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Abstract (deutsch)  
Einleitung: Autoimmunerkrankte sind aufgrund ihrer Erkrankung und der Einnahme 

immunsuppressiver Medikamente einem erhöhten Infektionsrisiko ausgesetzt, sodass 

dem Schutz mittels Impfung eine wichtige Bedeutung zukommt. Bislang ist jedoch nur 

wenig über die zelluläre Impfantwort bei Autoimmunerkrankten bekannt. Auch das 

Vorkommen von polyreaktiven Immunzellen, das als ein möglicher Mechanismus in der 

Pathophysiologie von Autoimmunität diskutiert wird, sowie die Bystander-Reaktion, die 

als ein möglicher Auslöser eines Krankheitsschubs nach Impfung debattiert wird, sind 

nicht hinreichend erforscht.  

 

Zielsetzung: Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der zellulären 

Immunantwort gegen impfpräventable Antigene bei Patienten mit Autoimmunerkrankung. 

Hierzu wurden exemplarisch antigenspezifische B-Zellen analysiert. Des Weiteren wurde 

überprüft, ob Autoimmunerkrankte im Vergleich zu Gesunden verstärkt polyreaktive B-

Zellen exprimieren und ob sie nach einer Impfung zu einer starken B-Zell-Bystander-

Reaktion neigen.  

 

Methodik: Der Gehalt tetanusspezifischer, Ro52-spezifischer sowie Tetanus-und-Ro52-

spezifischer B-Zellen wurde im Blut von 11 Patienten mit systemischem Lupus 

erythematodes und 12 Patienten mit rheumatoider Arthritis im sogenannten Steady State 

bestimmt und mit dem von 14 Gesunden verglichen. Ferner wurden jeweils drei 

Probanden aus den entsprechenden drei Gruppen gegen Tetanus geimpft und ihre 

tetanusspezifische B-Zell-Reaktion an Tag 0 vor sowie an Tag 7 und Tag 14 nach 

Impfung gemessen. Parallel wurde die B-Zell-Impfreaktion mit Spezifität für die 

Autoantigene Ro52 und Pentraxin 3 bestimmt. Neben diesen durchflusszytometrischen 

Analysen erfolgte für alle Spender ein ELISA zur Bestimmung der Antikörpertiter gegen 

das Tetanustoxoid.  

 

Ergebnisse: Beide Patientengruppen wiesen im Grundzustand signifikant weniger 

tetanus-, Ro52- sowie tetanus-und-Ro52-spezifische B-Zellen als Gesunde auf. Auch 

nach Impfung entwickelten beide Patientengruppen weniger tetanusspezifische 
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Gedächtnis-B-Zellen verglichen mit den Gesunden. Im Gegensatz dazu war der 

Antikörpertiter gegen das Tetanustoxoid zwischen den drei Gruppen vergleichbar.  

Die Impfung löste in keinem der Patienten einen Krankheitsschub aus und führte auch zu 

keiner nennenswerten Bystander-Reaktion gegen die beiden Kontrollantigene Ro52 und 

Pentraxin 3.  

 

Fazit: Patienten mit Autoimmunerkrankungen weisen ein vermindertes zelluläres 

Gedächtnis gegenüber impfpräventablen Infektionserregern auf, wohingegen die 

humorale Immunantwort intakt zu sein scheint. Polyreaktive B-Zellen scheinen eher ein 

Phänomen von Gesunden als von Autoimmunerkrankten zu sein und treten auch nach 

Impfung nicht verstärkt auf. Da Impfungen weder einen Krankheitsschub auslösen, noch 

zu einer starken Bystander-Reaktion führen, sollten sie zum Schutz vor 

Infektionskrankheiten als fester Bestandteil in den Therapieplan von Autoimmunpatienten 

integriert werden.  
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Abstract (english)  
Introduction: Patients with autoimmune diseases have an increased risk of developing 

infections due to the disease itself and the use of immunosuppressive drugs. Thus, 

infectious risk protection by vaccination plays an important role. So far, however, little is 

known about the cellular immune response towards vaccine antigens in autoimmunity. 

Furthermore, the occurrence of polyreactive cells, which is discussed as a possible 

mechanism in the pathophysiology of autoimmunity, as well as the bystander reaction, 

which is debated as a possible trigger of disease flare after vaccination, have not been 

sufficiently explored.  

 

Objective: The aim of the present study was to investigate the cellular immune response 

against vaccine-preventable antigens in patients with autoimmune diseases based on the 

analysis of B cells. Moreover, the expression of polyreactive B cells as well as the 

occurrence of a B cell bystander reaction after vaccination were studied in patients with 

autoimmune diseases and healthy individuals.  

 

Methods: The quantity of tetanus-specific, Ro52-specific, and both tetanus-and-Ro52-

specific B cells was determined in the blood of 11 patients with systemic lupus 

erythematosus and 12 patients with rheumatoid arthritis and compared to that of 14 

healthy subjects at baseline. Furthermore, three subjects of each group received a 

tetanus booster vaccination and their tetanus-specific B-cell response was measured on 

day 0 before and on day 7 and day 14 after vaccination. Simultaneously, the B cell 

vaccination response to the autoantigens Ro52 and pentraxin 3 was measured. In 

addition to these flow cytometric analyses, an ELISA for all donors was performed to 

determine the anti-tetanus toxoid antibody levels.  

 

Results: Both patient groups had significantly lower levels of tetanus-, Ro52-, and 

tetanus-and-Ro52-specific B cells than the healthy individuals at baseline. Also after 

vaccination, both patient groups developed fewer tetanus-specific memory B cells 

compared to the healthy group. In contrast, the anti-tetanus toxoid antibody levels were 

comparable between the three groups. Vaccination did not induce a disease flare in any 
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of the patients, nor did it lead to any significant bystander reaction against the two control 

antigens Ro52 and pentraxin 3.  

 

Conclusions: Patients with autoimmune diseases exhibit reduced cellular immune 

protection against vaccine-preventable antigens, whereas the humoral immune response 

seems to be intact. Polyreactive B cells appear to be a phenomenon of healthy individuals 

rather than autoimmune patients and do not increase after vaccination. Since 

vaccinations cause neither a disease flare nor a strong bystander reaction, they should 

play an integral part in the therapy of autoimmune patients.  
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1 Einleitung 
 
1.1 Autoimmunerkrankungen 
Autoimmunität bedeutet, dass das Immunsystem sich gegen körpereigene Strukturen 

wendet. Während es der Körper von Gesunden bewerkstelligt, autoreaktive Zellen durch 

Mechanismen der sog. zentralen und peripheren Toleranz zu eliminieren, sind die dafür 

notwendigen Mechanismen bei Autoimmunerkrankten gestört (1). Obwohl die genauen 

pathophysiologischen Prozesse noch weitestgehend ungeklärt sind, konnten dank 

intensiver Forschungsarbeiten der letzten Jahrzehnte bereits viele Erkenntnisse 

gewonnen werden. So geht man mittlerweile davon aus, dass nicht nur endogene 

Faktoren, sondern eine Kombination aus prädisponierenden genetischen Faktoren und 

Umwelteinflüssen zum Ausbruch von Autoimmunität führt (2). Auch die Entwicklung 

neuer Medikamente - insbesondere der Biologika - hat die Therapie von 

Autoimmunerkrankungen durch zielgerichtete Immunmodulation bzw. ± suppression 

revolutioniert und ermöglicht den Betroffenen eine deutlich höhere Lebensqualität (1). 

In den westlichen Ländern leiden ca. 5 % der Menschen an einer Autoimmunerkrankung. 

Allgemein unterscheidet man zwischen organbezogenen Autoimmunerkrankungen wie 

der Hashimoto-Thyreoiditis oder dem Diabetes mellitus Typ I sowie systemischen 

Autoimmunerkrankungen (1). Zwei klassische Vertreter des systemischen 

Formenkreises sind der systemische Lupus erythematodes und die rheumatoide Arthritis, 

die im Folgenden detaillierter beschrieben werden. 

 

1.1.1 Systemischer Lupus erythematodes  
Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine chronisch-entzündliche 

Autoimmunerkrankung, die vorrangig bei Frauen im gebärfähigen Alter aufritt und 

zahlreiche Organe befallen kann. Die Prävalenz beträgt ca. 40 Fälle pro 100.000 

Einwohner. Charakteristisch ist ein schubartiger Verlauf mit intermediären 

Remissionsphasen, wobei Schwere und Prognose der Erkrankung je nach betroffenem 

Organsystem stark variieren können (2). 

Die meisten Betroffenen berichten über Allgemeinbeschwerden wie Fieber, Schwäche 

und Gewichtsverlust. Des Weiteren sind Hautveränderungen wie das 

Ä6FKPHWWHUOLQJVHU\WKHP³� LP� *HVLFKW� VRZLH� 0XVNHO- und nicht-erosive 

Gelenkbeschwerden typisch. Der entzündliche Befall innerer Organe kann sich unter  
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Abbildung 1.1 Symptome des systemischen Lupus erythematodes 
Kopiert und adaptiert aus Keikawus Arastéh et al.: Duale Reihe Innere Medizin, 2018 (3) 

 

anderem an Herz, Lunge, Niere sowie dem Gefäß- und Nervensystem manifestieren 

(Abbildung 1.1) (2). Laborchemisch fallen unter anderem eine (Pan-)Zytopenie, 

erniedrigte Komplementfaktoren sowie verschiedene Auto-Antikörper wie ANA 

(antinukleäre Antikörper, > 95 %), dsDNA-AK (Antikörper gegen doppelsträngige DNA, 

ca. 70 %) oder Anti-Ro-Antikörper (ca. 60 %) auf. Die Diagnose wird anhand der in 

Tabelle 1.1 dargestellten EULAR/ACR-Klassifikationskriterien von 2017 gestellt. 

Mindestens 10 Punkte sind zur Klassifikation erforderlich (2). Im Verlauf wird die 

Krankheitsaktivität mithilfe verschiedener Scores wie dem Systemic Lupus 

Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI, siehe Kapitel 2.3.1) beurteilt. 2008 

beschrieben zudem Biesen et al. Siglec1 (CD169) als einen weiteren Aktivitätsmarker. 

Der Gehalt des durch Typ I Interferone (IFN) induzierten und auf der Oberfläche von 

Monozyten exprimierten Glykoproteins korreliert positiv mit der Krankheitsaktivität 

(SLEDAI) sowie dem Gehalt an dsDNA-AK (4).  

Die Therapie des SLE richtet sich nach der Schwere der Erkrankung. Bei leichten 

Verläufen reicht oft die Einnahme nichtsteroidaler Antirheumatika (NSAR) und die des 



Einleitung
 

17 
 

  Tabelle 1.1 EULAR/ACR-Klassifikationskriterien für den SLE 2017 

ACR = American College of Rheumatology, AK = Antikörper, ANA = antinukleäre Antikörper, anti-Sm-AK 
= Anti-Smith-Antikörper, aß2GPI = ß2Glykoprotein, Cardiolipin-Antikörper (aCL), EULAR= European 
League Against Rheumatism, GPL = IgG Phospholipid Einheit, Hep2 = Human epithelial type 2, IFT = 
Immunfluoreszenz-Test, LA = Lupus-Antikoagulanz, (S)LE= (systemischer) Lupus eryhthematodes; kopiert 
aus Gerd Herold und Mitarbeiter: Innere Medizin 2020 (2) 
 
 
Antimalariamittels Hydroxychloroquin. Bei (mittel-)schweren Verläufen und im akuten 

Schub hingegen kommen Immunsuppressiva wie Azathioprin oder (hochdosierte) 

Glukokortikoide zum Einsatz. Sollten diese nicht anschlagen, kann ein Versuch mit 

Biologika unternommen werden (2). Trotz eines 2-4-fach erhöhten Mortalitätsrisikos 

gegenüber Gesunden liegt die 10-Jahres-Überlebensrate mittlerweile bei > 90 %. Zu den 

häufigsten Todesursachen zählen unter anderem kardiovaskuläre Komplikationen und 

Infektionen (2).  

 

1.1.2 Rheumatoide Arthritis  
Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch-entzündliche Autoimmunerkrankung, die 

primär die Gelenke betrifft, sich aber auch extraartikulär manifestieren kann. Sie tritt 

dreimal häufiger bei Frauen als bei Männern auf und gehört mit einer Prävalenz von ca. 

1 % zu den häufigsten rheumatologischen Erkrankungen in Deutschland.  



Einleitung
 

18 
 

 
Abbildung 1.2 Symmetrische Arthritis der Handgelenke bei der rheumatoiden Arthritis A: 
ÄÖdematöse Schwellung und Rötung der Handwurzel, des Handrückens sowie spindelförmige Auftreibung 
und entzündliche Rötung der Fingergrund- und Fingermittelgelenke.³ B: Ä6FKZHOOXQJHQ� LQ� GHQ 
Fingergrundgelenken des II±V. Fingers bds. Ulnardeviation der Finger, Atrophie der Mm. interossei, 
Schwanenhalsdeformierungen vor allem am II. und III. Finger links, Knopflochdeformierung am II. Finger 
rechts gut sichtbar. 90°/90°-Deformität des linken Daumens, Caput-ulnae-6\QGURP� EGV�³�� Nopiert und 
adaptiert aus Gunter Gruber und Andreas Hansch: Blickdiagnosen Innere Medizin, 2018 (5)  

 
Im Gegensatz zum SLE liegt der Erkrankungsgipfel eher im höheren Alter (zwischen dem 

55. und 75. Lebensjahr) (2). Neben unspezifischen Allgemeinbeschwerden wie Fieber 

und Abgeschlagenheit entwickeln die Betroffenen häufig eine symmetrische, potentiell 

erosive Polyarthritis der kleinen Gelenke, die insbesondere die Metacarpophalangeal- 

(MCPs), Interphalangeal- (PIPs) (Abbildung 1.2 A) sowie die 

Metatarsophalangealgelenke (MTPs) betrifft und mit einer Morgensteifigkeit einhergeht. 

Die distalen Interphalangealgelenke (DIPs) sind typischerweise nicht betroffen. 

Extraartikuläre Manifestationen involvieren meist Herz, Lunge, Augen und Gefäßsystem 

(2). Zur Diagnosestellung der RA werden die ACR/EULAR-Klassifikationskriterien von 

2010 herangezogen (Tabelle 1.2). Diese berücksichtigen neben der Anzahl der 

geschwollenen Gelenke und der Dauer des Auftretens der Symptome auch bestimmte 

serologische Parameter. Typisch sind unter anderem eine Erhöhung der 

Entzündungsparameter CRP (C-reaktives Protein) und/oder BSG 

(Blutsenkungsgeschwindigkeit) sowie der Nachweis von Rheumafaktoren (RF, 

Autoantikörper gegen das Fc-Fragment des IgG) und ACPA (IgG-AK gegen cyclisches 

citrulliniertes Peptid) (2). Zur Überwachung der Krankheitsaktivität im Verlauf wird oft der 

DAS28 (Disease Acitivity Score 28, siehe Kapitel 2.3.1) angewandt. Analog zum SLE 

kann zusätzlich das durch Typ 1 IFN induzierte Siglec1-Protein als Aktivitätsmarker im 

Blut bestimmt werden. Es korreliert positiv mit dem DAS28, der BSG und dem IgM-RF 

(6).

A B 
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Tabelle 1.2 ACR/EULAR-Klassifikationskriterien für die RA 2010 

BSG = Blutsenkungsgeschwindigkeit, CCP = zyklisches citrulliniertes Peptid, CRP = C-reaktives Protein, 
RA = rheumatoide Arthritis, RF = Rheumafaktor; kopiert aus Gerd Herold und Mitarbeiter: Innere Medizin 

2020 (2) 
 

Die Behandlung der RA setzt sich aus einer medikamentösen Basis- und Schubtherapie 

sowie einer nicht-medikamentösen Therapie zusammen. Als Basistherapeutika werden 

häufig Immunsuppressiva wie Methotrexat (MTX), Leflunomid oder Biologika wie TNFD-

Blocker angewendet, wohingegen im akuten Schub meist hochdosierte Glukokortikoide 

zum Einsatz kommen. Dank neuer Medikamente und einem frühzeitigen Therapiebeginn 

sind Gelenkfehlstellungen und -destruktionen wie die Schwanenhalsdeformität, 

Knopflochdeformität (Abbildung 1.2 B) oder atlanto-axiale Subluxation heutzutage nur 

noch selten zu beobachten. Ä'XUFK�DGlTXDte Kontrolle der Krankheitsaktivität lassen sich 

Morbidität und Mortalität fast auf das Risiko ansonsten Gesunder reduzieren. Zu 

beachten sind allerdings auch Komplikationen unter der Therapie (v.a. Infektionen)³ (2). 

 

1.2 B-Zellen  
B-Zellen, auch B-Lymphozyten genannt, sind eine Unterklasse der Leukozyten, die 

zusammen mit den T-Zellen für die adaptive Immunantwort verantwortlich ist. Ihre wohl 

wichtigste Funktion besteht in der Produktion von Antikörpern. Darüber hinaus können 

sie Antigene präsentieren, Zytokine produzieren und Gedächtniszellen generieren (1). 

Auch in der Pathophysiologie des SLE und der RA spielen sie eine wichtige Rolle, was 

unter anderem in der Produktion von Autoantikörpern (siehe Kapitel 1.1) und einer 

veränderten Komposition der B-Zell-Subpopulationen deutlich wird.  
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1.2.1 Entwicklung der B-Zellen  
Die Entwicklung der B-Zellen beginnt im Knochenmark. Aus pluripotenten 

hämatopoetischen Stammzellen entstehen unter dem Einfluss von Zytokinen und 

umliegender Stromazellen nach Durchlaufen mehrerer Entwicklungsstufen zunächst 

unreife B-Zellen. Diese exprimieren auf ihrer Oberfläche einen B-Zell-Rezeptor (BCR), 

der aus dem membranständigen Immunglobulin IgM besteht und nur ein spezifisches 

Antigen erkennt (1). Sollte der Rezeptor ein Autoantigen oder mehrere Antigene binden, 

also polyreaktiv sein, stirbt die unreife B-Zelle entweder mittels Apoptose ab 

(Negativselektion) oder sie durchläuft ein Rezeptor Editing, bei dem durch sekundäre 

Genumlagerung ein Rezeptor mit veränderter nicht-autoantigener Spezifität entsteht. 

'LHVH�.RQWUROOYRUULFKWXQJ�LVW�7HLO�GHU�VRJ��Ä]HQWUDOHQ�7ROHUDQ]³�XQG�ZLUNW�GHU�(QWVWHKXQJ�

von Autoimmunität entgegen (7, 8). Selbsttolerante B-Zellen reifen weiter aus und werden 

als naive B-Zellen ins Blut und in die sekundären lymphatischen Organe 

ausgeschwemmt, wo sie neben IgM nun auch das IgD Immunglobulin als BCR 

exprimieren können. Trifft die naive B-Zelle auf ihr passendes Antigen, bindet und 

internalisiert sie dieses. Bestimmte Antigene können durch die alleinige Bindung an den 

BCR eine Aktivierung der B-Zelle induzieren. In diesem Fall differenziert die naive B-Zelle 

zu einer Plasmazelle aus und produziert antigenspezifische IgM-Immunglobuline mit 

einer verhältnismäßig niedrigen Affinität. Es werden keine Gedächtniszellen gebildet (8).  

Ein weitaus effizienterer Weg ist die Aktivierung der B-Zelle mithilfe von T-Zellen, der sog. 

T-Zell-abhängige Weg. Nach Internalisierung werden bestimmte Epitope des Antigens 

auf der B-Zell-Oberfläche präsentiert und von einer T-Zelle, die dasselbe Antigen 

erkennen kann, gebunden. Diese Begegnung findet in einem sekundären lymphatischen 

Organ statt. Unter Einfluss der T-Zelle proliferieren die B-Zellen und durchlaufen einen 

Klassenwechsel sowie eine Affinitätsreifung. Der Klassenwechsel bewirkt, dass eine B-

Zelle statt IgM- und IgD- nun entweder IgG-, IgE- oder IgA-Immunglobuline produziert. 

'LHVH�ÄImmunglobulinklassen haben die gleiche Antigenspezifität, aber unterschiedliche 

(IIHNWRUIXQNWLRQHQ³� (8). Im Zuge der Affinitätsreifung, auch somatische Hypermutation 

genannt, entstehen durch Punktmutationen Immunglobuline mit einer noch höheren 

Affinität zum Antigen als der ursprüngliche BCR. Am Ende werden so hochspezifische B-

Zellen gebildet, die nun entweder zu antikörperproduzierenden Plasmazellen oder zu 

Gedächtniszellen ausreifen können. Die Signale, die entscheiden, welche Richtung eine 

B-Zelle einschlägt, sind noch unbekannt. Plasmazellen sind in der Lage, große Mengen 

hochspezifischer monoklonaler Antikörper zu produzieren, die das Antigen neutralisieren 
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und die humorale Säule der Immunantwort bilden (1, 8). Sie entwickeln sich über das 

Zwischenstadium des Plasmablasten und können sich nicht mehr teilen (1, 9). Während 

die meisten Plasmazellen kurzlebig sind und nach der primären Immunantwort 

absterben, sind einige in der Lage, ins Knochenmark zu wandern und dort über lange 

Zeit hinweg weiterhin Antikörper zu produzieren. So wird dauerhaft ein spezifischer 

Antikörpertiter gegen den Krankheitserreger aufrechterhalten (8). Langlebige 

Gedächtnis-B-Zellen (mBCs) zirkulieren im Blut und in den sekundären lymphatischen 

Organen. Da sie den Klassenwechsel und die Affinitätsreifung bereits durchlaufen haben, 

können sie bei erneutem Kontakt mit ihrem Antigen eine wesentlich schnellere und 

effizientere Immunantwort auslösen, indem sie beispielsweise direkt zu Plasmazellen 

ausdifferenzieren und hochaffine Antikörper produzieren (1, 8). Diese Eigenschaft wird 

insbesondere bei Impfungen genutzt (siehe Kapitel 1.3). 

Sollten doch einige autoreaktive B-Zellen den zentralen Toleranzmechanismen 

entkommen und das Knochenmark verlassen, gibt es in der Peripherie weitere 

Mechanismen zur Eliminierung dieser Zellen, die unter der sog. peripheren Toleranz 

zusammengefasst werden. So führt z.B. die kontinuierliche Autoantigenexposition zu 

einer verminderten Responsivität bzw. Anergie des BCR, wodurch die Aktivierung der B-

Zelle ausbleibt (10).  
 

1.2.2 B-Zell-Subpopulationen und ihre spezifischen Oberflächenmarker 
Je nach Entwicklungsstadium exprimieren B-Zellen unterschiedliche Oberflächenmarker, 

anhand derer sie phänotypisch unterschieden werden können. Bei den meisten Markern 

handelt es sich dabei um membranständige (Glyko-)Proteine, die mithilfe der CD (Cluster 

of Differentiation)-Klassifikation eingeteilt werden (11).  

Ein Universalmarker für alle B-Zellen ist CD19, welches ab der frühen B-Zell-Entwicklung 

exprimiert und erst im Plasmazell-Stadium herunterreguliert wird (12). Ein weiterer 

Marker, der von allen Subpopulationen außer den Plasmazellen exprimiert wird, ist CD20 

(13). Die Differenzierung einer naiven B-Zelle in eine Gedächtnis-B-Zelle bewirkt die 

Hochregulierung des Proteins CD27, das von Plasmablasten und Plasmazellen sogar 

noch stärker exprimiert wird (14). Daraus ergeben sich folgende Definitionsmöglichkeiten 

für die einzelnen Subpopulationen: CD19+CD20+CD27- (naive B-Zellen), 

CD19+CD20+CD27+ (Gedächtnis-B-Zellen) und CD19lowCD20lowCD27high 

(Plasmablasten/Plasmazellen). Zwei weitere Marker für frisch generierte Plasmablasten 
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sind CD38 und HLA-DR. Während CD38 bei Ausreifung zu Plasmazellen weiterhin 

exprimiert wird, wird HLA-DR im Verlauf herunterreguliert (14). 

Schaut man sich die Expression der Immunglobuline an, so werden IgD und IgM 

vorrangig von naiven B-Zellen exprimiert (14). Gedächtnis-B-Zellen, die den 

Klassenwechsel noch nicht vollzogen haben, können ebenfalls IgD exprimieren (15). In 

den letzten Jahren wurde zudem eine weitere Population von B-Zellen beschrieben, die 

weder CD27 noch IgD exprimiert (IgD-CD27-), doch aufgrund ihrer funktionellen 

Ähnlichkeit zu klassischen Gedächtnis-B-Zellen diesen zugeteilt wird (16). Somit ergeben 

sich drei Unterklassen von Gedächtnis-B-Zellen: IgD+CD27+ (nicht-klassengewechselt), 

IgD-CD27+ und IgD-CD27- (klassengewechselt).  

 

1.2.3 Veränderte B-Zell-Subpopulationen bei SLE- und RA-Patienten  
SLE- und RA-Patienten zeigen häufig eine veränderte Zusammensetzung der 

verschiedenen B-Zell-Subpopulationen, was deren pathophysiologische Involvierung im 

Entstehungsprozess von Autoimmunität verdeutlicht. So weisen SLE-Patienten z.B. 

häufig eine B-Lymphopenie auf (17). In einer 2007 von Wei et al. durchgeführten Studie, 

welche die sog. doppelt negativen (DN) Gedächtnis-B-Zellen (IgD-CD27-) untersuchte, 

zeigten SLE-Patienten mit durchschnittlich 19,4 % gegenüber 4,5 % aller B-Zellen bei 

Gesunden eine deutliche höhere Frequenz dieser Population auf (16). Auch andere 

Forschungsgruppen bestätigten dieses gesteigerte Vorkommen von sog. doppelt 

negativen Gedächtnis-B-Zellen bei SLE-Patienten (18, 19). Untersuchungen von klinisch 

aktiven vs. klinisch inaktiven SLE-Patienten offenbarten ein deutlich gesteigertes 

Vorkommen von Plasmablasten bzw. Plasmazellen im aktiven Schub, das nach einer 

immunsuppressiven Therapie deutlich zurückgeht (17).  

Während mehrere Studien eine signifikante Verminderung nicht-klassengewechselter 

Gedächtnis-B-Zellen (IgD+CD27+) im Blut von RA-Patienten gegenüber Gesunden 

beobachteten (20-22), ist die Datenlage hinsichtlich der anderen B-Zell-Subpopulationen 

bei RA-Patienten sehr heterogen. Souto-Carneiro et al. konnten keinen Unterschied in 

der Gesamt-B-Zellzahl zwischen RA-Patienten und Gesunden feststellen (20), 

wohingegen Conigliaro et al. eine reduzierte Anzahl an B-Zellen bei RA-Patienten fanden, 

die sich nach der Therapie mit einem TNF-Į-Blocker wieder normalisierte (23). Bezüglich 

der klassengewechselten mBCs, der Gesamt-mBCs, der naiven B-Zellen und 

Plasmablasten gibt es sowohl Berichte über verminderte Frequenzen bzw. absolute 
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Zahlen medikamentös therapierter RA-Patienten (24, 25) als auch solche, die keinen 

Unterschied zwischen RA-Patienten und Gesunden feststellen konnten (20, 21).  

 

1.3 Die Rolle von Impfungen bei Gesunden und Autoimmunpatienten 
Impfungen zählen zu den wohl größten Errungenschaften der Medizin, da sie zum Schutz 

vor zahlreichen Infektionserkrankungen geführt haben. Das Prinzip der Impfung beruht 

darauf, dass dem Impfling attenuierte oder abgetötete Erreger bzw. Antigene appliziert 

werden, die eine primäre Immunantwort auslösen, ohne dass die Erkrankung selbst 

ausbricht. Bei Reexposition mit dem Erreger können die Akteure des immunologischen 

Gedächtnisses, z.B. langlebige Plasma- oder Gedächtniszellen, schnell aktiviert werden 

und so einen Krankheitsausbruch verhindern. Neben einer Grundimmunisierung, die 

standardmäßig in der Kindheit durchgeführt wird, sind bei einigen Erregern 

Auffrischimpfungen zur Gewährleistung eines ausreichenden Schutzes im 

Erwachsenenalter notwendig (8). Sowohl nach einer Primär- als auch nach einer 

Auffrischimpfung beobachtet man den Anstieg antigenspezifischer Plasmablasten und -

etwas zeitversetzt - den Anstieg antigenspezifischer Gedächtnis-B-Zellen im Blut. 

Während antigenspezifische Plasmablasten ca. 10 bis 14 Tagen nach einer 

Primärimpfung ihren Höchstwert im Blut erreichen, ist der Gipfel nach einer 

Auffrischimpfung bereits nach ca. sieben Tagen erreicht und von größerem Ausmaß (26-

28). Antigenspezifische Gedächtnis-B-Zellen verhalten sich ähnlich: Nach einer 

Primärimpfung erreichen sie nach ca. 18 bis 21 Tagen und nach einer Auffrischimpfung 

bereits nach ungefähr 14 Tagen ihren Maximalwert im Blut (27-29). 

Das Infektionsrisiko ist bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen (AID-Patienten) 

einerseits durch die Erkrankung selbst und andererseits durch die Einnahme 

immunsuppressiver Medikamente stark erhöht. Folglich spielt die Infektionsprophylaxe 

mittels Impfung eine wichtige Rolle. Grundsätzlich gilt, dass im schubfreien Intervall 

geimpft werden sollte. Während Totimpfstoffe problemlos unter laufender 

immunsuppressiver Therapie verabreicht werden können, sollten Lebendimpfstoffe 

mindestens vier Wochen vor Beginn einer immunsuppressiven Therapie appliziert 

werden. Andernfalls besteht das Risiko, dass die Erreger, obgleich sie in abgeschwächter 

Form verabreicht werden, in den immunsupprimierten Individuen zum Ausbruch der 

Infektion führen (30). Trotz dieser ausdrücklichen Impfempfehlung sind jedoch viele AID-

Patienten nicht ausreichend geimpft. Zum einen liegt dies an der geringen Überprüfung 
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des Impfstatus durch den behandelnden Arzt und zum anderen an der Sorge einer nicht 

ausreichenden Sicherheit des Impfstoffes, wodurch z.B. ein Krankheitsschub ausgelöst 

werden könnte (30, 31).  

Tatsächlich werden Impfungen seit Langem als möglicher Auslöser einer 

Autoimmunerkrankung diskutiert. Grundlage hierfür sind einzelne Fallberichte, die über 

den Ausbruch einer AID nach Impfung berichten (32-34). Als mögliche Mechanismen 

werden unter anderem das molekulare Mimikry und die Bystander-Aktivierung aufgeführt. 

Molekulares Mimikry beschreibt die Ähnlichkeit körpereigener Antigene mit 

körperfremden (Impf-)Antigenen, die eine Aktivierung des Immunsystems gegen das 

entsprechende Autoantigen zur Folge hat. Die Theorie der Bystander-Aktivierung besagt, 

dass die Aktivierung des Immunsystems gegen ein körperfremdes (Impf-)Antigen zur 

gleichzeitigen Aktivierung des Immunsystems gegen Autoantigene führen kann (34, 35). 

Inwieweit diese Hypothesen jedoch stimmen und ob diese Mechanismen bei bereits 

diagnostizierten Patienten nach einer Impfung zum Schubausbruch führen könnten, ist 

nicht ausreichend erforscht. 

 

1.4 Die Antigene Tetanustoxin, Ro52 und Pentraxin 3 und ihre Rolle 
beim SLE und der RA  

1.4.1 Tetanustoxin  
Das Tetanustoxin ist ein ubiquitär vorkommendes Neurotoxin, das vom Bakterium 

Clostridium tetani produziert wird und bei Aufnahme bereits sehr niedriger 

Konzentrationen zum Krankheitsbild des Tetanus, auch Wundstarrkrampf genannt, führt. 

Die Infektion mit dem Bakterium bzw. der Sporen erfolgt �EHU� ÄHautabschürfungen, 

:XQGHQ�RGHU��EHL�1HXJHERUHQHQ���EHU�GHQ�1DEHOVWXPSI³�(36). Nach Ausschüttung des 

Toxins gelangt dieses auf retrogradem Weg in die Motoneurone des zentralen 

Nervensystems, wo es die Freisetzung der inhibitorischen Transmitter Glycin und Ȗ-

Aminobuttersäure (GABA) KHPPW� XQG� VR� Ä]X� HLQHP� HUK|KWHQ� 0XVNHOWRQXV� XQG� ]X�

MuskeOVSDVPHQ�I�KUW³�(37). Die Erkrankung kann sich entweder lokal oder generalisiert 

manifestieren. Bei der lokalisierten Form treten Muskelkrämpfe mit Beschränkung auf das 

Gebiet rund um die Eintrittspforte auf. Die generalisierte Form beginnt meist mit einer 

Kieferstarre und führt im Verlauf zu schmerzhaften Muskelkrämpfen im gesamten Körper. 

Die Beteiligung der Atem- und laryngealen Muskulatur erfordert häufig eine 

intensivmedizinische Behandlung mit Intubation und Beatmung, um eine 
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lebensbedrohliche Obstruktion der Atemwege sowie einen Atemstillstand abzuwenden. 

Die Diagnosestellung erfolgt klinisch und sollte durch ergänzende Laboruntersuchungen 

nicht verzögert werden. Therapeutisch wird ein Antitoxin, z.B. humanes TT-

Immunglobulin, verabreicht, um noch im Blut zirkulierende Toxine zu neutralisieren. Des 

Weiteren werden ein Wunddébridement, eine Metronidazol-Gabe und unterstützende 

intensivmedizinische Maßnahmen durchgeführt (36). Trotz dieser Maßnahmen ist die 

Letalität mit ca. 10 bis 20 % sehr hoch (38), weshalb der Prävention mittels Impfung große 

Bedeutung zukommt. Zur Grundimmunisierung empfiehlt das Robert-Koch-Institut aktuell 

drei Impfdosen, die innerhalb des ersten Lebensjahres appliziert und durch zwei 

Auffrischimpfungen im Jugendlichenalter ergänzt werden. Ab dem 18. Lebensjahr sollte 

alle 10 Jahre eine Auffrischimpfung erfolgen, die im Idealfall als eine Zwei-, Drei- bzw. 

Vierfachimpfung zusammen mit einem Impfstoff gegen Diphtherie und bei Bedarf noch 

Pertussis und/oder Poliomyelitis durchgeführt wird. Geimpft wird ein Totimpfstoff, der eine 

inaktivierte Form des Tetanustoxins, das sog. Tetanustoxoid (TT), enthält (39). Für 

Patienten mit Autoimmunerkrankungen gelten die gleichen Impfempfehlungen wie für 

Gesunde (30).  

 

1.4.2 Ro52 
Ro52, auch TRIM21 oder SS-A 52 genannt, ist ein endogen vorkommendes 52 kDa 

(Kilodalton) Protein. Es zählt zur Familie der TRIM (tripartite motif family)-Proteine, die 

eine wichtige Rolle in der angeborenen und antiviralen Immunantwort spielen (40, 41). 

Untersuchungen im Mausmodell konnten ein fast ausschließliches Vorkommen des 

Ro52-Proteins in Immunzellen nachweisen (42). Als E3-Ubiquitin-Ligase katalysiert es 

die Übertragung des Proteins Ubiquitin auf andere Strukturen, beispielsweise auf 

verschiedene Interferon-Regulations-Faktoren (IRF) wie IRF3, IRF5, IRF7 oder IRF8 (42, 

43). Während einige Studien in Folge eine verminderte Aktivität der IRF beobachten 

konnten, zeigten andere Studien das Gegenteil. In jedem Fall scheint das Ro52-Protein, 

dessen Expression selbst durch Typ I IFN gesteigert werden kann, in der Regulation der 

Interferonantwort involviert zu sein (40, 41).  

Autoantikörper gegen das Ro52-Protein lassen sich bei vielen Autoimmunerkrankungen 

wie z.B. dem SLE oder dem primären Sjögren Syndrom (pSS) detektieren und werden 

zusammen mit den Antikörpern gegen das Ro60-Protein zu diagnostischen Zwecken 

bestimmt (44). Nichtsdestotrotz sind die Ursachen für diese pathologische AK-Bildung 
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sowie die Rolle des Ro52-Proteins und der Anti-Ro52-AK in der Entstehung von 

Autoimmunität weitestgehend unbekannt. 

 

1.4.3 Pentraxin 3 
Pentraxin 3 (PTX3) ist ein Akute-Phase-Protein, das - genau wie das CRP - zur Familie 

der Pentraxine gehört. Anders als das CRP wird es bei Entzündung nicht nur in der Leber, 

sondern von verschiedenen Zelltypen im gesamten Körper, wie Makrophagen, 

neutrophilen Granulozyten oder Endothelzellen produziert und ausgeschüttet. Es spielt 

vor allem eine wichtige Rolle im angeborenen Immunsystem. Aufgrund der sowohl pro- 

als auch antiinflammatorischen Funktionen wird oft von GHU� Ä<LQ�XQG�<DQJ-5ROOH³�GHV�

PTX3 gesprochen (45). 

Erhöhte PTX3-Level lassen sich bei verschiedensten Krankheitsbildern wie 

kardiovaskulären, infektiösen oder autoimmunen Erkrankungen nachweisen (46). Beim 

SLE und der RA ist die Lage kontrovers. Mehrere Forschungsgruppen wiesen erhöhte 

PTX3-Werte im Serum von SLE- und RA-Patienten nach und schlugen das Protein 

aufgrund seiner Korrelation mit der Krankheitsaktivität als möglichen Aktivitätsmarker vor 

(46, 47). Andere Studien hingegen beobachteten vergleichbare oder erniedrigte Werte 

gegenüber Gesunden (47, 48). Analysen PTX3-spezifischer B-Zellen unserer 

Arbeitsgruppe ergaben erniedrigte Level im Blut von SLE-Patienten gegenüber 

Gesunden, wobei SLE-Patienten mit aktiver Lupusnephritis noch niedrigere Werte 

aufwiesen (49). 

 

1.5 Zielsetzung  
Autoimmunpatienten sind aufgrund ihrer Erkrankung sowie der Einnahme von 

Immunsuppressiva einem erhöhten Infektionsrisiko ausgesetzt, weshalb dem Schutz vor 

Infektionskrankheiten mittels Impfung eine wichtige Bedeutung zukommt. Der Impferfolg 

hängt dabei maßgeblich von der Impfreaktion der B-Zellen ab, die für die Generierung 

antikörperproduzierender Plasmazellen und Gedächtnis-B-Zellen verantwortlich sind. 

Zahlreiche Studien haben bereits die humorale Immunantwort impfpräventabler Antigene 

bei Autoimmunpatienten untersucht (50-53). Studien zur zellulären Immunantwort sind 

hingegen rar (54), sodass es ein Ziel dieser Arbeit war, B-Zellen bzw. B-Zell-

Subpopulationen mit Spezifität für Impfantigene bei Autoimmunerkrankten zu 

analysieren. 
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In einer ersten Studie wurden antigenspezifische B-Zellen bei SLE- und RA-Patienten im 

sog. Steady State (Baseline/Grundzustand) untersucht und mit einer gesunden 

Kontrollgruppe verglichen. Als repräsentatives Impfantigen diente das Tetanustoxoid, mit 

dem fast alle Menschen in Form der Impfung bereits Kontakt hatten. Um mögliche 

Unterschiede in der B-Zellantwort zwischen Fremd- und Autoantigenen zu identifizieren, 

wurde parallel das Ro52-Autoantigen mitbestimmt.  

Da polyreaktive Immunzellen, die den zentralen und peripheren Kontrollmechanismen 

des Immunsystems entkommen, als ein möglicher Faktor in der Pathophysiologie von 

Autoimmunerkrankungen diskutiert werden, wurde zudem exemplarisch untersucht, ob 

SLE- und RA-Patienten im Vergleich zu Gesunden vermehrt B-Zellen exprimieren, die 

TT und Ro52 gleichzeitig binden und somit polyreaktiv sind.  

In einer zweiten Studie wurden SLE- und RA-Patienten sowie Gesunde u.a. gegen 

Tetanus geimpft und ihre antigenspezifische B-Zellantwort im aktivierten Immunzustand 

gemessen. Zusätzlich zum TT- und Ro52-Antigen wurde hier das endogene PTX3-

Antigen bestimmt. Ziel war neben der Beurteilung der unmittelbaren TT-spezifischen B-

Zellantwort die Beurteilung einer impfgetriggerten (B-Zell-)Bystander-Aktivierung, die als 

möglicher (Schub-)Auslöser für Autoimmunerkrankungen debattiert wird.  

Bei den Gesunden wurde nach Impfung insbesondere auf die Analyse der verschiedenen 

Gedächtnis-B-Zell-Subpopulationen fokussiert, da die Literatur zwar - anders als bei 

Autoimmunpatienten - zahlreiche Informationen zur zellulären Gedächtnis-B-Zellantwort 

der Gesamt-mBCs liefert, nicht jedoch zur Entwicklung der verschiedenen Gedächtnis-

B-Zell-Untergruppen.  
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2 Material und Methoden  
2.1 Überblick 
Für das Projekt wurde zum einen eine Steady State-Messung antigenspezifischer B-

Zellen durchgeführt, zum anderen wurden Probanden u.a. gegen Tetanus geimpft und 

ihre antigenspezifische B-Zell-Impfreaktion an Tag 0 vor sowie an Tag 7 und Tag 14 nach 

Impfung gemessen. Als Antigene für die Baseline-Messung dienten TT und Ro52, 

während bei den geimpften Probanden zusätzlich noch PTX3 bestimmt wurde. Des 

Weiteren wurde bei allen Probanden eine absolute B-Zellzahlbestimmung, eine 

Erfassung der Typ I IFN Signatur mittels Siglec1-Messung und ein TT-ELISA 

durchgeführt. Die Erhebung der zellulären Daten erfolgte mittels Durchflusszytometrie. 

Alle Untersuchungen erfolgten mit Zustimmung der Ethikkommission der Charité. 

 

2.2 Material  
2.2.1 Geräte  
Tabelle 2.1 Geräte  

Gerät Bezeichnung Hersteller 

Durchflusszytometer 

 

BD FACS Canto II BD Biosciences 

Durchflusszytometer Software BD Diva Software Version 6.1.3 

BD FACS Canto Clinical Software 

BD Biosciences 

Zentrifuge Centrifuge 5804R Eppendorf AG 

Zentrifuge Heraeus Labofuge 400 Thermo Fisher Scientific 

Zentrifuge Mini centrifuge ROTILABO® Carl ROTH 

Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries 

ELISA-Reader  ELISA-Reader Sunrise Tecan Group Ltd.  

Trockenschrank - Biometra 

Diverse Pipetten 0,1 µl-1000 µl - Eppendorf AG, Sartorius AG 

Multistepper  - Eppendorf AG 

Mehrkanal-Pipette  - Biozym 
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2.2.2  Verbrauchsmaterial  
Tabelle 2.2 Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial Bezeichnung  Hersteller 

Blutentnahme- Röhrchen 9 ml VACUETTE® EDTA Greiner Bio-One GmbH 

Blutentnahme- Röhrchen 5 ml VACUETTE® Serum Greiner Bio-One GmbH 

FACS Röhrchen 5 ml Rundboden-Röhrchen BD Falcon 

 15 ml Falcon-Röhrchen BD Falcon 

Pipettenspitzen SafeSeal-Tips 2.5 µl -5000 µl Biozym Scientific GmbH 

Pipettenspitzen ep.T.I.P.S. Reloads 20-200 µl  Eppendorf AG 

Trucount-Röhrchen %'�7UXFRXQW� Absolute Counting 

Tubes 

BD Biosciences  

 

2.2.3 Reagenzien  
Tabelle 2.3 Reagenzien 

Reagenz Bezeichnung Hersteller  

DAPI 4',6-diamino-2-phenylindole   Invitrogen  

Blocking Reagent FCR Blocking Reagent Human Miltenyi Biotec GmbH 

PBS (Phosphatgepufferte 

Salzlösung) 
autoMACS Rinsing Solution  

PBS mit EDTA  

Miltenyi Biotec GmbH 

BSA (Rinder Serum Albumin) MACS® BSA Stock Solution  Miltenyi Biotec GmbH 

Lysepuffer FACS Lysing Solution BD Biosciences 

Lysepuffer  %'�3KDUP�/\VH� BD Biosciences 

ELISA-Kit Human Anti-Tetanus Toxoid IgG 

ELISA Assay Catalog# IM-217H 

Xpress Bio 

Destilliertes Wasser 

 

Ampuwa 1000 ml Plastipur  Fresenius Kabi Deutschland 

GmbH 

Tetanus-, Diphtherie-,  

Pertussis- (und Polio) Impfstoff  

Boostrix (Polio) EMRA-MED Arzneimittel GmbH 

Shutdown Solution BC FACS Shutdown Solution BD Biosciences 

Cleaning Solution BD FACS Clean BD Biosciences 

Sheath Fluid BD FACS Flow Sheath Fluid BD Biosciences 

CST Beads BD Cytometer Setup & Tracking Beads BD Biosciences 

Rainbow Beads Sphero Rainbow Calibration Particles 

(8 peaks) 

BD Biosciences 

Multi-ch-CD4 low control - BD Biosciences 

Set Up beads 7-color  - BD Biosciences 

https://www.bdbiosciences.com/us/instruments/clinical/cell-analyzers/bd-facscalibur/bd-facscalibur-consumables/absolute-counting-tubes/p/340334
https://www.bdbiosciences.com/us/instruments/clinical/cell-analyzers/bd-facscalibur/bd-facscalibur-consumables/absolute-counting-tubes/p/340334
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2.2.4 Antikörper und Antigene  
 
Tabelle 2.4 Fertiger Antikörpermix der TBNK-Messung 

Antikörper Fluorochrom Klon Hersteller 

CD3 FITC SK7 BD Biosciences 

CD16 PE B73 BD Biosciences 

CD56 PE NCAM16.2 BD Biosciences 

CD45 PerCP-Cy5.5 2D1 (HLe-1) BD Biosciences 

CD4 PE-Cy7 SK3 BD Biosciences 

CD19 APC SJ25C1 BD Biosciences 

CD8 APC-Cy7 SK1 BD Biosciences 

 

Tabelle 2.5 Antikörper der Siglec1-Färbung 

Antikörper Fluorochrom Klon Volumen (µl) 
auf  50 µl Hersteller 

CD19 PeCy7 SJ25C1 2 BD Biosciences 

CD27 FITC M-T271 2 BD Biosciences 

CD14 APC-H7 MOP9 2 BD Biosciences 

CD3 PacB UCHT1 1 BD Biosciences 

CD20 BV510 2H7 1 BioLegend 

Siglec1 AF647 (APC) 7-239 1,5 BioLegend 

 

 

Tabelle 2.6 Antikörper zur Färbung antigenspezifischer Zellen 

Antikörper 
 

Fluorochrom Klon Volumen (µl) 
auf 100 µl 

Hersteller 

CD27 FITC M-T271 5 BD Biosciences 

CD19 PeCy7 SJ25C1 2 BD Biosciences 

IgD PerCp Cy5.5 IA6-2 1 BD Biosciences 

CD3/ CD14 PacB UCHT1/M5E2 1 BD Biosciences 

CD20 BV510 2H7 2 BioLegend 

CD38 APC-Cy7 HIT2 1 BioLegend 

HLA-DR APC-Cy7 L243 5 BioLegend 

Anti- His PE GG11-8F3.5.1 7,5 Miltenyi Biotec 
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Tabelle 2.7 Antigene zur Färbung antigenspezifischer Zellen 

Antigen 
 

Fluorochrom Volumen (µl) 
auf  100 µl 

Hersteller 

TT 

(Tetanustoxoid) 

Cy5 0,6 

 

Serum Institut 

Dänemark / DRFZ 

TT PE 0,54 

 

Serum Institut 

Dänemark / DRFZ 

TT -  8 (100x) Serum Institut 

Dänemark 

Ro52 His 1 Orgentec 

PTX3 PE 0,5 Padua / DRFZ 

 

2.3 Methodik 
2.3.1  Probandenauswahl und Krankheitsaktivitäts-Scores 
Für die Baseline-Studie wurde peripher entnommenes EDTA-Blut und Serum von 11 

SLE- und 12 RA-Patienten der ambulanten und stationären Rheumatologie der Charité 

untersucht und mit dem von 14 gesunden Probanden (HD) verglichen. Für die Impfstudie 

wurden jeweils drei SLE- und RA-Patienten sowie drei HD mit Boostrix® bzw. Boostrix 

Polio® (Kombi-Impfstoff: Tetanus, Diphtherie, Pertussis (und Poliomyelitis)) geimpft und 

ihre Impfantwort im Blut an Tag 0 vor sowie an Tag 7 und Tag 14 nach Impfung analysiert. 

Alle Impfungen erfolgten als Auffrischimpfung im Rahmen der aktuellen STIKO-(Ständige 

Impfkommission) Empfehlungen des Robert-Koch-Instituts (39). Zwei Probanden, ein HD 

und ein SLE-Patient, wurden in beide Studien integriert. Alle Probanden wurden 

ausführlich aufgeklärt und ihre schriftliche Zustimmung eingeholt. Alle Patienten erfüllten 

die in Kapitel 1.1.1 und Kapitel 1.1.2  beschriebenen ACR/EULAR Klassifikationskriterien 

zur Diagnosestellung des SLE bzw. der RA.  

Zur Bestimmung der Krankheitsaktivität wurde für die SLE-Patienten der SLE Disease 

Activity Index (SLEDAI) und für die RA-Patienten der Disease Activity Score 28 (DAS28) 

berechnet. Der SLEDAI berücksichtigt 24 klinische und laborchemische Parameter, die 

unterschiedlich stark gewichtet sind, sodass je nach Parameter maximal 1, 2, 4 oder 8 

Punkte vergeben werden können. Die maximale Punktzahl beträgt 105 (55). Hat ein SLE-

Patient einen klinischen SLEDAI-Score (ohne serologische Berücksichtigung) von 0, 

befindet er sich in Remission. Ein Score von 1-5 entspricht einer milden, ein Score von 

6-10 einer moderaten, ein Score von 11-19 einer hohen und ein von Score von über 20  
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einer sehr hohen Krankheitsaktivität (56)��Zur schnelleren Beurteilung werden Patienten 

oft in klinisch aktiv (SLEDAI ���� vs. klinisch inaktiv (SLEDAI < 6) geteilt (57)�� 

In den DAS28-Krankheitsscore für Patienten mit RA fließen neben der Beurteilung von 

Schwellung und Druckschmerzhaftigkeit von 28 Gelenken ein aktueller CRP (C-reaktives 

Protein)- oder BSG (Blutsenkungsgeschwindigkeit)-Wert sowie die subjektive 

Einschätzung der Krankheitsaktivität durch den Patienten in die Berechnung mit ein. Für 

letzteres wird die numerische Analogskala mit einer Spannbreite von 0 bis 100 eingesetzt, 

wobei 0 gar keine und 100 sehr starke Beschwerden bedeuten. Die vier Variablen werden 

anschließend in die folgende Formel eingegeben und der DAS28 wird ermittelt (58):  

 

'$6��  �����[� 7-&�� � �����[� 6-&�� ����,Q�((65)[�����������[�3*$ 
 

TJC = Tender Joint Count = druckschmerzhafte Gelenke, SJC = Swollen Joint Count = geschwollene Gelenke, ESR = 
BSG = Blutsenkungsgeschwindigkeit, PGA = Patient Global Assessment = subjektive Krankheitseinschätzung; Formel 
kopiert aus Carpenter L et al.: Validation of methods for converting the original Disease Activity Score (DAS) to the 
DAS28. Rheumatology international. 2018;38(12):2297-305 (58) 
 

Ein Wert von unter 2,6 bedeutet, dass sich der Patient aktuell in klinischer Remission 

befindet. Ein Wert von 2,6 bis 3,2 bedeutet eine niedrige, ein Wert von über 3,2 bis 5,1 

eine moderate und ein Wert von über 5,1 eine hohe Krankheitsaktivität (59).  

 

2.3.2 Grundlagen der Durchflusszytometrie 
Da ein Großteil der Daten mittels Durchflusszytometrie erhoben wurde, erfolgt im 

Folgenden eine kurze Erläuterung des Untersuchungsprinzips. Die Durchflusszytometrie 

ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Zellen bzw. Zellpopulationen, die auf 

dem Einsatz von Lasern beruht. Die Zellen einer Zellsuspension passieren einzeln einen 

orthogonal zum Zellfluss positionierten Laserstrahl, der dadurch gestreut wird (Abbildung 

2.1 A). Streulicht, das eng zum Laserstrahl verläuft, wird als Vorwärtsstreulicht (forward 

scatter = FSC) bezeichnet und gibt Aufschluss über die Größe einer Zelle. Streulicht, das 

senkrecht zum Laserstrahl verläuft, wird als Seitwärtsstreulicht (side scatter = SSC) 

bezeichnet und lässt auf die Granularität der Zelle schließen ( Abbildung 2.1 B) (60).  

Zur weiteren Charakterisierung einer Zelle können mehrere Laser unterschiedlicher 

Wellenlänge gleichzeitig eingesetzt sowie bestimmte oberflächliche oder intrazelluläre 

Zellbestandteile mit fluoreszenzgekoppelten Antikörpern markiert werden. Passieren 

fluoreszenzmarkierte Zellen einen Laserstrahl, der ihrem Absorptionsspektrum  
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Abbildung 2.1 Prinzip der Durchflusszytometrie , A: Eine Zelle passiert einzeln einen senkrecht zum 
Zellfluss positionierten Laserstrahl, der dadurch gestreut wird. B: Merkmale der Lichtstreuung einer Zelle; 
kopiert und adaptiert aus BD Biosciences: Einführung in die Durchflusszytometrie: Trainingsvorbereitung. 
2014, abgerufen am 05/12/2020; https://www.bd.com/resource.aspx?IDX=31055. (60).  

 

entspricht, werden die Fluorochrome angeregt und emittieren je nach spezifischem 

Emissionsspektrum Licht, dessen Intensität durch einen Detektor registriert wird und mit 

der Menge des gebundenen Antikörpers korreliert. So kann durch die gleichzeitige 

Färbung von Zellen mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen und dem Einsatz 

entsprechender Laserstrahlen aus einer einzigen Messung ein hoher Informationsgehalt 

über eine einzelne Zelle gewonnen werden (60).  

Die Darstellung der Zellaufnahmen erfolgt entweder in Form von Histogrammen oder in 

Form der Punktwolkendarstellung, auch Dot-Plot genannt (Abbildung 2.2).  

 

 
Abbildung 2.2 Grafische Darstellungen der Durchflusszytometriedaten. Links Darstellung der Daten 
in Form eines Histogramms und rechts Darstellung der Daten als Dot-Plot (Punktwolkendarstellung); 
kopiert und adaptiert aus Jahan-Tigh R. R. et al.: Flow cytometry. The Journal of investigative dermatology. 
2012;132(10):1-6.(61).  

A B 
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Histogramme geben die Häufigkeitsverteilung eines einzelnen Messparameters wieder. 

Dafür wird in einem Koordinatensystem, auch Gate genannt, auf der x-Achse die 

Fluoreszenzintensität des Messparameters und auf der y-Achse die Anzahl der Zellen 

aufgetragen. Dot-Plots hingegen ermöglichen die gleichzeitige Darstellung zweier 

Messparameter. Eine Zelle wird entsprechend ihrer x (erster Messparameter)- und y 

(zweiter Messparameter)-Signalintensitäten in einem Gate dargestellt. Ein einzelner 

Punkt entspricht GDEHL� HLQHU�=HOOH��'HU�9RUJDQJ�GHU�=HOODXVZHUWXQJ�ZLUG� DOV� Ä*DWLQJ³�

bezeichnet (60).  

Das hier verwendete BD FACS Canto II Durchflusszytometer verfügt über drei Laser. Zur 

Gewährleistung stabiler Messwerte über einen langen Zeitraum wurden entsprechende 

Qualitätskontrollen nach GLP (gute Laborpraxis)-Erfordernissen durchgeführt.  

 

2.3.3 Absolute B-Zellzahlbestimmung / „TBNK“-Messung  
Die absolute B-Zellzahlbestimmung (Zellen/µl) E]Z�� Ä7%1.³-Messung (T-Zell, B-Zell, 

Natürliche Killerzellen (NK)-Messung) erfolgte mithilfe der Trucount-Methode nach 

Anleitung des Herstellers (62). Hierzu wurden 20 µl des in Tabelle 2.4 aufgelisteten 

fertigen Antikörper-Mix auf das Gitter eines Trucount-Röhrchens pipettiert, auf dessen 

Boden sich ein gefriergetrocknetes Pellet befand. Das Pellet bestand aus 

fluoreszierenden Kügelchen, den sog. Ä%HDGV³��'urch Zugabe des Antikörper-Mix löste 

sich das Pellet auf und die fluoreszierenden Beads wurden freigesetzt. Anschließend 

wurden 50 µl Vollblut hinzugegeben. Das Gemisch wurde gevortext und für 15 min bei 

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde es mit 450 µl BD FACS Lyse-

Lösung zur Lyse der Erythrozyten versetzt und erneut gevortext. Nach einer zweiten 

Inkubation unter gleichen Bedingungen wurden die Proben durchflusszytometrisch 

bestimmt. Zur Ermittlung der absoluten Zahl der B-Lymphozyten bzw. der anderen 

Zellpopulationen wurde die Anzahl der zellulären Ereignisse mit den Beads 

(Mikropartikelereignissen) unter Hinzuziehung folgender Gleichung durch das 

Durchflusszytometer bzw. die zugehörige Software verglichen: 

 

$Q]��(UHLJQLVVH�LQ�=HOOSRSXODWLRQHQ
$Q]��(UHLJQLVVH�LQ�0LNURSDUWLNHOUHJLRQ�GHV�$EVROXWZHUWV

î
$Q]�0LNURSDUWLNHO7HVW 

7HVWYROXPHQ
 $EVROXWZHUW�=HOOSRSXODWLRQ 

 
Anz. = Anzahl; *dieser Wert ist auf dem Folienbeutel des BD Trucount Tube angegeben und kann von Charge zu 
Charge variieren; Formel kopiert aus Becton, Dickinson and Company BD Biosciences: BD MultitestTM 6-Color TBNK. 
Becton, Dickinson and Company BD Biosciences; 2018. (62) 
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Die automatisch-generierte Gating-Strategie der TBNK-Messung ist in Abbildung 2.3 
dargestellt.  

 
Abbildung 2.3. Gating-Strategie der TBNK-Färbung. Mithilfe des Stainings können die prozentualen und 
absoluten Anteile der B-Zellen (CD19+ Zellen), der T-Zellen (CD3+ Zellen) und der NK-Zellen 
(CD16+CD56+) berechnet werden. Die T-Zellen können weiter in T-Helferzellen (CD4+) und in zytotoxische 
T-Zellen (CD8+) unterteilt werden. Der große Pfeil zeigt die Gating-Strategie der B-Zellen an.  
 

2.3.4 Siglec1-Nachweis als Marker der Typ I IFN Signatur 
Zur weiteren Beurteilung der Krankheitsaktivität erfolgte neben der Erhebung des 

SLEDAI und des DAS28 eine Siglec1-Messung. Siglec1, auch CD169 genannt, ist ein 

Oberflächenprotein, das auf CD14+-Monozyten unter dem Einfluss von Typ I IFN 

exprimiert wird (4).  

200 µl Vollblut wurden mit 2 ml BD Pharm Lyse gemischt und für 15 min bei 

Raumtemperatur in der Dunkelheit lysiert. Nach Zentrifugation bei 330 g bei 

Raumtemperatur und Entsorgung des Überstandes wurden die Zellen gewaschen. Dazu 

wurde die Zellsuspension mit 2 ml PBE (0,5 % BSA + PBS 2mM EDTA) versetzt, 

gevortext und bei 4°C bei 330 g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgekippt 

und der Vorgang ein zweites Mal wiederholt. Im Anschluss wurde die Zellsuspension im 

Rücklauf resuspendiert und 50 µl wurden in ein neues Röhrchen überführt. Zur 

Vermeidung unspezifischer FcR-Bindung wurde ein FcR-Rezeptor-Blocker im Verhältnis 

1:20 hinzugegeben und für 5 min bei Raumtemperatur mit den Zellen inkubiert. Als 

nächstes wurden die in Tabelle 2.5 enthaltenen Antikörper zur Färbung hinzugegeben. 

Nach einer Färbezeit von 15 min bei 4°C wurde die Zellsuspension erneut gewaschen, 

mit 1 µl DAPI (Endkonzentration 300 nM) zum Ausschluss toter Zellen versetzt und 

anschließend durchflusszytometrisch gemessen. Bestimmt wurde der Median der 

Fluoreszenzintensität (MFI) von Siglec1, welcher in Abbildung 2.4 exemplarisch für einen 

SLE- und RA-Patienten sowie einen HD dargestellt ist. Siglec1-Positivität wurde nach 

interner Validierung bei einer MFI von > 500 festgelegt. 
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Abbildung 2.4 Gating-Strategie der Siglec1-Messung  A: Darstellung aller vom Durchflusszytometer 
erfassten Ereignisse nach Größe (= FSC = forward scatter) und Granularität (= SSC = side scatter). Die 
Monozyten (oben) sind schwarz eingerahmt. B: Identifikation der CD14+-Monozyten im Histogramm C: 
Beispielhafter Vergleich der Siglec1 Expression eines HD (grün) sowie eines SLE- (rot) und eines RA-
Patienten (blau). Die Intensitätsbestimmung erfolgt mithilfe der MFI (= median fluorescence intensity). Eine 
Siglec1-MFI von >500 wird als positiv angesehen; HD = healthy donor, RA = rheumatoide Arthritis, SLE = 
systemischer Lupus erythematodes 
 

2.3.5 Färbung antigenspezifischer B-Zellen 
Das Protokoll zur Färbung der antigenspezifischen Zellen folgt im Grundprinzip dem der 

Siglec1-Färbung.  

Für die Baseline-Messung wurden pro Proband zwei Färbungen durchgeführt: eine TT-

Cy5/Ro52-PE-Doppelfärbung jeweils mit und ohne TT- Block. Für das Impfprojekt wurden 

pro Spender zusätzlich eine TT-Cy5/TT-PE-Doppelfärbung mit und ohne Block sowie 

eine TT-Cy5/PTX3-PE- Doppelfärbung durchgeführt. 

Pro Probe wurden 1 ml EDTA-Vollblut mit 10 ml BD Pharm Lyse Lösung versetzt, 

gevortext und 15 min bei Raumtemperatur in der Dunkelheit lysiert. Anschließend wurden 

die Proben bei Raumtemperatur zentrifugiert, der Überstand entnommen und die 

verbliebenen Zellen zweimal gewaschen. 100 µl (Impfkohorte) bzw. 150 µl (Basis-

Kohorte) von jeder Probe wurden in ein neues Röhrchen überführt und mit einem FcR-

Rezeptor Blocker zur Vermeidung unspezifischer FcR-Bindung versetzt. Bei den TT-

Block-Färbungen wurden nur jeweils 92 µl bzw. 138 µl der Zellsuspension in ein neues 

Röhrchen überführt und das Gemisch vor Hinzugabe des FcR-Rezeptor-Blockers mit 

unkonjugiertem TT in 100-facher Menge zur Prüfung der Spezifität aufgefüllt. Im 

Anschluss wurden die Zellen mit den in Tabelle 2.6 gelisteten Antikörpern und den im 

Folgenden aufgelisteten Antigenen (siehe auch Tabelle 2.7) für 15 min bei 4°C gefärbt: 
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Färbung Cy5 (APC-Kanal) PE 

TT-Doppelfärbung TT TT 

TT/Ro52-Färbung TT Ro52-His 

TT/PTX3-Färbung TT PTX3 

 

Die Färbung von Ro52 erfolgte hierbei - anders als bei den anderen Antigenen - mittels 

Ä6DQGZLFK³-Technik. Dazu wurden die Zellen in einem ersten Färbevorgang mit nicht-

fluoreszierendem His-konjugiertem Ro52 Antigen markiert. Nach anschließendem 

Waschen wurde in einem unter gleichen Bedingungen stattfindenden zweiten 

Färbevorgang ein mit PE-konjugierter anti-His-Antikörper hinzugegeben. In der 

Impfkohorte wurde statt APC-Cy7-konjugiertem-anti-CD38 APC-Cy7-konjugiertes-anti-

HLA-DR hinzugegeben.  

Vor der durchflusszytometrischen Analyse wurden die Zellen gewaschen, filtriert und mit 

DAPI zum Ausschluss toter Zellen versetzt. Die Gating-Strategien zur Bestimmung der 

antigenspezifischen Zellen sind in Abbildung 2.5 (Baseline-Messung) und Abbildung 2.6 

(Messung nach Impfung) dargestellt. 
 

2.3.6 ELISA zur TT-Titerbestimmung  
Neben der Untersuchung der zellulären Immunantwort erfolgte eine Analyse der 

humoralen Immunantwort mittels TT-ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Der 

ELISA ist eine antikörperbasierte Methode zum Nachweis verschiedener Strukturen wie 

z.B. Antikörpern, Hormonen oder Peptiden (63).  

Man unterscheidet zwischen einer direkten und indirekten Nachweismethode sowie dem 

Sandwich-ELISA (Abbildung 2.7). Bei den ersteren zwei Methoden bindet ein 

enzymgekoppelter primärer Detektionsantikörper (direkter Nachweis) bzw. ein 

enzymgekoppelter sekundärer Detektionsantikörper (indirekter Nachweis) an ein fixiertes 

Antigen. Durch Hinzugabe eines Substrates, das durch das Enzym umgesetzt wird, 

kommt es zu einem Farbumschlag, dessen Intensität proportional zur Antigen- bzw. beim 

indirekten Nachweis auch proportional zur Primärantikörpermenge ist. Beim Sandwich-

ELISA bindet das zu bestimmende Antigen an einen fixierten Fängerantikörper. Ein 

weiterer enzymgekoppelter Detektionsantikörper sowie ein Substrat werden hinzugefügt, 

sodass es durch Umsetzung des Substrats zum Farbumschlag kommt.
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Abbildung 2.5 Gating-Strategie der Baseline-Studie zur quantitativen Bestimmung der 
antigenspezifischen B-Zellen.  Zunächst erfolgt die Darstellung aller vom Durchflusszytometer erfassten 
Ereignisse nach Größe (= FSC = forward scatter) und Granularität (= SSC = side scatter) mit Extraktion 
der Lymphozyten und Monozyten (A). Nach Ausschluss der Dupletten (B) sowie der CD3/CD14 positiven 
Zellen (C) werden die B-Zellen (D) extrahiert. Es erfolgt eine weitere Unterteilung der B-Zellen in die 
verschiedenen Subpopulationen- rechts die Einteilung nach IgD und CD27 nach Ausschluss der 
Plasmablasten und links die Einteilung nach CD20 und CD27 (E). Als letztes werden die 
antigenspezifischen B-Zellen, sortiert nach TT (= Tetanustoxoid), Ro52 und TT/Ro52 dargestellt (F). Die 
Auswertung der antigenspezifischen Zellen erfolgt dabei für alle davor bestimmten B-Zell-Subpopulationen. 
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Abbildung 2.6 Gating-Strategie der Impfstudie an Tag 0 vor sowie an Tag 7 und Tag 14 nach 
Boostrix®-Impfung.  Zunächst erfolgt die Darstellung aller vom Durchflusszytometer erfassten Ereignisse 
nach Größe (= FSC = forward scatter) und Granularität (= SSC = side scatter) mit Extraktion der 
Lymphozyten und Monozyten (A). Nach Ausschluss der Dupletten (B) sowie der CD3/CD14 positiven 
Zellen (C) werden die B-Zellen (D) extrahiert. Es erfolgt eine weitere Unterteilung der Plasmablasten nach 
HLA-DR (E), eine Unterteilung aller B-Zell-Subpopulationen nach CD20 und CD27 (F) und eine 
Unterteilung der B-Zellen nach IgD und CD27 nach Ausschluss der Plasmablasten (G). Als letztes werden 
die antigenspezifischen B-Zellen ± TT-Cy5, Ro52, PTX3, TT-Cy5/TT-PE, TT/Ro52 und TT/PTX3 - 
dargestellt (H). Die Auswertung der antigenspezifischen Zellen erfolgt dabei für alle davor bestimmten B-
Zellsubpopulationen. TT = Tetanustoxoid, PTX3 = Pentraxin 3 
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Abbildung 2.7 Darstellung der drei ELISA-Verfahren. Kopiert aus AMBOSS GmbH, ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay), Kapitel: Biochemische Labormethoden, abgerufen am 05/12/2020; 
https://www.amboss.com/de/wissen/Biochemische_Labormethoden (64) 

 

Alternativ kann auch hier wie beim indirekten ELISA der Nachweis der bindenden 

Antikörper über zwei Detektionsantikörper erfolgen. Zur quantitativen Bestimmung des 

Antigens/Antikörpers werden parallel zu den zu untersuchenden Proben einige 

Standardproben angesetzt, deren Konzentration bekannt ist. Nach Messung der 

optischen Dichte (O.D.) dieser Standardproben kann aus diesem Wert zusammen mit der 

bekannten Konzentration eine Kalibrierungskurve erstellt werden, anhand derer die 

Konzentrationen für die zu untersuchenden Proben abgelesen werden können (63, 65).  

Für den Nachweis der TT-Antikörper wurde ein indirekter ELISA nach Anleitung des 

Herstellers durchgeführt (66). Die Probanden-Seren, die bis zur Analyse bei -21°C 

gelagert waren, wurden auf Raumtemperatur aufgetaut und anschließend verdünnt auf 

eine mit TT beschichtete Platte aufgetragen. Parallel dazu wurden die Standardproben 

angesetzt. Alle Proben wurden doppelt bestimmt. Nach einer Inkubationszeit von 45 min 

bei 37°C wurde die Platte mit einer Waschlösung fünfmal gewaschen, um 

überschüssiges nicht bindendes Material zu entfernen. Ein mit Meerrettichperoxidase 

(HRP)-konjugierter humaner IgG-Antikörper wurde als sekundärer Detektionsantikörper 

hinzugegeben und die Proben wurden erneut für 45 min bei 37°C inkubiert. Nach einem 

weiteren Waschvorgang wurde 2,2'Azino-di [3-Ethyl-Benzthiazolin-Sulfonat] (ABTS) als 

Substrat hinzugefügt und die Proben wurden für 30 min bei Raumtemperatur in der 

Dunkelheit gelagert. Es wurde eine Lösung zum Stoppen der Reaktion hinzugegeben, 
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bevor die optische Dichte der Proben mithilfe eines Mikroplatten-Readers bei 405 nm 

ausgelesen und in die entsprechende Konzentration umgerechnet wurde. Abbildung 2.8 

stellt beispielhaft eine von drei erstellten Kalibrierungskurven dar. Aufgrund der 

Doppelbestimmungen und der für einige Proben unterschiedlich angesetzten 

Verdünnungsstufen wurden insgesamt drei ELISA-Platten verwendet.  

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Abbildung 2.8 Darstellung der Standardkurve des TT-IgG-ELISA. nm = Nanometer, IU = International Units, ml = 
Milliliter 

 

2.3.7 Statistische Analyse und Datenvisualisierung  
Die Auswertung der Daten, einschließlich der Statistiken und graphischen Darstellungen, 

erfolgte mithilfe der FlowJo Software 10, der GraphPad Prism Software 7 sowie den 

Microsoft-Programmen Excel und Word.  Für die durchflusszytometrisch erhobenen 

Daten wurden die relative (%) und absolute (n, Zellen/µl, Zellen/ml) Häufigkeit berechnet. 

Der nicht-gepaarte nicht-parametrische Mann-Whitney-U Test wurde verwendet, um die 

entsprechenden Parameter zwischen den Gruppen HD vs. SLE, HD vs. RA und SLE vs. 

RA miteinander zu vergleichen. Der gepaarte nicht-parametrische Wilcoxon-Vorzeichen-

Rang-Test wurde verwendet, um jeden einzelnen Spender vor und nach dem TT-Block 

zu vergleichHQ�� =XU� %HUHFKQXQJ� GHU� .RUUHODWLRQHQ� ZXUGH� GHU� 6SHDUPDQ¶VFKH�

Rangkorrelationskoeffizient benutzt. Statistische Signifikanz wurde in allen 

Untersuchungen bei einem p-Wert von p < 0,05 (*) angenommen. War der p-Wert kleiner 

als 0,01, erfolgte die Darstellung mit zwei (**), bei p kleiner als 0,001 mit drei (***) und bei 

p kleiner als 0,0001 mit vier (****) Sternen. Die Ergebnisse der gesunden Spender sind 
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in den folgenden Graphen jeweils in grün, die der SLE-Patienten in rot und die der RA-

Patienten in blau dargestellt. 
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3 Ergebnisse 
Das Hauptaugenmerk dieser Dissertation lag auf der Untersuchung antigenspezifischer 

B-Zellen im Blut von Autoimmunerkrankten. Als repräsentative Autoimmunerkrankungen 

dienten der systemische Lupus erythematodes und die rheumatoide Arthritis. Als 

repräsentative Antigene wurden das TT-Impfantigen sowie die Autoantigene Ro52 und 

PTX3 ausgewählt.  

 

3.1 Patientencharakteristika 
Insgesamt wurden 11 SLE-Patienten (64 % weiblich), 12-RA-Patienten (davon 83 % 

weiblich) und 14 (93 % weiblich) gesunde Spender in die Baseline-Untersuchungen 

eingeschlossen. Der Altersmedian der SLE-Kohorte lag bei 49±16 

(Median±Standardabweichung), der der RA-Kohorte bei 61±11 und der der gesunden 

Spender bei 32±11 Jahren. Der Großteil der SLE-Patienten wies eine Krankheitsaktivität 

von < 6 (SLEDAI) auf und war somit zum Zeitpunkt der Messung klinisch inaktiv. Dennoch 

waren bis auf eine Patientin alle SLE-Patienten mit ANA (Normbereich Titer < 1:160) 

und/oder dsDNA-AK (Normbereich < 20 U/ml) serologisch aktiv. Vier der SLE-Patienten 

hatten zusätzlich Anti-Ro-AK. Bei den RA-Patienten lag der Median der 

Krankheitsaktivität bei 2,43 (DAS28). Sieben der Patienten befanden sich in klinischer 

Remission, vier wiesen eine moderate und ein Patient eine hohe Krankheitsaktivität auf. 

Zehn der Patienten waren entweder RF und/oder ACPA (Normbereich für beide AK < 20 

U/ml) positiv.  

Von den neun Probanden der Impfstudie waren ein gesunder Proband und ein SLE-

Patient männlich, alle anderen Studienteilnehmer waren weiblich. Der Altersmedian der 

drei geimpften SLE-Probanden lag bei 37±7, der der RA-Patienten bei 57±20 und der der 

gesunden Spender bei 30±8 Jahren. Bei den SLE-Patienten lag zum Zeitpunkt der 

Impfung kein Krankheitsschub vor, während bei den RA-Patienten eine Patientin eine 

milde und die anderen beiden eine moderate Krankheitsaktivität aufwiesen. Alle SLE-

Patienten waren ANA und dsDNA-AK positiv, während alle RA-Patienten ACPA positiv 

und eine RA-Patientin auch RF positiv war.  

Bis auf eine SLE-Patientin aus der Impfstudie nahmen alle Patienten beider Studien 

mindestens ein Immunsuppressivum ein, wobei Prednisolon unterhalb der Cushing-

Schwellendosis (�  7,5 mg) das am häufigsten eingenommene Medikament war.
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Tabelle 3.1. Probandencharakteristika der Baseline-Kohorte 
Parameter HD SLE RA 

Demographische Daten 

Fallzahl n 14 11 12 

Geschlecht w/m, n (%) 13/1 (93/7) 7/4 (64/36) 10/2 (83/17) 

Medianalter in Jahren , SD 32±11 49±16 61±11 

Letzte Tetanus-Impfung* 

≤ 10 Jahren, n (%) 12 (86) 7 (70) 10 (91) 

> 10 Jahren, n (%) 2 (14) 3 (30) 1 (9) 

Therapie 

       Prednisolon  ≤ 7,5 mg, n (%) - 6 (55) 7 (58) 

                              > 7,5 mg, n (%) - 3 (27) - 

HCQ, n (%) - 3 (27) - 

AZA, n (%) - 3 (27) - 

MMF, n (%) - 1 (9) - 

Mycophenolat-Natrium, n (%) - 1 (9) - 

Rituximab < 6 Monate. , n (%) - 1 (9) - 

MTX, n (%) - - 6 (50) 

LEF, n (%) - - 2 (17) 

Etanercept, n (%) - - 4 (33) 

Baricitinib, n (%) - - 1 (8) 

Tocilizumab, n (%) - - 2 (17) 

Laborparameter 

Mediane  BC Zahl/µl  204±80 67±114 94±91 

Mediane Siglec1-MFI 328±137 488±1517 388±546 

ANA, n (%) - 10 (91) 4 (33) 

ENA, n (%) - 2 (18) - 

Anti-ds-DNA-AK, n (%) - 10 (91) - 

Anti-Ro-AK, n (%) - 4 (36) - 

Anti-LA-AK, n (%) - 2 (18) - 

RF, n (%) - 1 (9) 8 (67) 

ACPA, n (%) - 1 (9) 8 (67) 

Krankheitsaktivität 

         SLEDAI < 6, n (%) - 10 (91) - 

                       ≥ 6, n (%) - 1 (9) - 

         DAS28  < 2,6, n (%) - - 7 (58) 

                       ≥ 2,6 bis < 3,2, n (%) - - - 

                      3,2 bis < 5,1, n (%) - - 4 (33) 

                      > 5,1, n (%) - - 1 (8) 

µl = Mikroliter, ACPA = anti-citrullinierte Protein-Antikörper, ANA = antinukleäre Antikörper, AZA = Azathioprin, 
BC = B cell, DAS28 = Disease Activity Score for patients with rheumatoid arthritis, dsDNA-AK = Doppelstrang-
DNA-Antikörper, ENA = extrahierbare nukleäre Antikörper, HCQ = Hydroxychloroquin, HD = healthy donor, LEF 
= Leflunomid, m = männlich, MFI = median fluorescence intensity, MMF = Mycophenolat-Mofetil, MTX = 
Methotrexat, n = Fallzahl, RA = rheumatoide Arthritis, RF = Rheumafaktor, SD = Standardabweichung, SLE = 
systemischer Lupus erythematodes, SLEDAI = Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index, w = 
weiblich; *Datum der letzten Tetanus-Impfung bei einer RA-und einer SLE-Patientin nicht eruierbar      
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Tabelle 3.2. Probandencharakteristika der Impfkohorte  
Proband Alter Geschlecht Letzte Tetanus-

Impfung 

Medikation AK-Status Krankheits- 
aktivität 

HD 1 

  
30 w Vor 11 J. - - - 

HD 2 

  
40 w Vor 11 J. - - - 

HD 3 

  
25 m Vor 9 J. - - - 

SLE 1 25 m Vor 12. J. AZA 

  

ANA+ 

dsDNA-AK+ 

  

SLEDAI: 

< 6 

SLE 2 37 w > 20 J. HCQ, MMF, 

Prednisolon 4 mg 

ANA+ 

dsDNA-AK+ 

SLEDAI: 

< 6 

SLE 3 38 w Vor 9 J. - ANA+ ENA+ 

Anti-Ro-AK+  

dsDNA-AK+  

SLEDAI:  

< 6 

RA 1 27 w Vor ca. 25 J. Tocilizumab 

  

ACPA+ 

dsDNA-AK+ 

  

DAS28:  

2,67 

RA 2 65 w Vor 8 J. Tocilizumab, 

Prednisolon 5 mg 

ACPA+ 

RF+ 

DAS28: 

4,43 

RA 3 57 w > 10 J.  MTX, Etanercept, 

Prednisolon 5 mg 

ACPA+ DAS28:  

4,82 

ACPA = anti-citrullinierte Protein-Antikörper, AK = Antikörper, ANA = antinukleäre Antikörper, AZA = Azathioprin, DAS28 = 
Disease Activity Score for patients with rheumatoid arthritis, dsDNA-AK = Doppelstrang-DNA-Antikörper, HCQ = 
Hydroxychloroquin, HD = healthy donor, J.= Jahre(n), m = männlich, MM = Mycophenolat-Mofetil, MTX = Methotrexat, RA = 
rheumatoide Arthritis, RF = Rheumafaktor, SLE = systemischer Lupus erythematodes, SLEDAI = Systemic Lupus 
Erythematosus Disease Activity Index, w = weiblich  
 

 

Genauere Informationen zu der Medikation sowie den Probanden sind in Tabelle 3.1 und 

Tabelle 3.2 aufgelistet. Ein HD und ein SLE-Patient wurden in beide Studien integriert. 

 

3.2 Veränderte B-Zellzahlen und B-Zell-Subpopulationen bei SLE- 
und RA-Patienten 

Um einen Überblick über den B-Zellstatus der drei Probandengruppen zu erhalten, 

wurden die absolute B-Zellzahl sowie die relative und absolute Häufigkeit der einzelnen 

B-Zell-Subpopulationen bestimmt. Eingeschlossen wurden alle Probanden der Baseline-
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Messung sowie die Impfprobanden an Tag 0 vor der Impfung. Von den in beide Studien 

integrierten Spendern wurde der Tag 0-Wert erfasst. Hier konnte die bekannte 

Erniedrigung peripherer B-Lymphozyten bei SLE-Patienten im Vergleich zu Gesunden 

bestätigt werden (Abbildung 3.1) (17, 67). Während die gesunde Kohorte eine mediane 

B-Zellzahl von 211±73 B-Zellen/µl aufwies, lag der Wert bei den SLE- bzw. RA-Patienten 

bei 76±109 (**p < 0,01) bzw. 129±124 (p = 0,08) B-Zellen/µl.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 3.1 B-Lymphopenie bei SLE-Patienten gegenüber Gesunden und RA-Patienten. 
Abgebildet sind die B-Zellzahlen aller Spender der Baseline-Messung (einfarbig) und die Tag 0 Messungen 
der geimpften Probanden (zweifarbig); Die gestrichelten Linien stellen den Referenzbereich der B-Zellzahl 
(100-400 Zellen/µl) dar; n = 16 HD, 13 SLE- und 15 RA-Patienten; **: p < 0,01 im Mann-Whitney-U-Test; 
HD = healthy donor, SLE = systemischer Lupus erythematodes, RA = rheumatoide Arthritis, n = Fallzahl, 
µl = Mikroliter 

 

In der prozentualen Aufteilung der B-Zellen in Gedächtnis-B-Zellen (mBCs, 

CD20+CD27+), naive B-Zellen (CD20+CD27-) und Plasmablasten (CD20lowCD27high) 

zeigte sich kein Unterschied zwischen Patienten und Gesunden (Abbildung 3.2 A). Die 

SLE-Patientin mit dem höchsten Plasmablasten-Anteil (45,3 %) hatte drei Monate vor der 

Messung einen schweren SLE-Schub. Bei Betrachtung der absoluten Zahlen zeigten 

SLE- und RA-Patienten signifikant weniger mBCs als die Gesunden auf (Median SLE 17 

Zellen/µl, RA 20 Zellen/µl, HD 60 Zellen/µl, SLE vs. HD ***p < 0,001, RA vs. HD *p < 

0,05). Ferner hatten die SLE-Probanden signifikant weniger naive B-Zellen als die 

Gesunden (Median SLE 43 Zellen/µl, HD 161 Zellen/µl, *p < 0,05) sowie signifikant 

weniger Plasmablasten als die RA-Patienten (Median SLE 1 Zellen/µl, RA 3 Zellen/µl, 

SLE vs. RA *p < 0,05).  
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Abbildung 3.2 Veränderte B-Zell-Subpopulationen bei SLE- und RA-Patienten gegenüber 
Gesunden. Abgebildet sind alle Spender der Basismessung (einfarbig) und die Tag 0 Messungen der 
geimpften Probanden (zweifarbig); A: Darstellung aller Gedächtnis- (CD20+CD27+) und naiven 
(CD20+CD27-) B-Zellen sowie der Plasmablasten (CD20lowCD27high) in Prozent (obere Reihe) und in 
Zellen/µl (untere Reihe). B: Aufteilung der Gedächtnis- und naiven B-Zellen in IgD- und IgD+ (obere Reihe 
in Prozent, untere Reihe in Zellen/µl); ****: p < 0,0001, ***:p < 0,001, **: p < 0,01, *: p < 0,05 im Mann-
Whitney-U-Test; n = 16 HD, 13 SLE- und 15 RA-Patienten; n = Fallzahl, HD = healthy donor, SLE = 
systemischer Lupus erythematodes, RA = rheumatoide Arthritis, ex. = excluding, µl = Mikroliter 
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In der weiteren Unterteilung der Gedächtnis-B-Zellen in CD27+IgD+ (ohne 

Klassenwechsel), CD27+IgD- und CD27-IgD- (nach Klassenwechsel) wiesen die RA-

Patienten eine relative und absolute Reduktion nicht-klassengewechselter Gedächtnis-

B-Zellen im Vergleich zu den gesunden Spendern auf (Median RA 7,2 %, HD 12,4 %,*p 

< 0,05; RA 6 Zellen/µl, HD 25 Zellen/µl, **p < 0,01) (Abbildung 3.2 B). Die SLE-Patienten 

hatten absolut, jedoch nicht relativ betrachtet, ebenfalls weniger CD27+IgD+- (Median 

SLE 4 Zellen/µl, HD 25 Zellen/µl; S� �� �������� DOV� DXFK�ZHQLJHU�CD27+IgD--Zellen 

(Median SLE 13 Zellen/µl, HD 35 Zellen/µl, **p < 0,01��gegenüber den HD. In der sog. 

doppelt negativen Population (IgD-CD27-) zeigten die SLE-Patienten einen signifikant 

höheren Anteil (Median SLE 8 %, HD 5 %, *p < 0,05) im Vergleich zu den Gesunden auf.  

Da sich die hier erhobenen Daten mit bereits bekannten charakteristischen 

Veränderungen der peripheren B-Zellhomöostase decken, können die drei Kohorten für 

die folgenden Ergebnis-Darstellungen als repräsentativ betrachtet werden. 

 

3.3 Siglec1 (CD 169)-Expression auf Monozyten 
Bei allen Probanden wurde die Siglec1-MFI, die als Marker der Typ I IFN Signatur mit der 

Krankheitsaktivität bei SLE- und RA-Patienten korreliert, bestimmt (4, 6).  

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.3 Verstärkte Siglec1 (CD169)-Expression bei SLE- und RA-Patienten gegenüber HD. 
Abgebildet sind alle Spender der Baseline-Messung (einfarbig) und die Tag 0 Messungen der geimpften 
Probanden (zweifarbig). Die gestrichelte Linie stellt den Siglec1-MFI-Grenzwert von 500 dar; n = 16 HD, 
13 SLE- und 15 RA-Patienten, MFI = median fluorescence intensity, n = Fallzahl, HD = healthy donor, SLE 
= systemischer Lupus erythematodes, RA = rheumatoide Arthritis; keine statistische Signifikanz zwischen 
HD und Patienten im Mann-Whitney-U-Test 
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Während die gesunden Probanden (Probanden der Baseline-Messung und 

Impfprobanden an Tag 0) eine Median-MFI von 290�����DXIZLHVHQ��ODJ�GLH�0HGLDQ�0),�

GHU�6/(�3DWLHQWHQ�EHL����������XQG�GLH�GHU�5$�3DWLHQWHQ�EHL����������Abbildung 3.3���

Der Unterschied zwischen den Gruppen war nicht signifikant.  

Die Siglec1-MFI der Impfkohorte lag bei allen Probanden an Tag 0 bei unter 500, sodass 

alle Probanden vor Impfung Siglec1-negativ waren (siehe Kapitel 3.5.1). 

 

3.4 Ergebnisse der Basis-Messung 
Da der APC-Cy7-Kanal durch unterschiedliche Antikörper besetzt und die Gates zur 

Bestimmung der antigenspezifischen Zellen in beiden Studien aufgrund der leicht 

voneinander abweichenden Protokolle teilweise unterschiedlich gesetzt wurden, wurden 

die Ergebnisse der antigenspezifischen Färbungen an Tag 0 der Impfstudie nicht in die 

Ergebnisse der Baseline-Messung integriert. Im Folgenden werden also nur die 

Ergebnisse der 14 HD, 11 SLE- und 12 RA-Patienten der Baseline-Messung betrachtet.  

 

3.4.1 Nachweis spezifischer TT-Bindung mittels Inhibitionsblock 
Zum Nachweis der spezifischen Bindung des TT an die B-Zellen wurde bei der Mehrheit 

der Probanden zusätzlich zur Färbung mit konjugiertem TT eine Färbung mit 

unkonjugiertem TT durchgeführt. Durch die Besetzung der TT-spezifischen B-Zell-

Rezeptoren durch unkonjugiertes TT konnten diese kaum noch konjugiertes TT binden, 

sodass das Fluoreszenzsignal in der durchflusszytometrischen Analyse sehr viel 

schwächer ausfiel. Ein Beispiel für solch einen Block sowie die Ergebnisse der TT-

spezifischen Gedächtnis-B-Zellen aller Probanden vor und nach Block sind in Abbildung 

3.4 dargestellt. 

In allen drei Gruppen hatten die Spender in der Färbung, in der vor Hinzugabe von 

konjugiertem TT erst unkonjugiertes hinzugegeben wurde, signifikant weniger TT-

spezifische Gedächtnis-B-Zellen in der durchflusszytometrischen Auswertung als in der 

Färbung, die ausschließlich konjugiertes TT enthielt. Bei den gesunden Spendern und 

SLE-Patienten lag der p-Wert bei ***p < 0,001, während er bei den RA-Patienten bei **p 

< 0,01 lag.  

Eine detaillierte Beschreibung von PTX3+-B-Zellen inklusive PTX3-Block bei Gesunden 

und SLE-Patienten ist in unserer Gruppe bereits durchgeführt bzw. etabliert worden (49).  
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3.4.2 Verminderter Nachweis von TT-spezifischen Gedächtnis-B-Zellen bei SLE- 
und RA-Patienten 

Abbildung 3.5 zeigt die Ergebnisse des Nachweises TT-spezifischer B-Zell-

Subpopulationen. Die SLE-Patienten hatten sowohl relativ als auch absolut betrachtet 

signifikant weniger TT-spezifische Gedächtnis-B-Zellen (TT+CD20+CD27+) als die 

Gesunden (Median SLE 0,34 %, HD 0,5 %, *p < 0,05; SLE �� Zellen/ml, HD ����

Zellen/ml, ****p < 0,0001). Bei den RA-Patienten fand sich diese Verringerung bei den 

absoluten Zahlen (RA �� Zellen/ml, HD ����Zellen/ml, **p < 0,01). 

Bei Betrachtung der verschiedenen Gedächtnis-B-Zell-Kompartimente der RA-Patienten 

zeigte sich, dass die Gesamterniedrigung TT-spezifischer Gedächtnis-B-Zellen auf eine 

Erniedrigung der nicht-klassengewechselten mBCs (IgD+CD27+) zurückzuführen ist 

(Abbildung 3.5 B). Während die RA-Patienten 44 (Median) TT+IgD+CD27+-Zellen/ml 

exprimierten, waren es bei den Gesunden 218 TT+IgD+CD27+-Zellen/ml (**p < 0,01). In 

den klassengewechselten Kompartimenten (IgD-CD27+ und IgD-CD27-) der RA-

Patienten bestand kein Unterschied zu den Gesunden. In der SLE-Kohorte war eine 

Verringerung TT-spezifischer Gedächtnis B-Zellen sowohl im IgD+CD27+- als auch im  
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Abbildung 3.4 Nachweis spezifischer TT-Bindung mittels 
Block A: Exemplarische Darstellung des prozentualen Anteils 
der TT+CD20+CD27+-Zellen eines HD vor und nach Block mit 
unkonjugiertem TT B: Quantitative Darstellung der 
TT+CD20+CD27+-Zellen aller Spender vor und nach TT-Block; n 
= 12 HD, 11 SLE- und 11 RA-Patienten; ***: p < 0,001, **: p < 
0,01 im Wilcoxon-Test; TT = Tetanustoxoid, n = Fallzahl, HD = 
healthy donor, SLE = systemischer Lupus erythematodes, RA 
= rheumatoide Arthritis, ml = Milliliter 
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Abbildung 3.5 Veränderte TT-spezifische B-Zell-Subpopulationen bei SLE- und RA-Patienten 
gegenüber Gesunden. A: Darstellung der TT-spezifischen Gedächtnis-B-Zellen (TT+CD20+CD27+), 
naiven B-Zellen (TT+CD20+CD27-) und Plasmablasten (TT+CD20lowCD27high) in Prozent und in Zellen/ml 
B: Aufteilung der TT-spezifischen Gedächtnis- und naiven B-Zellen in IgD- und IgD+ (obere Reihe in 
Prozent, untere Reihe in Zellen/ml); n = 14 HD, 11 SLE, 12 RA; ****: p < 0,0001, ***:p < 0,001, **: p < 0,01, 
*: p < 0,05 im Mann-Whitney-U-Test; TT = Tetanustoxoid, n = Fallzahl, HD = healthy donor, SLE = 
systemischer Lupus erythematodes, RA = rheumatoide Arthritis, ml = Milliliter 
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IgD-CD27+-Kompartiment zu verzeichnen. Dies galt sowohl für die relative als auch 

absolute Häufigkeit, wobei die Verringerung im nicht-klassengewechselten Kompartiment 

hinsichtlich der absoluten Zahlen deutlicher war (IgD+CD27+: Median SLE 0,64 %, HD 

0,73 %, *p < 0,05, SLE ���Zellen/ml, HD ����Zellen/ml, ****p < 0,0001; IgD-CD27+: 

Median SLE 0,12 %, HD 0,28 %, *p < 0,05, SLE ���Zellen/ml, HD ���Zellen/ml, ***p < 

0,001). In der sog. doppelt negativen Population (IgD-CD27-) fand sich wie bei den RA-

Patienten kein Unterschied zu den Gesunden.  

Eine weitere Verminderung TT-spezifischer Zellen gegenüber Gesunden zeigte die SLE-

Kohorte bei Analyse der absoluten Zahlen naiver B-Zellen (TT+CD20+CD27-). Hier lag 

der Median bei 169 vs. 470 Zellen/ml (*p < 0,05). In der Gruppe der TT-spezifischen 

Plasmablasten gab es weder einen relativen noch absoluten Unterschied zwischen 

Patienten und Gesunden.  

Zusammenfassend zeigten beide Patientengruppen signifikant niedrigere Absolutzahlen 

TT-spezifischer Gedächtnis-B-Zellen gegenüber Gesunden. Diese Gesamterniedrigung 

wurde vor allem durch eine Erniedrigung nicht-klassengewechselter Gedächtnis B-Zellen 

verursacht. Bei den SLE-Patienten präsentierte sich diese Erniedrigung TT-spezifischer 

Gedächtnis-B-Zellen auch in der naiven Population.  

 

3.4.3 Verminderter Nachweis Ro52-spezifischer Gedächtnis-B-Zellen bei SLE- und 
RA-Patienten 

Analog zu den TT-spezifischen Gedächtnis-B-Zellen waren die Ro52-spezifischen 

Gedächtnis-B-Zellen (Ro52+CD20+CD27+) bei SLE- und RA-Patienten im Vergleich zur 

gesunden Kohorte ebenfalls signifikant vermindert (Abbildung 3.6). Der prozentuale 

Median lag bei den SLE-Patienten bei 0,74 %, bei den RA-Patienten bei 0,62 % und bei 

den gesunden Spendern bei 1,16 % aller mBCs (SLE vs. HD *p < 0,05, RA vs. HD ***p 

< 0,001). In absoluten Zahlen ergab dies einen Median von 66 Zellen/ml bei den SLE-

Patienten, 107 Zellen/ml bei den RA-Patienten und 840 Zellen/ml bei den Gesunden (SLE 

vs. HD und RA vs. HD ****p < 0,0001).  

In den verschiedenen Gedächtnis-B-Zell-Kompartimenten zeigte sich bei den absoluten 

Zahlen - genau wie bei den TT-spezifischen Zellen - der größte Unterschied zwischen 

Patienten und Gesunden im Kompartiment der nicht-klassengewechselten 

Gedächtniszellen (Ro52+IgD+CD27+) mit 54 bzw. 91 Zellen/ml bei den SLE bzw. RA-

Patienten und 494 Zellen bei den gesunden Spendern (SLE vs. HD ****p < 0,0001, RA  
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Abbildung 3.6 Veränderte Ro52-spezifische B-Zell-Subpopulationen bei SLE- und RA-Patienten 
gegenüber Gesunden. A: Darstellung der Ro52-spezifischen Gedächtnis-B-Zellen (Ro52+CD20+CD27+), 
naiven B-Zellen (Ro52+CD20+CD27-) und Plasmablasten (Ro52+CD20lowCD27high) in Prozent und absolute 
Zellen/ml B: Aufteilung der Ro52-spezifischen Gedächtnis- und naiven B-Zellen in IgD- und IgD+ (obere 
Reihe in Prozent, untere Reihe in Zellen/ml); n = 14 HD, 11 SLE- und  12 RA-Patienten; ****: p < 0,0001, 
***:p < 0,001, **: p < 0,01, *: p < 0,05 im Mann-Whitney-U-Test, HD = healthy donor, SLE = systemischer 
Lupus erythematodes, RA = rheumatoide Arthritis, n = Fallzahl, ml = Milliliter 
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vs. HD ***p < 0,001). In der relativen Verteilung ergab sich hier kein Unterschied zwischen 

den Gruppen. Im IgD-CD27+-Kompartiment hatten die RA-Patienten sowohl relativ als 

auch absolut betrachtet weniger Ro52-spezifische Zellen als die Gesunden (Median RA 

0,23 %, HD 0,54 %, **p < 0,01, RA 38 Zellen/ml, HD 139 Zellen/ml, **p < 0,01). Die SLE-

Patienten zeigten absolut betrachtet ebenfalls verminderte Werte auf (Median SLE 45 

Zellen/ml, SLE vs. HD ***p < 0,001). Bei den Ro52-spezifischen sog. doppelt negativen 

B-Zellen (Ro52+IgD-CD27-) zeigten nur die RA-Patienten gegenüber den Gesunden 

einen Unterschied (Median RA 0,28 %, HD 0,53 %, *p < 0,05; RA 22 Zellen/ml, HD 45 

Zellen/ml, **p < 0,01).  

In der naiven B-Zell-Population hatten beide Patientengruppen absolut gesehen weniger 

Ro52-spezifische Zellen als die Gesunden (Median SLE 1276 Zellen/ml, RA 1257 

Zellen/ml, HD 2633 Zellen/ml, SLE vs. HD *p < 0,05, RA vs. HD **p < 0,01). Die Analyse 

der relativen Häufigkeit ergab keinen Unterschied.  

Die absolute Anzahl Ro52-spezifischer Plasmablasten (Ro52+CD20lowCD27high) war bei 

den SLE-Patienten im Vergleich zu den Gesunden ebenfalls signifikant vermindert (SLE 

Mittelwert 3 vs. HD 12 Zellen/ml, *p < 0,05).  

Insgesamt hatten beide Patientengruppen sowohl relativ als auch absolut betrachtet 

signifikant weniger Ro52-spezifische Gedächtnis-B-Zellen als die Gesunden. Anders als 

bei den TT-spezifischen Gedächtnis-B-Zellen, wo das doppelt negative Gedächtnis-B-

Zell-Kompartiment keinen Unterschied zwischen Gesunden und Patienten ergab, zeigten 

die RA-Patienten eine relative und absolute Erniedrigung Ro52-spezifischer DN-Zellen.  

 

3.4.4 Verminderter Nachweis von TT+Ro52+Gedächtnis-B-Zellen bei SLE- und 
RA-Patienten 

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war es, polyreaktive B-Zellen bei Gesunden vs. 

Autoimmunerkrankten zu analysieren. Dazu wurde exemplarisch untersucht, ob es Zellen 

gibt, die sowohl TT als auch Ro52 binden können und somit doppelt positiv sind 

(Abbildung 3.7).  

Bei Analyse der Gedächtnis-B-Zellen wurde ersichtlich, dass bis auf einen alle gesunden 

Probanden doppelt positive Zellen (TT+Ro52+CD20+CD27+) exprimierten. Im Gegensatz 

dazu waren es in der SLE-Gruppe fünf und in der RA-Gruppe sechs Probanden, die gar 

keine solcher Zellen produzierten (Abbildung 3.7 A links). Die mediane Anzahl doppelt 

positiver Gedächtnis-B-Zellen betrug bei den Gesunden 22, bei  
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Abbildung 3.7 Veränderte TT+Ro52+-B-Zell-Subpopulationen bei SLE- und RA-Patienten gegenüber 
Gesunden. A: Darstellung der TT+Ro52+- Gedächtnis-B-Zellen (TT+Ro52+CD20+CD27+), - naiven B-Zellen 
(TT+Ro52+CD20+CD27-) und - Plasmablasten (TT+Ro52+CD20lowCD27high) in Prozent und in Zellen/ml B: 
Aufteilung der TT+Ro52+-Gedächtnis- und naiven B-Zellen in IgD- und IgD+ (obere Reihe in Prozent, untere 
Reihe in Zellen/ml); n = 14 HD, 11 SLE- und 12 RA-Patienten; ****: p < 0,0001, **: p < 0,01, *: p < 0,05 im 
Mann-Whitney-U-Test; TT = Tetanustoxoid, n = Fallzahl, HD = healthy donor, SLE = systemischer Lupus 
erythematodes, RA = rheumatoide Arthritis, ml = Milliliter 
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den SLE- Patienten 0 und bei den RA-Patienten 2 Zellen/ml (HD vs. SLE ****p < 0,0001, 

HD vs. RA **p < 0,01). Die Analyse der Frequenzen ergab einen signifikanten 

Unterschied zwischen SLE-Patienten und Gesunden (SLE 0 %, HD 0.06 %, *p < 0,05).  

Bei Aufteilung in die Populationen definiert nach IgD und CD27 zeigte sich, dass die 

doppelt positiven Zellen bei den Gesunden stärker von den nicht-klassengewechselten 

IgD+CD27+- als von den klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen produziert wurden 

(Abbildung 3.7 B). Bei Analyse der absoluten Zahlen war bei der nicht-

klassengewechselten Population ein signifikanter Unterschied zwischen Gesunden und 

SLE-Patienten nachweisbar (SLE 3 Zellen/ml, HD 24 Zellen/ml, **p < 0,01). Auch im 

klassengewechselten IgD-CD27+-Kompartiment exprimierten die Gesunden signifikant 

mehr doppelt positive Zellen als die Patienten (HD 6 Zellen/ml, SLE 0 Zellen/ml, RA 0 

Zellen/ml, HD vs. SLE bzw. HD vs. RA *p < 0,05).  

Doppelt positive naive B-Zellen (TT+Ro52+CD20+CD27-) wurden absolut betrachtet 

ebenfalls stärker von Gesunden als von Patienten exprimiert (Abbildung 3.7 A mittig). 

Während der Unterschied zwischen Gesunden und RA-Patienten nur eine Tendenz 

aufzeigte (Median: 45 vs. 18 Zellen/ml, p = 0,0543), war der Unterschied HD vs. SLE 

signifikant (45 vs. 6 Zellen/ml, **p < 0,01). Die Analyse der Frequenzen ergab keinen 

Unterschied zwischen den Gruppen. Innerhalb der Plasmablasten 

(TT+Ro52+CD20lowCD27high, Abbildung 3.7 A rechts) gab es ebenfalls keinen Unterschied 

zwischen den drei Gruppen.  

Zusammenfassend exprimierten die Gesunden durchschnittlich mehr doppelt positive B-

Zellen als die Autoimmunerkrankten, wobei viele Patienten überhaupt keine doppelt 

positiven Zellen exprimierten. Der Unterschied präsentierte sich absolut betrachtet 

sowohl im Gedächtnis- als auch im naiven B-Zell-Kompartiment. Somit erscheint der 

Nachweis polyreaktiver Zellen eher eine Eigenschaft Gesunder im Gegensatz zu AID-

Patienten zu sein.  

 

3.4.5 Vergleichbare TT-Titer zwischen Autoimmunpatienten und Gesunden im 
Grundzustand  

Neben der zellulären wurde auch die humorale Immunantwort in Form von TT-IgG-AK 

analysiert. Die humorale Immunantwort bildet eine weitere Säule des Immunsystems und 

fungiert unabhängig von der zellulären (68, 69). Hier zeigte sich im Gegensatz zu den 

TT-spezifischen Gedächtnis-B-Zellen kein signifikanter Unterschied im Nachweis der TT-

IgG-AK zwischen Patienten und Gesunden (Abbildung 3.8). Der mediane TT-Titer der  
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Abbildung 3.8 Kein signifikanter Unterschied im TT-Titer-Gehalt zwischen SLE- und RA-Patienten 
gegenüber Gesunden. n = 13 HD, 11 SLE- und 12 RA-Patienten; kein signifikanter Unterschied zwischen 
Patienten und Gesunden im Mann-Whitney-U-Test; TT = Tetanustoxoid, HD = healthy donor, SLE = 
systemischer Lupus erythematodes, RA = rheumatoide Arthritis, IU = International Units, ml = Milliliter  
 
SLE-Patienten lag bei 1,83 IU/ml (International Units pro Milliliter), der der RA-Patienten 

bei 2,19 IU/ml und der der Gesunden bei 4,42 IU/ml (SLE vs. HD p = 0,4, RA vs. HD p = 

0,35). Alle Probanden hatten einen Titer von � 0,01 IU/ml und waren somit laut WHO 

ausreichend geschützt (70), obgleich die absoluten Werte der AID-Patienten gegenüber 

den Gesunden etwas geringer ausfielen. 

 

3.4.6 Korrelation TT-spezifischer Gedächtnis-B-Zellen mit verschiedenen 
Parametern 

Die vorangehenden Untersuchungen haben gezeigt, dass AID-Patienten signifikant 

weniger antigenspezifische Gedächtnis-B-Zellen gegenüber Gesunden aufweisen. Um 

zu überprüfen, inwieweit der Spiegel dieser Zellen durch bestimmte Faktoren beeinflusst 

wird, erfolgte exemplarisch eine Korrelationsanalyse TT-spezifischer Gedächtnis-B-

Zellen mit verschiedenen Parametern (Tabelle 3.3). 

Bei Untersuchung des Alters zeigten die RA-Patienten eine negative Korrelation (r = -

0,812, p = 0,0021). D.h. je älter ein RA-Patient war, desto weniger TT-spezifische 

Gedächtnis-B-Zellen wurden detektiert. Hierbei sei angemerkt, dass der Altersmedian der 

RA-Patienten deutlich höher lag als bei den HD und SLE-Patienten.  

Betrachtete man das Datum der letzten Tetanus-Impfung, ergab sich bei den gesunden 

Spendern eine negative Korrelation (r = -0,6231, p = 0,0198): Je länger die letzte Impfung 

zurücklag, desto weniger TT+-mBCs wurden bei den HD nachgewiesen. 
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Tabelle 3.3 Korrelationsanalyse der TT-spezifischen Gedächtnis-B-Zellen (Zellen/ml). 
Die Korrelation wurde unter Verwendung des Spearmans Rangkorrelations-Tests durchgeführt. 

 
Parameter HD SLE RA 

Alter 
Jahre 

n = 14 
r = 0,02646 
p = 0,9304 

n = 11 
r = 0,0411 
p = 0,9078 

n = 12 
r = -0,812 
p = 0,0021 

Datum der letzten 
Tetanus-Impfung  
Jahre 

n = 14 
r = -0,6231 
p = 0,0198 

n = 9 
r = -0,5021 
p = 0,1710 

n = 11 
r = 0,4771 
p = 0,1422 

B-Zellzahl 
Zellen/µl 

n = 14 
r = 0,5941 
p = 0,0276 

n= 11 
r = 0,3508 
p = 0,2886 

n = 12 
r = 0,5664 
p = 0,0591 

Gesamt-mBCs 
Zellen/µl 

n = 14 
r = 0,767 
p = 0,0020 

n = 11 
r = 0,6909 
p = 0,0226 

n = 12 
r = 0,6643 
p = 0,0219 

Ro52+mBCs 
Zellen/ml 

n = 14 
r = 0,8273 
p = 0,0005 

n= 11 
r = 0,5818 
p = 0,0656 

n = 12 
r = 0,6014 
p = 0,0428 

TT+Ro52+mBCs 
Zellen/ml 

n = 14 
r = 0,6608 
p = 0,0120 

n = 11 
r = 0,6064 
p = 0,0524 

n = 12 
r = 0,4563 
p = 0,1370 

Siglec 1 
MFI 

n = 14 
r = -0,02857 
p = 0,9276 

n = 11 
r = -0,6545 
p = 0,0336 

r = -0,2657 
p = 0,4042 

ANA 
Titer 

n.b. n = 11 
r = -0,318 
p = 0,3380 

n.b. 

ds-DNA-AK (ELISA) 
U/ml 

n.b. n = 11 
r = 0,009175 
p = 0,9889 

n.b. 

TT-AK 
IU/ml 

n = 13 
r = 0,1648 
p = 0,5911 

n = 11 
r = 0,1636 
p = 0,6337 

n = 12 
r = 0,3077 
p = 0,3310 

Prednisolon-Dosis 
mg 

n.b . n = 11 
r = -0,3744 
p = 0,2553 

n = 12 
r = 0,01945 
p = 0,9582 

 

 
 
µl = Mikroliter, ACPA = anti-citrullinierte Protein-Antikörper, AK = Antikörper, ANA= antinukleäre Antikörper, dsDNA-AK = 
Doppelstrang-DNA-Antikörper, ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay, HD = healthy donor, IU = international units, mBCs = 
memory B cells, MFI = median fluorescence intensity, mg = Milligramm, ml = Milliliter, n = Fallzahl, n.b.= nicht bestimmt, p = P-Wert, 
r = Spearman-Korrelationskoeffizient, RA = rheumatoide Arthritis, RF = Rheumafaktor, SLE = systemischer Lupus erythematodes, TT 
= Tetanustoxoid, U = Units 

 
 
 

negativ P<0.005 P<0,05  P<0,05 P< 0.005 positiv 
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Die Korrelation der TT+-mBCs mit verschiedenen Laborparametern ergab 

unterschiedliche Ergebnisse. Während es keinen Zusammenhang zwischen der 

Titerhöhe der dsDNA-AK bzw. der TT-IgG-AK und dem Gehalt an TT+-mBCs gab, 

korrelierte die Siglec1-MFI der SLE-Patienten negativ mit den TT+-mBCs (r = -0,6545, p 

= 0,0336). Je höher der Siglec1-Wert, also die Krankheitsaktivität, war, desto weniger 

TT+-mBCs generierte ein SLE-Patient. Bei allen drei Gruppen gab es eine positive 

Korrelation zwischen der Gesamt-Gedächtnis-B-Zellzahl und der TT+-mBCs. Bei den 

Gesunden korrelierten zusätzlich die Gesamt-B-Zellzahl, die Anzahl an TT+Ro52+-mBCs 

und die Anzahl an Ro52+-mBCs positiv mit dem Nachweis an TT+-mBCs. Bei den RA-

Patienten gab es ebenfalls eine leichte positive Korrelation zwischen dem Nachweis an 

Ro52+-mBCs und den TT+-mBCs.  

Die Höhe der Prednisolon-Dosis hatte keinen Einfluss auf den Nachweis an TT+-mBCs 

(SLE: r = -0,3744, p = 0,2553, RA: r = -0,3744, p = 0,2553).  

 

3.5 Ergebnisse der Impfstudie 
Nach Untersuchung der antigenspezifischen B-Zellen bzw. der anderen Parameter im 

Steady State wurde in einem nächsten Schritt die Kinetik unter den Bedingungen einer 

Immunaktivierung mittels Impfung analysiert.  

 

3.5.1 Gleichbleibende Siglec1 (CD169)-Signatur nach Impfung 
Keiner der sechs Patienten entwickelte innerhalb der ersten 14 Tage nach Impfung 

Symptome eines Krankheitsschubs oder fühlte sich subjektiv schlechter als vor der 

Impfung. Auch die gesunden Probanden berichteten über keine außergewöhnliche 

Impfreaktion.  

Zur Bestimmung der Krankheitsaktivität wurde bei allen Probanden die Siglec1-MFI an 

Tag 0 vor sowie an Tag 7 und Tag 14 nach der Impfung bestimmt. Der Verlauf ist in 

Abbildung 3.9 dargestellt. Alle Probanden waren vor der Impfung Siglec1-negativ (MFI < 

500) und blieben außer der Patientin RA3 auch an Tag 7 und Tag 14 nach der Impfung 

Siglec1-negativ (bzw. war bei SLE3 an Tag 14 ein leichter Anstieg auf 559 zu 

verzeichnen). Bei RA3 stieg der Wert von Tag 0 zu 7 von einer MFI von 145 auf 1242 an 

und sank an Tag 14 ohne korrelierende Klinik bzw. Impfreaktion auf 563 ab. Insgesamt 

zeigte sich zwischen Patienten und Gesunden kein nennenswerter Unterschied.  
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3.5.2 Typischer Plasmablastenanstieg an Tag 7 nach Impfung 
Wie eingangs dargelegt, wird nach einer Impfung ein Anstieg (antigenspezifischer) 

Plasmablasten (CD20lowCD27high) im Blut erwartet. Dieser Anstieg erreicht ca. sieben 

Tage nach einer Auffrischimpfung seinen Höchstwert und fällt anschließend wieder ab 

(28). 

Bis auf die Patienten SLE2 und RA3 war dies bei allen Probanden der Fall, wie aus 

Abbildung 3.10 ersichtlich wird. An Tag 7 erkennt man eine definierte Population von 

Plasmablasten, die an Tag 14 wieder deutlich zurückgeht. Bei SLE2 war weder an Tag 

0, 7 oder 14 eine Plasmablastenpopulation zu sehen. Bei RA3 kam es von Tag 0 zu Tag 

7 zunächst zu einer Reduktion der Plasmablasten von 2,42 % auf 1,67 % und dann 

verspätet an Tag 14 zu einer verstärkten Produktion von Blasten mit 9,13 %. Dieser 

Verlauf scheint insofern interessant, als dass RA3 bereits in Bezug auf die Siglec1-

Expression einen anderen Verlauf als die restlichen Probanden aufzeigte.  
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Abbildung 3.9 Gleichbleibende Siglec1-Signatur 
nach Impfung. Die gestrichelten Linien stellen den 
Siglec1-MFI-Grenzwert von 500 dar. MFI = median 
fluorescence intensity, HD = healthy donor, SLE = 
systemischer Lupus erythematodes, RA =  
rheumatoide Arthritis 
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Abbildung 3.10 Generierung von Plasmablasten an Tag 7 nach Boostrix®-Impfung im Blut.  Neben 
den Plasmablasten (CD20lowCD27high) sind die Gedächtnis-B-Zellen (mBCs, CD20+CD27+) und naiven BCs 
(CD20+CD27-) aller geimpften Probanden zu sehen; HD = healthy donor, SLE = systemischer Lupus 
erythematodes, RA = rheumatoide Arthritis 
 

3.5.3 Generierung TT-spezifischer Plasmablasten an Tag 7 nach Impfung  
Wie in Kapitel 3.5.2 bereits beschrieben, generierten fast alle Probanden an Tag 7 

verstärkt Plasmablasten in Reaktion auf die TT-Impfung. Im nächsten Schritt wurden 

diese auf ihre Spezifität gegenüber dem TT untersucht. 8P�P|JOLFKVW�ÄKRFKVSH]LILVFKH³�

Zellen zu identifizieren, wurde - anders als bei den Färbungen der Baseline-Messung - 

eine zusätzliche Färbung durchgeführt, in der neben Cy5-konjugiertem TT auch PE-

konjugiertes TT enthalten war. Die Zellen, die doppelt positiv waren, also beide TT-

Antigene binden konnten, galten als hochspezifisch und wurden für die weitere 

Auswertung herangezogen. Abbildung 3.11 A zeigt exemplarisch die Generierung 

doppelt positiver Plasmablasten eines gesunden Spenders.  
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Abbildung 3.11 Generierung TT-spezifischer Plasmablasten (TT-Cy5+TT-PE+CD20lowCD27high) nach 
Boostrix®-Impfung. A: Exemplarische Darstellung der TT-Cy5+TT-PE+CD20lowCD27high-Zellen eines HD 
an Tag 0 vor sowie an Tag 7 und Tag 14 nach Impfung. In der oberen Reihe sind die TT-Färbungen zu 
sehen und unten der jeweils entsprechende Block. B: TT-Cy5+TT-PE+CD20lowCD27high-Level aller 
geimpften Probanden an Tag 0 vor sowie an Tag 7 und Tag 14 nach der Impfung. C: Differenz Tag 7- Tag 
0 der TT-Cy5+TT-PE+CD20lowCD27high-Zellen aller geimpften Probanden; TT = Tetanustoxoid, HD = healthy 
donor, SLE = systemischer Lupus erythematodes, RA = rheumatoide Arthritis, ml = Milliliter, ǻ = Delta 
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Während an Tag 0 vor der Impfung keine doppelt positiven Zellen zu sehen sind, ist an 

Tag 7 eine klar abgrenzbare Population zu erkennen, die an Tag 14 wieder 

verschwunden ist. Der darunter abgebildete TT-Block zeigt eine Inhibition von 100 %, 

was die hohe Spezifität der an Tag 7 gebildeten Plasmablasten weiter belegt. Da ein Drei- 

bzw. Vierfachimpfstoff verwendet wurde, befinden sich unter den restlichen 

Plasmablasten mit hoher Wahrscheinlichkeit noch Diphtherie-, Pertussis- (und 

Poliomyelitis-) spezifische Plasmablasten.  

In Abbildung 3.11 B sind die Ergebnisse der doppelt positiven TT-spezifischen 

Plasmablasten aller Probanden dargestellt. Man sieht, dass sich die HD alle ähnlich 

verhielten und alle TT-Cy5+TT-PE+-Plasmablasten an Tag 7 bildeten (HD1 137, HD2 105 

und HD3 47 Cy5+TT-PE+CD20lowCD27high-Zellen/ml). Im Kontrast dazu zeigten die 

Patienten eine sehr unterschiedliche Impfreaktion. SLE3 und RA1, die umfänglich 

Plasmablasten nach der Impfung produzierten, generierten auch hohe Zahlen an TT-

Cy5+TT-PE+-Plasmablasten (168 bzw. 1451 TT-Cy5+TT-PE+CD20lowCD27high-Zellen/ml). 

Die anderen vier Patienten entwickelten trotz einer Induktion von Plasmablasten wie bei 

SLE1 und RA2 kaum spezifische Plasmablasten (SLE1 2, SLE2 0, RA2 28 und RA3 5 

Cy5+TT-PE+CD20lowCD27high-Zellen/ml).  

$EELOGXQJ������&�EHOHJW�GLH�'LIIHUHQ]�GHU�GRSSHOW�SRVLWLYHQ�3ODVPDEODVWHQ�ǻ7DJ�-Tag0. 

RA3, die ihren Plasmablasten-Höchstwert an Tag 14 statt an Tag 7 entwickelte, wies an 

diesem Tag auch die meisten TT-Cy5+TT-PE+CD20lowCD27high-Zellen auf (11 Zellen/ml).  

Zur weiteren Beurteilung der Plasmablasten im aktivierten Immunzustand wurde in der 

Impfstudie HLA-DR als Antikörper hinzugegeben. HLA-DR ist ein Marker für frisch 

generierte Plasmablasten, der bei Ausreifung zur Plasmazelle herunterreguliert wird (14). 

Wie zu erwarten exprimierte keiner der Geimpften ± bis auf SLE3 mit 5 Zellen/ml- TT-

spezifischen Plasmablasten mit niedrigem HLA-DR-Gehalt (Abbildung 3.12 A). Bei 

Analyse der TT-spezifischen Plasmablasten mit hohem HLA-DR-Gehalt hingegen 

reagierten Gesunde und Patienten unterschiedlich (Abbildung 3.12 B). Bei den *HVXQGHQ�

VWLHJ�GLH�=DKO�GLHVHU�=HOOHQ�YRQ�7DJ���]X�7DJ���DQ�XQG�VDQN�ELV�7DJ����ZLHGHU�DE��SLE3 

und RA1 zeigten ein ähnliches Verhalten. SLE1, RA2 und RA3, die kaum TT-spezifische 

Plasmablasten generierten, entwickelten auch kaum welche mit hohem HLA-DR-Gehalt. 

SLE2 entwickelte an Tag 14 sehr viele TT-Cy5+TT-PE+HLA-DRhighCD20lowCD27high-

Zellen, wobei es sich hierbei wahrscheinlich um ein Artefakt handelt, da die Patientin 

praktisch keine Plasmablasten generierte und eine einzelne positive Zelle bei 

Umrechnung so hohe Werte erbrachte.  
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Abbildung 3.12 Darstellung der TT-spezifischen Plasmablasten nach HLA-DR-Gehalt nach 
Boostrix®-Impfung. TT-Cy5+TT-PE+HLA-DRlowCD20lowCD27high-Zellen (A) sowie TT-Cy5+TT-PE+HLA-
DRhighCD20lowCD27high-Zellen (B) an Tag 0 vor sowie an Tag 7 und Tag 14 nach der Boostrix®-Impfung; 
TT = Tetanustoxoid, HD = healthy donor, SLE = systemischer Lupus erythematodes, RA = rheumatoide 
Arthritis, ml = Milliliter  
 

3.5.4 Generierung TT-spezifischer Gedächtnis-B-Zellen an Tag 14 nach Impfung  
Analog zu den Plasmablasten wurden für die Auswertung der TT-spezifischen 

Gedächtnis-B-Zellen die doppelt positiven TT-Cy5+TT-PE+-Zellen berücksichtigt. 

Abbildung 3.13 A stellt beispielhaft den Verlauf dieser doppelt positiven Gedächtnis-B-

Zellen eines gesunden Spenders dar. Während an Tag 0 vor Impfung nur 0,13 % aller 

Gedächtnis-B-Zellen TT-Cy5- und TT-PE- positiv waren, waren es an Tag 7 nach Impfung 

0,21 % und an Tag 14 0,62 %. Auch bei den anderen gesunden Probanden stieg die 

Anzahl TT-spezifischer Gedächtnis-B-Zellen im Blut von Tag 0 über Tag 7 zu Tag 14 

stetig an (Abbildung 3.13 B links oben). Die Analyse der verschiedenen Subpopulationen 

zeigte, dass dieser Gesamt-Anstieg vor allem auf einen Anstieg der nicht-

klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen (TT-Cy5+TT-PE+IgD+CD27+) zurückzuführen 

war (Abbildung 3.14 A). Bei den klassengewechselten TT-spezifischen Subpopulationen 

IgD-CD27+ und IgD-CD27- war hingegen nur eine sehr geringfügige Fluktuation zu 

verzeichnen und die Zahlen bewegten sich in einem verhältnismäßig niedrigen 

Zellzahlbereich (Abbildung 3.14 B und Abbildung 3.14 C). 
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Abbildung 3.13 Generierung TT-spezifischer Gedächtnis-B-Zellen (TT-Cy5+TT-PE+CD20+CD27+) 
nach Boostrix®-Impfung. A: Exemplarische Darstellung der TT-Cy5+TT-PE+CD20+CD27+-Zellen eines 
HD an Tag 0 vor sowie an Tag 7 und Tag 14 nach Impfung. In der oberen Reihe sind die TT-Färbungen zu 
sehen und unten der jeweils entsprechende Block. B: TT-Cy5+TT-PE+CD20+CD27+-Level aller geimpften 
Probanden an Tag 0 vor sowie an Tag 7 und Tag 14 nach der Impfung. C: Differenz Tag 14- Tag 0 der TT- 
TT-Cy5+TT-PE+CD20+CD27+-Zellen aller geimpften Probanden; TT = Tetanustoxoid, HD = healthy donor, 
SLE = systemischer Lupus erythematodes, RA = rheumatoide Arthritis, ml = Milliliter, ǻ� �'HOWD
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Abbildung 3.14 TT-spezifische Gedächtnis-B-Zell-Subpopulationen aller geimpften Probanden an 
Tag 0 vor sowie an Tag 7 und Tag 14 nach der Boostrix®-Impfung.Abgebildet sind die TT-Cy5+TT-
PE+IgD+CD27+- (A), TT-Cy5+TT-PE+IgD-CD27+- (B) und TT-Cy5+TT-PE+IgD-CD27-- (C) Zellen aller 
Probanden; TT = Tetanustoxoid, HD = healthy donor, SLE = systemischer Lupus erythematodes, RA = 
rheumatoide Arthritis, ml = Milliliter  
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Abweichungen jedoch sehr moderat (HD2: Tag 0 0, Tag 7 0, Tag 14 5 Zellen/ml; HD3: 

Tag 0 6, Tag 7 5 und Tag 14 0 Zellen/ml).  

Im Gegensatz zu den HD zeigten die SLE-Patienten einen etwas anderen Verlauf 

(Abbildung 3.13 B rechts oben). SLE1 zeigte praktisch keinen Zuwachs an TT-

spezifischen Gedächtnis-B-Zellen (Tag 0 17, Tag7 22, Tag 14 13 Zellen/ml). Bei SLE2 

und SLE3 stieg die Anzahl der Zellen von Tag 0 zu Tag 7 an und sank zu Tag 14 wieder 

ab (SLE2: Tag 0 66, Tag 7 175, Tag 14 118 Zellen/ml, SLE3: Tag 0 28, Tag7 71, Tag14 

55 Zellen/ml). Insgesamt lag der Höchstwert der Gesamt-mBCs bei allen SLE-Patienten 

- anders als bei den HD - an Tag 7 statt an Tag 14. Dies bestätigte sich auch in der 

Aufgliederung in die verschiedenen Gedächtnis-B-Zell-Kompartimente. Hier zeigte sich 

in allen drei Kompartimenten der Höchstwert an Tag 7 oder es war kaum eine Fluktuation 

über die 14 Tage zu verzeichnen (Abbildung 3.14). SLE2, deren Impfung mindestens 20 

Jahre zurücklag und die an Tag 7 nach Impfung keine spezifischen Plasmablasten 

generierte, hatte interessanterweise bereits vor der Impfung viele TT-spezifische mBCs.  

Die RA-Patienten zeigten unterschiedliche Impfverläufe. RA1 und RA2 erreichten ihren 

Höchstwert an TT-spezifischen Gedächtnis-B-Zellen genau wie die SLE-Patienten an 

Tag 7 nach Impfung, wohingegen bei RA3 ein kontinuierlicher Anstieg wie bei den HD zu 

verzeichnen war (Abbildung 3.13 B links unten). Während die Kurve bei RA2 und RA3 

jedoch verhältnismäßig flach verlief (RA2: Tag 0 10, Tag 7 66, Tag 14 19 Zellen/ml; RA3: 

Tag 0 13, Tag 7 16, Tag 14 74 Zellen/ml), zeigte RA1 von allen geimpften Probanden 

den stärksten Anstieg und Abfall an TT+-mBCs (Tag 0 9, Tag 7 368, Tag 14 217 

Zellen/ml). Hierbei sei erwähnt, dass die Patientin nach Komplettierung der 

Grundimmunisierung vor ca. 25 Jahren keine Auffrischimpfungen im Jugendlichenalter 

erhielt. Die Dynamik der verschiedenen Subpopulationen entsprach bei allen RA-

Patienten der der Gesamt-Gedächtnis-B-Zell-Population (Abbildung 3.14). RA3 

demonstrierte als einziger Spender einen etwas stärkeren Anstieg TT-spezifischer Zellen 

innerhalb der sog. doppelt negativen Population (Tag 0 4, Tag 7 0, Tag 14 28 Zellen/ml). 

Abbildung 3.13 C zeigt den Zuwachs an TT-Cy5+TT-PE+CD20+CD27+-Zellen in der 

'LIIHUHQ]� ǻ7DJ��-Tag0 aller Probanden auf. Hier zeigt sich, dass bei AID-Patienten 

weniger TT-spezifische Gedächtnis-B-Zellen als bei Gesunden induziert werden. 

 

3.5.5 Steigende TT-Titer bei Patienten und Gesunden nach Impfung 
Neben der zellulären Immunantwort wurde auch die humorale Immunantwort nach 

Impfung in Form der TT-IgG-Titer im Blut bestimmt. Alle Probanden wiesen an Tag 0 vor 
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GHU�,PSIXQJ�HLQHQ�7LWHU�YRQ�������,8�PO�DXI�XQG�KDWWHQ�VRPLW�EHUHLWV�YRU�GHU�LQGL]LHUWHQ�

Auffrischimpfung einen ausreichenden Schutz gegen das Tetanustoxin. Bis auf RA2, RA3 

und SLE2 zeigten die anderen sechs Probanden einen konstanten Titer-Anstieg von Tag 

0 über 7 bis Tag 14 (Abbildung 3.15). RA2 und RA3 verzeichneten einen verhältnismäßig 

geringen Anstieg. SLE2, die gar keine (TT-spezifischen) Plasmablasten an Tag 7 

generierte und an Tag 0 die höchste Anzahl an TT-Cy5+TT-PE+CD20+CD27+-Zellen 

aufzeigte, hatte an Tag 7 und Tag 14 die höchsten TT-Titer im Blut (Tag 7 36,98 IU/ml, 

Tag 14 30,88 IU/ml). Der TT-Titer an Tag 0 lag bei 55,42 IU/ml. Hierbei könnte es sich 

jedoch um ein Artefakt handeln, da die optische Dichte dieser Probe fast so hoch wie der 

höchste Wert der Standardkurve war. Nichtsdestotrotz deutet auch dies darauf hin, dass 

der Titer an Tag 0 bereits sehr hoch war.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

3.5.6 Keine Induktion autoantigenspezifischer B-Zellen nach TT-Impfung 
Um die Auswirkung der TT-Impfung auf die Autoimmunerkrankungen - insbesondere mit 

Hinblick auf eine Bystander-Aktivierung - weiter zu beurteilen, wurden neben der Siglec1-

MFI die antigenspezifischen Plasmablasten- und mBC-Level der Autoantigene Ro52 und 

PTX3 sowie die TT+Ro52+ und TT+PTX3+ doppelt positiven B-Zellen vor und nach 
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Impfung bestimmt. Da alle Probanden sowohl absolut als auch relativ betrachtet mehr 

Ro52- als PTX3-spezifische Zellen hatten, die Verläufe sich jedoch sehr ähnelten, wird 

im Folgenden repräsentativ für beide Autoantigene auf die Ro52-spezifischen Zellen 

fokussiert (Abbildung 3.16).  

Die SLE-Patienten und RA1 wiesen bereits an Tag 0 vor der Impfung einige Ro52+-

Plasmablasten auf (Abbildung 3.16 A, max. 6 Zellen/ml). Während die Anzahl der Zellen 

bei den SLE-Patienten über die 14 Tage der Nachbeobachtung kaum variierte, zeigte 

RA1 einen deutlichen Anstieg auf 121 Zellen/ml an Tag 7 mit anschließendem Abfall. Bei 

den HD war ebenfalls ein minimaler Anstieg (max. 14 Zellen/ml) an Tag 7 mit 

anschließendem Abfall zu sehen. RA3, die ihren Plasmablasten-Höchstwert verspätet an 

Tag 14 entwickelte, wies auch einen deutlichen Anstieg der Ro52+-Plasmablasten an 

diesem Tag auf. Die Werte bei RA2 blieben an allen Tagen bei 0.  

In Übereinstimmung mit den Daten aus der Baseline-Messung hatten alle Probanden an 

Tag 0 bereits Ro52+-mBCs (Abbildung 3.16 B). Nach Impfung zeigten hier sieben der 

neun Probanden einen ähnlichen Verlauf: Von Tag 0 zu Tag 7 kam es zu einem Anstieg 

der Zellzahl mit anschließendem Abfall. Dabei hob sich RA1 insofern ab, als dass Anstieg 

und Abfall genau wie bei den Ro52+-Plasmablasten sehr viel steiler als bei den anderen 

sechs Probanden waren. RA3 verhielt sich genau invers dazu und SLE1 zeigte von Tag 

0 auf Tag 7 eine Reduktion, bevor die Zellzahl konstant blieb.  

Doppelt positive Plasmablasten (Abbildung 3.16 C) bildeten lediglich HD1 (5 Zellen/ml), 

HD2 (5 Zellen/ml) und RA1 (13 Zellen/ml) an Tag 7 aus. SLE1 hatte an Tag 0 2 TT+Ro52+-

Plasmablasten/ml. Der Verlauf der doppelt positiven mBCs (TT+Ro52+mBCs, Abbildung 

3.16 D) war sehr heterogen. Bei HD2, HD3, RA1 und RA3 fiel die Zahl der 

TT+Ro52+mBCs bis Tag 7 und stieg anschließend wieder an. Bei RA2 erhöhte sich die 

Anzahl der Zellen und sank dann wieder ab. Bei HD1 stiegen und bei SLE1 sanken die 

Zellen bis Tag 14 stetig. Bei den SLE2 und SLE3 variierte die Zellzahl kaum.  

Zusammenfassend zeigte sich zwischen Patienten und Gesunden kein Unterschied in 

der Generation autoantigener B-Zellen nach Impfung. Es kam zwar bei allen Probanden 

zu einer gesteigerten Produktion anderer antigen- als nur TT-spezifischer B-Zellen und 

somit zu einer impfgetriggerten Bystander-Reaktion. Deren Anzahl sank jedoch bis Tag 

14 fast wieder auf das Ursprungsniveau zurück bzw. bewegten sich die Zahlen in einem 

sehr niedrigen Bereich. Somit sind bei Gesunden als auch Patienten 

Kontrollmechanismen aktiv, die eine Expansion autoreaktiver Zellen nach Impfung 

begrenzen.  
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Abbildung 3.16 Keine vermehrte Induktion von Ro52+- und TT+Ro52+- Plasmablasten 
(CD20lowCD27high) und Gedächtnis-B-Zellen (CD20+CD27+) nach Boostrix®-Impfung. Dargestellt sind 
die Ro52+CD20lowCD27high- (A), Ro52+CD20+CD27+- (B), TT+Ro52+CD20lowCD27high- (C) und 
TT+Ro52+CD20+CD27+- (D) Zellen an Tag 0 vor sowie an Tag 7 und Tag 14 nach Impfung; TT = 
Tetanustoxoid, HD = healthy donor, SLE = systemischer Lupus erythematodes, RA = rheumatoide Arthritis, 
ml = Milliliter 
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4 Diskussion 
4.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse  
In der vorliegenden Arbeit wurden TT-, Ro52- sowie TT-und-Ro52-spezifische B-Zell-

Subpopulationen bei SLE- und RA-Patienten im sog. Steady State im Blut bestimmt und 

mit denen von Gesunden verglichen. Des Weiteren wurden SLE-Patienten, RA-Patienten 

und Gesunde gegen Tetanus geimpft und ihre antigenspezifische B-Zell-Impfantwort an 

Tag 0 vor sowie an Tag 7 und Tag 14 nach der Impfung gemessen. Neben dem TT- und 

Ro52-Antigen wurde hier zusätzlich das PTX3-Antigen untersucht. Parallel erfolgte bei 

allen Spendern eine Messung der TT-Antikörper-Titer. 

Die absolute Anzahl TT- und Ro52-spezifischer Gedächtnis-B-Zellen war bei SLE- und 

RA-Patienten im Vergleich zu Gesunden im Steady State signifikant vermindert. Diese 

Verminderung wurde vor allem durch die nicht-klassengewechselten Gedächtnis-B-

Zellen bedingt. Innerhalb der RA-Kohorte korrelierte die Anzahl TT-spezifischer 

Gedächtnis-B-Zellen negativ mit dem Alter. Bei den SLE-Patienten zeigte sich eine 

negative Korrelation zwischen TT+-mBCs und der Siglec1-MFI. Die Analyse der TT-und-

Ro52-doppelt positiven Gedächtnis-B-Zellen ergab ebenfalls eine signifikant niedrigere 

Absolutzahl bei Patienten verglichen mit Gesunden. Demgegenüber war der Titer an TT-

spezifischen Antikörpern zwischen den drei Gruppen vergleichbar.  

Nach TT-Impfung entwickelte keiner der Patienten einen Krankheitsschub und es kam zu 

keiner nennenswerten impfgetriggerten Bystander-Reaktion gegen die beiden 

Kontrollantigene. Während die Gesunden alle ähnlich reagierten, variierte die 

Impfantwort der Patienten deutlich. So entwickelten einige Patienten nur wenige und 

andere übermäßig viele Plasmablasten. Bei Betrachtung der TT-spezifischen 

Gedächtnis-B-Zellen zeigten die Patienten eine geringere Induktion als die Gesunden. 

Bei den SLE- und zwei der RA-Patienten zeigte sich der Höchstwert der TT+-mBCs an 

Tag 7 mit anschließendem Abfall, wohingegen bei den Gesunden ein konstanter Anstieg 

von Tag 0 zu Tag 14 nach Impfung zu verzeichnen war. Eine Analyse der einzelnen 

Gedächtnis-B-Zell-Kompartimente zeigte, dass dieser konstante Anstieg der Gesamt-

mBCs bei den Gesunden durch einen Anstieg der nicht-klassengewechselten 

Gedächtnis-B-Zellen hervorgerufen wird. Der TT-Antikörper-Titer stieg bei acht 

Geimpften nach Impfung an.  
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Insgesamt zeigt die Studie erste Einsichten in unterschiedliche zelluläre Kinetiken nach 

Impfung zwischen Autoimmunpatienten und Gesunden, die Hypothesen für 

tiefergehende Untersuchungen ergeben.  
 

4.2 Interpretation und Vergleich der Ergebnisse mit anderen Studien 
4.2.1 B-Zell-Subpopulationen und Siglec1-Signatur bei SLE- und RA-Patienten 
Die hier untersuchte SLE-Kohorte wies signifikant weniger periphere B-Zellen als die 

gesunde Kohorte auf (Abbildung 3.1). Dieses Ergebnis stimmt mit der allgemein 

bekannten B-Lymphopenie bei SLE-Patienten überein, die einerseits durch die 

Autoimmunerkrankung selbst und andererseits durch die immunsuppressive Therapie 

verursacht wird (17, 67). Des Weiteren zeigten die SLE-Patienten einen signifikant 

höheren Anteil sog. doppelt negativer (DN) B-Zellen auf, was ebenfalls bereits bekannten 

Beobachtungen entspricht (Abbildung 3.2) (16). Die Bedeutung dieser doppelt negativen 

Population ist bislang noch unklar und Gegenstand aktueller Forschung.  

Im Unterschied zu diesen Übereinstimmungen konnte die bereits vielfach beschriebene 

Expansion von Plasmablasten bei SLE-Patienten (17) sowie die signifikant erhöhte 

Siglec1-Expression bei SLE-und RA-Patienten (4, 6) gegenüber Gesunden nicht bestätigt 

werden (Abbildung 3.2 und Abbildung 3.3). Dies liegt vermutlich daran, dass beide 

Parameter positiv mit der Krankheitsaktivität korrelieren und die hier untersuchten 

Patienten jedoch größtenteils klinisch inaktiv waren bzw. nur eine milde 

Krankheitsaktivität aufzeigten.  

In der RA-Kohorte konnte kein signifikanter Unterschied in der Gesamt-B-Zellzahl 

gegenüber Gesunden nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den 

Beobachtungen von Souto-Carneiro et al. (20) überein, wobei die Datenlage hier 

insgesamt sehr heterogen und begrenzt ist. Das typische verminderte Vorkommen nicht-

klassengewechselter Gedächtnis-B-Zellen im Blut von RA-Patienten gegenüber 

Gesunden bestätigte sich (22).  

Aufgrund der Übereinstimmung dieser Daten mit allgemein bekannten Charakteristika 

von SLE- und RA-Patienten (4, 6, 16, 17, 20) können die hier generierten Ergebnisse der 

antigenspezifischen B-Zellen stellvertretend für die o.g. Autoimmunerkrankungen gelten. 
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4.2.2 TT-Impfschutz bei Autoimmunpatienten und Gesunden  

4.2.2.1 TT-Block 
Zum Nachweis der spezifischen Bindung des TT an den BCR wurde für die Mehrheit der 

Spender erfolgreich ein TT-Block durchgeführt. Schaut man sich den TT-Block im 

Grundzustand (Abbildung 3.4) und direkt nach Impfung (Abbildung 3.11 und Abbildung 

3.13) an, sieht man, dass der Block nach Impfung eine Inhibition von nahezu 100 % zur 

Folge hat, während im Grundzustand noch einige TT-spezifische B-Zellen nachweisbar 

sind. Dies zeigt, dass direkt nach einer Impfung hochspezifische Gedächtnis-B-Zellen 

generiert werden, deren Spezifität mit der Zeit wieder abnimmt.  

 

4.2.2.2 Verminderter zellulärer Impfschutz von Autoimmunpatienten 
Während zahlreiche Studien die humorale Immunantwort gegenüber Impfantigenen bei 

Autoimmunpatienten untersucht haben, gibt es nur wenige Studien, die Informationen zur 

zellulären Immunantwort liefern. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit exemplarisch 

TT-spezifische B-Zellen bzw. B-Zell-Subpopulationen bei SLE- und RA-Patienten im Blut 

untersucht. Die Analyse wurde sowohl im Grund- als auch im aktivierten Zustand nach 

Impfung durchgeführt. Da vorausgegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe 

gezeigt haben, dass (Gedächtnis-)B-Zellen von Autoimmunpatienten eine verminderte 

Responsivität gegenüber verschiedener Stimuli aufweisen und sich - unabhängig von der 

Immunsuppression - in einem sog. postaktivierten Zustand befinden (71), resultierte die 

Hypothese, dass sie auch geringer auf impfpräventable Antigene reagieren und folglich 

weniger antigenspezifische (Gedächtnis-)B-Zellen generieren könnten.  

Tatsächlich hatten beide Patientengruppen im Steady State signifikant weniger TT-

spezifische Gedächtnis-B-Zellen als Gesunde (Abbildung 3.5). Auch innerhalb der ersten 

zwei Wochen nach TT-Impfung generierten beide Patientengruppen weniger TT-

spezifische Gedächtnis-B-Zellen als Gesunde, obgleich der Unterschied hier aufgrund 

der geringen Fallzahl an Geimpften nicht signifikant war (Abbildung 3.13). Auf den ersten 

Blick scheint diese absolute Reduktion antigenspezifischer Gedächtnis-B-Zellen 

angesichts der Tatsache, dass beide Patientengruppen auch insgesamt weniger 

(Gedächtnis-)B-Zellen als die Gesunden aufzeigten, plausibel. Zudem korrelierte die 

Anzahl TT-spezifischer mBCs mit der Anzahl der Gesamt-mBCs (Tabelle 3.3). Da 

Gedächtnis-B-Zellen jedoch eine Schlüsselrolle in der sekundären Immunantwort 

spielen, stellt sich die Frage, ob Autoimmunpatienten über einen ausreichenden 
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zellulären Schutz gegenüber impfpräventablen Erkrankungen wie zum Beispiel Tetanus 

verfügen.  

Bei den RA-Patienten, die einen deutlich höheren Altersmedian als die anderen beiden 

Probandengruppen aufwiesen, korrelierte die Anzahl der TT+-mBCs negativ mit dem Alter 

der Patienten (Tabelle 3.3). Allgemein ist bekannt, dass das Immunsystem im Alter einer 

Immunseneszenz unterliegt und ältere Menschen daher vulnerabler gegenüber 

Infektionskrankheiten sind (72). Die rheumatoide Arthritis ist eine Erkrankung, die eher 

im höheren Alter auftritt, sodass RA-Patienten nicht nur bedingt durch die Erkrankung 

selbst, sondern auch durch das Lebensalter einen verminderten zellulären Schutz 

gegenüber impfpräventablen Antigenen aufweisen.  

Bei den SLE-Patienten zeigte sich neben der absoluten auch eine relative Reduktion TT-

spezifischer Gedächtnis-B-Zellen im Grundzustand (Abbildung 3.5), was den Eindruck 

erweckt, dass die Gedächtnis-B-Zellen dieser Patienten nicht in der Lage sind, eine 

ausreichend protektive zelluläre Immunantwort gegenüber fremden Antigenen zu 

generieren. Unterstützt wird dieser Eindruck auch durch die Ergebnisse nach Impfung. 

Während die Anzahl TT-spezifischer Gedächtnis-B-Zellen bei den Gesunden bis Tag 14 

stetig anstieg, erreichten die SLE-Patienten an Tag 7 ihren Höchstwert mit 

anschließendem Abfall (Abbildung 3.13). Nach einer zunächst adäquat beginnenden 

Immunantwort schien diese nicht bis zum Ende ausgeführt werden zu können. Auch RA1 

und RA2 zeigten solch einen Verlauf. RA3 verhielt sich zwar eher wie die gesunden 

Kontrollen, jedoch war der Anstieg von Tag 0 bis Tag 14 geringer.  

Eine mögliche Erklärung für diese gestörte zelluläre Immunantwort liefern 

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, die eine Hyporesponsivität des BCR von 

Gedächtnis-B-Zellen bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen zeigten (71). Aufgrund 

einer chronischen in vivo Stimulation des BCR kann nach Antigenbindung keine 

adäquate Immunantwort ausgelöst werden. Die TT-spezifischen Gedächtnis-B-Zellen, 

die nach Primärimpfung entstanden sind, reagieren nur schwach auf die erneute 

Antigenexposition und proliferieren und differenzieren weniger. Deutlich wird dies auch 

anhand der Patientin RA2: Die Patientin wies mit 474 B-Zellen/µl an Tag 0 die höchste 

B-Zellzahl aller geimpften Probanden auf, aber entwickelte verhältnismäßig wenig TT-

spezifische Gedächtnis-B-Zellen nach Impfung.  

Des Weiteren scheinen Typ I Interferone die Gedächtnis-B-Zellen zu beeinflussen, was 

an der negativen Korrelation der TT+-mBCs und der Siglec1 (CD 169)-Expression bei den 

SLE-Patienten deutlich wird (Tabelle 3.3). Je höher die Siglec1-Expression war, desto 
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weniger TT+-mBCs generierte ein SLE-Patient. Aufgrund der positiven Korrelation der 

IFN I-induzierten Siglec1-Expression auf Monozyten mit der Krankheitsaktivität (SLEDAI) 

bei SLE-Patienten würde dies zum einen bedeuten, dass klinisch aktive SLE-Patienten 

einen geringeren zellulären Schutz gegenüber impfpräventablen Antigenen aufweisen als 

klinisch inaktive SLE-Patienten. Zum anderen beweist dies indirekt den Einfluss der Typ 

I IFN in der Regulierung antigenspezifischer B-Zellen. Parallel durchgeführte 

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten eine signifikant höhere Expression von 

STAT1, einem Transkriptionsfaktor, in verschiedenen B-Zell-Subpopulationen von SLE-

Patienten gegenüber Gesunden beobachten, welche positiv mit der Siglec1-MFI 

korrelierte (73). Inwiefern die einzelnen Beobachtungen jedoch zusammenhängen, 

bedarf weiterer Untersuchungen. Aktuell werden die funktionellen Konsequenzen der 

erhöhten STAT1-Expression in unserer Forschungsgruppe analysiert.  

Die gestörte zelluläre Immunität bei Autoimmunerkrankten wird auch anhand der 

Plasmablastenentwicklung nach Impfung deutlich. So zeigten die drei Gesunden einen 

recht homogenen Verlauf und entwickelten ähnlich viele TT-spezifische Plasmablasten 

(Abbildung 3.11), die alle ähnlich viel HLA-DR exprimierten (Abbildung 3.12). Die 

Patienten hingegen verhielten sich sehr heterogen. Entweder exprimierten sie deutlich 

mehr oder deutlich weniger TT-spezifische Plasmablasten verglichen mit den Kontrollen. 

Auch die HLA-DR-Expression der TT-spezifischen Plasmablasten variierte stark.  

Zusammenfassend wird deutlich, dass Patienten mit Autoimmunerkrankungen eine 

verminderte zelluläre Aktivierung gegenüber impfpräventablen Antigenen aufweisen. Da 

sich über die hierfür verantwortlichen Mechanismen wie die Postaktivierung von B-Zellen 

jedoch nur spekulieren lässt, sind weitere Untersuchungen notwendig.  

 

4.2.2.3 Ausreichender humoraler Impfschutz von Autoimmunpatienten 
Neben der zellulären existiert die humorale Immunantwort, die vorrangig für die 

Produktion von Antikörpern verantwortlich ist. Diese Antikörper bilden zusammen mit den 

Gedächtniszellen einen wichtigen Bestandteil des immunologischen Gedächtnisses und 

verhindern bei Zweitkontakt mit einem Pathogen den erneuten bzw. nach Impfung 

überhaupt erst den Ausbruch einer Infektion (8). Die Produktion der Antikörper erfolgt 

durch langlebige im Knochenmark residente Plasmazellen, die unabhängig von den 

Gedächtniszellen fungieren (68, 69). Deutlich wird die Unabhängigkeit der zwei Systeme 

auch beispielhaft an Patient SLE1, der nach TT-Impfung kaum TT-spezifische 
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Gedächtnis-B-Zellen generierte (Abbildung 3.13), aber einen stetigen Anstieg der TT-

IgG-AK aufzeigte (Abbildung 3.15).  

Die Analyse der TT-IgG-Antikörper im Steady State ergab keinen signifikanten 

Unterschied zwischen Patienten und Gesunden, auch wenn der Median der Patienten 

etwas geringer lag (Abbildung 3.8). Nach Impfung stieg der TT-IgG-Titer aller Probanden 

mit Ausnahme von SLE2 an. Diese Ergebnisse stimmen mit den Erkenntnissen einer von 

Csuka et al. durchgeführten Studie überein, in der die Untersuchung der TT-IgG-AK von 

knapp 300 SLE-Patienten, 160 MG (Myasthenia gravis)- Patienten  und 200 HD 

vergleichbare Titer zwischen den Gruppen erbrachte. Lediglich SLE-Patienten über 60 

Jahren schienen in der Studie geringere TT-Titer aufzuweisen (50). In der hier 

durchgeführten Studie stiegen die TT-IgG-AK-Titer der ältesten zwei Probanden RA2 (65 

Jahre) und RA3 (57 Jahre) nach Impfung verhältnismäßig gering an. Bei RA1 (27 Jahre) 

hingegen nahm der Titer stark zu. Dies verdeutlicht ebenfalls, dass das Immunsystem im 

Alter an Effektivität verliert bzw. die Anergie zunimmt. RA-Patienten weisen somit nicht 

nur einen verminderten zellulären, sondern aufgrund ihres Alters auch einen 

verminderten humoralen Schutz gegenüber Impfantigenen bzw. Infektionserregern auf.  

SLE2, die gar keine Plasmablasten nach Impfung generierte, hatte nichtsdestotrotz an 

allen drei Messtagen der Impfstudie die höchsten TT-IgG-AK-Titer. Eine mögliche 

Erklärung hierfür ist, dass der Körper aufgrund der bereits hohen vorhandenen TT-Titer 

keine Notwendigkeit sah, weitere TT-AK und somit auch keine Plasmablasten zu 

generieren. Erstaunlich ist hierbei jedoch, dass die letzte TT-Impfung der Patientin mehr 

als 20 Jahre zurücklag und deswegen eher niedrigere Titer erwartet wurden.  

Zwei weitere Studien, die die TT-Antikörper-Titer von AID-Patienten untersuchten, 

ergaben ein konträres Ergebnis, d.h. einen verminderten humoralen TT-Impfschutz. Die 

eine Studie untersuchte jedoch nur Kinder und Jugendliche mit SLE und wies eine kleine 

Fallzahl auf (30 SLE-Patienten vs. 14 HD) (51). Bei der anderen Studie wurden zwar über 

180 Patienten eingeschlossen, allerdings wiesen diese zehn unterschiedliche 

Autoimmunerkrankungen auf, welche allesamt zusammen und nicht getrennt betrachtet 

wurden. Des Weiteren erfolgte kein Vergleich mit einer gesunden Kohorte (52).  

Kaur et al., die SLE-Patienten und Gesunde gegen Influenza impften und deren 

qualitative Immunantwort erfassten, beobachteten eine höhere Avidität und 

Neutralisierungskapazität der Antikörper der SLE-Patienten. Sie schlussfolgerten, dass 

SLE-Patienten sogar eine bessere humorale Immunantwort gegenüber fremden 

Antigenen generieren könnten als Gesunde. Das unbestrittene höhere Infektionsrisiko 
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von Autoimmunpatienten führen sie DXI� GLH� ÄDXWRimmunen Komorbiditäten, die 

immunsuppressive Therapie und die krankheitsassoziierten Immunabnormalitäten wie 

GLH�/HXNRSHQLH³�(74) zurück.  

Insgesamt wird deutlich, dass die humorale Impfantwort bei Autoimmunerkrankten im 

Gegensatz zur zellulären Impfantwort intakt zu sein scheint, obgleich die Literatur 

teilweise widersprüchliche Ergebnisse liefert. Möglicherweise genügt der (effektivere) 

humorale (Impf-)schutz bei Autoimmunpatienten, um den verminderten zellulären Schutz 

gegen Infektionskrankheiten zu kompensieren. Daher sollten Impfungen vor dem 

Hintergrund des erhöhten Infektionsrisikos ein wichtiger Bestandteil in der Behandlung 

von Autoimmunerkrankten sein.  

 

4.2.2.4 Entwicklung der Gedächtnis-B-Zell-Subpopulationen nach Auffrisch-
impfung bei Gesunden  

Der physiologische Verlauf von B-Zellen nach einer Auffrischimpfung im Blut wurde 

bislang in zahlreichen Studien untersucht. Ca. sieben Tage nach Auffrischimpfung 

beobachtet man die Entstehung antigenspezifischer Plasmablasten, während 

antigenspezifische Gedächtnis-B-Zellen etwas zeitverzögert am Tag 14 ihren Höchstwert 

im Blut erreichen (28, 29). Was jedoch fehlt, sind Informationen zu den einzelnen 

Gedächtnis-B-Zell-Subpopulationen, sodass es ein Ziel dieser Arbeit war, diese 

Subpopulationen genauer zu untersuchen. Hierzu wurden TT-spezifische Zellen der 

IgD+CD27+ (vor Klassenwechsel)-, IgD-CD27+- und IgD-CD27- (beide nach 

Klassenwechsel)-Subpopulationen aller geimpften Probanden an Tag 0 vor sowie an Tag 

7 und Tag 14 nach Boostrix®-Impfung bestimmt. Da man klassischerweise davon 

ausgeht, dass langlebige Gedächtnis-B-Zellen, die nach einer Primärimpfung entstehen, 

somatisch hypermutiert und klassengewechselt sind (1), war die Vermutung, dass bei 

erneutem Antigenkontakt durch Auffrischimpfung vor allem die klassengewechselten IgD-

-mBCs proliferieren und in der Zirkulation vermehrt nachweisbar seien. 

Interessanterweise war dies bei den drei gesunden Probanden nicht der Fall. Während 

die Anzahl nicht-klassengewechselter IgD+CD27+-Zellen von Tag 0 zu Tag 14 im Blut 

stark anstieg, war der Anstieg im klassengewechselten IgD-CD27+-Kompartiment 

verhältnismäßig begrenzt (Abbildung 3.14). Der stetige Anstieg der Gesamt-mBCs in den 

ersten 14 Tagen nach Auffrischimpfung im Blut ist also auf einen Anstieg der nicht-

klassengewechselten mBCs zurückzuführen (Abbildung 3.13). Für den Ursprung dieser 

nicht-klassengewechselten mBCs kommen mehrere Möglichkeiten in Frage. Zum einen 
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könnten die IgD+-Gedächtnis-B-Zellen aus naiven B-Zellen neu generiert worden sein. 

Diese Option scheint jedoch fraglich, da Frölich et al. in ihren B-Zell-Analysen nach TT-

Auffrischimpfung erstens eine klonale Verwandtschaft zwischen TT-spezifischen 

Plasmazellen und Gesamt-mBCs beobachteten und zweitens eine sehr hohe 

Mutationsfrequenz im Plasmazell-BCR an Tag 7 nach Impfung nachwiesen, welche einen 

Ursprung der Plasmazellen - und somit auch der mBCs - aus naiven B-Zellen 

unwahrscheinlich macht (28). Zum anderen könnten die IgD+-Gedächtnis-B-Zellen das 

Resultat proliferierender, nicht-klassengewechselter mBCs sein, die nach 

Primärimmunisierung entstanden sind. Schaut man sich die Anzahl TT-spezifischer 

Gedächtnis-B-Zell-Subpopulationen der gesunden Kohorte im Steady State im Blut an, 

sieht man, dass die nicht-klassengewechselten mBCs die CD27+-klassengewechselten 

zahlenmäßig übersteigen (Abbildung 3.5). Della Valle et al., die TT-spezifische IgM+-

Gedächtnis-B-Zellen untersuchten, vermuten, dass IgM+-mBCs, die nach Primärkontakt 

mit einem Antigen entstehen, sehr nützlich seien, da sie bei erneutem Kontakt mit einer 

leicht mutierten Variante des Antigens noch die Fähigkeit zum Klassenwechsel und zur 

Ausbildung einer noch höheren Affinität besäßen. Bereits klassengewechselte mBCs 

könnten zwar schnell zu antikörperproduzierenden Plasmazellen differenzieren, jedoch 

seien hier kein Klassenwechsel und keine Affinitätsreifung mehr möglich (75).  

Der verhältnismäßig schwache Anstieg der CD27+-klassengewechselten mBCs im Blut 

bei Gesunden könnte zwei Gründe haben: Entweder könnten sie bereits vollständig zu 

Plasmablasten bzw. Plasmazellen ausdifferenziert sein, sodass der Plasmablasten-Peak 

an Tag 7 indirekt auch die klassengewechselten mBCs repräsentieren könnte. Oder sie 

könnten nach Antigenbindung zur Proliferation und Ausdifferenzierung in die sekundären 

lymphatischen Organe gewandert sein, sodass sie in den ersten zwei Wochen nach 

Auffrischimpfung nicht im Blut nachweisbar sind. Halliley et al. impften Gesunde gegen 

Tetanus und analysierten ihre TT-spezifische Plasmazellantwort an Tag 0, 7 und 21 nach 

Impfung im Blut sowie an Tag 21 im Knochenmark. Während die Plasmazellen nach 

einem Anstieg an Tag 7 an Tag 21 gänzlich im Blut verschwunden waren, fand sich zu 

diesem Zeitpunkt eine definierte Population im Knochenmark wieder (76). 

Möglicherweise verhalten sich die klassengewechselten mBCs genau entgegengesetzt. 

Um folglich eine genaue Antwort auf all diese Fragen zu erhalten, wären B-Zell-

Untersuchungen der sekundären lymphatischen Organe an Tag 0, Tag 7 und Tag 14 vor 

bzw. nach einer Auffrischimpfung sowie tiefergehende molekulare Analysen der variablen 

Immunglobulin-Segmente der einzelnen B-Zell-Subpopulationen erforderlich.  
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4.2.3 Verminderte Anzahl Ro52-spezischer B-Zellen bei Autoimmunpatienten 
Um zu überprüfen, inwiefern sich die Immunantwort von Autoimmunerkrankten 

gegenüber körperfremden und körpereigenen Antigenen unterscheidet, wurden die B-

Zellen zusätzlich zum TT auf ihre Antigenspezifität gegenüber dem Autoantigen Ro52 

untersucht. Ro52 ist ein vorrangig in Immunzellen vorkommendes Protein, das als E3-

Ubiquitin-Ligase die Übertragung des Proteins Ubiquitin auf andere Strukturen, 

beispielsweise auf verschiedene Interferon-Regulations-Faktoren (IRF) wie IRF3, IRF5, 

IRF7 oder IRF8 katalysiert (42, 43). Pathologisch vorkommende Auto-Antikörper gegen 

Ro52 lassen sich bei zahlreichen Autoimmunerkrankungen wie dem SLE oder dem pSS 

nachweisen und werden für die Diagnosestellung der Erkrankungen herangezogen (44). 

Bei Anti-Ro52-positiven Müttern, die ein Kind mit kongenitalem AV-Block geboren haben, 

konnte eine Assoziation zwischen dem Auftreten der Antikörper bei der Mutter und dem 

Auftreten des Herzfehlers bei den Kindern beobachtet werden (77). Insgesamt ist jedoch 

die pathologische Rolle der Autoantikörper als auch die pathologische und 

physiologische Funktion des Ro52-Proteins nicht vollständig geklärt.  

In der vorliegenden Arbeit ergab die Untersuchung Ro52-spezifischer B-Zellen sowohl 

relativ als auch absolut signifikant weniger Ro52-spezifische Gedächtnis-B-Zellen bei 

SLE- und RA-Patienten gegenüber Gesunden (Abbildung 3.6). Autoimmunpatienten 

haben also weniger Gedächtnis-B-Zellen im Blut, die das Autoantigen Ro52 erkennen. 

Hierfür könnte beispielsweise ein Selektionsunterschied während des 

Reifungsprozesses der B-Zellen zwischen Autoimmunkranken und Gesunden ursächlich 

sein. Alternativ könnten die Ro52+-spezifischen B-Zellen bei Autoimmunkranken eher im 

Gewebe als im Blut lokalisiert sein. Oke et al. konnten z.B. ein erhöhtes Vorkommen des 

Ro52-Proteins in der Haut von Patienten mit kutanem Lupus erythematodes feststellen 

(78). Vielleicht löst diese erhöhte Expression des Proteins eine nachfolgende Migration 

der Ro52-spezifischen B-Zellen aus.  

Espinosa et al. beobachteten eine erhöhte Expression von Ro52-mRNA in B-Zellen von 

SLE- und pSS-Patienten gegenüber Gesunden, welche sich auf Protein-Ebene jedoch 

nicht mehr nachweisen ließ. Diese Diskrepanz führten die Autoren auf einen schnelleren 

Abbau des Proteins zurück (43). Einige Jahre später entwickelte die gleiche 

Forschungsgruppe ein Ro52-Knock-Out Modell in Mäusen und beschrieb das Auftreten 

SLE-ähnlicher Symptome nach Kontakt der Ro52-/--Mäuse mit einer Ohrmarke aus 

Metall, wohingegen die Ro52+/+-Mäuse gesund blieben (42). Um folglich einen 
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Zusammenhang zwischen all diesen Beobachtungen herstellen zu können, sind 

weiterführende Untersuchungen notwendig.  

 

4.2.4 Polyreaktive B-Zellen sind eher ein Phänomen von Gesunden  
Im physiologischen Zustand werden auto- und polyreaktive Immunzellen durch 

Mechanismen der zentralen und peripheren Toleranz eliminiert, obgleich sich auch bei 

Gesunden auto- und polyreaktive Zellen in geringem Ausmaß nachweisen lassen (79). 

Autoimmunität ist hingegen durch Defekte der oben genannten Mechanismen 

gekennzeichnet (80), sodass man vermuten könnte, dass als Resultat vermehrt 

polyreaktive Zellen entstehen, die neben körperfremden auch körpereigene Strukturen 

erkennen. Um diese Hypothese zu prüfen, wurde exemplarisch untersucht, ob es B-

Zellen gibt, die TT, ein körperfremdes Antigen, und Ro52 bzw. PTX3, zwei Autoantigene, 

im Sinne einer Polyreaktivität gleichzeitig binden. Während fast alle Gesunden im Steady 

State einige wenige TT-und-Ro52-doppelt positive B-Zellen in den verschiedenen 

Subpopulationen exprimierten, ließen sich bei vielen Patienten entgegen der Vermutung 

gar keine dieser doppelt positiven Zellen nachweisen (Abbildung 3.7). Statistische 

Signifikanz gegenüber den gesunden Kontrollen zeigte sich bei beiden Patientengruppen 

im Gedächtnis-B-Zell-Kompartiment und bei den SLE-Patienten zusätzlich im naiven B-

Zell-Kompartiment. Im aktivierten Immunzustand nach Impfung stieg die Anzahl doppelt 

positiver Zellen bei den Kontrollen und RA-Patienten leicht an, während sie bei den SLE-

Patienten sank oder sich gar nicht änderte (Abbildung 3.16). Somit scheinen polyreaktive 

B-Zellen eher ein Phänomen von Gesunden als von Erkrankten zu sein. Zu diesem 

Ergebnis kamen auch Chen et al., die CD20+-B-Zellen von Gesunden und 

Autoimmunerkrankten auf eine Doppelbindung mit Insulin und ß-Galactosidase 

untersuchten (81). Die gesunden Probanden tendierten zu einer stärkeren prozentualen 

Expression von Insulin+ß-Galactosidase+B-Zellen als SLE-, RA und pSS-Patienten. 

Interessanterweise ergab die parallele Untersuchung von Nabelschnurblut gesunder 

Kinder eine noch stärkere Expression doppelt positiver B-Zellen, sodass man mutmaßen 

könnte, dass die Eigenschaft zur Expression von polyreaktiven Zellen im Alter nachlässt. 

Tatsächlich haben verschiedenste Untersuchungen der letzten Jahrzehnte das 

physiologische Vorkommen polyreaktiver Zellen und Antikörper nachweisen können und 

somit das Dogma der Klon-Selektionstheorie herausgefordert. Diese polyreaktiven B-

Zellen, die auch Autoantigene erkennen können, weisen eine niedrige Affinität zu ihren 
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Antigenen auf und spielen vermutlich eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunität 

(79, 82). 

Im Gegensatz dazu beobachteten Yurasov et al. und Samuels et al. ein gesteigertes 

Vorkommen naiver B-Zellen mit polyreaktivem BCR bei SLE und RA-Patienten 

gegenüber Gesunden (83, 84). In beiden Untersuchungen wurde der BCR naiver B-

Zellen durch Einzelzell-PCR amplifiziert, re-exprimiert und seine Reaktivität gegenüber 

vier verschiedenen Antigenen (ssDNA, dsDNA, Insulin, LPS) mittels ELISA gemessen. 

Die Bindung des Antikörper-Klons an alle vier Antigene ließ auf ein polyreaktives 

Verhalten schließen. Eine mögliche Erklärung dieser auf den ersten Blick diskrepant 

erscheinenden Ergebnisse könnte in einer unterschiedlichen Affinität des BCR zu seinen 

Antigenen liegen. Möglicherweise weisen die polyreaktiven BCR naiver B-Zellen von 

Autoimmunerkrankten eine höhere Affinität zu ihren Antigenen auf, was zu einem 

stärkeren Signal im ELISA geführt hat. Jedoch ist die absolute Anzahl dieser 

polyreaktiven naiven B-Zellen aufgrund der bei SLE- und RA vorkommenden niedrigeren 

Lymphozytenzahl insgesamt vermindert. Mietzner et al. konnten unter Anwendung der 

gleichen Methode keinen Unterschied in der Expression polyreaktiver IgG+Gedächtnis-

B-Zellen zwischen SLE-Patienten und Gesunden feststellen. Dies legt nahe, dass die 

gestörten Prozesse, die sich im Gedächtnis-B-Zell-Kompartiment von 

Autoimmunerkrankten finden, unabhängig von denen im naiven Kompartiment sind (85). 

Während die o.g. Studien jedoch auf in vitro Analysen nach Re-Expression des BCRs 

von einzelnen B-Zellen basieren, wird durch die Methodik unserer Arbeitsgruppe der 

tatsächliche Status im Blut reflektiert.  

 

4.2.5 Impfungen verursachen eine limitierte Bystander-Reaktion  
Obwohl Infektionen zu den führenden Ursachen für Komplikationen bei 

Autoimmunpatienten zählen und dem Schutz vor impfpräventablen Infektionen durch 

Vakzinierung eine bedeutende Rolle zukommt, sind viele Autoimmunerkrankte nicht 

ausreichend geimpft. So erfüllten beispielsweise nur 65.8 % von über 500 SLE-Patienten 

einer deutschlandweit durchgeführten Studie die aktuellen Impfempfehlungen der STIKO 

für Tetanus. Als Hauptursache für den lückenhaften Impfstatus werden die Angst des 

Patienten vor einem impfgetriggerten Krankheitsschub sowie die Befürchtung vor 

Nebenwirkungen aufgeführt (31). Diese Bedenken resultieren vorrangig aus 

Fallberichten, in denen nach Impfung Krankheitsschübe aufgetreten sind, obgleich 
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mehrere größere Studien die Sicherheit von Totimpfstoffen im schubfreien Intervall bei 

Autoimmunpatienten beweisen konnten (31, 86, 87).  

Auch in der hier durchgeführten Studie entwickelte keiner der sechs Patienten einen 

Krankheitsschub nach Impfung. Des Weiteren blieb die IFN I induzierte Siglec1-

Expression, welche die Krankheitsaktivität bei SLE- und RA-Patienten widerspiegelt, bei 

allen Patienten außer bei RA3 nach Impfung nahezu unverändert (Abbildung 3.9). Dies 

unterstützt zum einen die Sicherheit von Impfungen bei Autoimmunerkrankten und zeigt 

zum anderen, dass Impfungen die IFN I-Signatur (mit Ausnahme von RA3) nicht 

beeinflussen.  

Eine Theorie, wie Impfungen zum Ausbruch einer Autoimmunerkrankung führen können, 

ist die sog. Bystander-Reaktion: Neben dem zu erwartenden Anstieg antigenspezifischer 

Zellen gegen das geimpfte Antigen kommt es durch simultane Immunaktivierung zum 

gleichzeitigen Anstieg von autoreaktiven Zellen (34, 35). Um zu überprüfen, ob diese 

Reaktion auch zum Ausbruch eines Schubs bei bereits diagnostizierten AID-Patienten 

führen kann, wurden in der vorliegenden Arbeit neben den TT-spezifischen auch 

antigenspezifische B-Zellen mit Spezifität gegen Ro52 und PTX3 nach TT-Impfung 

bestimmt. Tatsächlich war bei fast allen Spendern ein Anstieg Ro52- und PTX3- 

spezifischer Gedächtnis-B-Zellen und Plasmablasten an Tag 7 nach TT-Impfung zu 

verzeichnen (Abbildung 3.16). Der Anstieg war jedoch bis auf bei RA1 sehr limitiert und 

die Zahl der autoantigenspezifischen Zellen sank bis Tag 14 wieder fast auf das 

Ausgangsniveau zurück. Lediglich RA3 hob sich von den anderen Geimpften insofern ab, 

als dass der Anstieg der Ro52- und PTX3-spezifischen Plasmablasten erst an Tag 14 

erfolgte. Da diese Patientin jedoch auch ihre Plasmablastenpopulation verspätet an Tag 

14 entwickelte, ist anzunehmen, dass es im weiteren Verlauf ebenfalls zu einem Abfall 

der autoantigenspezifischen Plasmablasten gekommen ist. Eine leichte Bystander-

Aktivierung nach TT-Impfung hat bei Gesunden und Autoimmunpatienten somit 

stattgefunden. Jedoch ist ihre Bedeutung als Auslöser für einen Krankheitsschub bei AID-

Patienten aufgrund des geringen Anstiegs und des raschen Abfalls der 

autoantigenspezifischen B-Zellen eher fraglich. Es scheint eher, dass bei Gesunden und 

AID-Patienten Kontrollmechanismen aktiv sind, die eine Expansion autoreaktiver Zellen 

nach Impfung begrenzen. Bernasconi et al., die fünf Gesunde gegen TT impften, 

beobachteten neben dem Anstieg TT-spezifischer Plasmazellen einen gleichzeitigen 

Anstieg antigenspezifischer Plasmazellen gegen das Masern- und Toxoplasmose-

Antigen, der im Verlauf sank (88). Sie schlussfolgerten, dass diese stattgefundene 
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Bystander-Reaktion zur Aufrechterhaltung eines konstanten Antikörperspiegels dient. 

Genova et al., die zwölf Gesunde gegen TT impften und neben der TT-spezifischen auch 

die antigenspezifische Gedächtnis-T-Zell-Antwort der Antigene Candida albicans und 

Tuberkulin bestimmten, konnten ebenfalls eine Bystander-Reaktion der Kontrollantigene 

beobachten. Die Analyse der Antikörper ergab allerdings nur einen Anstieg der TT-

spezifischen Immunglobuline (89).  

Lee et al. impften Gesunde mit jeweils einem von vier verschiedenen Impfstoffen (TT, 

HBV, HPV und Influenza) und bestimmten anschließend die Anzahl 

antikörperproduzierender Zellen mit Spezifität für das geimpfte Antigen sowie der 

anderen drei Antigene (90). Sie konnten lediglich einen Anstieg antikörperproduzierender 

Zellen gegen das geimpfte Antigen, jedoch keinen gegen die drei anderen Antigene 

verzeichnen.  

Zusammenfassend wird deutlich, dass die Datenlage bezüglich impfgetriggerter 

Bystander-Reaktionen sehr heterogen ist. Dies liegt vermutlich zum einen an den 

unterschiedlichen Antigenen und Zellpopulationen, die untersucht wurden, und zum 

anderen an der unterschiedlichen Methodik. Nichtsdestotrotz ist unsere Studie unserer 

Kenntnis nach eine der ersten, die die Bystander-Reaktion bei Patienten mit 

Autoimmunerkrankung gemessen hat. Interessanterweise zeigten AID-Patienten nach 

TT-Impfung keinen Unterschied in der impfgetriggerten Bystander-Reaktion gegenüber 

Gesunden.  

 

4.3 Stärken und Limitationen  
Eine Stärke der vorliegenden Arbeit ist die Verwendung von humanem 

Untersuchungsmaterial, wodurch die Ergebnisse der drei Kohorten als repräsentativ für 

alle SLE- und RA-Patienten sowie HD betrachtet werden können. Des Weiteren erfolgte 

die Beurteilung der Messparameter mit einem hochempfindlichen spezifischen Assay 

sowie in zwei verschiedenen Immunzuständen: im Grundzustand und im aktivierten 

Immunzustand nach TT-Impfung. Die Bindungsspezifität des TT wurde mittels Block 

bewiesen, wohingegen der spezifische Bindungsnachweis des Ro52-Antigens fehlt. Eine 

weitere Limitation ist die geringe Fallzahl der geimpften Probanden, wodurch zwar 

Tendenzen, aber keine statistischen Signifikanzen erreicht werden konnten. Darüber 

hinaus bestand die SLE-Kohorte fast ausschließlich aus klinisch inaktiven Patienten, 

sodass keine sicheren Aussagen zu klinisch aktiven Patienten getroffen werden können.  
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4.4 Zusammenfassung und Ausblick 
Zusammenfassend wird aus der vorliegenden Arbeit deutlich, dass Autoimmunerkrankte 

im Vergleich zu Gesunden einen verminderten zellulären, jedoch einen vergleichbaren 

bzw. möglicherweise sogar effizienteren humoralen Impfschutz gegenüber 

impfpräventablen Antigenen aufweisen. Eine impfgetriggerte Bystander-Reaktion der B-

Zellen findet bei Gesunden und Autoimmunpatienten in vergleichbarem Maße statt, 

jedoch ist diese quantitativ und zeitlich begrenzt. Die Krankheitsaktivität von AID-

Patienten - indirekt durch die Siglec1 (CD169)-Expression reflektiert - bleibt von einer 

Vakzinierung unberührt. Folglich sollten Impfungen zur Vorbeugung impfpräventabler 

Infektionskrankheiten als ein fester Bestandteil in die Therapieplanung von 

Autoimmunpatienten integriert werden. 

Polyreaktive B-Zellen werden stärker von Gesunden als von AID-Patienten exprimiert 

und scheinen somit keine bedeutende Rolle in der Pathophysiologie von Autoimmunität 

zu spielen. Ob die wenigen polyreaktiven B-Zellen trotzdem in den Krankheitsprozess 

von AID-Patienten involviert sind, bedarf weiterer Untersuchungen. 

Entgegen ursprünglicher Vermutungen steigen bei Gesunden nach Impfung vor allem die 

nicht-klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen im Blut an. Tatsächlich geben die hier 

erhobenen Daten den ÄStatus Quo³ im Blut wieder. Da die primären und sekundären 

lymphatischen Organe ebenfalls eine zentrale Rolle in der physiologischen und 

pathologischen Immunität spielen, würden Untersuchungen antigenspezifischer B-Zellen 

dieser Organe vor und nach Impfung wichtige ergänzende Informationen liefern. Hierzu 

wären murine Untersuchungen aufgrund der schwierigen Akquirierung von humanem 

Untersuchungsmaterial eine mögliche Option. Des Weiteren wären umfangreichere 

Untersuchungen klinisch aktiver SLE- und RA-Patienten interessant, um mögliche 

Unterschiede zu klinisch inaktiven Patienten detektieren zu können. 
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