicht signifikant; *:p<0,05; ***:p<0,001
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Abbildung 7: Verlauf der Serum IgG-Subtypenkonzentration nach FIP

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde den Tieren unter Narkose Blut entnommen und die Serumkonzentrationen
der IgG-Subtypen via Luminex-Technologie gemessen. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way
ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. Die Konfidenzintervalle der Mittelwertsunterschiede
sind in Tabelle 3 angegeben. n=6-7 /Gruppe.

Tabelle 3: 95% Konfidenzintervall (CI) der Mittelwertsunterschiede der Serum IgG-
Subtypenkonzentrationen im Verlauf nach FIP.

IgG1 IgG2c IgG2b IgG3
Gruppen CI Sign. CI Sign. CI Sign. CI Sign.

PBS d1 vs FIP d1 -273 - 334 ns -7,86 - 7,85 ns -607 - 559 ns -118-114 ns
PBS d1 vs FIP d3 -318 - 289 ns -8,74 - 6,97 ns -659 - 506 ns -128 - 105 ns
PBS d1 vs FIP d7 -296 - 311 ns -12,1 - 3,59 ns -1080 - 80,9 ns -287 --55,2 *x
PBS d14 vs FIP d14 -585-22,6 ns -6,49 - 9,22 ns -874 - 291 ns -228-3,73 ns
PBS d28 vs FIP d28 -501 - 106 ns -14,0 - 1,76 ns -1200--32,8 * -232-0,0116 ns
PBS d28vs FIPwk 12| -217 - 368 ns -13,8-1,29 ns -589 - 534 ns -164 - 59,8 ns

ns: nicht signifikant; *:p<0,05; **:p<0,01
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Abbildung 8: Verlauf der Serum IgM und IgG Konzentration nach CASP

Bei C57BL/6 Mause wurde eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben unbehandelt. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde den Tieren unter Narkose Blut entnommen und die Gesamtkonzentration IgM und IgG im
Serum via Luminex-Technologie gemessen. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA und
dem Bonferroni’s post test for selected pairs. Die Konfidenzintervalle der Mittelwertsunterschiede sind in
Tabelle 4 angegeben. n=5-6/Gruppe.

Tabelle 4: 95% Konfidenzintervall (CI) der Mittelwertsunterschiede der Serum IgM und IgG
Konzentrationen im Verlauf nach CASP

IgM IgG
Gruppen CI Sign. CI Sign.
unb. d1 vs CASP d1 -221-221 ns -508 - 1230 ns
unb. d1 vs CASP d3 -359-84,1 ns -482 - 1260 ns
unb. d1 vs CASP d7 -715--272 Hokx -1140 - 600 ns
unb. d14 vs CASP d14| -769 --305 Hokx -2920--1100 HAx
unb. d14 vs CASP d28| -387-77,7 ns -2140 - -318 ok

ns: nicht signifikant; **:p<0,01; ***:p<0,001
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Abbildung 9: Verlauf der Serum IgG Subtypen Konzentration nach CASP

Bei C57BL/6 Mause wurde eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben unbehandelt. Zu den angegebenen

Zeitpunkten wurde den Tieren unter Narkose Blut entnommen und die Serumkonzentrationen der IgG-

Subtypen via Luminex-Technologie gemessen. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA
und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. Die Konfidenzintervalle der Mittelwertsunterschiede sind in
Tabelle 5 angegeben n=5-6/Gruppe.

Tabelle 5: 95% Konfidenzintervall (CI) der Mittelwertsunterschiede der Serum IgG-
Subtypenkonzentrationen im Verlauf nach CASP

IgG1 IgG2c 1gG2b 1gG3
Gruppen CI Sign. CI Sign. CI Sign. CI Sign.
unb. d1 vs CASP d1 -201 - 426 ns -10,2 -9,53 ns -378 - 825 ns -169 - 218 ns
unb. d1 vs CASP d3 -193 - 435 ns -9,67 - 10,0 ns -371-832 ns -159 - 229 ns
unb. d1 vs CASP d7 -202 - 425 ns -13,1-6,57 ns -756 - 447 ns -416 - -28,3 *
unb. d14 vs CASP d14| -781--122 Hk -17,5-3,14 ns -1550 - -286 Hk -841 - -435 HAx
unb. d14 vs CASP d28| -734--75,4 Hk -15,4 - 5,27 ns -1310--43,0 * -348 -58,1 ns

ns: nicht signifikant; *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001
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3.2. B-Zellreaktionen bei Sepsis - FIP

Um die B-Zellreaktionen bei einer Sepsis zu untersuchen, wurden in einem Pilotexperiment
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Sepsisinduktion (FIP) B-Zellsubpopulationen
und -differenzierungsstadien in verschiedenen lymphatischen Organen

durchflusszytometrisch und histologisch bestimmt.

3.2.1. Gesamtzahlen CD4+* T-Zellen und CD19+* B-Zellzahlen sowie Zellzahlen neu
generierter, naiver B-Zellen nach Sepsis

Obwohl es in vielen Sepsismodellen und bei Patienten mit Sepsis zu einem Verlust der
CD4* T- und CD19* B-Zellen kam, konnte dies nach FIP nicht gezeigt werden. Im Gegenteil,
die T- Zellzahlen der peritonealen Lavage und der Milz nahmen drei Tage nach FIP stark zu
(T-Zellen: von 1,1+1,1x10% auf 16,5+6,3x10% bzw. von 6,4+6,2x106 auf 29,1+9,8x10°).
Anschlief3end nahm die Zellzahl wieder ab. Fiir die B-Zellen war eine dhnlich Kinetik zu
beobachten, in der Lavage kam es allerdings im Beobachtungszeitraum nicht wieder zu
einem Abfall (Lavage: von 8,4+7,3x104nach 77,5+34,1x10%; Milz von 16,8+16,5x106 nach
72,2+12,8x10°) (Abbildung 10, Tabelle 6). Im mesenterialen Lymphknoten waren im

gesamten Zeitraum keine Veranderungen der T- und B-Zellzahlen zu beobachten.
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Abbildung 10: Verlauf der Zellzahlen von T- (CD4+) und B-Zellen (CD19+) in der peritonealen Lavage,
der Milz und dem mesenterialen Lymphknoten (MLN) nach FIP

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere getotet und die Zahlen vitaler (DAPI-negativ) CD4+* T-Zellen und
CD19* B-Zellen in Lavage, Milz und mesenterialem Lymphknoten (MLN) durchflusszytometrisch bestimmt.
Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs.
Die Konfidenzintervalle der Mittelwertsunterschiede von Lavage und Milz sind in Tabelle 6 angegeben. n=6-
7/Gruppe.
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Tabelle 6: 95% Konfidenzintervall (CI) der Mittelwertsunterschiede der CD4 und CD19 Zellzahlen in
Lavage und Milz im Verlauf nach FIP

Lavage CD4 Milz CD4 Lavage CD19 Milz CD19
Gruppen CI Sign. CI Sign. CI Sign. CI Sign.
PBS d1 vs FIP d1 -9,30-3,74 ns -11,6 - 6,86 ns -53,5-29,1 ns -58,9 - -3,45 *
PBS d1 vs FIP d3 -21,9 - -8,87 HAE -32,0--13,5 HAE -110--27,8 oAk -83,1--27,6 ok
PBS d1 vs FIP d7 -12,7 - 0,299 ns -22,5--4,00 *x -116--32,9 ok -54,0 - 1,42 ns
PBS d14 vs FIP d14 -10,6 - 2,48 ns -10,8 - 7,69 ns -80,2 - 2,42 ns -25,7-29,8 ns
PBS d28 vs FIPd28 -8,41 - 4,64 ns -12,4 - 6,04 ns -80,1- 2,53 ns -29,9 - 25,6 ns
PBS d28 vs FIP wk12| -4,34-8,23 ns -14,7 - 3,12 ns -50,2 -29,4 ns -29,6 - 23,8 ns

ns: nicht signifikant; *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001

3.2.2. B-Zellsubpopulationen nach Sepsis

B2-Zellen und B1-Zellen unterscheiden sich phanotypisch, im Antikorperrepertoire, ihrem
Vorkommen in verschiedenen Kompartimenten, in den Effektorfunktionen, der Kinetik bei
der Differenzierung zu antikérpersezernierden Zellen (ASC) u.v.m.. Damit erfiillen sie zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion verschiedene, aber z.T. komplementare
Aufgaben. Die postulierte Funktion der B1-Zellen liegt in der frithzeitigen Neutralisierung
und Opsonisierung von Antigenen (Ag), um die Zeitspanne, die die Entwicklung einer
spezifischen und effektiven adaptiven Immunantwort benoétigt, zu iiberbriicken. B2-Zellen
differenzieren sich nach Aktivierung und T-Zellhilfe terminal zu Plasmazellen, die

affinitatsgereifte und klassengewechselte Antikorper sezernieren.

In der peritonealen Lavage stieg die Zahl der reifen, naiven B2-Zellen bis zum Tag sieben
nach FIP von 1,8+1,7x10% auf 34,3+13x10% an. Die Zahl der Bla-Zellen nahm sprunghaft
von 1,5+1,7x10% auf durchschnittlich 17,2+8,4x104 Zellen am Tag drei zu, dhnlich den B1b-
Zellen, deren Zahl von 1,6%1,3x10% auf 54+20x10% anstieg (Abbildung 11, Tabelle 7). Diese
Zahlen fielen, wenn tiberhaupt, erst sehr spat wieder ab. Allerdings nahm die Zellzahl der
B2- und Bla-Zellen in den Kontrolltieren mit deutlich langsamerer Kinetik ebenfalls zu,
sodass sie nach 28 Tagen kaum von den FIP Tieren zu unterscheiden waren. Es sind damit
die B1b-Zellen, deren Zahl nach Sepsis am starksten zunahm, und die der Gesamtzunahme
der CD19+ B-Zellen zugrunde lag. Uberraschenderweise, iiberstieg die durchschnittliche
Summe der B2, Bla- und B1b-Zellen die Zahl der CD19+* Zellen leicht, was moglicherweise
an den grofden Streuungen der Gruppen liegt. Da in den durchflusszytometrischen
Farbeprotokollen der Subpopulationen keine BrdU-Farbung enthalten war, ist es
unmoglich zu unterscheiden, ob die Zellzahlen durch Migration oder Proliferation

zunahmen.
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Abbildung 11: Verlauf der Zellzahlen reifer B2-B-Zellen, Bla- und B1b-Zellen in der peritonealen
Lavage nach FIP

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere getotet und die Zahlen der angegebenen B-Zellsubpopulationen
in der peritonealen Lavage durchflusszytometrisch bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte mit der
One Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. Die Konfidenzintervalle der
Mittelwertsunterschiede sind in Tabelle 7 angegeben. n=6-7 /Gruppe.

Tabelle 7: 95% Konfidenzintervall (CI) der Mittelwertsunterschiede der B2-, Bla- und B1b-Zellzahlen
in der peritonealen Lavage im Verlauf nach FIP

reife B2 Bla B1b
Gruppen CI Sign. CI Sign. CI Sign.
PBS d1 vs FIP d1 -19,2-17,8 ns -10,6 - 10,2 ns -36,8-14,9 ns
PBS d1 vs FIP d3 -35,3-1,66 ns -26,1--5,30 kK -78,2--26,6 ok
PBS d1 vs FIP d7 -50,9--13,9 HoAk -20,0-0,771 ns -76,6 - -25,0 ok
PBS d14 vs FIP d14 -29,5-7,53 ns -14,8 - 6,02 ns -61,0--9,42 *E
PBS d28 vs FIPd28 -33,1-3,90 ns -12,1 - 8,66 ns -41,2-10,4 ns
PBS d28 vs FIP wk12| -9,46 - 26,2 ns -5,78 -14,3 ns -24,1- 25,6 ns

ns: nicht signifikant; **:p<0,01; ***:p<0,001

Im Blut lief3 sich die B1-Population nicht in die Subpopulationen Bla und B1b auftrennen.
Einen und sieben Tage nach FIP waren die Zahlen der reifen B2 B-Zellen im Vergleich zum
PBS Kontrolltier tendenziell erniedrigt (von 21,3+8,2 auf 5+2,6x104/ml) und nach 12

Wochen im Vergleich zum 28 Tage Kontrolltier stark erhéht (méglicherweise ein
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Alterseffekt). Wie in der Lavage, waren die B1-Zellen nach drei Tagen im Blut stark erhoht
(von 1,7+0,8 nach 4,5+1,1x104/ml) (Abbildung 12, Tabelle 8). Anschlief3end fiel die
Zellzahl bis Tag sieben auf das Ausgangsniveau zuriick. Ab dem 14. Tag nach FIP waren

keine Unterschiede mehr zu den Kontrolltieren feststellbar.
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Abbildung 12: Verlauf der Zellzahlen reifer B2-B-Zellen und B1 B-Zellen im Blut nach FIP

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere getotet und die Zahlen der B-Zellsubpopulationen im Blut
durchflusszytometrisch bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA und dem
Bonferroni’s post test for selected pairs. Die Konfidenzintervalle der Mittelwertsunterschiede sind in Tabelle 8
angegeben. n=5-6/Gruppe.

Tabelle 8: 95% Konfidenzintervall (CI) der Mittelwertsunterschiede der B2- und B1-Zellzahlen im
Blut im Verlauf nach FIP

reife B2 B1
Gruppen CI Sign. CI Sign.
PBS d1 vs FIP d1 -4,75-37,3 ns -2,23-1,76 ns
PBS d1 vs FIP d3 -25,6-12,3 ns -4,56 - -0,955 kK
PBS d1 vs FIP d7 -6,88 - 31,1 ns -1,08 - 2,52 ns
PBS d14 vs FIP d14 -27,4 - 8,74 ns -2,62-0,812 ns
PBS d28 vs FIPd28 -30,0-6,18 ns -2,68-0,758 ns
PBS d28 vs FIP wk12| -50,6 --12,7 kK -0,563 - 3,04 ns

ns: nicht signifikant; ***:p<0,001

In der Milz konnten B1b-Zellen mit den in dieser Arbeit eingesetzten Oberflichenmarkern
nicht von Marginalzonen-B-Zellen unterschieden werden. Da Bla-Zellen die einzigen B-
Zellen sind, die laut Literatur CD5 exprimieren, war eine Differenzierung dieser Population
moglich.

Wahrend in der Lavage die Zahl der B2-Zellen nach sieben Tagen deutlich erh6ht war und

im Blut die Zahl der B2-Zellen am Tag drei und sieben abfiel, stieg die Zahl in der Milz
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bereits nach einem Tag an und erreichte am Tag drei ein Maximum (9,6+11 nach
49,3+15,6x10°) (Abbildung 13, Tabelle 9). Anschliefdend fiel die Zahl wieder ab, um nach
14 Tagen auf dem Stand der Kontrolltiere anzukommen. Einen dhnlichen Verlauf, wenn

auch weniger stark ausgepragt, zeigten die Bla-Zellen in der Milz.

Funktionell und phanotypisch werden in der Milz follikuldre- und Marginalzonen-B-Zellen
unterschieden, die beide zu den B2-Zellen gehoren. Die Differenzierung der
Marginalzonen-B-Zellen und der follikuldren B-Zellen erfolgte liber unterschiedlich starke
Expression von IgM/IgD und CD21/CD23. Die Kinetik der follikuldren B-Zellen dhnelt der
der B2 B-Zellen, ist aber etwas geringer ausgepragt (Transitionelle B-Zellen, die auch den
B2-Zellen zugerechnet werden wurden nicht analysiert). Auch die Zahl der Marginalzonen-

B-Zellen stieg am Tag drei leicht an.

Beide Zellpopulationen, follikuldre- und Marginalzonen-B-Zellen, sind in der Milz bereits
einen Tag nach FIP CD69-positiv, ein Zeichen fiir die friihe Aktivierung. Nach drei Tagen ist

dieser frithe Aktivierungsmarker durchflusszytometrisch bereits nicht mehr nachweisbar.
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Abbildung 13: Verlauf der Zellzahlen reifer B2-B-Zellen und B1-B-Zellen in der Milz nach FIP

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere getotet und die Zahlen der angegebenen B-Zellsubpopulationen
sowie deren frithe Aktivierung liber die Expression von CD69 (geometrische mittlere Fluoreszensintensitat,
gMFI) in der Milz durchflusszytometrisch bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way
ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. Die Konfidenzintervalle der Mittelwertsunterschiede
sind in Tabelle 9 angegeben. n=6-7/Gruppe.
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Tabelle 9: 95% Konfidenzintervall (CI) der Mittelwertsunterschiede der B2-, Bla-, follikulidren und
Marginalzonen-B-Zellzahlen in der Milz im Verlauf nach FIP

B2 Bla Follikulére B. Marginalzonen B.

Gruppen Cl Sign. Cl Sign. Cl Sign. Cl Sign.
PBSd1 vs FIP d1 -53,3--9,18 *k -2,57-1,08 ns -39,5--1,44 * -3,22-0,479 ns
PBS d1 vs FIP d3 -60,7 - -18,6 ok -3,16 - 0,325 ns -48,0 - -10,0 rkk o -463--0,936| K
PBS d1 vs FIP d7 -40,2 - 1,81 ns -3,03 - 0,455 ns -32,0- 6,03 ns -2,25-1,45 ns

PBSd14vs FIPd14 | -17,7 - 24,4 ns -2,51-0,973 ns -18,4-19,6 ns -1,24 - 2,45 ns

PBS d28 vs FIPd28 -24,6 -17,4 ns -1,48 - 2,01 ns -17,8 - 20,2 ns -1,87-1,82 ns
PBS d28 vs FIP wk12| -24,0-16,5 ns -1,49 - 1,87 ns -28,8-7,79 ns -1,78-1,78 ns
ns: nicht signifikant; *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001

3.2.3. B-Zelldifferenzierungsstadien bei Sepsis

Wie in der Einleitung beschrieben kénnen B-Zellen durch Bindung T-Zell-abhangiger (TD)
oder -unabhéangiger (TI) Antigene (Ag) aktiviert werden. Daraufhin proliferieren sie und
differenzieren zu Plasmablasten, den Vorldaufern der Plasmazellen. Je nach
Aktivierungssignal und Hilfe durch kognate T-Zellen entwickeln sich Keimzentren in den
Follikeln, in denen es zum Klassenwechsel und zur somatischen Hypermutation kommt.
Am Ende des Selektionsprozesses stehen Plasmablasten und/oder Plasmazellen die
kontinuierlich affinitatsgereifte Antikorper sezernieren, oder Gedachtnis-B-Zellen, die
affinitatsgereifte BCR tragen und beim nachsten Antigenkontakt schneller aktiviert werden
konnen. Kommt es bei einer Sepsis zu einer klassischen Keimzentrumsbildung, in welchem
Ausmafd und wann entwickeln sich Plasmazellen und Gedachtnis-B-Zellen? Wahrend einer

Sepsis sind TD- und TI-Ag massenhaft systemisch vorhanden.

Nach FIP erhielten die Mause 14 Tage lang BrdU mit dem Trinkwasser. Dieses
Thymidinanalogon wird in die DNA sich teilender Zellen eingebaut. Mit einem anti-BrdU-
Antikorper kann es nach DNA-Verdau nachgewiesen werden. Damit ist es moglich Zellen,
die wahrend der BrdU-Applikation entstehen durchflusszytometrisch nachzuweisen und
zu quantifizieren. In diesen Versuchen kam es manchmal zu technischem Versagen der

BrdU-Farbung, weshalb nicht immer alle Tiere einer Gruppe in die Graphen einflief3en.

Mit dem BrdU-Einbau und -Farbung sollte die Teilungsdynamik der B-Zellen bei Sepsis
untersucht werden. Je nachdem, wie schnell sich Zellen teilen, gibt es eine mehr oder
minder lange Latenzphase, in der das eingebaute BrdU unterhalb der Detektionsgrenze
liegt. Nachdem ausreichend BrdU wahrend der Proliferationsphase inkorporiert wurde,
bleibt es in terminal differenzierten, nicht-proliferierenden Zellen nachweisbar, wahrend
es sich in teilenden Zellen wieder ausdiinnt, sobald dem Tier kein BrdU mehr zugefiihrt
wird (in dieser Arbeit ab Tag 14). Aufgrund der Dynamik der BrdU-Inkorporation und
schnellen Ausdiinnung, konnen Aussagen ohne geeignete Kontrolltiere nur eingeschrankt

gemacht werden.
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In Abbildung 14, Tabelle 10 wird die Kinetik BrdU*kappaic*CD138- Zellen dargestellt. Diese
Population schliefdt alle B-Zellen ein, die wahrend der BrdU-Applikationsphase entstanden
sind, bzw. sich geteilt haben - Ausnahme sind die Plasmablasten und Plasmazellen, die
intrazellular stark positiv fiir die kappa-leichte Kette sind (kappaici). Die Definition von B-
Zellen anhand der Expression der kappa-leichten Kette des Immunglobulinrezeptors
schrankt die Aussagen dieser Versuche weiter ein, da nur etwa 80% der murinen B-Zellen
diese exprimieren. Die restlichen 20% exprimieren die lambda-leichte Kette, und gehen

nicht in die Auswertung mit ein.

Im Knochenmark, in dem B-Zellen aus Vorlauferzellen durch Teilung entstehen, stieg der
BrdU+*Anteil der kappaictCD138- Zellen drei Tage nach FIP an und blieb auch bis zu 14 Tage
spater erhoht (Abbildung 14, Tabelle 10). 14 Tage nach Ende der BrdU-Applikation (Tag 28
nach FIP), war der Anteil BrdU+* Zellen auf das Ausgangsniveau zuriickgekehrt. Da es sich
bei diesem Versuch um ein Pilotexperiment handelte, fehlen die entscheidenden
Kontrolltiere zu den Tagen 3 und 7, daher bleibt aufgrund der schnellen Inkorporation und
Ausdinnung unklar, ob diese Beobachtungen einen physiologischen oder
pathophysiologischen Hintergrund haben. 14 Tage nach Beginn der BrdU-Applikation

waren in den Kontrolltieren vergleichbar viele Zellen BrdU+.

Die naiven Zellen, die in diesem Zeitraum entstanden sind, verlassen das Knochenmark
liber das Blut. Am Tag drei war ein sprunghafter Anstieg dieser Zellpopulation im Blut zu
beobachten (von 0,26+1,4 auf 6,4+1,6x104), der bis zu 14 Tage anhielt. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass neben naiven, auch Gedachtnis-B-Zellen hier mitgemessen
wurden. In der Milz war dieser Anstieg auch messbar (von 0,6+0,5 auf 13,4+5,3x10%4). Da
aber auch hier die Kontrolltiere fiir die Tage 3 und 7 nach FIP fehlten, und sich die
septischen Tiere am Tag 1 und Tag 14 nicht von den Kontrolltieren unterschieden, kann
nicht ausgeschlossen werden, dass es sich um einen physiologischen Prozess handelte und
FIP nicht ursachlich war. Es ist interessant, dass an den Tagen 3, 7 und 14 der Anteil BrdU+*
Zellen 30% nicht libersteigt, sollten doch alle proliferierenden B-Vorlauferzellen wahrend

des Applikationszeitraums BrdU inkorporiert haben.

Im mesenterialen Lymphknoten (MLN) kam es zu keinen Verdnderungen dieser Population
tber die Zeit. Lediglich 12 Wochen nach FIP stieg die Zahl der BrdU+kappai.*CD138- Zellen
an, was moglicherweise auf eine Durchmischung des naiven B-Zellpools zuriickzufiihren

ist.
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Abbildung 14: Verlauf der Zellzahlen BrdU*kappaic*CD138- B-Zellen im Knochenmark, im Blut, in der

Milz und im mesenterialem Lymphknoten (MLN) nach FIP

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere getdtet und die Zahlen BrdU+kappai.*CD138- B-Zellen in Blut,
mesenterialem Lymphknoten (MLN), Milz und Knochenmark durchflusszytometrisch bestimmt. Die
statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. Die
Konfidenzintervalle der Mittelwertsunterschiede von Lavage und Milz sind in Tabelle 10 angegeben. n=2-
7/Gruppe.
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Tabelle 10: 95% Konfidenzintervall (CI) der Mittelwertsunterschiede der Zahlen
BrdU+*kappaic.*CD138- B-Zellen in Blut, Milz und MLN im Verlauf nach FIP

Blut Milz MLN
Gruppen CI Sign. CI Sign. CI Sign.
PBS d1 vs FIP d1 -3,15-3,26 ns -10,7 - 7,90 ns -59,6 - 57,3 ns
PBS d1 vs FIP d3 -8,87 - -3,55 HAE -22,0 - -3,49 *x -53,1-42,3 ns
PBSd1vs FIPd7 |-5,25-0,0669 ns -16,7 - 1,84 ns -51,5 - 44,0 ns
PBS d14 vs FIP d14 |-7,20 - -0,0297 * -10,6 - 7,97 ns -77,7 - 57,3 ns
PBS d28 vs FIPd28 | -4,14-1,17 ns -10,0 - 8,56 ns -55,0-51,7 ns
PBS d28 vs FIP wk12{ -4,50 - 0,813 ns -20,0 - -2,09 *x -128 - -24,0 *E
Knochenmark
%Brdu/kappa;i. CD138] Knochenmark (%)
Gruppen CI Sign. CI Sign.

PBS d1 vs FIP d1 -9,33-5,82 ns -0,402 - 0,357 ns
PBS d1 vs FIP d3 -30,8 - -18,4 % 1.0,338 - 0,282 ns
PBS d1 vs FIP d7 -24,3 --11,9 *** 1.0,434-0,185 ns
PBSd14 vs FIPd14 | -15,4-4,14 ns -0,404 - 0,576 ns
PBS d28 vs FIPd28 | -8,33-6,81 ns -0,350 - 0,409 ns
PBS d28 vs FIP wk12| -6,91 - 6,51 ns -0,345 - 0,328 ns
ns: nicht signifikant; *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001

Keimzentrumsreaktionen und Geddchtnis-B-Zellen

Wahrend der Keimzentrumsreaktion kommt es innerhalb der ersten 96 Stunden nach
Entstehung zur Proliferation, anschlief3end nimmt der Zellzyklus ab und der
Selektionsprozess beginnt. Im mesenterialen Lymphknoten unterschied sich die Dynamik
der Keimzentrums-B-Zellen bei Sepsis nicht von den Kontrolltieren (Abbildung 15, Tabelle
11). Erwartungsgemafi war der Anteil BrdU+ Zellen wegen der hohen Zellteilungsaktivitat
in den Keimzentren sehr hoch. Der Anteil BrdU* Gedachtnis-B-Zellen nahm tiber die Zeit zu,

aber auch hier war kein Unterschied zu den Kontrolltieren nachweisbar.
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Abbildung 15: Verlauf der Zellzahlen der Keimzentrums B-Zellen und Gedachtnis B-Zellen im

mesenterialen Lymphknoten (MLN) nach FIP

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Alle Tiere
erhielten ab FIP bis zum Explantationszeitpunkt, maximal aber bis zu 14 Tage nach FIP BrdU tber das
Trinkwasser. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere getotet und die Zahlen der Keimzentrums-
und Gedachtnis B-Zellen des mesenterialen Lymphknotens, sowie der Anteil (%) BrdU+ Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA und dem
Bonferroni’s post test for selected pairs. Die Konfidenzintervalle der Mittelwertsunterschiede sind in Tabelle

11 angegeben. n=6/Gruppe.

Tabelle 11: 95% Konfidenzintervall (CI) der Mittelwertsunterschiede der Keimzentrums- und
Gedichtnis-B-Zellen sowie des jeweiligen Anteils BrdU+* Zellen im MLN im Verlauf nach FIP

Keimzentrum-B. % BrdU/Keimzentrum-B, Gedachtnis-B. % BrdU/Gedéachtnis-B.
Gruppen CI Sign. CI Sign. CI Sign. CI Sign.
PBS d1 vs FIP d1 -13,2-15,0 ns -42,3-35,2 ns -104 - 88,6 ns -34,6 - 36,5 ns
PBS d1 vs FIP d3 -15,8-12,4 ns -34,8 - 28,5 ns -100-92,7 ns -40,9 - 17,2 ns
PBS d1 vs FIP d7 -13,1-15,2 ns -29,9 - 33,3 ns -105-88,1 ns -48,6 - 9,47 ns
PBSd14vs FIPd14 | -24,6-3,67 ns -40,6 - 48,9 ns -102-91,4 ns -51,6 - 30,5 ns
PBS d28 vs FIPd28 -24,9 - 3,33 ns -32,9-37,9 ns -158 - 35,2 ns -37,2-27,7 ns
PBS d28 vs FIP wk12| -10,5-17,7 ns -81,3--12,6 *x -60,0 - 133 ns -52,8-10,2 ns
ns: nicht signifikant; **:p<0,01

In der Milz nahm die Zahl der Keimzentrums-B-Zellen drei Tage nach FIP signifikant zu
(Abbildung 16, Tabelle 12) und blieb bis zu 28 Tage nach FIP erhoht. Dieser Anstieg begann
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sehr frith und dauerte bis zu 28 Tage an. Ungefahr 60-70% der Keimzentrums-B-Zellen
haben BrdU inkorporiert. Wahrend sich die Zahl der Keimzentrums-B-Zellen zwischen
septischen und nicht-septischen Kontrolltieren unterschied, war dies im Anteil der BrdU+*

Zellen nicht der Fall. Hier fehlen wieder entsprechende kinetische Kontrollen.

Die Gesamtzahl der Gedachtnis-B-Zellen in der Milz blieb unveridndert, mit einem Trend zu
erhohten Zahlen in der 12. Woche nach FIP. Der Anteil der BrdU+ Gedachtniszellen stieg am
Tag drei an und erreichte seinen Hohepunkt am Tag sieben (PBS d1: 14,5+5,4%; FIP d7:
65,7£13,3%). Am Tag 14 kam es allerdings auch zu einem Anstieg des Anteils BrdU* Zellen
in den Kontrolltieren, auch wenn aufgrund technischer Probleme nur drei Tiere dieses
Zeitpunktes auswertbar waren. Dieser Anstieg liegt zwar tendenziell niedriger als der
vergleichbare Zeitpunkt nach FIP, dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass es
zwischenzeitlich auch in den Kontrolltieren zu einem Anstieg der BrdU+ Gedachtnis-B-

Zellen kam.
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Abbildung 16: Kinetik der Keimzentrums B-Zellen und Gedichtnis B-Zellen in der Milz nach FIP

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Alle Tiere
erhielten ab FIP bis zum Explantationszeitpunkt, maximal aber bis zu 14 Tage nach FIP BrdU tber das
Trinkwasser. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere getdtet und die Zahlen der Keimzentrums-
und Gedachtnis B-Zellen der Milz, sowie der Anteil (%) BrdU* Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Die
statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. Die
Konfidenzintervalle der Mittelwertsunterschiede sind in Tabelle 12 angegeben. n=6-7 /Gruppe.

Tabelle 12: 95% Konfidenzintervall (CI) der Mittelwertsunterschiede der Keimzentrums- und
Gedichtnis-B-Zellen sowie des jeweiligen Anteils BrdU+* Zellen in der Milz im Verlauf nach FIP

Keimzentrum-B. % BrdU/Keimzentrum-B, Gedachtnis-B. % BrdU/Gedéachtnis-B.

Gruppen CI Sign. CI Sign. CI Sign. CI Sign.
PBS d1 vs FIP d1 -74,0 - 49,1 ns -43,9 - 27,3 ns -263-70,7 ns -42,2 - 32,2 ns
PBS d1 vs FIP d3 -175--51,8 ok -17,4 - 40,8 ns -214 - 119 ns -58,4 - 2,40 ns
PBS d1 vs FIP d7 -146 - -22,9 *x -48,3 -9,79 ns -237-97,1 ns -81,6 - -20,8 roEE
PBSd14vs FIPd14 | -189--65,7 ok -34,8-47,4 ns -186 - 148 ns -63,6 - 22,4 ns
PBS d28 vs FIPd28 -147 --18,1 *x -31,8-33,1 ns -134 - 200 ns -41,1- 26,9 ns
PBS d28 vs FIP wk12| -113-6,07 ns -60,9 - 2,16 ns -190 - 131 ns -49,7 - 16,3 ns

ns: nicht signifikant; *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001
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Plasmablasten und Plasmazellen

Nach B-Zellaktivierung konnen antikorpersezernierende, proliferierende Plasmablasten
entstehen, die Vorstufen der Plasmazellen. Plasmazellen selbst proliferieren nicht mehr
und sind die terminal ausdifferenzierte Form der B-Zellen. Beide Differenzierungsstadien
wurden Uber eine gesteigerte, intrazelluldare kappa-Leichtkettenexpression von ruhenden
B-Zellen unterschieden. Plasmazellen lief3en sich durch die Expression von CD138 von den
Plasmablasten trennen. Uber die Expression von MHCII konnten junge (MHCII*) von alten
(MHCII') Plasmazellen unterschieden werden. Nach diesem Protokoll waren im
mesenterialen Lymphknoten (MLN) keine Plasmazellen messbar, obwohl sich teilende
Plasmablasten zu erkennen waren (Abbildung 17). Wahrscheinlich lag die Zahl der
Plasmazellen unter der Nachweisgrenze, da ohnehin nur sehr wenige Zellen aus dem MLN

isoliert werden konnten.
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Abbildung 17: Kinetik der Plasmablasten im mesenterialen Lymphknoten (MLN) nach FIP

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Alle Tiere
erhielten ab FIP bis zum Explantationszeitpunkt, maximal aber bis zu 14 Tage nach FIP BrdU tiber das
Trinkwasser. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere getotet und die Zahlen der Plasmablasten
des mesenterialen Lymphknotens, sowie der Anteil (%) BrdU+* Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.
Plasmazellen konnten nicht nachgewiesen werden. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way
ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. Die Konfidenzintervalle der Mittelwertsunterschiede
werden nicht angegeben, da keine Unterschiede feststellbar waren. n=3-7/Gruppe.

In der Milz war drei Tage nach FIP die Zellzahl der Plasmablasten (461,5+217x10%) und
Plasmazellen (73,4+15,9x104) um das zehnfache erh6ht im Vergleich zu allen anderen
Zeitpunkten und zu den Kontrolltieren (Abbildung 18 und Tabelle 13). Der Anteil der
BrdU* Plasmablasten lag zwischen 3 und14 Tagen liber dem der Kontrolltiere. Der Anteil
BrdU+* junger Plasmazellen (MHCII*) verdnderte sich im Vergleich zu den Kontrolltieren
nicht. Reife Plasmazellen (MHCII"), die den kleineren Anteil ausmachten, nahmen in den

FIP-Tieren am Tag 3 und 7 signifikant zu. Allerdings war die Streuung ziemlich grofd und
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der Unterschied zu den Kontrolltieren am Tag 14 viel geringer als im Vergleich zu den

Kontrolltieren am Tag 1.

Achtundzwanzig Tage nach FIP waren nur noch wenige junge, BrdU+* Plasmazellen
nachweisbar. Nach 12 Wochen stieg bei einigen Tieren der Anteil junger BrdU+*
Plasmazellen wieder stark an. Handelt es sich dabei um eine Reaktivierung BrdU+*
Gedichtnis-B-Zellen, oder ein Artefakt? Altere, BrdU*MHCII- Plasmazellen sind bei einigen
Tieren nach zwolf Wochen noch vorhanden, allerdings ohne Unterschied zu den nicht-

septischen Tieren.
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Abbildung 18: Verlauf der Zellzahlen der Plasmazellen und Plasmablasten in der Milz nach FIP

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Alle Tiere
erhielten ab FIP bis zum Explantationszeitpunkt, maximal aber bis zu 14 Tage nach FIP BrdU iiber das
Trinkwasser. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere getdtet und die Zahlen der Plasmazellen
und Plasmablasten der Milz, sowie der Anteil (%) BrdU*MHCII* und BrdU*MHCII- Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA und dem
Bonferroni’s post test for selected pairs. Die Konfidenzintervalle der Mittelwertsunterschiede sind in Tabelle
13 angegeben. n=3-7/Gruppe.
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Tabelle 13: 95% Konfidenzintervall (CI) der Mittelwertsunterschiede der Plasmablasten und

Plasmazellen sowie des jeweiligen Anteils BrdU+ Zellen in der Milz im Verlauf nach FIP

Plasmablasten %BrdU/Plasmablasten
Gruppen CI Sign. CI Sign.
PBS d1 vs FIP d1 -162 - 85,9 ns -57,5-10,6 ns
PBS d1 vs FIP d3 -571--323 HAx -80,0 - -24,4 Rk
PBS d1 vs FIP d7 -185-63,2 ns -83,8 - -28,2 koK
PBS d14 vs FIP d14 -135-113 ns -58,7 - 20,0 ns
PBS d28 vs FIPd28 -146 - 102 ns -32,9-29,3 ns
PBS d28 vs FIP wk12| -117-122 ns -58,8-1,59 ns
Plasmazellen %BrdU MHCII" %BrdU"MHCII
Gruppen CI Sign. CI Sign. CI Sign.
PBS d1 vs FIP d1 -21,0-12,9 ns -55,5-32,8 ns -15,0- 16,4 ns
PBS d1 vs FIP d3 -87,3--53,4 HoAK -52,2-19,9 ns -33,5--7,85 kK
PBS d1 vs FIP d7 -28,3-5,60 ns -58,9-13,2 ns -34,8--9,11 kK
PBS d14 vs FIP d14 -17,0- 16,9 ns -66,3 - 35,7 ns -18,4-17,9 ns
PBS d28 vs FIPd28 -11,3-22,6 ns -35,4 - 45,2 ns -14,1 - 14,6 ns
PBS d28 vs FIP wk12| -29,9-2,74 ns -78,3--0,0480 * -6,37 - 21,5 ns

ns: nicht signifikant; *:p<0,05; ***:p<0,001

Das Knochenmark ist nicht nur der Ort, wo neue B-Zellen entstehen, sondern stellt auch die

Nischen bereit, in denen terminal differenzierte Plasmazellen kontinuierlich schiitzende

Antikorper in das Serum sezernieren. Nach Differenzierung der B-Zellen in Plasmablasten

bzw. junge Plasmazellen migrieren diese liber das Blut zum Knochenmark, wo sie

Uberlebensnischen aufsuchen und zu reifen Plasmazellen ausdifferenzieren. Da

Plasmazellen nur 0,1 bis 1% der Knochenmarkszellen ausmachen, ist ein

durchflusszytometrischer Nachweis nicht einfach. Fiir Milz und MLN sind Gesamtzellzahlen

angegeben, weil die Zellen aus dem gesamten Organ isoliert worden waren. Dies ist beim

Knochenmark nicht der Fall, da fiir die Isolation des Knochenmarks die proximalen und

distalen Enden von Femur und Tibia mit einem Skalpell getrennt wurden. Dadurch konnte

nicht gewahrleistet werden, dass immer die gesamten Zellen des Knochenmarks isoliert

werden. Da die absoluten Zahlen der Knochenmarkszellen nach Isolation konstant waren,

wirde sich aber am Gesamtbild nichts dndern. Auch im Knochenmark funktionierte die

BrdU-Farbung nicht immer, sodass in einzelnen Gruppen nur zwei Tiere gezeigt werden

konnen.
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Der Anteil von Plasmablasten sowie Plasmazellen an den gesamten Knochenmarkszellen
anderte sich nicht nach FIP (Abbildung 19, Tabelle 14). Dennoch nahm der BrdU+ Anteil
sowohl der Plasmablasten als auch der Plasmazellen in septischen wie nicht-septischen
Tieren zu. Nach 28 Tagen nahm der Anteil der BrdU+* Zellen an Plasmablasten und jungen
Plasmazellen ab. Nur die vollstandig ausgereiften, MHCII- Plasmazellen blieben auch nach
28 Tagen unverdndert. Nach 12 Wochen allerdings ist auch deren Zahl wieder auf
Ausgangsniveau, d.h. sie sind entweder migriert, in den Zelltod gegangen oder haben sich
entgegen der Literatur weiter geteilt. Zusammenfassend wanderten BrdU+ Plasmazellen ins
Knochenmark ein, unabhangig davon, ob die Tiere septisch waren oder nicht. Diese

konnten sich dort allerdings nicht im Sinne langlebiger Plasmazellen etablieren.
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Abbildung 19: Verlauf des Anteils (%) der Plasmazellen und Plasmablasten an den
Gesamtknochenmarkszellen nach FIP

C57BL/6 Mausen wurden 7,25 x105 cfu-Aquivalente i.p. appliziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Alle Tiere
erhielten ab FIP bis zum Explantationszeitpunkt, maximal aber bis zu 14 Tage nach FIP BrdU tiber das
Trinkwasser. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Tiere getotet und Knochenmarkszellen isoliert.
Aufgrund der Isolationsmethode (s. Material und Methoden) wird auf die Angabe der Gesamtzellzahlen
verzichtet. Der Anteil der Plasmazellen und Plasmablasten an den Knochenmarkszellen, sowie der Anteil (%)
BrdU+*MHCII* und BrdU+*MHCII- Zellen der Plasmazellen und Plasmablasten wurde durchflusszytometrisch
bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for
selected pairs. Die Konfidenzintervalle der Mittelwertsunterschiede sind in Tabelle 14 angegeben. n=3-

7/Gruppe.
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Tabelle 14: 95% Konfidenzintervall (CI) der Mittelwertsunterschiede der Plasmablasten und
Plasmazellen sowie des jeweiligen Anteils BrdU+ Zellen im Knochenmark im Verlauf nach FIP

Plasmablasten %BrdU/Plasmablasten
Gruppen CI Sign. CI Sign.
PBS d1 vs FIP d1 -0,059 - 0,09 ns -36,4--0,219 *
PBS d1 vs FIP d3 -0,08 - 0,07 ns -43,6 - -14,1 oAk
PBSd1vs FIPd7 |-0,085-0,066 ns -70,9 - -41,4 oAk
PBS d14 vs FIP d14 | -0,09 - 0,058 ns -52,4--5,66 *x
PBS d28vs FIPd28 | -0,12-0,03 ns -17,8-18,4 ns
PBS d28 vs FIP wk12| -0,08-0,07 ns -3,10 - 29,0 ns
Plasmazellen %BrdU"MHCIT" %BrdU MHCIT
Gruppen CI Sign. CI Sign. CI Sign.
PBS d1 vs FIP d1 -0,055- 0,015 ns -23,5-15,6 ns -14,7 - 7,15 ns
PBSd1lvs FIPd3 |-0,042-0,028 ns -38,0--5,99 ok -12,2-5,68 ns
PBSd1vs FIPd7 |-0,045-0,025 ns -45,3--13,3 oAk -29,2--11,3 oAk
PBS d14 vs FIP d14 | -0,066 - 0,004 ns -17,2-33,3 ns -37,4--9,15 ook
PBS d28 vs FIP d28 | -0,032 - 0,038 ns -19,3-19,8 ns -13,7 - 8,16 ns
PBS d28 vs FIP wk12(-0,076 - -0,008 *E -16,7 - 18,0 ns 3,46 - 22,9 *E

ns: nicht signifikant; *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001

66




Ergebnisse

3.2.4. Keimzentren und Marginalzonen-B-Zellen nach CASP und FIP in der Milz

Die Keimzentrumsentwicklung in der Milz nach FIP und CASP wurde auch histologisch
untersucht. Bereits nach drei Tagen waren kleine Keimzentren zu beobachten, die bis Tag
14 an Grofde zunahmen. Auch 12 Wochen nach FIP waren noch Keimzentren vorhanden,
allerdings kleinere als am Tag 14. In den PBS-Kontrolltieren waren keine Keimzentren
nachweisbar, wohingegen die unbehandelten Kontrollen Keimzentren aufwiesen
(Abbildung 20, Abbildung 21). Diese Tiere stammen zusammen mit den CASP-Tieren aus

einer anderen Kohorte und waren moglicherweise unterschiedlichen Keimen ausgesetzt.

Die Marginalzonen-B-Zellen, die sich in Funktion und Phanotyp von den follikuldren B-
Zellen unterscheiden, liegen als eine Art Saum um den Follikel herum in der roten Pulpa.
Einen Tag nach CASP oder FIP waren diese Marginalzonen-B-Zellen, kaum bis nicht mehr
nachweisbar. Erst nach dem dritten Tag liefden sie sich wieder darstellen (Abbildung 22,
Abbildung 23). Nach FIP sind sie aber zumindest mit der Durchflusszytometrie noch
messbar. Im Riickschluss kam es nach Aktivierung der Marginalzonen-B-Zellen zu einer
Migration, sodass diese Zellen in der Milz nicht mehr an ihrem urspriinglichen Ort

nachweisbar waren.
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3.2.5. Zusammenfassung der B-Zellreaktionen bei Sepsis - FIP

FIP und CASP dhneln sich in vielen Parametern. Inflammatorische Zytokine (IL6, TNF,
MCP1, IL10) stiegen 24 Stunden nach Sepsisbeginn sehr schnell an, wobei bereits nach drei
Tagen kein Unterschied zu den Kontrolltieren bestand. Die IL12 und IFNy-
Konzentrationen, Mediatoren der klassischen adaptiven Immunantwort, waren erst zu
spdteren Zeitpunkten (d7, 14) erhoht. In beiden Modellen kam es zu einer systemischen
Dissemination endogener Flora und einer Gewichtszunahme der Milz (dieser Phanotyp
wurde in der Doktorarbeit von Mandy Busse hinreichend beschrieben). Aufierdem stiegen
die Gesamt-Serum-IgM- und IgG-Konzentrationen in der FIP etwas frither an als in der
CASP. Uberraschenderweise nahmen die Gesamtzahlen der CD4+ T-und CD19+* B-Zellen
nach FIP entgegen der Erwartung zu. In der Lavage war dieser Anstieg vor allem durch
B1b-Zellen getragen, wobei auch die Zahl der Bla- und B2a-Zellen zunahm. Im Blut sank
die Zahl der B2-Zellen initial und war nach spatestens 14 Tagen wieder auf
Ausgangsniveau. B1-Zellen stiegen transient an, fielen aber ab dem dritten Tag auf das

Ausgangsniveau zurtick.

In der Milz iiberwog eindeutig die Zahl der B2-Zellen, aber auch hier kam es zu einem
Anstieg der B2- und Bla-Population. Auch die Anzahl der follikularen und Marginalzonen-
B-Zellen nahm um den dritten Tag nach FIP zu. Dabei tiberschneiden sich vor allem die
Populationen der B2- und follikuldren B-Zellen. Sowohl die follikuldren als auch die
Marginalzonen-B-Zellen waren bereits einen Tag nach FIP CD69 positiv, ein Zeichen der
sehr frithen Aktivierung. Anschliefdend kam es ungefahr nach drei bis sieben Tagen zu
einer starken Keimzentrumsreaktion, die bis zu 28 Tage nach Sepsis anhielt. Gedachtnis-B-
Zellen nahmen insgesamt nicht zu, aber der Anteil BrdU+*, also neu differenzierter
Gedachtnis-B-Zellen stieg an. Neben den Keimzentrums-B-Zellen stieg die Zahl der
Plasmablasten und Plasmazellen drei Tage nach FIP sprunghaft an, um genau so rasant
wieder auf das Niveau der Kontrolltiere abzusinken. Mogliche Ursachen liegen in der
Emigration von Plasmablasten und dem apoptotischen Verlust kurzlebiger Plasmazellen,
denen das inflammatorische Milieu zum Uberleben fehlt. Im Blut sind vor allem

Plasmablasten nachzuweisen, der Nachweis von Plasmazellen gelang nicht.

Im Knochenmark verianderte sich der Anteil der Plasmazellen an den
Gesamtknochenmarkszellen nicht, obwohl der Anteil BrdU+* Zellen an den Plasmablasten
und -zellen zunahm. Allerdings unterschied sich die Kinetik BrdU* Zellen zwischen den

septischen Tieren und den Kontrolltieren nicht.

Der mesenteriale Lymphknoten scheint an der humoralen Immunantwort nach Sepsis
nicht wesentlich beteiligt zu sein. Die Gesamtzellzahl der T- und B-Zellen blieb anndahernd
konstant, es konnten im Vergleich mit den Kontrolltieren keine Veranderung der

Keimzentrumszellen, Plasmablasten oder Plasmazellen nachgewiesen werden.
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3.3. Immunglobulinspezifititen nach Sepsis

Wahrend einer Sepsis wird das Immunsystem mit vielen unterschiedlichen Ag
konfrontiert. Dabei konnen diese T-Zell-abhdngige Immunreaktionen sowie T-Zell-
unabhangige humorale Immunreaktionen des Typs I (z.B. LPS, CpG) und II (z.B.
Polysaccharide) auslésen. Insbesondere die T-Zell-unabhangigen Antigene des Typ I,
aktivieren B-Zellen unabhdngig vom BCR (polyklonal). Dadurch steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass auch autoreaktive B-Zellen, die der Selektion im Knochenmark
entkommen sind, aktiviert werden. In dieser Arbeit wurde ein Test zum Nachweis
»2autoreaktiver Antikdrper genutzt, der liblicherweise in der klinischen Diagnostik
verwendet wird. Hep2-Zellen sind humane Larynxkarzinomzellen, die auf Objekttragern
gezlichtet und dann fixiert werden. Sie dienen der klinischen Suche nach v.a. anti-
nukledren Antikorpern (ANA). Da intrazelluldre Proteine zwischen verschiedenen
Saugetierspezies hochkonserviert sind, wurde murines Serum auf diesen Objekttragern
inkubiert und gebundene Antikorper (IgM oder IgG) mit entsprechenden anti-Spezies-
Sekunddrantikorpern sichtbar gemacht. In allen getesteten Seren wurde nach CASP
vermehrt IgM produziert, das an cytosolische Proteine (v.a. Filamentstrukturen) band. In
ungefahr der Halfte der Seren fand sich 14 Tage nach CASP auch autoreaktives IgG, das an
unterschiedliche Strukturen, z.B. Mikrotubuli, Mitochondrien und Chromatin band
(Abbildung 24).
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unbehandelt

Abbildung 24: Antikorper gegen koérpereigene Antigene 14 Tage nach CASP

Bei C57BL/6 Mausen wurde eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben unbehandelt. 14 Tage nach CASP
wurde den Tieren Blut unter Narkose abgenommen und das Serum mit 20% FCS/PBS verdiinnt auf Hep2-ANA
Objekttragern inkubierGebundene Antikérper wurden iiber anti-murine Antikérper nachgewiesen. Gezeigt

sind repasentative Bilder mit den stark positiven septischen Tieren. n=8 Tiere/Gruppe.

Im ELISA konnte die Bindung von IgM und IgG an Ag nachgewiesen werden, die in keinem
Zusammenhang mit der CASP standen, und mit denen die Mduse auch vorher nicht in
Kontakt gekommen waren, TNP (Trinitrophenol)-14-BSA (Bovines Serumalbumin) und ein
Komplex aus humanem Plattchenfaktor 4 und Heparin (huPF4/H) (Abbildung 25,
Abbildung 26). Dabei fallt vor allem auf, dass diese Strukturen (Filamente, Chromatin, TNP-
14-BSA, huPF4/H) allesamt repetitive Epitope besitzen. Diese ermdoglichen eine
Antikorperbindung trotz geringer Affinitat. Es bleibt unklar, ob es sich um wenige
Antikorper handelte, die viele verschiedene Strukturen banden (Kreuzreaktivitit), oder ob
wahrend einer Sepsis viele B-Zellen unabhangig vom BCR, und damit unabhangig von Ihrer
Spezifitat, aktiviert wurden. Infolge waren viele Antikorper unterschiedlicher Spezifititen
im Serum zu finden. Dies konnte mit diesen Tests nicht untersucht werden. Eine
Untersuchung auf Einzelzellebene kénnte kldren, ob wenige, stark kreuzreaktive B-Zellen
aktiviert wurden, oder viele B-Zellen unterschiedlicher Spezifitit. Dies ist Gegenstand

aktueller Untersuchungen (personliche Mitteilung Oliver Nicolai).
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Abbildung 25: Antikérper gegen Modellantigene ohne Bezug zur Sepsis 14 Tage nach CASP

Bei C57BL/6 Mausen wurde eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben unbehandelt. 14 Tage nach CASP
wurde den Tieren Blut unter Narkose abgenommen und die Konzentration TNP-(14)-BSA-spezifischen Serum
IgM und IgG im ELISA bestimmt (au = arbitrary units). Die Tiere sind zu keinem Zeitpunkt mit TNP-(14)-BSA
in Kontakt gekommen. Gezeigt ist eine Zusammenfassung von drei unabhadngigen Experimenten mit gleicher
Tendenz. Die statistische Auswertung erfolgte mit einem ungepaarten t-Test. n=15-22 Tiere/Gruppe.
***:p<0,001
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Abbildung 26: Antikérper gegen Ag ohne Bezug zur Sepsis 14 Tage nach CASP

Bei C57BL/6 Mausen wurde eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben unbehandelt. 14 Tage nach CASP
wurde den Tieren Blut unter Narkose abgenommen und die Menge (OD) IgM und IgG spezifisch fiir einen
Komplex aus humanem Plattchenfaktor4 und Heparin (huPF4/Heparin) im ELISA bestimmt. Die Tiere sind
zuvor nicht mit Heparin in Kontakt gekommen. Gezeigt ist eine Zusammenfassung von zwei unabhéngigen
Experimenten mit gleicher Tendenz. Die statistische Auswertung erfolgte mit einem ungepaarten t-Test. n=6-
13 Tiere/Gruppe. *:p<0,05, **:p<0,01
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3.4. Einfluss der CD4+ T-Zellen auf die Antikéorperantwort nach Sepsis -
CASP

Aktivierte CD4+* T-Zellen konnen Klassenwechsel (CSR) und somatische Hypermutation
(SHM) des BCR herbeifiihren. Um zu ermitteln, ob die Antikérperantwort bei Sepsis eine T-
Zell-abhangige Komponente hat, und wenn ja, welchen Anteil diese an der gesamten
humoralen Immunreaktion nach Sepsis ausmacht, wurden T-Zellen mit einem
depletierenden Antikérper (Gk1.5) aus dem System entfernt (Anhang 6).

Regulatorische T-Zellen (Treg) gehoren ebenfalls zu den CD4+ T-Zellen, konnen den CSR
tiber IL10 und TGFf beeinflussen, wirken aber vor allem ddmpfend auf eine
Immunantwort. Um [hren Einfluss auf die Antikérperbildung in der Sepsis zu untersuchen,
wurden sogenannte DEREG-Maduse verwendet. Diese Mause sind transgen fiir ein
Fusionsprotein aus green fluorescent protein (GFP) und einem Diphtherietoxinrezeptor
(DTR). Dieses transgene Konstrukt ist unter Kontrolle des foxp3-Promotors und wird daher
ausschliefdlich in FoxP3* Treg exprimiert. Dies erlaubt sowohl eine Detektion der Tregs als

auch eine selektive Depletion durch Gabe von Diphtherietoxin (DT).

3.4.1. CD4* T-Zelldepletion
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Abbildung 27: Serum IgM und IgG Konzentration 14 Tage nach CASP und CD4+ T-Zelldepletion

C57BL/6 Mause erhielten jeweils 150ug eines depletierenden anti-CD4 Antikorpers (aCD4; Gk1.5) i.p. an den
Tagen -3 und -1 vor 18G CASP. Kontrolltiere blieben unbehandelt oder erhielten jeweils nur den
depletierenden Antikérper oder CASP. Am Tag 0 wurden bei den Tieren eine 18G CASP induziert. Vierzehn
Tage spater wurde den Tieren unter Narkose Blut entnommen und die Serum-IgM- und IgG-Konzentrationen
via Luminex-Technologie bestimmt. Gezeigt ist eine Zusammenfassung von zwei unabhangigen Experimenten
mit gleicher Tendenz. Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Katrin Kleinfeldt erhoben. Die statistische
Auswertung erfolgte mit One Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. n=6-10/Gruppe.
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Auf den Anstieg der [gM Serumkonzentration nach Sepsis hatten CD4+ T-Zellen keinen
Einfluss. Die Gesamt-Serum-IgG-Konzentration T-Zell-depletierter Tiere nach Sepsis ist
signifikant geringer als in T-Zell-kompetenten Tieren, bleibt aber tendenziell hoher als in
den nichtseptischen Kontrolltieren (CI: -758,3 - 2139) (Abbildung 27). Das heif3t, der
Anstieg des Serum IgG nach Sepsis ist zum Teil aber nicht ausschliefdlich T-Zell-abhangig.

Insbesondere die IgG1 Konzentration nach CASP war T-Zell-abhdngig. Ohne T-Zellen stieg
die IgG1-Konzentration nach Sepsis nicht an. [gG2c und IgG2b waren ebenfalls signifikant
erniedrigt, allerdings tendenziell hoher als in den nicht septischen Kontrolltieren. Der

Konzentrationsanstieg von IgG3 blieb durch die T-Zelldepletion unbeeinflusst (Abbildung

28). Das heifdt, die IgG1 Sekretion nach Sepsis ist stark, I[gG2c und 2b schwach und IgG3
nicht von T-Zellen abhangig.
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Abbildung 28: Serum IgG-Subtypen-Konzentration 14 Tage nach CASP und CD4+ T-Zelldepletion

C57BL/6 Mause erhielten jeweils 150ug eines depletierenden anti-CD4 Antikérpers (aCD4; Gk1.5) an den
Tagen -3 und -1 vor CASP. Kontrolltiere blieben unbehandelt oder erhielten jeweils nur den depletierenden
Antikoérper oder CASP. Am Tag 0 wurden bei den Tieren eine 18 G CASP induziert. Vierzehn Tage spater
wurde den Tieren unter Narkose Blut entnommen und die Serumkonzentrationen der IgG-Subtypen via
Luminex-Technologie bestimmt. Gezeigt ist eine Zusammenfassung von zwei unabhangigen Experimenten
mit gleicher Tendenz. Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Katrin Kleinfeldt erhoben. Die statistische

Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. n=6-
10/Gruppe.
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Ein Einfluss der CD4* T-Zellen auf die in dieser Arbeit gemessenen Spezifititen war kaum
nachweisbar. TNP-14-BSA-spezifisches [gM war nicht reduziert (Abbildung 29). Anti-TNP-
14-BSA IgG der CD4-depletierten, septischen Tiere hingegen unterschied sich weder von
den unbehandelten Kontrolltieren noch von den nicht-depletierten septischen Tieren.
Schlussfolgernd kommt es zu keiner Verdanderung des antigenspezifischen IgM und nur
tendenziell zu einer Reduktion antigenspezifischen IgGs, wobei aufgrund der geringen

Gruppengrofie keine sichere Aussage getroffen werden kann.
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Abbildung 29: Antikérper gegen Modellantigene ohne Bezug zur Sepsis 14 Tage nach CASP und CD4 T-
Zell Depletion

C57BL/6 Mause erhielten jeweils 150ug eines depletierenden anti-CD4 Antikoérpers (aCD4; Gk1.5) i.p. an den
Tagen -3 und -1 vor 18G CASP. Kontrolltiere blieben unbehandelt oder hatten nur CASP. Am Tag 0 wurde bei
den Tieren eine 18 G CASP induziert. Vierzehn Tage spédter wurde den Tieren unter Narkose Blut entnommen
und die Konzentration TNP-(14)-BSA-spezifischen Serum IgM und IgG im ELISA bestimmt (au = arbitrary
units). Die Tiere sind zu keinem Zeitpunkt mit TNP-(14)-BSA in Kontakt gekommen. Gezeigt ist eine
Zusammenfassung von zwei unabhdngigen Experimenten mit gleicher Tendenz. Die Daten wurden in
Zusammenarbeit mit Katrin Kleinfeldt erhoben. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA
und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. n= 7-14 Tiere/Gruppe.

Es konnten keine Veranderungen in den autoreaktiven Antikérpern nachgewiesen werden.

Allerdings waren diese bereits in den unbehandelten Kontrollen vorhanden.
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3.4.2. Treg-Depletion

In einem orientierenden Experiment wurden Tregs vor Sepsisinduktion depletiert. Dies
blieb ohne Einfluss auf die Gesamt-IgM- und IgG-Serumkonzentrationen (Abbildung 30,
Abbildung 31). Auch TNP-spezifische IgM- und IgG-Konzentrationen veranderten sich nach
Treg-Depletion und Sepsis nicht (Abbildung 32). Um nicht unnétig viele Tiere zu
verwenden, wurde auf die Wiederholung dieses Versuchs verzichtet. Dennoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass Tregs sehr kleine Effekte auf die Antikérperproduktion

haben, die aufgrund der geringen Gruppengrofée nicht messbar waren.
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Abbildung 30: Serum IgM und IgG Konzentration 14 Tage nach CASP und Treg Depletion

DEREG Méuse erhielten am Tag -2 und -1 4pg Diphtherietoxin (DT). Am Tag 0 wurde eine 18G CASP
induziert. C57BL/6 Wildtyp-Kontrolltiere blieben unbehandelt oder hatten nur CASP. Vierzehn Tage spater
wurde den Tieren unter Narkose Blut entnommen und die Serum IgM und IgG Konzentrationen via Luminex-
Technologie bestimmt. Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Katrin Kleinfeldt erhoben. Die statistische

Auswertung erfolgte mit de One Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. n=5-7
Tiere/Gruppe.
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Abbildung 31: Serum IgM und IgG Konzentration 14 Tage nach CASP und Treg Depletion

DEREG Méuse erhielten am Tag -2 und -1 4pug DT. Am Tag 0 wurde eine 18G CASP induziert. C57BL/6
Wildtyp-Kontrolltiere blieben unbehandelt oder hatten nur CASP. Vierzehn Tage spater wurde den Tieren
unter Narkose Blut entnommen und die Serumkonzentrationen der IgG-Subtypen via Luminex-technologie
bestimmt. Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Katrin Kleinfeldt erhoben. Die statistische Auswertung
erfolgte mit der One Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. n=5-7 Tiere/Gruppe.
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Abbildung 32: Antikérper gegen Modellantigene ohne Bezug zur Sepsis 14 Tage nach CASP und Treg
Depletion

DEREG Méuse erhielten am Tag -2 und -1 4pug DT. Am Tag 0 wurde eine 18G CASP induziert. C57BL/6
Wildtyp-Kontrolltiere blieben unbehandelt oder hatten nur CASP. Vierzehn Tage spater wurde den Tieren
unter Narkose Blut entnommen und die Konzentration TNP-(14)-BSA-spezifischen Serum IgM und IgG im
ELISA bestimmt (au = arbitrary units). Die Tiere sind zu keinem Zeitpunkt mit TNP-(14)-BSA in Kontakt
gekommen. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for
selected pairs. n= 5-7 Tiere/Gruppe.

3.4.3. T-Zellhilfe und Antigenprasentation nach Sepsis - AP

In 3.4.1 wurde bereits gezeigt, dass T-Zellen eine Rolle bei der Produktion verschiedener
IgG-Subtypen spielen. Mit einem Transferexperiment sollte komplementar gezeigt werden,
ob T-Zellen nach Sepsis antigenspezifisch aktiviert werden kénnen und wie stark das
Ausmaf3 der antigenspezifischen T-Zellproliferation in den frithen Zeitpunkten nach Sepsis
war. Dazu wurden CD4+, Ovalbumin (OVA)-spezifische T-Zellen aus OT-II Mausen isoliert,
mit CFSE markiert und den Empfangermausen 24 Stunden vor AP in den retrobulbaren
Venenplexus injiziert. Damit war gewahrleistet, dass die transferierten T-Zellen dem
gleichen septischen Milieu ausgesetzt waren wie die endogenen T-Zellen. In diesen
Experimenten wurde statt der CASP das AP-Modell (Akute Peritonitis) gewahlt. Dabei
wurde lediglich die Insertionsstelle des Hohlkatheters vom aufsteigenden Dickdarm in den
Fundus des Zakums verlegt. Das Ausmaf3 der Sepsis und der Verlauf blieben unverandert

(personliche Mitteilung Katrin Kleinfeldt).

Drei Tage nach Antigenapplikation wurden die Mause getotet und die Proliferation der
CFSE*CD4* T-Zellen in der Milz durchflusszytometrisch bestimmt (Anhang 7). Die

Auswertung erfolgte mit Flow]o.

Die Zahl der ruhenden Zellen (Generation 0) wird durch zwei Prozesse beeinflusst: Sie
kann abnehmen, weil sich die Zellen geteilt haben oder weil sie gestorben sind. In [hrer
Diplomarbeit konnte Christin Eger zeigen, dass die Zahl der CFSE+CD4+ T-Zellen, die Thr
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Antigen nicht sehen (ruhende Zellen), nach drei Tagen in septischen Tieren geringer war
als in unbehandelten Kontrolltieren (Anhang 8 und (221)). Um das Proliferationsverhalten
zu beurteilen, wurden nicht-aktivierte, ruhende Zellen (Generation 0) in die
Datenberechnung und Betrachtung nicht mit einbezogen. Stattdessen wurden nur die
Zellen beriicksichtigt, die sich mindestens einmal geteilt hatten. Dabei wurde auf die
Starterpopulation der proliferierenden Zellen (SPproiif) zuriickgerechnet. Diese ist ein Maf$
fiir die urspriingliche Zahl der Zellen, die antigenspezifisch aktiviert wurden. In der
Proliferationskinetik ist folglich fiir jede Zellgeneration der Anteil an SPprolif angegeben
(%Generation/SPprolif).

Im ersten Experiment wurde das Antigen gleichzeitig zur AP appliziert. SPproiif ist in den
septischen Tieren grofder als in den immunisierten Kontrolltieren, d.h. es wurden mehr
Zellen antigenspezifisch aktiviert (Abbildung 33A). AufRerdem haben anteilig mehr Zellen
nach Sepsis schneller proliferiert (Abbildung 33B). Damit ist die antigenspezifische T-
Zellantwort zu diesem Zeitpunkt eher verstarkt. Ohne Antigen proliferieren die
transferierten T-Zellen nach Sepsis nicht (Abbildung 33A). Auch die kognate T-Zellhilfe fiir

B-Zellen ist daher an die antigenspezifische T-Zellaktivierung gebunden.

Im zweiten Experiment wurde das Antigen erst drei Tage nach AP verabreicht. Dabei
wurde auf die Kontrollgruppe, die nur AP aber kein OVA erhielt, zugunsten der Mause
verzichtet, da es bereits im ersten Experiment nicht zur Proliferation kam. Bei Antigengabe
zu diesem Zeitpunkt proliferierten deutlich weniger Zellen - SPprlir der septischen Tieren
ist kleiner als in den immunisierten Kontrolltieren (Abbildung 34A). Dies spiegelte sich in
der Kinetik wider (Abbildung 34B).

Zusammenfassend konnen T-Zellen zu sehr frithen Zeitpunkten nach Sepsis
antigenspezifisch aktiviert werden und proliferieren. Das setzt eine funktionierende
Antigenprasentation durch professionelle antigenprasentierende Zellen (dendritische
Zellen, Makrophagen) voraus. Tatsachlich scheint die Aktivierung der T-Zellen durch die
einschwemmenden Mikroorganismen verstarkt zu werden. Ob sie anschliefdend zur
vollstandigen T-Zellhilfe in der Lage waren, konnte mit diesen Experimenten nicht direkt
gezeigt werden. Bereits am dritten Tag nach Sepsis war die antigenspezifische T-

Zellaktivierung stark beeintrachtigt.
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Abbildung 33: Antigenspezifische T-Zellproliferation nach gleichzeitiger Antigenapplikation und AP

C57BL/6 Mause erhielten 1x107 CFSE markierte, T-Zellrezeptor-transgene T-Zellen (OT-II) {iber den
retrobulbaren Venenplexus. Vierundzwanzig Stunden spater wurde eine AP induziert und nach
Wundverschluss 200ug OVA i.p. appliziert. Nach drei Tagen wurden die Tiere getotet, die Milzzellen isoliert
und die Proliferation CFSE+CD4+ T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt ist eine
Zusammenfassung zweier unabhingiger Experimente mit gleicher Tendenz. Die Daten wurden in
Zusammenarbeit mit Christin Eger erhoben. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA
und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. n=8-9 Tiere /Gruppe. ***: p < 0.001
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Abbildung 34: Antigenspezifische T-Zellproliferation drei Tage nach AP

C57BL/6 Mause erhielten 1x107 CFSE markierte, T-Zellrezeptor-transgene T-Zellen (OT-II) {iber den
retrobulbaren Venenplexus. Vierundzwanzig Stunden spater wurde eine AP induziert. Nach drei Tagen
erhielten die Tiere 200ug OVA i.p. appliziert. Weitere drei Tage spater wurden die Tiere getotet, die
Milzzellen isoliert und die Proliferation CFSE+*CD4+ T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Kontrolltiere
erhielten OVA ohne AP. Auf eine AP-Kontrolle wurde zu Gunsten der Mause verzichtet, da bereits in
Abbildung 33 gezeigt wurde, dass die Zellen nicht unspezifisch proliferieren. Gezeigt ist eine
Zusammenfassung zweier unabhangiger Experimente mit gleicher Tendenz. Die Daten wurden in
Zusammenarbeit mit Christin Eger erhoben. Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA
und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. n=5-15 Tiere /Gruppe.
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3.5. Die Rolle der Milz und der Marginalzonen-B-Zellen bei der
humoralen Immunantwort nach Sepsis

In den folgenden Experimenten wurde das CASP-Modell genutzt.

Die vorangegangenen Experimente zeigten, dass es in der Milz zu einer sehr frithen
Aktivierung follikularer und Marginalzonen-B-Zellen nach Sepsisbeginn kam. Es
entstanden Keimzentren und Plasmablasten bzw. Plasmazellen. Der mesenteriale
Lymphknoten schien an der humoralen Immunantwort nach FIP tiberhaupt nicht beteiligt
gewesen zu sein. Um zu untersuchen, welchen Anteil die Milz und die Marginalzonen-B-
Zellen an der Antikorperantwort nach Sepsis haben, wurde die Milz parallel zur CASP
entfernt (Splenektomie). Dies fiihrte zu keiner signifikanten oder tendenziellen Anderung
der Antikorperantwort nach Splenektomie. Die erhéhten IgG-Serumkonzentrationen nach
Splenektomie und CASP sind nur auf drei Ausreifder zurtickzufiihren, die auch bei den IgG-
Subtypen zu beobachten waren. (Abbildung 35, Abbildung 36).

Auch die autoreaktiven Antikorper scheinen sich in Qualitdt und Quantitat nicht zu
unterscheiden. Wahrend nach CASP fiinf von 17 Tieren stark und sechs von 17 Tieren
intermediar IgM positiv, zwei von 17 stark und zwei von 17 intermediar IgG positivim
Hep2 Assay sind, hat sich dieses Verhaltnis nach Splenektomie und CASP kaum geandert
(IgM: 6/17 stark und 4/17 intermediar positiv; [gG: 4/17 stark und 4/17 intermedidr
positiv). Das heifdt, dass sowohl die Marginalzonen-B-Zellen als auch das gesamte Organ

Milz flir die Antikérperantwort entbehrlich zu sein scheinen.
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Abbildung 35: Serum IgM und IgG Konzentration 14 Tage nach CASP und Splenektomie

C57BL/6 Mausen wurde parallel zur 18G CASP die Milz entfernt (Splenektomie). Kontrolltiere blieben
unbehandelt oder hatten jeweils nur CASP oder Splenektomie. Vierzehn Tage spater wurde den Tieren unter

Narkose Blut entnommen und die Serum-IgM- und IgG-Konzentrationen via Luminex-Technologie bestimmt.
Gezeigt ist eine Zusammenfassung von zwei unabhéngigen Experimenten mit gleicher Tendenz. Die

statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs.
n=6-14 Tiere/Gruppe.

85



Ergebnisse

IgG1 IgG2c
15000+ 80-
60 -
. | |
10000 U -
E € *
?g \g 404 (¢] Og [ ~. ol
o ™
5000 - o o = § 1] I.
o am 204 —o— 2 ",
°o® ]
o 0.0
L ] o m
Laske il W AN ol a - , ,
IgG2b 1gG3
%
50000 4000
| ]
40000 3000- i
300004 - _
£
% £ 2000-
= 20000+ = .
o n
- 1000 ]
100001 [ ] e o L
.’ - oo - =]
Lende SRw o EBE Lo fga eee
S s & 8 S
& ¢ x S ¢ <
N & e P & Q
N @Q O ) @Q \Q’O
Bl &
Q QS
\@ \2
R R

Abbildung 36: Serum IgG-Subtypen-Konzentration 14 Tage nach CASP und Splenektomie

C57BL/6 Mausen wurde parallel zur 18G CASP die Milz entfernt (Splenektomie). Kontrolltiere blieben
unbehandelt oder hatten jeweils nur CASP oder Splenektomie. Vierzehn Tage spater wurde den Tieren unter
Narkose Blut entnommen und die Serumkonzentrationen der IgG-Subtypen via Luminex-Technologie
bestimmt. Gezeigt ist eine Zusammenfassung von zwei unabhingigen Experimenten mit gleicher Tendenz.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der One Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs.
n=6-14 Tiere/Gruppe.
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unbehandelt Splenektomie CASP Splenektomie + CASP

Abbildung 37: Autoreaktive Antikérper nach CASP und Splenektomie

C57BL/6 Mausen wurde parallel zur 18G CASP die Milz entfernt (Splenektomie). Kontrolltiere blieben
unbehandelt oder hatten jeweils nur CASP oder Splenektomie. 14 Tage nach CASP wurde den Tieren Blut

unter Narkose abgenommen und das Serum mit 20% FCS/PBS verdinnt auf Hep2-ANA Objekttragern inkubiert
Gebundene Antikdrper wurden iiber anti-murine Antikérper nachgewiesen. Gezeigt sind repasentative Bilder
von stark positiven septischen Tieren. n=6-14 Tiere/Gruppe.

3.6. Einfluss einer Sepsis auf das etablierte Immungedichtnis

Bisher konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sowohl B-Zellen als auch T-Zellen nach
Sepsis aktiviert werden konnen, und es sowohl eine T-Zell-abhangige wie -unabhangige
Komponente der Antikorperantwort gibt. Es konnte gezeigt werden, dass neue
Plasmazellen gebildet werden, die zumindest transient im Knochenmark zu finden sind.
Was aber geschieht mit einem bereits etablierten humoralen Immungedéachtnis, das zu
einem grof3en Teil aus langlebigen Plasmazellen besteht, die in Uberlebensnischen im
Knochenmark residieren und schiitzende Antikorper produzieren? Werden diese
Plasmazellen verdrangt oder in den Zelltod geschickt, oder nimmt das humorale

Immungedachtnis sogar zu, weil z.B. Gedachtnis-B-Zellen tiber TLRs aktiviert werden?

Um den Einfluss einer Sepsis auf das etablierte humorale Immungedéachtnis zu
untersuchen, wurden C57BL/6 Mause mit TNP-13-OVA und OVA in Alum zweimal im
Abstand von drei Wochen immunisiert (Abbildung 38). Nach weiteren acht Wochen wurde
eine Sepsis induziert. Diese lange Zeitspanne wurde gewahlt, um ausschlieflich die
etablierten, langlebigen Plasmazellen und deren Antikérperantwort untersuchen zu

konnen.
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3 wk 8 wk 2 wk 4 wk
1 i ’
Immunisierung und (1) CASP Auslesung 1 Auslesung 2
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Etablierung des Herausforderung

Immungedachtnisses

Abbildung 38: Schema des experimentellen Ablaufs zur Untersuchung des Einflusses einer Sepsis auf
das etablierte Inmungedichtnis

Ausgelesen wurde zwei und vier Wochen nach CASP. Dabei wurden anti-OVA und anti-
TNP-BSA-Antikorper im ELISA im Vergleich mit einem Standardserum gemessen. TNP-BSA
wurde anstelle von TNP-OVA verwendet, um eine Aussage zu TNP-spezifischen
Antikorpern treffen zu kdnnen, die nicht an das immunisierende Tragerprotein binden. Die
Anzahl der OVA- und TNP-BSA-spezifischen IgM*- und IgG* antikérpersezernierenden
Zellen (ASC) des Knochenmark und der Milz wurde im ELISPOT bestimmt und auf jeweils
eine Million Zellen bezogen. Der Begriff ASC umfasst neben Plasmazellen auch

Plasmablasten, die im ELISPOT nicht voneinander unterschieden werden konnen.

Zu beiden Messzeitpunkten waren im Knochenmark TNP- bzw. OVA-spezifische IgG* ASC
nachzuweisen, und damit der Effekt der Immunisierung deutlich erkennbar (Abbildung 41,
Abbildung 42).

CASP allein fiihrte in der Milz zu einem Anstieg von anti-OVA- und anti-TNP-BSA-IgM+ ASC
nach zwei Wochen (Abbildung 39, Abbildung 40). Bei wenigen Tieren waren diese Zellen
auch noch nach vier Wochen messbar. Dabei hatten die nicht-immunisierten septischen
Tiere sogar mehr antigenspezifische [gM* ASC als die immunisierten Kontrollen. Diese
Ergebnisse passen sehr gut zu den in Abschnitt 3.3 beschriebenen Ergebnissen mit TNP.
Allerdings produzierten mehr Tiere mehr TNP-BSA-spezifische ASC als OVA-spezifische
ASC. TNP-BSA besitzt viel mehr repetitive Epitope als OVA. Im Knochenmark waren keine
Veranderungen im Vergleich zu den nicht-septischen Kontrolltieren zu beobachten. Dass
die Anzahl der OVA- und TNP-BSA-spezifischen ASC in den unbehandelten Kontrollen nicht
0 ist, liegt moglicherweise an der Kreuzreaktivitit von IgM, das aufgrund seiner
pentameren Struktur trotz geringer Affinitat binden kann. CASP allein fiihrte auf3erdem zu
einem Anstieg von anti-TNP-BSA-IgG* ASC nach zwei Wochen gegentiber den
unbehandelten Kontrollen (Abbildung 42).
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Abbildung 39: Ovalbumin-spezifische IgM-antikérpersezernierende Zellen (ASC) in Milz und

Knochenmark nach CASP

C57BL/6 Mause wurden nach dem Schema in Abbildung 38 mit TNP-OVA/ OVA immunisiert und ein stabiles
Immungedéachtnis in Form langlebiger Plasmazellen etabliert. Acht Wochen nach der
Wiederholungsimmunisierung wurden bei den Tieren eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben
unbehandelt oder wurden jeweils nur immunisiert oder CASP operiert. Zwei oder vier Wochen nach CASP
wurden die Tiere getotet und OVA-spezifische, [gM-ASC in Milz und Knochenmark je 1x10° Zellen via
ELISPOT bestimmt. Gezeigt ist eine Zusammenfassung zweier unabhangiger Experimente mit gleicher
Tendenz. Die statistische Analyse erfolgte mit déne Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected

pairs.n=10-18/Gruppe. *:p<0,05; **:p<0,01.
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Abbildung 40: TNP-BSA-spezifische IgM- ASC in Milz und Knochenmark nach CASP

C57BL/6 Mause wurden nach dem Schema in Abbildung 38 mit TNP-OVA/ OVA immunisiert und ein stabiles
Immungedéachtnis in Form langlebiger Plasmazellen etabliert. Acht Wochen nach der
Wiederholungsimmunisierung wurden bei den Tieren eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben
unbehandelt oder wurden jeweils nur immunisiert oder CASP operiert. Zwei oder vier Wochen nach CASP
wurden die Tiere getotet und TNP-BSA-spezifische, [gM-ASC in Milz und Knochenmark je 1x10¢ Zellen via
ELISPOT bestimmt. Gezeigt ist eine Zusammenfassung zweier unabhangiger Experimente mit gleicher
Tendenz. Die statistische Analyse erfolgte mit déne Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected
pairs.n=10-18/Gruppe. **:p<0,01; ***:p<0,001.

In Tieren mit zuvor etabliertem Immungedachtnis fiihrte die CASP zu einem deutlichen
Anstieg von OVA- und TNP-BSA spezifischen IgG*-ASC in der Milz (Abbildung 41, Abbildung
42). Dieser Unterschied war nach vier Wochen nicht mehr messbar. Im Knochenmark war
die Zahl antigenspezifischer IgG+-ASC nach Sepsis geringer als in den Kontrolltieren. Fiir
TNP-BSA bereits nach zwei Wochen, fiir OVA erst nach vier Wochen. Allerdings war dies
nicht auf eine Abnahme der ASC-Zahl nach Sepsis, sondern tiberaschenderweise auf eine
signifikante Zunahme der ASC-Zahlen in den immunisierten, nicht septischen Tieren

zwischen den beiden Messzeitpunkten zuriickzufiithren (pova-156=0,008, nicht gezeigt),
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wahrend die Anzahl der ASC in den septischen Tieren nahezu unverandert blieb. TNP-
spezifische IgG*-ASC nahmen nach Sepsis in diesem Zeitraum sogar tendenziell zu (prne-

1g=0,08, nicht gezeigt).
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Abbildung 41: OVA-spezifische IgG- ASC in Milz und Knochenmark nach CASP

C57BL/6 Mause wurden nach dem Schema in Abbildung 38 mit TNP-OVA/ OVA immunisiert und ein stabiles
Immungedéachtnis in Form langlebiger Plasmazellen etabliert. Acht Wochen nach der
Wiederholungsimmunisierung wurden bei den Tieren eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben
unbehandelt oder wurden jeweils nur immunisiert oder CASP operiert. Zwei oder vier Wochen nach CASP
wurden die Tiere getotet und OVA-spezifische, IgG-ASC in Milz und Knochenmark je 1x10¢ Zellen via ELISPOT
bestimmt. Gezeigt ist eine Zusammenfassung zweier unabhangiger Experimente mit gleicher Tendenz. Die
statistische Analyse erfolgte mit déne Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for selected pairs. n=10-
18/Gruppe. *:p<0,05; **:p<0,01.
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Abbildung 42: TNP-BSA-spezifische IgG- ASC in Milz und Knochenmark nach CASP

C57BL/6 Mause wurden nach dem Schema in Abbildung 38 mit TNP-OVA/ OVA immunisiert und ein stabiles
Immungedachtnis in Form langlebiger Plasmazellen etabliert. Acht Wochen nach der
Wiederholungsimmunisierung wurden bei den Tieren eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben
unbehandelt oder wurden jeweils nur immunisiert oder CASP operiert. Zwei oder vier Wochen nach CASP
wurden die Tiere getotet und TNP-BSA-spezifische, [gG-ASC in Milz und Knochenmark je 1x106 Zellen via
ELISPOT bestimmt. n=17-24/Gruppe. Gezeigt ist eine Zusammenfassung zweier unabhangiger Experimente
mit gleicher Tendenz. Die statistische Analyse erfolgte mit dé@ne Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test
for selected pairs. n=10-18/Gruppe. *:p<0,05; **:p<0,01

OVA- und TNP-BSA-spezifisches [gM nahm innerhalb der ersten zwei Wochen in den
septischen Tieren stark zu, unabhingig davon, ob die Tiere zuvor immunisiert worden
waren oder nicht (Abbildung 43, Abbildung 44). Trotz der Halbwertzeit des IgG von 21
Tagen, war vier Wochen nach CASP die Serumkonzentration von OVA- und TNP-BSA-

spezifischem IgG deutlich reduziert.
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Abbildung 43: OVA-spezifisches Serum IgM und IgG nach CASP
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C57BL/6 Mause wurden nach dem Schema in Abbildung 38 mit TNP-OVA/ OVA immunisiert und ein stabiles
Immungedéachtnis in Form langlebiger Plasmazellen etabliert. Acht Wochen nach der
Wiederholungsimmunisierung wurden bei den Tieren eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben
unbehandelt oder wurden jeweils nur immunisiert oder CASP operiert. Zwei oder vier Wochen nach CASP
wurden die Tiere narkotisiert, Blut entnommen und OVA-spezifisches Serum-IgM und -IgG im ELISA
bestimmt (au = arbitrary units). Gezeigt ist eine Zusammenfassung zweier unabhangiger Experimente mit
gleicher Tendenz. Die statistische Analyse erfolgte mit déne Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for

selected pairs. n=10-18/Gruppe. **:p<0,01; ***:p<0,001.
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Abbildung 44: TNP-BSA-spezifisches Serum IgM und IgG nach CASP

C57BL/6 Mause wurden nach dem Schema in Abbildung 38 mit TNP-OVA/ OVA immunisiert und ein stabiles
Immungedachtnis in Form langlebiger Plasmazellen etabliert. Acht Wochen nach der
Wiederholungsimmunisierung wurden bei den Tieren eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben
unbehandelt oder wurden jeweils nur immunisiert oder CASP operiert. Zwei oder vier Wochen nach CASP
wurden die Tiere narkotisiert, Blut entnommen und TNP-BSA-spezifisches Serum-IgM und -1gG im ELISA
bestimmt (au = arbitrary units). Gezeigt ist eine Zusammenfassung zweier unabhangiger Experimente mit
gleicher Tendenz. Die statistische Analyse erfolgte mit d@ne Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test for
selected pairs. n=10-18/Gruppe. *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001

Fiir das zweite der beiden unabhangigen, zusammengefassten Experimente wurden die
Gesamtserum-IgM und IgG-Konzentrationen bestimmt. Insgesamt war die Konzentration
fiir IgM und IgG zehnmal hoher als in 3.1.4 (Abbildung 45). Unterschiede zwischen den

septischen und nicht-septischen Tieren sind nur in der Tendenz erkennbar.
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Abbildung 45:Gesamtserum-IgM- und IgG-Konzentration nach CASP

C57BL/6 Mause wurden nach dem Schema in Abbildung 38 mit OVA immunisiert und ein stabiles
Immungedachtnis in Form langlebiger Plasmazellen etabliert. Acht Wochen nach der
Wiederholungsimmunisierung wurden bei den Tieren eine 18G CASP induziert. Kontrolltiere blieben
unbehandelt oder wurden jeweils nur immunisiert oder CASP operiert. Zwei oder vier Wochen nach CASP

wurden die Tiere narkotisiert, Blut entnommen und Gesamtserum IgM und IgG-Konzentration via Luminex-
Technologie bestimmt. Die statistische Analyse erfolgte mit deme Way ANOVA und dem Bonferroni’s post test
for selected pairs. n=10-18/Gruppe. Gezeigt ist ein Experiment.

Zusammenfassend war die Immunisierung erfolgreich. CASP allein flihrte zu einem Anstieg
antigenspezifischer I[gM* ASC in der Milz. In den zuvor immunisierten Tieren fiihrte CASP
zusatzlich zu einem Anstieg antigenspezifischer IgG* ASC. Im Knochenmark hingegen
waren vier Wochen nach CASP weniger antigenspezifische IgG* ASC als in den
Kontrolltieren vorhanden. Das lag aber eher an einer absoluten Zunahme der ASC in den

immunisierten Kontrolltieren, zumal sich die Anzahl der IgG* ASC innerhalb der zwei
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Messpunkte kaum veranderte. Damit beeinflusste die Sepsis das humorale

Immungedachtnis.

3.7. Humane humorale Immunantwort auf Bakteriimie oder Herz-
Lungen-Bypass-Operation

In dieser Arbeit wurde auch die humane humorale Inmunantwort auf einen systemischen

bakteriellen Infekt und auf ein operatives Trauma (Herz-Lungen-Bypass, HLB) untersucht.
3.7.1. Immunglobuline nach humaner Bakteriamie

In einer prospektiven Studie (215, 222) wurde Serum zum Zeitpunkt der stationdren
Aufnahme (d0), zum Zeitpunkt der Diagnose einer Staphylococcus aureus Bakteridmie und
Sepsis (Diagnose) und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Diagnosestellung gewonnen.
Von den insgesamt 12 Patienten, waren nur von 6 Patienten Serumproben zu spateren
Zeitpunkten (d7-19 nach Diagnose) vorhanden. Zwei der Patienten waren
immunsupprimiert. Der zeitliche Abstand zwischen Tag 0 und Diagnosestellung betrug

zwischen 52 und 7 Tagen.

Wie in Abbildung 46 zu sehen, kam es innerhalb des Messzeitraumes nach Sepsisdiagnose
zu keiner signifikanten Konzentrationsidnderung von Gesamtserum-IgM oder -IgG. Woran
dies lag, und warum sich die Patienten so vom Mausmodell unterschieden, muss diskutiert

werden.
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Abbildung 46: Verlauf der Gesamt IgM- und IgG-Serumkonzentration nach Bakteriimie

Gesamt-IgM- und IgG-Serumkonzentration wurde mittels ELISA zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Klinik,
zum Zeitpunkt der Diagnose einer Bakteridmie und sieben bis 19 Tage nach Diagnosestellung gemessen. Die
statistische Analyse erfolgte mit eineapeated measures ANOW#A:6.
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Auch die etablierte humorale Antwort, die hier als Serumkonzentration von anti-
Tetanustoxoid (TT) und Diphtherietoxin (DT)-Antikérpern ausgelesen wird, wurde nicht
durch die Bakteridmie beeinflusst (Abbildung 47). Beim Ausreifier fiir beide Antigene liber
alle Zeitpunkte handelt es sich um denselben Patienten. Aufgrund der Halbwertzeiten von

[gG wiare in diesem Assay nur ein Konzentrationsanstieg innerhalb des Probenzeitraumes
Zu messen.
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Abbildung 47: Anti-Tetanustoxin (TT) und anti-Diphtherietoxin (DT)- IgG Serumkonzentrationen nach
Bakteriamie

Anti-TT und anti-DT-IgG Serumkonzentrationen wurden mittels EL{S# Zeitpunkt der Aufnahme in die
Klinik, zum Zeitpunkt der Diagnose einer Bakteridmie und sieben bis 19 Tage nach Diagnosestellung
gemessen. Die statistische Analyse erfolge mit eimepeated measures one way ANOYIA: 6.

Veranderungen autoreaktiver Antikorper waren in dieser kleinen Patientenkohorte nicht
zu beobachten (Abbildung 48). Bei einem von sechs Patienten(Abbildung 48 C) waren
antinukledre Antikorper schon zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Klinik vorhanden,
veranderten sich aber in Qualitat und Quantitat nicht.
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Diagnose

Abbildung 48: Autoreaktives IgG nach Bakteriamie

Humanes Serum zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Klinik, zum Zeitpunkt der Diagnose einer Bakteridmie

und sieben bis 19 Tage nach Diagnosestellung wurde mit 20% FCS/PBS verdinnt auf Hep2-ANA Objekttréagern
inkubiert. Gebundene Antikdrper wurden tber anti-human 1gG Antikdrper nachgewieseigt sind

reprasentative Bilder von Seren, die keine oder wenig Antikdrper gegen nukleare oder zytoplasmatische
Antigeneenthielten (A, B) und ein Serum, das schon vor der OP Antikérper gegen nukleidre Antigene enthielt

().

3.7.2. Die humane humorale Immunantwort nach HLB

In einer weiteren prospektiven Studie (216, 217) wurden Serumproben von 166 Patienten
einer HLB untersucht. Die Seren wurden vor Operation (d0), 10 Tage und mehr als vier
Monate danach gewonnen. Ungefahr die Halfte dieser Patienten wiesen einen Anstieg von
anti-Plattchenfaktor 4/Heparin-Komplex-Antikérpern (anti-PF4 /Heparin) zehn Tage nach
OP im Serum auf. Ein Hinweis darauf, dass ein operatives Trauma eine Immunantwort
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auslésen kann. Das kinetische Profil dieser Antikorper ist bisher einzigartig, und es ist nicht
Klar, ob es sich dabei um eine antigenspezifische oder polyklonale Aktivierung von naiven-
oder Gedachtnis-B-Zellen handelt (214, 223, 224). In dieser Arbeit sollte untersucht
werden, ob HLB zu Konzentrationsdnderungen von Gesamt-IgM und -IgG im Serum der
Patienten fiihrt. Auflerdem wurden Verdnderungen von Diphtherie- und Tetanus-
spezifischen Antikérpern untersucht. Dies sind prototypische Antigene, mit denen
klassischerweise immunisiert worden ist. Da die Patienten wahrend HLB nicht mit den
Antigenen in Kontakt kamen, wére ein Anstieg der DT- und TT-spezifischen Antikorper ein
Hinweis auf die polyklonale Aktivierung von Gedachtnis-B-Zellen. Eine Abnahme der
Antikorperkonzentration bedeutete eine Beeintrachtigung des Immungedachtnisses. Da
ungefahr 50% der humanen IgG* Gedachtnis-B-Zellen autoreaktiv sind (225), wurde auch

nach Veranderungen autoreaktiver Antikorper im Hep2-Assay gesucht.
Gesamt IgM und IgG-Serumkonzentration

Wahrend der HLB-Operation hat das Blut intensiven Kontakt mit Fremdoberflachen und
viele korpereigene Antigene werden freigesetzt. In der gesamten Stichprobe stieg IgM von
146,9+128,3 pg/ml auf 225,4+160,2 pg/ml innerhalb von zehn Tagen. IgG nahm in diesem
Zeitraum von 9,546 auf 12,9+7,9 mg/ml zu. Wahrend IgM im weiteren Verlauf wieder
abnahm (>4 Monate: 190,8+124,4 pg/ml) nahm die Konzentration von IgG weiter zu (>4
Monate: 14,2+8,4 mg/ml) (Abbildung 49, Tabelle 15). Dabei sind die grofien Streuungen
innerhalb der Gruppen zu beachten. Ob das Ausmaf dieses Anstiegs biologisch relevant ist,

muss diskutiert werden.
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Abbildung 49: GesamtigM und IgG Serumkonzentrationen nachHerz-Lungen-Bypass Operation (HLB)

IgM und 1gG Serumkonzentrationen wurden mittels ELISA vor (d0), zehn Tage (d10) und mehr als vier Monate (>
4 mo) nactLB gemessen. Die statistische Analyse erfolgte mit eimepeated measures ANOVAd denTukey’s
post testn = 166, ***: p < 0.001

Tabelle 15: 95% Konfidenzintervall der Mittelwertsunterschiede von GesamtigM und 1gG
Serumkonzentrationen nachHLB

IgM IgG
Gruppen CI Sign, CI Sign,
dOvs d10 -96,5 - -60,6 kK -4,68 - -2,25 ok
dO vs >4 mo -61,9 - -26,0 Hoxk -5,97 --3,53 Hoxk
d10vs >4 mo 16,7 - 52,5 *Axk - 1-2,50--0,0701 *

*:p<0,05; ***:p<0,001

Einfluss einer HLB-Operation auf das etablierte Inmungeddchtnis

Die Konzentration der anti- TT und der anti- DT IgG Antikorper stieg bereits zehn Tage
nach HLB signifikant an (TT: von 1,2+1,1 auf 1,5+1,3 IU/ml; DT: von 03+0,3 auf 0,36+0,3
[U/ml) und blieb dann anndhernd konstant bis zu vier Monate nach HLB auf diesem Niveau
(TT:1,6£1,6 IU/ml; DT: 0,35%£0,33 IU/ml) (Abbildung 50; Tabelle 16). Hier fallen die
grofden Streuungen besonders auf. Die Signifikanzen ergeben sich aufgrund der gepaarten
Werte (repeated measures ANOVA). Auch hier steht die biologische Bedeutung dieser
Unterschiede in Frage.
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Abbildung 50: Anti-Tetanustoxin (TT) und anti-Diphtherietoxin (DT)- IgG Serumkonzentrationen nach
Herz-Lungen-Bypass Operation

Anti-TT und anti-DT-IgG Serumkonzentrationen wurden mittels ELISA vor (d0), zehn Tage (d10) und mehr als vier
Monate (>4 mo) nacHerz-Lungen Bypass Operation gemessen. Die statistische Analyse erfolgte mit einer
repeated measures ANOWAd deniTukey’s post tesh = 166. ***: p < 0.001

Tabelle 16: Anti-Tetanustoxin (TT) und anti-Diphtherietoxin (DT)- IgG Serumkonzentrationen nach
HLB

anti TT anti DT
Gruppen CI Sign, CI Sign,
d0 vs d10 -0.49 to -0.03 * -0.11 to -0.05 HAK
dO vs >4 mo -0.59t0 -0.12 *ok -0.1 to -0.04 kK
d10 vs >4 mo -0.33to 0.13 ns -0.02 to 0.04 ns

ns: nicht signifikant; *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001

Autoreaktive Antikorper nach HLB-Operation

Da bei einer HLB viele Autoantigene freigesetzt werden, die als Gefahrensignal (DAMPs)
Immunzellen aktivieren konnen, und ungefdhr 50% der humanen IgG* B-Gedachtniszellen
autoreaktives Potential besitzen, wurden die Seren der HLB-Patienten im Hep2-Assay auf
autoreaktive Antikorper getestet. 124 von 166 Patienten zeigten keine Bindung von
Antikorpern an Strukturen der Hep2 Zellen (Beispiel Patient 487 in Abbildung 51). 22
Patienten wiesen schwache Antikérperbindung auf, und wiederum 22 Patienten wiesen
starke Bindung an die zelluldren Strukturen auf (Beispiel Patienten 484 und 498) - dies
allerding bereits vor der Operation. Diese Bindung dnderte sich nach der Operation weder
in Quantitit noch in Qualitat.

101



Ergebnisse

Patient Nr. do d10 >4 mo

487

484

498

Abbildung 51: Autoreaktives IgG nach HLB

Humanes Serum wurde vor (d0) und nach HLB-Operation (d10, > 4 mo) gewonnen und mit 20% FCS/PBS

verdinnt auf Hep2-ANA Objekttragern inkubiert. Gebundene Antikdrper wurden tber anti-human 1gG Antikérper
nachgewiesen. Patient 487 ist reprasentativ fur die Mehrheit der Patienten (124 out of 166), die zu keinem Zeitpunkt
autoreaktiven Antikérper aufwiesen. Die Patienten 484 and 498 hatten bereits vor der Operation Antikérper gegen
nukledre oder zytoplasmatische Antigene, die nach der OP weder in Quantitat noch in Qualitat Veranderungen
aufwiesen. 20 von 166 Patienten wiesen &hnliche Muster auf.

Zusammenfassend kam es nach HLB zu einem sehr kleinen Anstieg an Gesamt-Serum IgM
und IgG Konzentrationen und an antigenspezifischem IgG. Eine Verdanderung von

autoreaktiven Antikérpern war nicht nachweisbar.
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4. Diskussion

Sepsis ist noch immer mit erschreckend hoher Letalitiat verbunden, trotz Verbesserungen
in der intensivmedizinischen Betreuung (4). Dabei kann die systemische Immunantwort
auf Bakterien und bakterielle Produkte iiber das Ziel der effektiven Keimeradizierung
hinausschief3en und den Wirtsorganismus schadigen. Sie kann aber auch durch
kompensatorische Mechanismen so weit supprimiert werden, dass eine erfolgreiche
Erregerabwehr nicht mehr moglich ist (2, 3, 7, 15-17, 21, 22). Frithe Mediatoren dieser
Immunantwort sind Zellen des angeborenen Immunsystems wie neutrophile Granulozyten
und Makrophagen (17). Zunehmend riickt auch das adaptive Immunsystem in den Fokus
der Sepsisforschung, obwohl dieses nach Lehrbuchmeinung erst nach einer Latenzzeit von
mehreren Tagen aktiv an der Inmunantwort teilnehmen kann. Bisher konzentrierte sich
die Forschung auf T-Zellen (192, 226-229). Die Rolle der B-Zellen blieb lange unbeachtet,
und auch die Folgen einer Sepsis fiir das etablierte humorale Immungedachtnis sind
unbekannt. Diese Arbeit stellt zum ersten Mal den Verlauf der B-Zellantwort in einem
murinen Langzeitmodell innerhalb eines Monats nach Sepsis dar und zeigt auch die

Auswirkungen einer Sepsis auf eine etablierte humorale Immunantwort.

Ein generelles Problem bei Langzeituntersuchungen der Sepsis im Tiermodell ist, dass nur
jene Tiere zu spateren Messzeitpunkten zur Verfligung stehen, die initial eine weniger
stark ausgepragte proinflammatorische Phase durchlaufen haben. Tiere, die 24 Stunden
nach Sepsisbeginn eine IL6-Serumkonzentration von etwa = 2000pg/ml aufweisen,
tiberleben nicht (221). Beim Menschen dagegen ist dieser Zytokinsturm

intensivmedizinisch relativ gut kontrollierbar.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Sepsismodelle genutzt, um die Reaktion der B-
Zellen und den Einfluss einer Sepsis auf die etablierte Immunantwort zu untersuchen. Fiir
die fakal induzierte Peritonitis (FIP ) wurde eine definierte Menge Zakuminhalts in PBS
suspendiert und den Versuchstieren intraperitoneal (i.p.) appliziert. Fiir die Colon
ascendens Stent Peritonitis (CASP) wurde ein Hohlkatheter in den aufsteigenden Ast des
Dickdarms (Akute Peritonitis: in den Zdkumfundus) inseriert, sodass kontinuierlich

Darminhalt austreten konnte.

Nach Sepsisinduktion stiegen innerhalb der ersten 24 Stunden proinflammatorische
Zytokine (IL6, MCP-1, TNF) in beiden Tiermodellen an. Zwei fiir das Uberleben in der CASP
essentielle Zytokine (IL12, IFNy) wurden im Serum erst zu spateren Zeitpunkten messbar.
Damit bestatigt diese Arbeit, was andere Arbeitsgruppen schon in Leber, Lunge und Milz
gemessen haben (36, 230).
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4.1. Die humorale Immunantwort nach Sepsis ist nicht supprimiert

Wahrend einer Sepsis konnen kompensatorische, anti-inflammatorische Mechanismen und
der apoptotische Verlust von wichtigen Immunzellen die Immunantwort supprimieren und
bis in die Immunparalyse fiihren (16, 17, 183). Daher wurde bisher angenommen, dass
nach Sepsis auch die Antikérperproduktion vermindert ist (17, 231). In dieser Arbeit
wurde in zwei Tiermodellen der Sepsis (FIP, CASP) gezeigt, dass sowohl IgM- als auch IgG-
Serumkonzentrationen nach drei bis sieben Tagen stark anstiegen. Dabei iiberwog IgM
nach FIP und IgG nach CASP. Der Anstieg der IgG-Serumkonzentration verteilte sich tiber
alle Subtypen, wobei IgG3 relativ am starksten anstieg. Mohr et al. konnten einen
vergleichbaren Anstieg zehn Tage nach CLP ebenfalls beobachten (232). Brunner et al.
wiesen erhohte IgG-Serumkonzentrationen in Sepsispatienten bereits nach 48 Stunden
nach (233). Dies steht im Gegensatz zum antigenspezifischen priming, der adaptiven
Immunantwort auf den ersten Kontakt mit einem Antigen, das nach CLP (zwei Tage) (232)
und akuter Peritonitis (AP; ab fiinf Tagen, personliche Mitteilung Katrin Kleinfeldt)
beeintrachtigt ist. Bei CLP ist die Unfahigkeit des adaptiven Immunsystems auf neue
Antigen zu reagieren, auf wenige Tage nach Sepsis begrenzt. Die Recall-Antwort, ein
Ausdruck des etablierten Immungedachtnisses, war dagegen nach Sepsis sogar verstarkt.
Dies legte die Schlussfolgerung nahe, dass bei Sepsis vor allem antigenspezifische, T-Zell-
abhangige Antikérperantworten beeintrachtigt sind und die humorale Immunantwort
unabhangig von Antigen und T-Zellen erfolgt. Solche Antikérperantworten werden
typischerweise von B1-Zellen getragen, die vor allem auf die Ligation der TLRs mit

Proliferation und Differenzierung zu Plasmazellen reagieren (47, 77, 138).

4.1.1. Veranderungen der B2- und B1-Zellsubpopulationen nach Sepsis

FIP fiihrte nach drei Tagen zur Verdreifachung der Anzahl von T- und B-Zellen in Milz und
Peritoneum, wiahrend im Allgemeinen eine Reduktion der B-und T-Zellen um 40-50% bei
Sepsis beschrieben wird (17, 181, 226, 234, 235). Eine mogliche Erklarung fiir diesen
Unterschied koénnte in den bakteriellen Spezies liegen, die die Sepsis verursachen. Gram-
positive Infektionen fithren zu langanhaltender Reduktion von T- und NK-Zellen. Bei Gram-
negativen Infektionen erholen sich die T- und NK-Zellzahlen bereits nach drei Tagen, die B-
Lymphozytenzahl steigt sogar an (236). Welche Spezies in der polymikrobiellen,
abdominellen Sepsis dominieren, konnte in dieser Arbeit nicht ermittelt werden, weil nur
ein geringer Prozentsatz der endogenen Flora kultivierbar ist. Hierflir wiaren quantitative

Mikrobiom-Analysen notwendig.

Am Ausgangsort der FIP-Sepsis, der Peritonealhdhle, stieg die B1b-Zahl am starksten an.
Auch Bla-Zellen und B2-Zellen nahmen zu. Das ist tiberraschend, da Kelly-Scumpia et al.
nach CLP eine Abnahme des Anteils peritonealer Bla- und B1b- Zellen um bis zu 90%

innerhalb von 36 Stunden beobachteten (197). Allerdings werden diese Beobachtungen
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nicht mit Daten belegt. Es bleibt aufserdem unklar, ob es auch zu einer Reduktion absoluter
Zellzahlen kam, denn schlief3lich migrieren bei Sepsis sehr schnell sehr viele

inflammatorische Makrophagen und Neutrophile in die Peritonealhdhle (226).

Eine weitere Erklarung fiir die Veranderung der Zellzahl bietet die Aktivierung der B1-
Zellen durch LPS, CpG und andere TLR-Liganden, sowie durch Zytokine (IL5, IL10) (74, 75).
Dadurch migrieren sie verstarkt zur intestinalen Lamina propria aber auch in die Milz, das
Knochenmark und entziindetes Gewebe. Dort differenzieren sie sich innerhalb von 28
Stunden zu kurzlebigen IgM und IgA-produzierenden Plasmazellen (40, 77-79, 237, 238).
Auch das lief3e eher eine Abnahme der B1-Zellzahl erwarten und den beobachteten Anstieg
bei FIP besonders iiberraschend erscheinen. Allerdings gehen wahrend der Differenzierung
zur Plasmazelle viele charakteristische B-Zellmerkmale verloren (84), sodass nachtraglich
nicht tiberpriift werden konnte, ob B1-Zellen sich bei Sepsis tatsachlich vermehrt zu

Plasmazellen differenzierten.

Hastings et al. wiesen nach, dass peritoneale B2-Zellen Eigenschaften der B1-Zellen
annehmen konnen, z.B. die Expression von CD11b, CD43 und Mac-1. Gleichzeitig wird CD23
nicht mehr exprimiert. Diese B-Zellen sezernieren in vitro spontan IgM wie peritoneale B1-
Zellen (239). Unter welchen Bedingungen dies geschieht, ist unklar. Dass eine solche
Plastizitat peritonealer B2-Zellen die Zunahme von B1-Zellen nach FIP erklart, ist jedoch

unwahrscheinlich, weil in der FIP auch die B2-Zellzahl anstieg.

Eine andere Erklarungsmoglichkeit fiir den Anstieg der B-Zellanzahl bei FIP ist, dass
rezirkulierende B-Zellen aus peripheren lymphatischen Organen zu Orten der Entziindung
rekrutiert werden und dort akkumulieren (112). In der Sepsis werden Chemokine
(CXCL12, CXCL13, CCL21) und Adhéasionsmolekiile (ICAM-1, VCAM-1, MadCAM), die an der
B-Zellmigration beteiligt sind, systemisch exprimiert. Dazu passt der Befund, dass im Blut
und in der Milz die Zahl der B1-Zellen anstieg. Andererseits ldsst sich auch nicht
ausschliefden, dass es bei FIP zu einer beschleunigten Neubildung, bzw. Rekrutierung von
B1-Zellen aus dem Knochenmark kommt. Fiir diese Vermutungen sprechen die zahlreichen
BrdU+kappaic*fCD138- B-Zellen, die nach Sepsis neu entstanden sind und im Knochenmark,
in der Milz und im Blut am Tag drei ebenfalls stark anstiegen. Neben neu gebildeten, naiven
B-Zellen konnte diese Zellpopulation auch Keimzentrums-B-Zellen und Gedachtnis-B-

Zellen enthalten.

24 Stunden nach FIP nahm die Anzahl der B2-Zellen im peripheren Blut ab, wie es auch in
der Literatur beschrieben wird. Bereits nach drei Tagen war allerdings kein Unterschied zu
den Kontrolltieren mehr auszumachen. Dies korrespondiert mit dem Zeitpunkt, an dem
BrdU+* kappaictfCD138- Zellen im Blut stark anstiegen. Sie machten allerdings nur 1/5 der
B2-Zellzahl aus und kénnen daher die Repopulierung der B2-Zellen nicht allein erklaren.
Nach einem erneuten Einbruch am Tag sieben rekonstituierte sich die Zellzahl nach 14

Tagen langfristig. Gerade bei Patientenstudien ist Blut das einzige Material, das sich fir
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solche Untersuchungen problemlos heranziehen lasst. Es ware interessant zu erfahren, ob
es auch im Menschen in der Milz und der Peritonealh6hle zu einem Anstieg der B-Zellzahl
kommt. In der Patientenstudie von Holub et al. wurde ein Anstieg der B-Zellzahl drei Tage

nach Gram-negativer Sepsis gezeigt, mit einem Gipfel nach sieben Tagen (236).

Auch in der Milz war der dritte Tag nach FIP mit einer Zunahme aller B-Zellen,
insbesondere aber der B2-Zellen assoziiert. BrdU*kappaic*fCD138- Zellen machten dabei
lediglich 1% der B2-Zellen aus, sodass dieser Anstieg nicht ausschlief3lich auf aus dem
Knochenmark neu einwandernde B-Zellen beruhen kann, aber auch nicht auf Proliferation
zurlckzufiihren ist. Vielmehr erscheint die verstiarkte Rekrutierung naiver, reifer B-Zellen
aus der Peripherie als wahrscheinlichste Erklarung. Demgegenitiber zeigten Mohr et al. eine
Reduktion der B- Zellzahlen in der Milz zwei Tage nach CLP, wobei es zu einer
prozentualen Abnahme unreifer B-Zellen und einer Zunahme reifer B-Zellen kam. Weil
aufgrund der verwendeten Marker nicht zwischen unreifen B-Zellen und Marginalzonen-B-
Zellen unterschieden werden kann, sollte diese Schlussfolgerung unter Vorbehalt
betrachtet werden (232).

In der Milz stieg die Zahl der Bla-Zellen nach FIP an. Auch Kelly-Scumpia et al. konnten
innerhalb von 36 Stunden nach CLP einen kleinen Anstieg (< 50%) der B1-Zellen in der
Milz messen (197). Es ist bekannt, dass die Milz eine wichtige Rolle bei der Homdoostase der
Bla-Zellen spielt (91, 240).

In der Gesamtschau der Befunde kommt es also bei einer Sepsis sehr wahrscheinlich
sowohl zu einer starken Neubildung von B-Zellen als auch zu ihrer Umverteilung im

Organismus.

4.1.2. Entstehung von Keimzentren, Plasmablasten und Plasmazellen nach Sepsis

Bereits einen Tag nach FIP waren follikuldre B-Zellen CD69-positiv. CD69 ist ein Marker
der frithen Zellaktivierung. Eine andere Gruppe konnte dies im CLP-Modell bestéatigen,
ebenso wie die schnelle Herunterregulation von CD69 nach drei Tagen (197), die auch in
dieser Arbeit beobachtet wurde. Follikuldre B-Zellen haben ein breites Rezeptorrepertoire
und kénnen unterschiedliche Substanzklassen binden. Nach Aktivierung tiber den B-
Zellrezeptor (BCR) und kognater T-Zellhilfe sind es diese Zellen, die ein klassisches
Keimzentrum bilden, in dem Somatische Hypermutation (SHM) und Klassenwechsel (CSR,

class switch recombination) stattfinden.

Bereits drei Tage nach FIP nahm die Zahl der Keimzentrums-B-Zellen in der Milz zu. In der
Sepsis verteilen sich die Antigene systemisch, sodass ein Antigentransport von der
Peripherie in die Milz und seine verzogernde Wirkung entfallt. Es wurde beschrieben, dass
bei Sepsis B-Zellen schon nach einem Tag T-Zell-abhangig (TD, T cell dependent) oder -
unabhangig (TI, T cell independent)zu Plasmablasten differenzieren (106, 138). Bei einer
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klassischen Immunisierung dagegen braucht es langer bis zur Entwicklung von
Keimzentren (ca. 3-4 Tage zur Induktion) (113, 114, 117). Einige Arbeiten zeigen sogar,
dass sich Keimzentren erst in der zweiten Woche nach Antigenkontakt bilden (115, 116)
und nach weiteren drei Wochen wieder zurtickgebildet werden. Nur in
hyperimmunisierten Mausen sind sie auch nach vier Wochen noch nachweisbar (115, 117,
241). Bei FIP waren Keimzentrums-B-Zellen bis zu 28 Tage signifikant vermehrt, und sogar
nach 12 Wochen waren tendenziell mehr Keimzentrums-B-Zellen vorhanden als in den
Kotrolltieren. Das kénnte daran liegen, dass lebende Bakterien erst nach sieben Tagen
vollstandig aus dem System entfernt wurden (CASP) und so eine aktive Immunantwort

liber diesen langen Zeitraum fordern.

Parallel zu den Keimzentrums-B-Zellen nahm auch die Zahl der Plasmablasten und
Plasmazellen in der Milz zu. Von letzteren bestand der grofdere Anteil aus MHCII-positiven,
jungen Plasmazellen. Bereits nach sieben Tagen waren diese Zellen jedoch aus der Milz
wieder verschwunden, und es gab keine Unterschiede zu den nicht-septischen
Kontrolltieren mehr. Diese Kinetik ist charakteristisch fiir frithe Plasmablasten und
Plasmazellen, die 3-4 Tage nach Antigenkontakt an der T-Zell/-B-Zell-Grenzregion
entstehen und nach weiteren 2-3 Tagen nicht mehr in der Milz nachweisbar sind (113, 114,
117, 242). Eine Ursache dafiir liegt in der beschrankten, intrinsischen Kapazitat der
Plasmazellnischen in der Milz (107). In der 12. Woche war in drei Tieren ein plotzlicher
Anstieg BrdU* Plasmazellen messbar. Bedenkt man die schnelle Ausdiinnung von BrdU
(243), kann es sich hierbei um a) ein Farbeartefakt handeln, b) um reaktivierte und zur
Plasmazelle differenzierte BrdU+ Gedachtnis-B-Zellen oder c) aktivierte B1-Zellen, die
wahrend des BrdU-Applikationszeitraumes entstanden sind und sich nur mit sehr geringer

Proliferation zu Plasmazellen differenzieren (37, 77, 244).

Kelly-Scumpia et al. erwdahnen ebenfalls einen Anstieg von Keimzentrums-B-Zellen und
Plasmablasten/-zellen innerhalb von sieben Tagen nach CLP, zeigen diese Daten aber nicht
(197).

Das Blut ist Transitstrecke fir Plasmablasten, die ins Knochenmark wandern. Plasmazellen

waren nach FIP nicht messbar und sind allgemein sehr selten im Blut nachweisbar (84).

Im Knochenmark lief3 sich nur der Anteil der Plasmablasten und -zellen an den
Gesamtknochenmarkszellen bestimmen, da zur Praparation die distalen Enden der
Knochen entfernt wurden und nicht garantiert werden kann, dass darin immer die gleiche
Zellzahl verworfen wurde. Der Anteil der Plasmazellen am Gesamtknochenmark ist sehr
gering (0,1-1%) (177), und er anderte sich auch nach FIP nicht. Der Anteil der BrdU+* Zellen
an den Plasmablasten und Plasmazellen nahm in klassischer Reihenfolge zu. Zuerst
erschienen BrdU+* Plasmablasten einen Tag nach FIP, nach drei bis sieben Tagen war der
Anteil junger Plasmazellen erhoht, nach 7-14 Tagen nahm der Anteil reifer Plasmazellen zu.

Es ist nicht auszuschliefien, dass die Plasmablasten und Plasmazellen im Knochenmark aus
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der Keimzentrumsreaktion in der Milz nach FIP stammten, wobei klassischerweise eine
Migration der Plasmablasten ins Knochenmark erst im Zuge einer sekundaren Antwort
erfolgt (76). Allerdings nahm der Anteil BrdU* Plasmazellen im Knochenmark auch in den
Kontrolltieren zu. Zwolf Wochen nach FIP fiel der Anteil der BrdU+* Zellen auf das
Ausgangsniveau der Kontrolltiere zurtick. Entweder waren die immigrierten Plasmazellen
tot, wieder aus dem Knochenmark emigriert oder sie hatten sich entgegen der gangigen
Lehrbuchmeinung weiter geteilt. Somit sind die Plasmazellen, die nach einer Sepsis ins

Knochenmark migrieren, dort nur transient zu finden.

Gedachtnis-B-Zellen in der Maus nachzuweisen ist nicht einfach, da es keine selektiven
Marker gibt und sich aufderdem verschiedene Subpopulationen unterscheiden lassen
(159). In dieser Arbeit werden sie als B220*GL7-CD95ntCD73+ definiert. Sie sind vor allem
in der Marginalzone der Milz lokalisiert und machen in diesem Organ 5-10% der B-Zellen
aus (156-158). Nach FIP veranderte sich die absolute Zahl der Gedachtnis-B-Zellen in der
Milz nicht, aber der Anteil der BrdU+* Zellen nahm in der Population zu. Moglicherweise
finden die Reaktivierung von Gedachtnis-B-Zellen durch Toll-like receptors (TLR) (128,
164, 165) und Differenzierung naiver B-Zellen zu Gedachtnis-B-Zellen parallel statt.
Allerdings zeigten auch die nicht-septischen Kontrolltiere einen Anstieg der BrdU+*
Gedachtnis-B-Zellen. Das ist ein Hinweis auf eine stattfindende Immunreaktion. Die Tiere
wurden unter konventionellen Bedingungen gehalten, was vorangehende Antigenkontakte

nicht ausschliefit.

Neben follikuldren B-Zellen exprimierten auch Marginalzonen-B-Zellen
(IgMhilgDleCD21hiCD23!) CD69 einen Tag nach FIP. Kelly-Scumpia et al. konnten bei dieser
Zellpopulation ebenfalls eine starke CD69 Expression einen Tag nach CLP nachweisen
(197). Marginal-Zonen-B-Zellen konnen auf Grund ihrer Lokalisation im Marginalsinus
sehr frith Pathogene im Blut erkennen (37, 245). Sie spielen daher eine wichtige Rolle in
der schnellen Immunabwehr (97, 246). Nach Antigenkontakt differenzieren sie sich (T-
Zell-abhdngig oder -unabhédngig) innerhalb von 24 Stunden zu Plasmablasten und
Plasmazellen (112, 247). Wahrend Thre durchflusszytometrisch bestimmte Zahl bei FIP bis
zum Tag drei zunahm, schien sie in der Histologie einen Tag nach FIP und CASP stark
reduziert. Der typische ,Ring“ I[gMhilgDlo Zellen am Rand des Follikels war kaum bis gar
nicht mehr vorhanden. Eine moégliche Erklarung fiir diese Diskrepanz ist eine Verdnderung
der Integrinexpression, wie sie bei Marginalzonen-B-Zellen nach LPS-Exposition
beschrieben wurde. Sie fithrt zur Relokalisation dieser Zellen, die also aus der
Marginalzone verschwinden. Insbesondere bei Aktivierung durch LPS (248, 249) kommt es
zur Relokalisation aus der Marginalzone aufgrund veranderter Integrinexpression (LFA-1
und a4f1) (250, 251). Dabei scheint nicht ganz klar zu sein, ob die Zellen in die B-
Zellfollikel wandern, oder, wie konventionelle B2-Zellen zur T/B-Zell-Grenze migrieren
(62,250, 251). Moglicherweise gelangen sie sogar in die T-Zellzone (247, 249). Schliefdlich
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ist bekannt, dass aktivierte Marginalzonen-B-Zellen IgM-Immunkomplexe zu follikuldaren
dendritischen Zellen (DC, dendritic cell) innerhalb der Follikel transportieren und so die
adaptive Immunantwort modulieren (252, 253). Somit wurden Marginalzonen-B-Zellen
durch Bakterien und bakterielle Produkte, die wahrend der Sepsis im Blut vorhanden sind,
sehr frith aktiviert, woraufhin sie aus der Marginalzone emigrierten. Ob sie anschlief3end
wieder zurliickmigrierten, oder neu-entstandene Marginalzonen-B-Zellen ihre Position

eingenommen hatten, kann an dieser Stelle nicht geklart werden.

Im Mesenteriallymphknoten (MLN) waren bei FIP keine Verdnderungen der B-
Zellsubpopulationen oder Differenzierungsstadien zu beobachten. Dies legt den Schluss
nahe, dass dieser Lymphknoten nicht die Peritonealhohle drainiert. Welche lymphoiden
Organe kommen dann dafiir in Frage? Es ist bekannt, dass B-Zellen in der Homdostase aus
dem Blut iiber das Omentum in die Peritonealhéhle migrieren (78, 254). Das Omentum ist
eine bindegewebsreiche Struktur, die Magen, Darm und Milz verbindet, und in denen sich
sogenannte milky spots finden. Diese Strukturen dhneln B-Zell-Follikeln sekundarer
lymphatischer Organe (78). LPS-Bindung fiihrt zu einer Migration von B1- und B2-Zellen
aus der Peritonealhohle heraus, und es wird vermutet, dass sie neben Lamina propria, Milz
und Knochenmark (40, 77-79, 237, 238) auch ins Omentum und in die parathymischen
Lymphknoten (pLN) wandern (237, 254). Es ist bekannt, dass Neutrophile und Monozyten
(nicht aber Makrophagen) nach Phagozytose von Antigenen in der Peritonealhohle in die
pLN gelangen (255), (256). Bei Sepsis vergrofiern sich diese Lymphknoten stark
(personliche Mitteilung Oliver Nicolai). Dies sind Hinweise, dass die peritonealen B-Zellen
bei einer Sepsis auch ins Omentum und die pLN wandern, wo sie sich zu

antikérpersezernierenden Plasmazellen (ASC, antibody secreting cells) differenzieren.

Die B-Zellantwort nach der Sepsis ist also gekennzeichnet durch eine sehr friihe
Aktivierung follikuldrer B-Zellen und Marginalzonen-B-Zellen. Bereits nach drei Tagen kam
es zur Keimzentrumsbildung, die bis zu 28 Tage nach Sepsis anhielt. Die Anzahl der
Plasmazellen nahm in der Milz transient ebenfalls stark zu und unterschied sich nach
sieben Tagen nicht mehr von den Kontrolltieren. Im Knochenmark verdnderte sich der
Anteil der Plasmazellen an allen Knochenmarkszellen nicht. Aufgrund des allgemein sehr
geringen Anteils waren kleine Anderungen méglicherweise nicht messbar. Der Anteil
BrdU+* Plasmazellen an den Knochenmarksplasmazellen nahm jedoch zu.
Uberraschenderweise waren diese Zellen zu spiteren Zeitpunkten nicht mehr

nachweisbar.

Der mesenteriale Lymphknoten war entgegen den Erwartungen nicht an der B-Zellantwort

nach Sepsis beteiligt.

Die Daten fiihren insgesamt zu dem unerwarteten Schluss, dass die Qualitdt und Quantitat

der B-Zellantwort bei einer Sepsis nicht beeintrachtigt sind.
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4.1.3. Antikorperspezifititen nach Sepsis

Es wurde wiederholt beschrieben, dass bakterielle Infektionen Autoimmunerkrankungen
wie Guillain-Barré Syndrome (GBS) und Rheumatisches Fieber (RF) auslésen oder ihre
entziindlichen Symptome verstarken konnen (201-204). In dieser Arbeit wurde deshalb

untersucht, ob Sepsis die Bildung autoreaktiver Antikorper fordert.

Tatsdchlich waren in den Seren der septischen Tiere 14 Tage nach Insult autoreaktive
Antikorper der Klasse M und G vorhanden, allerdings nur in geringen Mengen. Die
maximale Serumverdiinnung im Hep2-Assay betrug 1:100. Die Antikérper banden an
cytosolische Strukturen (z.B. Filamente), aber auch an Mikrotubuli, Chromatin, den Golgi-
Apparat und andere. Autoreaktive Antikorper konnten auch im CLP-Modell der Sepsis
nachgewiesen werden (232). Dabei sollte zwischen 1.) natiirlichen, polyspezifischen
Autoantikorpern, 2.) spezifischen Autoantikérpern ohne pathogenes Potential und 3.)
pathogenen Autoantikérpern unterschieden werden. Natiirliche, polyspezifische
Antikorper werden von B1-Zellen produziert (257), kommen im Serum in verschiedenen
Klassen vor (M, G, A), haben eine geringe Affinitdt und sind kreuzreaktiv (258). Ihre
Funktion liegt in der ersten Abwehr, wahrend die hochspezialisierte adaptive
Immunantwort ausdifferenziert, und in der Beseitigung von Metaboliten und
Zellabbauprodukten. Insbesondere anti-DNA-Antikoérper sind innerhalb der B-Zellen der
Marginalzone und der Peritonealh6hle angereichert (259-261). Dass natlirliche Antikérper
sogar einen Uberlebensvorteil bedeuten kénnen, haben Kelly-Scumpia et al. gezeigt, indem
sie Serum von unbehandelten Wildtyp-Mausen zwei Stunden vor CLP in uMT Mause (diese
Tiere besitzen praktisch keine B-Zellen) transferierten und anschlief3end ein besseres
Uberleben als bei den Kontrolltieren beobachteten (197).

Autoreaktive Antikérper im engeren Sinn haben eine hohe Affinitat fiir Selbstantigene,
besitzen aber kein pathogenes Potential. Sie kommen in geringen Konzentrationen im
gesunden Organismus vor. Unter bestimmten Bedingungen kénnen sie pathogen werden
(112). Pathogene Autoantikorper schliefdlich induzieren Autoimmunerkrankungen, kénnen
bei passivem Transfer die Krankheit iibertragen und lassen sich dann aus den geschadigten
Organen isolieren (262, 263). Die liberlebenden Versuchstiere dieser Arbeit zeigten bis zu
12 Wochen nach tiberstandener Sepsis keine Anzeichen von Belastung oder Krankheit,
sodass davon ausgegangen werden kann, dass es sich bei den beobachteten autoreaktiven
Antikorpern nicht um spezifische, pathogene Autoantikoérper handelte. Ob es sich bei den
autoreaktiven Antikorpern um polyreaktive Antikorper handelte, oder ob Antikérper mit
vielen unterschiedlichen Spezifitidten sezerniert wurden, lief3e sich nur auf Einzelzellebene

klaren.

Uberraschenderweise waren nach Sepsis auch Antikérper gegen Antigene zu finden, mit

denen die Tiere zuvor nicht in Kontakt gekommen waren, z. B. gegen 2,4,6-Trinitrophenyl
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(TNP) und den Plattchenfaktor 4 (PF4)/Heparin-Komplex. Die Menge TNP-spezifischer
Antikorper nach CASP war geringer als nach einer Primdrimmunisierung mit diesem
Antigen und Adjuvans (personliche Mitteilung Katrin Kleinfeldt), lag aber bereits in einer
ahnlichen Gréfienordnung. Fiir den Nachweis der PF4 /Heparin-Komplex-spezifischen
Antikorper wurde das Serum maximal 1:50 verdiinnt. TNP-spezifische ASC konnten in der

Milz nach CASP nachgewiesen werden, sie siedelten sich aber nicht im Knochenmark an.

Die beschriebenen Antigene und zelluldren Strukturen sind gekennzeichnet durch
repetitive Epitope. Folglich konnten auch wenige, polyreaktive Antikdrperspezifitaten mit
geringer Affinitat das beobachtete Bindungsverhalten erklaren. Produzenten kdnnten
Marginalzonen-B-Zellen und B1-Zellen sein, deren Rezeptorrepertoire eingeschrankt ist
und vor allem Spezifitaten fiir Polysaccharid-Antigene (37, 264), bakterielle Antigene (LPS,
Phosphorylcholin) und Selbstantigene (oxidierte Lipide, Annexin IV, Phosphatidylcholin)
beinhaltet (66, 67). B1-Zellen sind aufderdem per se autoreaktiv und werden sogar
daraufhin selektiert (265). Aber auch autoreaktive B2-Zellen konnen den

Kontrollmechanismen wahrend Ihrer Entstehung entgehen und in die Peripherie gelangen
(266).

Autoreaktive Antikérper kdnnen aber auch durch SHM entstehen (225). Solche Spezifitaten
dominieren nach Sepsis jedoch nicht, denn eine Depletion der T-Zellen fiihrte zu keiner
Veranderung TNP-spezifischer Antikorper. Aufderdem waren die meisten Sequenzen der
IgM und IgG-Antikoérper (v.a. anti-PF4 /Heparin) keimbahnnabh, also nicht hypermutiert
(personliche Mitteilung von Oliver Nicolai). Es kann aber nicht ausgeschlossen werden,
dass wahrend einer Sepsis auch autoreaktive Antikdrper mit T-Zellhilfe entstehen, denn

diese Arbeit zeigt, dass T-Zellen bei der humoralen Immunantwort eine Rolle spielen.

Ob es beim Menschen bei Sepsis zur Entwicklung von Autoantikdérpern kommt, ist nicht
bekannt. Es gibt keine klinischen Studien zu diesem Thema. Auch ein méglicher
Zusammenhang zwischen der schlechten Langzeitprognose von Sepsispatienten (27, 28)
und autoreaktiven Antikorpern wurde bisher nicht untersucht. Dies wire eine wichtige
Aufgabe fiir die Zukunft.

4.1.4. Die humorale Immunantwort bei Sepsis ist zum Teil T-Zell-abhdngig

Abhangig vom jeweiligen Sepsismodell (und vom jeweiligen Labor) und der Schwere der
Sepsis, konnen T-Zellen schiitzende, schadigende oder gar keine Effekte auf die Sepsis
haben (195, 226, 228, 235, 267). Mit Busse et al. konnte ich bereits zeigen, dass T-Zellen bei
Sepsis sehr friih aktiviert werden. CD69, CD25 und CTLA-4 wurden auf CD4+* T-Zellen
innerhalb weniger Stunden hinaufreguliert (226). Parallel nahm der Anteil apoptotischer
T-Zellen stark zu, sodass die T-Zellen 24 Stunden nach CASP-Induktion um ungefahr 40%
reduziert worden waren. Es ist nicht bekannt, ob die verbliebenen T-Zellen nach

Aktivierung proliferierten und ob sie in der Lage waren, kognate T-Zellhilfe zu leisten. In
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dieser Arbeit wurde durch adoptiven Transfer eindeutig gezeigt, dass T-Zellen ohne
Antigenexposition wahrend einer Sepsis nicht unspezifisch proliferierten. Es blieb die
Frage offen, ob T-Zellen wahrend/nach einer Sepsis tiberhaupt Antigene erkennen
(prasentiert bekommen), proliferieren und einen Beitrag zur humoralen Immunantwort

leisten.

Wurden CD4+* T-Zellen vor Sepsis depletiert, so fiihrte dies zu einer Reduktion der IgG-
Serumkonzentration. Insbesondere die [gG1-Produktion war stark beeintrachtigt, IgG2c
und IgG2b waren ebenfalls reduziert. Lediglich IgG3 blieb unverandert. Dies zeigt, dass T-
Zellen nach Sepsis zumindest teilweise an der Antikérperantwort beteiligt waren und CSR
induzierten. Dennoch schien es eine T-Zellunabhdngige Komponente gegeben zu haben.
Wie also konnten bei Sepsis ohne T-Zellen Antikorper produziert werden, die die Klasse
gewechselt hatten? Viele mikrobielle Strukturen, z.B. Endotoxin oder bakterielle DNA
(CpG), die wahrend einer Sepsis in grof3en Mengen in den Organismus geschwemmt
werden, sind in der Lage, B-Zellen, die entsprechende Rezeptoren (z.B. TLR4 oder TLR9)
exprimieren, zu aktivieren (129, 268). Insbesondere Marginalzonen-B-Zellen und B1-
Zellen differenzieren daraufthin zu Plasmazellen (47, 48). Auflerdem kann LPS per se einen
Klassenwechsel zu IgG2b und IgG3 induzieren. Kommt noch IL4 hinzu, werden IgG1 und
IgE induziert (132-134). CpG kann durch TLR9 Ligation den Einfluss von IL4 inhibieren
und stattdessen einen CSR zu IgG2a, IgG2b und IgG3 unterstiitzen bzw. induzieren (135-
137). Auch NKT-Zellen, aktivierte DCs (produzieren die Faktoren BlyS und APRIL) und
aktivierte Thrombozyten, wie diese bei der Sepsis in grof3er Zahl zu erwarten sind, konnen
T-Zellhilfe teilweise ersetzen (269-272).

Regulatorische T-Zellen (Treg) konnten mittels Bystander-Hilfe ebenfalls einen Einfluss auf
die humorale Immunantwort bei Sepsis ausiiben. In der Tat werden Treg, bei Sepsis
aktiviert, und ihr Anteil an der T-Zellpopulation nimmt zu (31, 226, 235, 273). Treg, die in
der T-Zell/B-Zellgrenzregion aber auch im Keimzentrum zu finden sind, kontrollieren TD
B-Zellantworten einschlief3lich CSR direkt tiber TGF{3 und CTLA-4 (147, 148). Sie limitieren
die Keimzentrumsreaktion und die Menge sezernierter Antikorper (274). Damit regulieren
Tregs humorale Immunantworten und verhindern antigenspezifische
Autoantikérperproduktion (152). In dieser Arbeit konnte kein Einfluss der Tregs auf die
humorale Immunantwort nach Sepsis nachgewiesen werden. Moglicherweise sind die
Effekte zu gering. Franziska Kiihlhorn zeigte in Ihrer Dissertation einen geringen
schiitzenden Effekt der Tregs auf das Uberleben einer Sepsis, der bei einer Gruppengrofie

von 32-44 Tieren signifikant war.

Nach de Vinuesa et al. konnen TI-Immunreaktionen, die exzessive BCR-Kreuzvernetzung
voraussetzen, grofde Keimzentren hervorbringen (TI-2). Diese Keimzentren bilden sich
allerdings zu dem Zeitpunkt zuriick, an dem normalerweise die T-Zell-abhangige Selektion
stattfindet und Keimzentrums-B-Zellen zu Plasmablasten differenzieren (140). In dieser
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Arbeit wurden viele Keimzentren und Keimzentrums-B-Zellen in der Milz bis zu 28 Tage
nach Sepsis nachgewiesen. Das spricht fiir die T-Zellabhangigkeit der

Keimzentrumsbildung nach Sepsis.

In einem weiteren Experiment wurden OT-II T-Zellen (Ovalbumin spezifisch und MHCII
restringiert) vor Sepsis (AP) in Wildtyp-Mause transferiert. Wurde Ovalbumin gleichzeitig
mit der Sepsisinduktion gegeben, proliferierten mehr T-Zellen als in den nicht-septischen
Kontrolltieren. Das heifdt, dass sowohl Antigenprasentation als auch die Fahigkeit der T-
Zellen zu proliferieren, zu diesem Zeitpunkt nicht eingeschrankt waren. Im Gegenteil
schienen die mikrobiellen Produkte als Adjuvans zu wirken, und die T-Zellantwort sogar zu
verstarken. Wurde Ovalbumin allerdings erst drei Tage nach Sepsis appliziert,
proliferierten weniger T-Zellen als in den Kontrolltieren. Nicht nur der Adjuvanseffekt
hatte nachgelassen, sondern die T-Zellaktivierung bzw. —proliferation war beeintrachtigt.
Auch die Ovalbumin-spezifische Antikérperantwort war deutlich reduziert, wenn das
priming 5-7 Tage nach AP erfolgte (personliche Mitteilung Katrin Kleinfeldt). Dies passt zu
Ergebnissen in der Literatur, die zeigten, dass nach Sepsis die CD4+ T-Zellproliferation und
Th1-, Th2-Zytokinproduktion reduziert sind (227, 232). Aber auch DCs sind in ihrer
Antigenprasentation und IL12-Sekretion nach Sepsis beeintrachtigt (275, 276). Sie
verlieren wahrend einer Sepsis ihr T-Zell-aktivierendes und Th1-polarisierendes Potential
(29, 184, 277-279), wobei es Unterschiede in Abhdngigkeit vom untersuchten
Kompartiment gibt (peritoneale DCs konnen T-Zellproliferation bei Sepsis induzieren, DCs
der Milz kénnen dies nur eingeschrankt (280)). Diese Effekte wurden vor allem auf
epigenetische Verdnderungen der DCs oder T-Zellen zuriickgefiihrt (227, 275, 276), die die
lymphatischen Organe repopulieren, nachdem ein Grofiteil der urspriinglichen Zellen in
Apoptose gegangen war (19, 184, 279). Es darf bei der Betrachtung jedoch nicht aufier
Acht gelassen werden, dass hier Modelle (CASP/AP vs CLP) miteinander verglichen

werden, die sich in bestimmten Parametern stark unterscheiden konnen.

Diese Daten zeigen, dass T-Zellen an der humoralen Antwort beteiligt sind, aber ein Teil
der B-Zellantwort nach Sepsis T-Zell-unabhédngig erfolgt. Insbesondere in der sehr frithen
Phase sind Antigenprasentation und antigenspezifische T-Zellproliferation sowie
Antikorperproduktion durch Sepsis nicht beeinflusst. Erst spater (hier nach drei Tagen)
war ein priming beeintrachtigt. Diese Ergebnisse passen sehr gut zu einem Sepsismodell,
bei dem einer Phase der generalisierten Hyperinflammation eine Phase generalisierter

Hypoinflammation folgt.

113



Diskussion

4.1.5. Die Milz und Marginalzonen-B-Zellen sind fiir die humorale Immunantwort
nach Sepsis entbehrlich

In vielen Studien wurde der Milz eine entscheidende Rolle bei der frithen Abwehr
bakterieller Infektionen aus dem Blut zugeschrieben. Phagozytose, Endotoxindetoxifikation
und Antikorperproduktion gelten als wichtige Effektormechanismen. Insbesondere bei TI-
Immunantworten differenzieren sich hauptsachlich Marginalzonen-B-Zellen zu
Plasmazellen (37, 281-283) und leisten damit einen wichtigen Beitrag zur Eradizierung

von Pathogenen aus dem Blut (42, 53).

Trotzdem blieb die Entfernung der Milz vor der Sepsis ohne Folge fiir die
Antikorpergesamtkonzentrationen und die Bildung autoreaktiver Antikorper. Es machte
den Eindruck, als seien Milz und damit die Marginal-Zonen-B-Zellen fiir die humorale

Immunantwort nach Sepsis entbehrlich.

Das ist Uiberraschend, da Studien in Mausen gezeigt haben, dass Splenektomie die
Antikorperantwort auf TI-Antigene (DNP-Ficoll (284) und Pneumokokken-Polysaccharide
(285)) stark beeintrachtigt. Splenektomierte Tiere zeigten flinf Tage nach S. pneumoniae
Infektion eine hohere bakterielle Last und niedrigere Serumkonzentrationen von

S. pneumoniae-spezifischen IgM-, IgG1- und IgG2a-Antikérpern (286). Auch in S. aureus-
Infektionsmodellen waren S. aureus-spezifisches IgM und IgG1 in splenektomierten Tieren

sechs Tage nach Infektion niedriger als in den Kontrollgruppen (287).

Splenektomierte Patienten konnen ebenfalls keine ausreichende humorale Immunantwort
auf TI- Antigene (DNP-Ficoll und diverse bakterielle Produkte) leisten (281). Solche
Patienten sind anfalliger fiir Infektionen mit bekapselten Bakterien, die bei ihnen haufiger
letal verlaufen (S. pneumoniae, N. meningitides etc.) (288, 289). Ein Grund dafiir sind die
stark verminderten Antikorpertiter gegen z.B. Pneumokokken, die auch nach Kontakt bzw.

Immunisierung (Infektion oder Vakzinierung) kaum ansteigen (290).

Sind die in der Literatur beschriebenen Defekte nach Splenektomie tatsachlich auf die
fehlenden Marginalzonen-B-Zellen zuriickzufiihren? Wardemann et al. konnten zeigen,
dass Splenektomie auch die Bla-Zellen um 75% reduzierte, die flir ihre Homdostase auf die
Milz angewiesen sind. Dies allerdings nicht sofort nach Explantation der Milz, sondern
sechs Tage danach. Diese Reduktion hielt bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes (Tag
26) an (91). In den genannten Studien wurden die Mause sieben bis70 Tage nach
Splenektomie infiziert (284-287), wahrend in dieser Arbeit die Milz erst zum Zeitpunkt der
Sepsisinduktion entfernt wurde. Moglicherweise ist die verminderte anti-bakterielle
Abwehrreaktion bei splenektomierten Mausen auch auf die Reduktion der Bla-Zellen
zurlckzufiihren, die ebenfalls an der frithen Immunantwort gegen bakterielle und virale
Infektionen beteiligt sind (90, 97, 101, 265). Fiir die Abwehr des Riickfallfieber-Erregers

Borrelia hermsii ist ebenfalls eine TI- [gM Antwort notig. In Splenektomie-Studien wurde
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aber gezeigt, dass Tiere nur bei sehr hoher Bakterienlast einen Abwehrdefekt hatten.
Marginalzonen-B-Zellen hatten also keinen entscheidenden Einfluss auf die Eliminierung
der Bakterien. Stattdessen waren B1b-Zellen die Hauptproduzenten des schiitzenden IgMs
(291, 292).

In dieser Arbeit erfolgten Splenektomie und CASP gleichzeitig. Somit konnte eine
unveranderte Bla-Population auf die Vielzahl an Antigenen wahrend einer Sepsis treffen.
Aufierdem ist die abdominelle Sepsis polymikrobiell. Daher ist nicht auszuschlief3en, dass

unterschiedliche Erreger auch unterschiedliche B-Zellsubpopulationen aktivieren.

Milz und Marginalzonen-B-Zellen sind fiir die Antikérperantwort nach Sepsis also
entbehrlich. Moglicherweise kompensieren B1-Zellen das Fehlen der Marginalzonen-B-
Zellen bei der TI-Antikorperantwort nach Sepsis. Die TD-Komponente der humoralen
Immunantwort ist von der Splenektomie wahrscheinlich nicht betroffen, da vor allem die

parathymischen Lymphknoten die Peritonealhdhle drainieren (78, 237, 254, 256).

4.2. Das Immungedachtnis nach Sepsis

Das immunologische Gedachtnis ist charakteristisch fiir das erworbene Immunsystem, und
besteht aus Gedachtnis-T-Zellen und Gedachtnis-B-Zellen. Zum Gedachtnis zdhlen aber
auch schiitzende Serumantikorper, die eindringende Krankheitserreger neutralisieren,
bevor es zu einer Immunantwort kommt (160). Um auf diesem Wege einen
langanhaltenden Schutz zu gewahrleisten, miissen diese Antikérper mit ihrer relativ
kurzen Halbwertzeit (IgG = 21 Tage) kontinuierlich neu synthetisiert werden. In der
Literatur gibt es drei Theorien, die erklaren sollen, wie diese schiitzenden
Serumantikorperkonzentrationen aufrechterhalten werden: 1.) Der kontinuierliche
Antigenkontakt, der zur stindigen Aktivierung von B-Zellen fiihrt, welche dann einen
schiitzenden Antikorperspiegel produzieren (163), 2.) die wiederholte
antigenunabhdngige, polyklonale Aktivierung von Gedachtnis-B-Zellen (128, 164, 165) und
3.) langlebige Plasmazellen, die in T-Zell-abhédngigen Keimzentrumsreaktionen entstehen
(119, 166, 167). Die Vorlauferzellen (Plasmablasten) migrieren ins Knochenmark in
spezielle Uberlebensnischen, wo sie zu langlebigen Plasmazellen reifen (76, 168, 169). Die
Hinweise, die das Modell der langlebigen Plasmazellen stiitzen, verdichten sich (40, 76,
157,162,170, 171).

Stromazellen, eosinophile Granulozyten und Megakaryozyten sind wichtige Komponenten
der Uberlebensnischen fiir Plasmazellen. Sie produzieren wichtige Uberlebensfaktoren wie
CXCL12, APRIL und IL6. (84, 172-176). Allerdings sind diese Uberlebensnischen und damit
die Anzahl langlebiger Plasmazellen begrenzt (177). Bei einer Imnmunantwort wird ein Teil
der etablierten Population durch neu entstehende Plasmazellen ersetzt (76). Dies kann
durch Verdrangung (178) oder durch Fc-Rezeptor-vermittelte Apoptose residenter

Plasmazellen geschehen (179, 180).
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Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, kam es wahrend einer Sepsis auch zu klassischen, TD-,
antigenspezifischen Antikdrperantworten. Es entstanden Keimzentren und Plasmazellen,
die auch im Knochenmark wiederzufinden waren und etablierte Plasmazellen verdrangen
konnten. Aufierdem waren viele der (wahrscheinlich TI, polyklonal entstandenen)
Antikorper autoreaktiv und konnten Immunkomplexe bilden, die zur FcyRIIB-vermittelten
Apoptose etablierter Plasmazellen fiihren. Es war deshalb zu erwarten, dass diese Prozesse
bei einer Sepsis den Pool der etablierten langlebigen, antigenspezifischen Plasmazellen
reduzieren. Auf der anderen Seite kommt es wahrend einer Sepsis zur systemischen
Disseminierung von Bakterien und bakterieller Produkte, die zu einer polyklonalen
Aktivierung von Gedachtnis-B-Zellen flihren konnten. Dadurch kénnte das immunologische
Gedachtnis eine Art bystander-boost erhalten (128).

Um den Einfluss einer Sepsis auf das etablierte humorale Immungedachtnis zu
untersuchen, wurden Mause zweimal im Abstand von drei Wochen mit TNP und
Ovalbumin (OVA) mit Adjuvans immunisiert. So wurde ein stabiles, humorales
Immungedachtnis in Form langlebiger Plasmazellen etabliert. Acht Wochen spater wurde
eine Sepsis ausgelost, und die Anzahl antigenspezifischer ASC in Milz und Knochenmark

wurde untersucht.

Sepsis fiihrte nach zwei Wochen zu einem unspezifischen Anstieg TNP- und OVA-
spezifischer IgM*- und IgG*-ASC in der Milz, auch in Tieren, die zuvor nicht immunisiert
wurden. Dabei war der antigenunabhéngige Anstieg TNP-spezifischer [gM+-ASC um ein
Vielfaches grofder als der OVA-spezifischer [gM+-ASC. Ausgehend von den Eigenschaften
dieser Antigene (TNP-BSA besitzt repetitive Epitope, OVA nicht) kann spekuliert werden,
dass die Aktivierung TNP-spezifischer Gedadchtnis-B-Zellen und polyreaktiver B-Zellen fiir
den starken Anstieg TNP-spezifischer I[gM*-ASC verantwortlich sind, wohingegen OVA-
spezifische ASC nur nach Aktivierung von OVA-spezifischen Gedachtnis-B-Zellen entstehen.
Nach weiteren zwei Wochen war dieser unspezifische Anstieg nicht mehr zu beobachten.
Das spricht fiir 1.) die Aktivierung kurzlebiger ASC oder 2.) dafiir, dass diese ASC nach zwei

Wochen bereits aus der Milz emigriert sind.

In den immunisierten Tieren war vier Wochen nach Sepsis die Zahl OVA-spezifischer IgG*-
ASC im Vergleich zu den nicht-septischen Kontrolltieren auf die Halfte reduziert. Auch im
Serum war eine deutliche Abnahme der OVA-spezifischen Antikérperkonzentrationen zu
beobachten. Zwei Wochen nach Sepsisinduktion war dagegen noch kein Unterschied
feststellbar. Dies bedeutet, dass Sepsis in der Tat mit dem etablierten Inmungedachtnis
interferiert und die langlebigen Plasmazellen im Knochenmark reduziert. Die Zahl der

[gM+-ASC im Knochenmark veranderte sich nicht.

Dabei blieb bei den septischen Tieren die Zahl der OVA-spezifischen ASC zwischen den
beiden Beobachtungszeitpunkten zwei und vier Wochen nach Sepsis gleich. Der

Unterschied zu den nicht-septischen Tieren entstand dadurch, dass bei letzteren die Zahl
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der OVA-spezifischen ASC im gleichen Zeitraum, also zwischen zehn und 12 Wochen nach
der Boostimmunisierung mit dem Antigen, weiter zunahm, etwa um den Faktor zwei.
Dieses Ergebnis war vollkommen unerwartet. Zwar zeigen Xiang et al. mit einem dhnlichen
Protokoll einen tatsachlichen Riickgang etablierter Plasmazellen nach unspezifischer
Immunisierung, aber auch in diesen Daten ist ein Anstieg etablierter Plasmazellen tiber die
Zeit beobachtbar (180).

Teilten sich womdglich die antigenspezifischen Plasmazellen im Knochenmark zwischen
beiden Messzeitpunkten? War die Migration der Plasmazellen nach der sekundaren
Immunisierung von der Milz ins Knochenmark trotz der langen Wartezeit nach der

Boostimmunisierung noch nicht abgeschlossen?

Nach der aktuellen Lehrbuchmeinung sind Plasmazellen terminal differenziert, und sie
teilen sich nicht mehr (39). Dies wurde jedoch bereits von Ahuja et al. infrage gestellt, die
auch bei Plasmazellen eine (sehr geringe) Teilungsfahigkeit vermuteten, wie sie zu den
Befunden in dieser Arbeit passt (293). Manz et al. publizierten, dass Plasmazellen zehn
Tage nach sekundarer Immunisierung im Knochenmark erscheinen und dann mindestens
drei Monate lang auf einem konstanten Niveau bleiben (157). In einem weiteren
Experiment zeigte dieselbe Gruppe aber auch, dass nach einer sekunddaren Immunisierung
die Migration der Plasmazellen in das Knochenmark erst nach zwei Monaten abgeschlossen
ist. Bis zu diesem Zeitpunkt wandern immer noch einige Plasmazellen in das Knochenmark
ein (161). Wenn dies so ist, warum wurden dann nach Sepsis keine weiteren Plasmazellen

in das Knochenmark aufgenommen?
Bieten Veridnderungen in den Uberlebensnischen eine Erklirung?

Eosinophile Granulozyten, eine wichtige Komponente der Uberlebensnischen (206),
exprimieren TLRs und werden durch sie aktiviert, um an der bakteriellen Abwehr
teilzunehmen (294-296). DiPiro et al. konnten Eosinophile wiahrend der humanen Sepsis
vermehrt im peripheren Blut nachweisen (297). Die Anzahl peripherer Eosinophiler
korreliert mit Uberleben und Keimeradizierung (298, 299). Chu et al. haben sogar gezeigt,
dass aktivierte Eosinophile Plasmazellen besonders gut im Knochenmark halten kénnen
(174). In der Sepsis sind massenweise PAMPs vorhanden, die Eosinophile aktivieren
kénnen und so die Kapazitat der Nischen fiir Plasmazellen steigern sollten. Eosinophile
Granulozyten erklaren folglich nicht, warum der Anstieg der langlebigen Plasmazellen in

den nicht-septischen Tieren stiarker war als bei Sepsis, man hatte das Gegenteil erwartet.

Wahrend einer Sepsis kommt es zu disseminierter intravaskuldrer Gerinnung (300) mit
einem initialen Abfall der Thrombozytenzahl (301, 302). Vorldufer bzw. Produzenten der
Thrombozyten sind die Megakaryozyten, die ebenfalls eine wichtige Komponente der
Uberlebensnischen bilden (176). Es ist bekannt, dass LPS die Thrombopoetin (TPo)-

konzentration erh6ht (303, 304). Dies geschieht vermutlich im Rahmen einer akute-Phase-
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Reaktion durch IL6, das seinerseits die TPo-Produktion der Leber (Hauptproduzent)
steigert und so die Thrombopoese beschleunigt (305, 306). Wahrend der Thrombopoese
wird das Zytoskelett der Megakaryozyten rearrangiert und es bilden sich Proplattchen-
Fortsatze (307, 308). Man konnte annehmen, dass diese Veranderungen im Rahmen der
Thrombopoese dazu fiihren, dass die Funktion der Megakaryozyten in den
Uberlebensnischen beeintriachtigt wird, aber auch hier trifft das Gegenteil zu. In c-mpl
(Thrombopoetin-Rezeptor)- defizienten Mdausen mit beeintrachtigter Megakaryopoese ist
die Zahl der Plasmazellen im Knochenmark reduziert. Aufserdem konnte gezeigt werden,
dass die Applikation von Thrombopoetin zur Akkumulation und Persistenz von
Plasmazellen im Knochenmark fiihrt (176). Neben anderen Zytokinen wird IL6 in der
Sepsis in grofer Menge sezerniert und damit wird die Thrombopoese gefordert. Wenn also
nicht noch unbekannte Prozesse mit der Thrombopoese interferieren, so sollte man

vermuten, dass die Nischen bei Sepsis mehr Plasmazellen aufnehmen kénnen.

Ein weiterer moglichen Erklarungsansatz ware eine Verschiebung der Balance zwischen
den ins Knochenmark migrierenden Plasmablasten/-zellen und der Apoptose von
Plasmazellen, die durch die Kreuzvernetzung von FcyRIIB-ausgelost wird. Wie bereits
gezeigt und diskutiert, kommt es sehr frith nach Sepsis zu einer schnellen
Antikorperproduktion durch Marginalzonen-B-Zellen und B1-Zellen. Diese (polyreaktiven)
Antikorper bilden mit Antigenen, die bei Sepsis in grofier Menge frei werden sollten,
Immunkomplexe, die zu einer Kreuzvernetzung von FcyRIIB-Rezeptoren auf der
Oberflache der Plasmazellen und damit zum programmierten Zelltod fiihren kénnten (180,
309).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine Sepsis das etablierte humorale
Immungedachtnis beeinflusst. Dabei nahm vor allem die Konzentration der
antigenspezifischen Serumantikérper ab. Die Anzahl antigenspezifischer Plasmazellen im
Knochenmark septischer Tiere stieg nicht im gleichen Ausmaf wie in den Kontrolltieren.
Sie nahm allerdings auch nicht ab. Insgesamt befanden sich vier Wochen nach Sepsisbeginn
nur halb so viele antigen-spezifische Plasmazellen im Knochenmark der iiberlebenden
Mause wie bei den Tieren, die immunisiert waren, nachfolgend aber keine Sepsis erlebten.
Ob Sepsis tatsachlich den Immunschutz gefahrdet, ist aufgrund der erhobenen Daten eher

unwahrscheinlich.

4.3. Die humorale Immunantwort in der humanen Sepsis

Ob das Immungedachtnis des Menschen durch Sepsis beeinflusst wird, wurde bisher nicht
ausreichend untersucht. Es ist nicht bekannt, ob das verminderte Langzeitliberleben, das
auch auf héherer Infektanfalligkeit beruht (28, 310), auf gehaufte Infektionen mit Erregern

zurlckzufiihren ist, gegen die vor der Sepsis bereits Immunitat aufgebaut worden war,
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oder ob lediglich die Fahigkeit gelitten hat, auf neue Antigene eine effektive Inmunantwort

aufzubauen.

Um diese Frage zu adressieren, wurden im ersten Schritt Seren von Patienten mit einer
S. aureus Sepsis untersucht. Innerhalb des Untersuchungszeitraums veranderten sich die
Gesamtkonzentrationen von IgM und IgG im Serum der Patienten nicht. Auch die
Antikorperkonzentrationen gegen typische Recall-Antigene (Diphtherietoxin (DT) und
Tetanustoxin (TT)) blieben gleich. Warum kam es im Menschen nicht zu Verdnderungen,
wahrend in der Maus die Konzentrationen antigenspezifischer Recall-Antikérper

abnahmen und die Antikérpergesamtkonzentrationen im Serum zunahmen?

Die basale Serumantikoérperkonzentration bei Sepsisbeginn ist beim erwachsenen
Menschen viel grofder als bei sechs bis acht Wochen alten naiven Mausen. Kleine
Anderungen der Antikérpergesamtkonzentration sind vor diesem Hintergrund schwer
feststellbar. AufRerdem war in dieser Studie der Beobachtungszeitraum angesichts der
Halbwertszeit der Antikorper zu kurz, um Anderungen zu erfassen, die auf einer Reduktion
etablierter, langlebiger Plasmazellen im Knochenmark beruhen. Aufierdem sind der
polyklonalen Aktivierung von naiven B-Zellen beim Menschen engere Grenzen gesetzt als
bei der Maus. Die Expression von TLRs in humanen naiven B-Zellen ist eingeschrankt und
stark kontrolliert (225, 311, 312). Erst unter bestimmten Bedingungen (z.B. Stimulation
mit IFN Typ1) exprimieren humane B-Zellen TLR7 und TLR9 und kénnen dann durch CpG
zur Sekretion von IgM aktiviert werden (312-314). Manche Zytokine, die bei Sepsis in
grofder Menge gebildet werden (z.B. IL10, IL21), kénnen humane Gedachtnis-B-Zellen
aktivieren (315, 316). Dennoch lief3 sich bei dieser kleinen Pilotstudie der S. aureus-Sepsis

keine polyklonale Aktivierung von naiven- oder Gedachtnis-B-Zellen nachweisen.

Dass diese Befunde nicht auf eine allgemeine Suppression der B-Zellen zurtiickzufiihren
sind, zeigen die Daten von Kolata et al. (222). Die Gruppe wies in denselben Seren, die auch
in dieser Arbeit untersucht wurden, eine antigenspezifische, humorale Antwort gegen den

invasiven Erreger nach (215, 222).

4.4. Die humorale Immunantwort nach Herz-Lungen-Bypass Operation
(HLB)

Viele Patienten, die auf der Intensivstation eine Sepsis entwickeln, haben zuvor einen
grofden operativen Eingriff oder traumatische Verletzungen hinter sich. Es ist vollig
unbekannt, wie das humorale Immunsystem auf die mechanischen Gewebsverletzung und
die frei werdenden Selbstantigene (danger associated molecular pattern, DAMPs (317)), die
Anasthesie, den intensiven Kontakt mit Fremdoberflachen (OP-Material, Herz-
Kreislaufmaschine) und die ischamische Reperfusionsverletzung reagiert. Diese Vorgiange
induzieren komplexe entziindliche Antworten (318-320), bei denen pro- (IL6, IL8, TNFa)
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und anti-inflammtorische (IL10) Zytokine in hohen Konzentrationen freigesetzt werden
(321). Dies alles fiihrt zu einer Th2-dominierten Antwort, die klassischerweise eine
humorale Immunantwort fordert (318, 321-323).

Sollten B-Zellen durch HLB polyklonal aktiviert werden, so konnte dies unterschiedliche

klinische Folgen haben:

1. Gedachtnis-B-Zellen werden polyklonal aktiviert, was zu einem Anstieg schiitzender
Antikorper fiihren wiirde (128, 165, 268, 324).

2. Gedachtnis-B-Zellen mit einer Spezifitit fiir Selbstantigene (225) werden polyklonal

aktiviert mit der Konsequenz chronischer Entziindung.

3. Die Generation neuer Plasmazellen und Antikorper konnte durch Kompetition oder
FcyRIIB-Ligation zu einem Verlust des etablierten humoralen Immungedachtnisses
fithren (40, 76, 126, 180, 325).

Um diese Hypothesen zu priifen, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob HLB und die
assoziierte Entziindungsreaktion zu einer antigenunabhangigen Aktivierung von B-Zellen
fiihren. Dazu wurden die Gesamt-IgG-Konzentrationen und die Antwort auf zwei typische
Recall-Antigene, DT und TT in Seren von 166 Patienten mit HLB (216, 217) untersucht. Die
meisten Menschen sind gegen diese Antigene immunisiert und besitzen spezifische
Gedachtnis-B-Zellen und langlebige Plasmazellen, die kontinuierlich schiitzende
Antikorper sezernieren (76). Es wurden die Zeitpunkte vor (d0), 10 Tage (d10) und mehr
als vier Monate nach HLB-Operation (> 4 mo) untersucht, da IgG eine Halbwertzeit von 21
Tagen hat. Somit sollten zum letzten Messzeitpunkt 98% des Serum-IgGs, das vor bzw. um
den OP-Zeitraum sezerniert wurde, abgebaut sein. Aus den Veranderungen in der
Serumantikorperkonzentration kann deshalb auf die Entstehung neuer bzw. den Verlust

etablierter Plasmazellen zurtickgeschlossen werden.

Wahrend die Serum-IgM-Konzentrationen kurzfristig anstiegen, nahmen die Serum-IgG
Konzentrationen nach HLB kontinuierlich um bis zu 30% zu. Bisher haben nur zwei
Studien die humorale Immunantwort nach HLB untersucht und eine Abnahme der Serum-
[gG-Konzentration bereits nach einem Tag gemessen (326, 327). Legt man die Halbwertzeit
der Immunglobuline zugrunde, kann dies nur auf Verdiinnungs- oder Verbrauchseffekte
zurlickgehen, nicht aber auf eine Reduktion von Plasmazellen. Daher erlauben diese
Ergebnisse keinen Riickschluss auf die Langzeitauswirkungen von HLB auf das humorale
Immunsystem. Genau diese Langzeitwirkungen sind aber interessant, da sie zeigen, ob das
etablierte Inmungedachtnis reduziert oder im Gegenteil sogar verstarkt wird (76, 128,
165, 178, 180).

Gedachtnis-B-Zellen reagieren sehr schnell auf polyklonale Stimuli (mikrobielle Produkte,
CD40 Ligation, Zytokine) (128). Von Antonio Lanzavecchia wurde die Hypothese

aufgestellt, dass der Aufrechterhaltung des humoralen Gedachtnisses eine wiederholte
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polyklonale Aktivierung dieser Zellen zugrunde liegt (128, 165, 324). Deshalb wurde in
dieser Arbeit untersucht, ob HLB zu einer antigenunabhdngigen Aktivierung von
Gedachtnis-B-Zellen fiihrt. HLB fiihrte tatsachlich zu einem moderaten Anstieg
antigenspezifischer (DT, TT) IgG-Konzentrationen, was den Schluss auf polyklonale
Aktivierung von Gedachtnis-B-Zellen zuldsst. Lante et al. haben ebenfalls fiinf Tage nach
HLB einen Anstieg TT-spezifischer Antikorper gemessen (326). Das konnte in dieser Arbeit
bestatigt werden. Zusatzlich wurde gezeigt, dass diese Effekte mehrere Monate lang stabil
waren und auch fiir anti-DT-Antikorper zutrafen. HLB fiihrte also nicht zum Verlust des
Immungedachtnisses, sondern stiarkte dieses sogar (328-330). Allerdings sind die Effekte
klein und nur aufgrund der Gruppengroéfie signifikant. Das erklart moglicherweise, warum
diese Beobachtungen nicht in den septischen Patienten (siehe 4.3) beobachtet werden
konnten. Die biologische Bedeutung dieses kleinen Effekts ist fraglich. Er konnte aber bei
Wiederholung das B-Zell-Gedachtnis stabilisieren. Offensichtlich blieben die
Knochenmarksnischen fiir antigenspezifische Plasmazellen bei HLB intakt. Entweder
waren die polyklonal aktivierten B-Zellen nicht in der Lage, die etablierten Zellen zu
verdrangen (178), oder die verdrangten Plasmazellen wurden durch neue Plasmazellen
der gleichen Spezifitat ersetzt (40, 76, 180, 325). Letztere konnten sich aus polyklonal

aktivierten Gedachtnis-B-Zellen entwickelt haben.

Wenn Gedachtnis-B-Zellen polyklonal nach HLB aktiviert werden, was bedeutet dies fiir die
autoreaktiven B-Zellen im IgG+*-Gedachtnispool (225)? Die Gruppe um Tiller und
Wardemann hat ja gezeigt, dass ein Uiberraschend hoher Anteil von etwa 50% der
Gedachtnis-B-Zellen autoreaktive Antikorper kodieren. Wahrend der Homdostase
differenzieren diese Zellen sich nicht zu Plasmazellen, was eine strikte Kontrolle
voraussetzt (225). Wird diese Kontrolle durch grof3e Operationen und assoziierter
Entziindungsreaktion ausgehebelt? Bei HLB war dies nicht der Fall. Im Hep2-Screening-
Assay liefden sich keine quantitativen oder qualitativen Verdnderungen von autoreaktivem
Serum-IgG nachweisen. Das bedeutet, dass die Kontrollmechanismen, die eine
unkontrollierte/zuféllige Aktivierung autoreaktiver Gedachtnis-B-Zellen verhindern,

wahrend HLB zuverlassig funktionieren.

Zusammenfassend ladsst sich klar feststellen: Das operative Trauma bei HLB beeintrachtigt
das etablierte humorale Immungedachtnis nicht. Ganz im Gegenteil, auf individueller Ebene
wird es sogar leicht verstarkt. Ob dies allerdings klinische Bedeutung hat, im Sinne einer
Stabilisierung des immunologischen Gedachtnisses, bleibt fraglich. Zu einer Aktivierung

autoreaktiver B-Zellen kam es nicht.
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5. Zusammenfassung

Trotz grofier Verbesserungen bei der intensivmedizinischen Behandlung ist das
Krankheitsbild Sepsis auch heute noch mit erschreckend hoher Morbiditat und Letalitat
assoziiert. Schiatzungen der ,Surviving Sepsis Campaign“ gehen von jahrlich etwa 18
Millionen erkrankter Menschen weltweit aus. In Deutschland treten pro Jahr ungefahr
150.000 Sepsisfalle auf, wobei 50% der Erkrankten an den Folgen ihrer generalisierten

Infektion sterben.

Ob B-Zellen in der Sepsis eine Rolle spielen und wie das adaptive humorale Immunsystem
insgesamt durch Sepsis beeinflusst wird, wurde bisher wenig erforscht. Diese Arbeit stellt
zum ersten Mal den Langzeitverlauf der B-Zellantwort in einem murinen Sepsismodell bis

zu vier Wochen nach Sepsisbeginn dar (Fédkal induzierte Peritonitis, FIP).

Weil bei einer Sepsis viele Immunzellen in Apoptose gehen und die Immunantwort
insgesamt supprimiert ist, wurde bisher angenommen, dass nach Sepsis auch die B-
Zellantwort vermindert ist. Die Befunde dieser Arbeit zeigen, dass es entgegen den
Erwartungen bei Sepsis zu einer verstarkten B-Zellneubildung aller B-Zellsubpopulationen
kam. Aufserdem wurden follikuldare B-Zellen und Marginalzonen-B-Zellen sehr frith
aktiviert. Bereits nach drei Tagen kam es zur Keimzentrumsbildung, die bis zu 28 Tage
nach Sepsis anhielt. Damit einher ging eine transiente Zunahme der Plasmazellzahl in der
Milz. Im Knochenmark nahm der Anteil neuer Plasmazellen nach Sepsis ebenfalls zu, diese
Zunahme unterschied sich aber kaum von der in den Kontrolltieren. Hinzu kam, dass diese
Veranderungen ebenfalls transient waren und nicht zu einer Veranderung des Anteils der
Plasmazellen an allen Knochenmarkszellen fiihrten. Trotzdem bewirkte die
Plasmazellbildung bei Sepsis einen starken Anstieg der Serum-IgM- und IgG-

Konzentrationen.

T-Zellen sind an der humoralen Immunantwort bei Sepsis offensichtlich ebenfalls beteiligt.
Insbesondere in der frithen Phase konnten sie antigenspezifisch aktiviert werden und T-
Zellhilfe leisten. Erst spater (hier nach drei Tagen) war die antigenspezifische

Primarantwort beeintrachtigt.

Ein Teil der B-Zellantwort verlauft bei Sepsis jedoch auch T-Zell-unabhangig. T-Zell-
unabhangige Antigene der Typen 1 und 2 wie LPS und Polysaccharide sind ja in grofder
Menge vorhanden. Sie kdnnen B-Zellen sogar unabhingig von Ihrem B-Zellrezeptor

(polyklonal, Typ 1) aktivieren.

Bei einer polyklonalen Aktivierung von B-Zellen, wie sie bei Sepsis zu erwarten ist, muss
mit der Entstehung von Autoantikérpern gerechnet werden; eine mogliche Konsequenz
waren chronische Entziindungen. Tatsachlich wurden bei der murinen Sepsis autoreaktive
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Antikorper gebildet. Diese riefen aber keine Symptome von Autoimmunerkrankungen
hervor. Neben diesen selbstreaktiven Antikdrpern wurden auch Antikérper mit
Spezifitaten gegen Modellantigene gebildet, mit denen die Tiere nicht in Kontakt
gekommen waren. Die Selbstantigene und die Modellantigene besitzen repetitive Epitope.
Dies legt den Schluss nahe, dass es sich um niedrigaffine, polyreaktive Antikérper handelt.
Diese Vermutung wurde auf Einzelzellebene bestatigt (Personliche Mitteilung Oliver
Nicolai). Polyreaktive Antikorper, die auch Selbstantigene binden, erfiillen wichtige
physiologische Funktionen: Sie leisten die erste Abwehr gegen die eindringenden
Bakterien und raumen spater durch Immunkomplexbildung den durch Zell- und
Gewebeschadigung entstehenden Zelldebris ab. Quellen dieser Antikorper sind vor allem
B1-Zellen und Marginalzonen-B-Zellen. Letztere sind in der Maus ausschliefilich in der Milz
zu finden, der eine wichtige Funktion bei der bakteriellen Abwehr zugeschrieben wird.
Dennoch hatte der Verlust der Milz im untersuchten Sepsismodell keine Konsequenzen.
Milz und Marginalzonen-B-Zellen scheinen folglich fiir die Antikérperbildung bei Sepsis

entbehrlich zu sein.

Bisher war vollig unklar, welchen Einfluss eine Sepsis auf das bereits etablierte
Immungedachtnis hat, und ob dies eine Rolle bei der Langzeitprognose spielt. Die Vielzahl
der bei Sepsis neu gebildeten Plasmazellen und die hohe Antikérperkonzentration kénnten
langlebige Plasmazellen des Knochenmarks beeintrachtigen, welche kontinuierlich
Antikorper produzieren und damit einen Arm des humoralen Immungedéachtnisses
reprasentieren. Es konnte zu Verdrangungseffekten kommen, oder Immunkomplexe
induzieren direkt den Zelltod durch Kreuzvernetzung von FcyRIIB auf der
Plasmazelloberfldache. Auf der anderen Seite sind bei generalisierten bakteriellen
Infektionen viele mikrobielle Produkte vorhanden, welche Gedachtnis-B-Zellen polyklonal

aktivieren und so die humorale Immunitat stabilisieren oder sogar verstarken konnten.

Um den Einfluss einer Sepsis auf das etablierte Inmungedachtnis zu untersuchen, wurden
Tiere mit einem definierten Antigen zweimal immunisiert. Acht Wochen nach der letzten
Immunisierung wurde eine polymikrobielle Peritonitis (Colon ascendens Stent Peritonitis,
CASP) induziert, und nach weiteren zwei bzw. vier Wochen wurden die antigenspezifischen
antikorpersezernierenden Zellen in Milz und Knochenmark bestimmt. Sepsis storte das
etablierte humorale Immungedéachtnis: Die Konzentration der antigenspezifischen
Antikorper im Serum nahm ab, und die Anzahl antigenspezifischer Plasmazellen im
Knochenmark septischer Tiere stieg nicht im gleichen Ausmaf3 an wie bei den
Kontrolltieren. So befanden sich vier Wochen nach Sepsis nur halb so viele
antigenspezifische Plasmazellen im Knochenmark wie bei den Tieren, die immunisiert
worden waren, ohne hinterher eine Sepsis zu erleben. Unter Umstanden verhinderte Sepsis

eine Migration von antigenspezifischen Plasmazellen nach sekundarer Immunisierung wie
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sie in den nicht-septischen Kontrolltieren immer noch stattfand, trotz der langen

Wartezeit.

Ob das Immungedachtnis des Menschen ebenfalls durch Sepsis beeinflusst wird, war bisher
nicht bekannt. Die Langzeitprognose von Patienten, die eine Sepsis iiberlebt haben, ist sehr
schlecht. Es ist nun von grofiem Interesse zu erfahren, ob dies auch darauf zurtickgefiihrt
werden kann, dass die Patienten wieder anfallig werden fiir Infektionen mit Erregern,
gegen die sie in der Vergangenheit bereits immunologischen Schutz aufgebaut hatten. Um
diese Fragestellung zu bearbeiten, wurden Seren von Patienten bei S. aureus-Sepsis
untersucht. Dabei stellten wir keine Veranderungen der Gesamt-IgM- und IgG-
Serumkonzentrationen und Diphtherietoxin- und Tetanustoxin-spezifischen Recall-
Antikorper fest. Dies mag unterschiedliche Ursachen haben. Eine unspezifische B-
Zellsuppression, oder —paralyse lasst sich jedoch ausschlief3en, da antigenspezifische

Antikorper gegen die invasiven Bakterien gebildet wurden.

Viele Patienten, die auf der Intensivstation eine Sepsis entwickeln, haben einen grofien
operativen Eingriff oder traumatische Verletzungen hinter sich. Es ist jedoch unbekannt,
wie das humorale Immunsystem auf die mechanischen Gewebsverletzungen, die dabei frei
werdenden Selbstantigene, die Andsthesie, den intensiven Kontakt mit
Fremdkorperoberflachen (z.B. OP-Material, Herz-Kreislaufmaschine) und die ischamische
Reperfusionsverletzung reagiert. Im letzten Abschnitt dieser Arbeit wird am Beispiel der
Herz-Lungen-Bypass-Operation gezeigt, dass das humorale Immungedéachtnis durch eine
grofde Operation nicht beeintrachtigt wurde. Im Gegenteil! Sowohl die Gesamt-IgM- und
[gG-Konzentrationen als auch die Konzentrationen der Diphtherietoxin- und Tetanustoxin-
spezifischen Recall-Antikorper nahmen leicht zu. Welche klinische Bedeutung diese
Ergebnisse haben, ob also dieser Mechanismus der polyklonalen B-Zellaktivierung das
immunologische Gedachtnis stabilisiert, muss offen bleiben. Zu einer Aktivierung
autoreaktiver Gedachtnis-B-Zellen, die 50% des Gedachtnis-B-Zellpools ausmachen, kam es

nicht.

Es kann also festgehalten werden, dass das adaptive Immunsystem bei polymikrobieller
Sepsis initial nicht supprimiert war. Follikulare- und Marginalzonen-B-Zellen der Milz
wurden sehr frith aktiviert. Es kam zur Keimzentrums- und Plasmazellbildung,
infolgedessen die IgM- und IgG-Konzentrationen im Serum anstiegen. Darunter befanden
sich selbstreaktive Antikorper, die allerdings keine Symptome einer
Autoimmunerkrankung auslosten. Produzenten dieser Antikorper waren vermutlich B1-
Zellen, die B-Zellrezeptorunabhangig, also polyklonal, aktiviert wurden. T-Zellen konnten
sehr frith nach Sepsis antigenspezifisch aktiviert werden, und waren fiir einen Teil der B-
Zellantwort nach Sepsis notwendig. Spater war die antigenspezifische Primarantwort der

T-Zellen eingeschrankt.
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Obwohl die Milz und die in der Maus dort ansdssigen Marginalzonen-B-Zellen entscheidend
an der Abwehr von Infektionen beteiligt sind, schienen sie fiir die Antikérperproduktion

entbehrlich zu sein.

Eine weitere wichtige Erkenntnis dieser Arbeit ist, dass Sepsis mit dem humoralen
Immungedachtnis interferierte. Ob dies allerdings den Immunschutz beeintrachtigt, kann
nicht abschliefRend geklart werden. Klinische Studien konnten einen Einfluss einer Sepsis
auf die humorale Immunitat beim Menschen weder bestatigen noch ausschliefsen. Nach
schwerer Operation allerdings schien das Immungedéachtnis in Form antigenspezifischer

Antikorper verstarkt.
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Anhang 1: Gatingstrategie fiir die B-Zellsubpopulationen B2, Bla und B1 fiir Milz, MLN und Lavage am
Beispiel der Lavage
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Anhang 2: Gatingstrategie fiir die B-Zellsubpopulationen B2 und B1 im Blut

148




Anhang

Singletten Follikulare B - Zellen

- {Marginaizonen B-Zellen
10" 45.81%

cb21
Count

' Follikulare é-z-llnn
48,9%

0 103 1IJli 10'5

CD23

Count

Anhang 3: Gatingstrategie fiir die B-Zellsubpopulationen follikuldre B-Zellen und Marginalzonen-B-
Zellen in der Milz

Die Isotyp-Kontrolle im Histogramm ist grau hinterlegt.
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Anhang 4: Gatingstrategie fiir die B-Zelldifferenzierungsstadien Keimzentrums-B-Zellen und
Gedichtnis B-Zellen in der Milz und im MLN am Beispiel der Milz

Die Isotyp-Kontrolle im Histogramm ist grau hinterlegt.
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Anhang 5: Gatingstrategie fiir BrdU+kappai;.*CD138- B-Zellen und die B-Zelldifferenzierungsstadien
Plasmablasten und Plasmazellen in der Milz, im MLN, im Blut und im Knochenmark am Beispiel der

Milz

Die Isotypkontrolle im Histogramm ist grau hinterlegt.
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Anhang 6: Nachweis der Depletion CD4+ Zellen nach Applikation des monoklonalen Antikérpers
Gk1.5

C57BL/6 Mause erhielten jeweils 150ug des depletierenden Antikdrpers Gk1.5 i.p. an den Tagen -3 und -1.
Kontrolltiere erhielten PBS. Am Tag 0 wurden die Tiere getotet und CD3+CD4+ T-Zellen sowie CD3+CD8+ T-
Zellen in Blut, Milz und Thymus bestimmt. Es konnte eine erfolgreiche Depletion der CD4+ T-Zellen in der
Peripherie nachgewiesen werden.
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Anhang 7: Auswertung der Zellproliferation CFSE+ Zellen mit FlowJo

C57BL/6 Tiere erhielten 1x107 CFSE markierte Ovalbumin-spezifische T-Zellen (OT-II) iiber den
retrobulbaren Venenplexus. Je nach experimentellem Aufbau wurden 200 pg Ovalbumin zu einem
bestimmten Zeitpunkt i.p. appliziert. Drei Tage spater wurden Milzzellen mit einem anti-CD4 Antikérper
inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Im Dot Plot ist die ruhende GO Population zu erkennen
(Rechteck). Die Proliferationsschablone von Flow]o kann den Generationspeaks nach bestimmten Kriterien
angepasst werden.
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Anhang 8: Abnahme der CFSE+*CD4* Starterpopulation nach Sepsis

C57BL/6 Tiere erhielten 1x107 CFSE gefarbte Ovalbumin-spezifische T-Zellen (OT-II) iiber den retrobulbédren
Venenplexus. Nach 24 Stunden wurde 18G AP operiert, Kontrolltiere blieben unbehandelt. Drei Tage spater
wurden Milzzellen mit einem anti CD4 Antikdérper inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Zu
diesem Zeitpunkt hat die Starterpopulation in den septischen Tieren gegeniiber den unbehandelten
Kontrolltieren abgenommen. n=8-9. Daten wurden in Zusammenarbeit mit Christin Eger erhoben.
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