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Vorwort

Die hier vorliegende Arbeit analysiert sekundére B-Zell Immundefekte bei Patienten
mit Multiplem Myelom. Teilergebnisse, insbesondere zu B-Zelldefekten nach
autologer hamatopoetischer Stammezelltransplantation, wurden verdéffentlicht in:

1. Heck C, Steiner S, Frentsch M, Wittenbecher F, Scheibenbogen C, Nogai A,
le Coutre P, Bullinger L, Blau IW, Na I. In vitro stimulation with CD40L/IL21
can retrieve B-cell dysfunction in multiple myeloma patients suffering from
secondary immunodefficiency. Posterprasentation (A349) im Rahmen der 46.
Jahrestagung der “European Society for Blood and Marrow Transplantation”
(EBMT 2020) 30. August — 2. September 2020, Madrid, Spanien

2. Heck C, Steiner S, Frentsch M, Wittenbecher F, Scheibenbogen C, Nogai A,
Le Coutre P, Blau IW, Bullinger L, Na [I. CD4 T-Zell-abhangige
Wiederherstellung der B-Zellzahlen und —funktion nach autologer
hamatopoetischer Stammzelltransplantation. Freier Vortrag (V477) auf der
Jahrestagung der Deutschen, Osterreichischen und Schweizerischen
Gesellschaften fir Hamatologie und Medizinische Onkologie (DGHO 2021),
1.-4. Oktober 2021, Berlin, Deutschland

3. Heck C, Steiner S, Kaebisch E, Frentsch M, Wittenbecher F, Scheibenbogen
C, Hanitsch L, Nogai A, le Coutre P, Bullinger L, Blau IW, Na I. CD4+ T Cell
Dependent B Cell Recovery and Function After Autologous Hematopoietic
Stem Cell Transplantation. Frontiers in Immunology. 2021 Sep 29; 12 (3973)

Zusatzlich zu den bereits verdffentlichten Daten erweitert diese Arbeit, anhand einer
unabhangigen Patientenkohorte, die Analyse auf neudiagnostizierte Multiple Myelom
Patienten. Sie liefert damit eine Ubersicht der B-Zelldefekte zu verschiedenen

Zeitpunkten wahrend einer Multiplen Myelom Erkrankung.
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Zusammenfassung

Einleitung: Sekundare Immundefekte (SID) aufgrund von malignen Erkrankungen
und ihrer Therapie erhdhen die Infektanféalligkeit. Beim Multiplem Myelom (MM)
stellen Infekte, neben der Erkrankung selbst, die Haupttodesursache dar. Immer
intensivere Therapieverfahren fiihren zwar zu einer besseren Ansprechrate, erhéhen
aber durch kumulative Immunsuppression die Infektanfalligkeit. Dabei hat den
starksten Effekt auf das Immunsystem die autologe hamatopoetische
Stammzelltransplantation (auto-HSZT). In der Literatur sind sowohl Einschréankungen
der zellularen wie auch humoralen Immunantwort beschrieben. Ziel dieser Arbeit ist
es die zugrundeliegenden B-Zell-Defekte bei MM Patienten an verschiedenen
Behandlungszeitpunkten phénotypisch und funktional genauer zu charakterisieren.
Methoden: In dieser Intention wurde peripheres Blut von neudiagnostizierten MM
Patienten (ND) sowie von Patienten die eine auto-HSZT durchliefen (vor und nach
HSZT) untersucht. Mittels Durchflusszytometrie wurden die B-Zellen sowie die
Verteilung der Subpopulationen ex vivo gemessen. Zusétzlich wurde die B-
Zellfunktion auf T-Zell-abhangige und T-Zell-unabhangige Stimulationen Uberpruft.
Dafur wurde anhand durchflusszytometrischer Messungen und B-Zell ELISpots die
Proliferation und Differenzierung der B-Zellen analysiert.

Ergebnisse: Bei MM Patienten konnte eine Reduktion der B-Zellen und ihrer
Subpopulationen festgestellt werden, die sich durch Therapie verschlechterten und
nach HSZT am starksten ausfielen. Funktional fiel bei ND und vor HSZT eine
eingeschrénkte T-Zell-abhangige B-Zellantwort auf. Nach HSZT lag eine gestorte B-
Zellantwort sowohl auf T-Zell-abhéngige als auch T-Zell-unabhéangige Stimulantien
vor. In allen Patientengruppen konnte die T-Zell-abhangige Antwort mittels
extrinsischer Stimulantien wiederhergestellt werden. Das quantitative Defizit ex vivo
nach HSZT konnte durch die Stimulationen nicht ausgeglichen werden. Nach HSZT
wurde ein Zusammenhang festgestellt, zwischen der Anzahl der CD19* B-Zellen
sowie Gedachtnis B-Zellen und der gesamten B-Zellfunktion, den Marginalzonen-
ahnlichen B-Zellen und der T-Zell-unabh&ngigen sowie zwischen CD4+ T-Zellen und
der T-Zell-abhangige B-Zellfunktion in vitro.

Schlussfolgerung: Therapie-naive, wie auch therapierte MM Patienten wiesen eine

eingeschréankte B-Zell-immunitat auf, die nach HSZT am starksten ausgepragt war.
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Dominiert haben dabei quantitative Defizite, die insbesondere nach HSZT zu einer
eingeschréankten B-Zellfunktion gefuhrt haben. Die Wiederherstellung der Funktion
durch T-Zell abhangige Stimulantien und die Korrelation mit CD4+ T-Zellen sprechen
fur extrinsische Ursachen der B-Zelldefekte. Zudem weisen Korrelationen nach auto-
HSZT der CD19+, CD4+, Gedachtnis B-Zellen und Marginalzonen-ahnlichen B-
Zellen mit der B-Zellfunktion darauf hin, dass diese in prospektiven Studien als
potentielle Biomarker fir sekundare Immundefekte und somit eine mdgliche

Immunglobulintherapie nach auto-HSZT untersucht werden sollten.

Abstract

Introduction: Secondary immunodeficiency (SID) due to malignancy and cancer
treatment increases the susceptibility for infections. In multiple myeloma patients
infections are a major cause for morbidity and mortality. More aggressive therapies
lead to a better response rate however simultaneously increase immunosuppression,
in particular the standard high-dose chemotherapy followed by autologous
hematopoietic stem cell transplantation (auto-HSCT). Previous studies reported a
hampered humoral and cellular immunity. This study delineates in depth the
quantitative and functional B cell defects at different treatment time points and
investigates underlying extrinsic or intrinsic drivers.

Methods: Peripheral blood of newly diagnosed MM patients and patients receiving
auto-HSCT (tested before high-dose chemotherapy and in early reconstitution after
HSCT) was studied. Absolute numbers and distribution of B cell subsets were
analyzed ex vivo using flow cytometry. Additionally B cell function was assessed with
T-dependent and T-independent stimulation assays, analyzing proliferation and
differentiation of B cells by flow cytometry and numbers of immunoglobulin secreting
cells in ELISpots.

Results: Untreated and treated patients presented with a diminished frequency of
total CD19+ B cells and B cell subpopulations, while the deficiency was worst after
HSCT. Furthermore, an altered B cell subset distribution with high plasmablast
frequencies due to inflammation was noticed. Functionally, newly diagnosed patients
and those before HSCT showed a reduced T-dependent B cell response. Patients
after HSCT presented with both a hampered T-dependent and T-independent B cell

function. In all groups T-dependent function could be restored with extrinsic

X



stimulation in vitro. However, the quantitative deficit measured ex vivo after HSCT
could not be compensated. A correlation was observed between marginal zone like B
cells and the T-independent response, CD4+ T-cells and the T-dependent B cell
function as well as counts of CD19+ as well as memory B cells and both B cell
responses in vitro.

Conclusion: Newly diagnosed, as well as treated MM patients were affected by
guantitative deficits and functional impairment most aggravated after HSCT.
Functional recovery upon T-dependent in vitro stimulation and correlation with CD4+
T-cell numbers suggest extrinsic drivers for the B cell defects. Our data therefore
provides a foundation for therapeutic strategies to address B cell immunodeficiency
in MM patients. Observed correlations after HSCT of CD4+, CD19+, memory B and
marginal zone like B cell numbers with the B cell function suggest that these markers
should be tested in prospective studies as potential biomarkers for SID and hence
immunoglobulin substitution after auto-HSCT.
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1 Einleitung

1.1 B-Zellen im peripheren Blut

Die Idee von Antikdrpern in der Immunabwehr gegen Pathogene wurde erstmals von
Paul-Ehrlich im Jahr 1900 beschrieben [1]. Heutzutage ist bekannt, dass B-Zellen
diese Antikdrper sezernieren und die Vermittler der humoralen Immunantwort sind.
Gemeinsam mit T-Zellen, die eine zellulare Reaktion auslosen, machen sie das
adaptive Immunsystem aus. Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem, das
eine direkte aber unspezifische Reaktion auf Erreger initiiert, kann das adaptive
Immunsystem durch spezialisierte Antigenrezeptoren langfristig eine Infektion
wirksamer bekampfen.

Die spezifischen Antikorper der B-Zellen schiitzen vor allem vor extrazellularen
bakteriellen Infektionen. Antikbrper konnen Pathogene Uber verschiedene
Mechanismen eliminieren. Dazu gehort die Neutralisierung, Komplementaktivierung
und Opsonierung. Durch ihre Interaktion mit T-Zellen tragen sie aul3erdem zur
Unterstitzung der zellularen Immunitat gegen intrazellulare Erreger wie Viren bei [2].
Lymphozyten entwickeln sich im Knochenmark aus lymphoiden Stammzellen,
Nachfolger der hamatopoetischen Stammzellen [3, 4]. Die T-Zellen reifen im Thymus
weiter heran (weswegen sie T-Zellen hei3en). Die Entwicklung der B-Zelle ist in
Abbildung 1 zu sehen. Die friihe Entwicklung der B-Zellen bis hin zu den unreifen B-
Zellen beschrankt sich auf das Knochenmark, wodurch sie ihren Namen B-Zellen
erhalten (von engl. bone marrow) [5]. Durch somatische Rekombination der
Keimbahngenelemente werden einzigartige spezifische B-Zell-Rezeptoren (BCR)
bzw. Immunglobuline produziert [4, 6]. Sobald eine B-Zelle einen funktionalen BCR
des IgM Isotypen auf ihrer Oberfliche exprimiert, durchlauft sie einen
Selektionsprozess, um autoreaktive B-Zellen zu eliminieren. Im Anschluss wird sie
aus dem Knochenmark ausgeschwemmt und migriert in sekundare lymphatische
Organe [7].

Zu den sekundaren lymphatischen Organen gehoren die Lymphknoten, die Milz und
die mukosalen Lymphgewebe, in deren Follikeln die finale Ausreifung stattfindet [7].
Als sogenannte transitionale B-Zellen differenzieren die Zellen dort abhangig von
ihrer BCR Affinitat in naive follikulare oder zu geringerem Anteil in Marginalzonen

(MZ) B-Zellen [8, 9]. MZ B-Zellen migrieren in die marginale Zone der Lymphfollikel
1



der Milz, wahrend follikulare B-Zellen durch das Blut und Lymphsystem zirkulieren
[10]. Allerdings gibt es auch im peripheren Blut zirkulierende MZ Zellen, von hier an
MZ-ahnliche B-Zellen genannt. Diese sind genetisch [11] und funktional [12] den
MZ Zellen zugehorig. Allerdings werden sie aufgrund somatischer Mutationen in
threm BCR in der Literatur meist den Gedéachtnis-B-Zellen zugeordnet [13]. Ihr
Ursprung ist noch nicht abschlieBend geklart [14]. In der Milz und den Lymphknoten
kommen die B-Zellen in den Follikeln immer wieder mit Antigenen in Kontakt, die
ihnen Uber dendritische Zellen (DC) oder Makrophagen prasentiert werden. In die
Lymphknoten gelangen die Pathogene Uber afferente Lymphe und in die Milz tGber
das zirkulierende Blut. Bindet ein BCR erfolgreich ein Pathogen kommt es je nach
Antigen und kostimulatorischem Signal, Lokalisation und B-Zelltyp entweder zu einer
T-Zell-abhangigen oder T-Zell-unabhangigen B-Zellaktivierung. Bei einem Grof3teil
der Antigene ist fur die B-Zellaktivierung eine T-Zellinteraktion nétig, allerdings gibt
es einige mikrobielle Antigene, welche B-Zellen direkt und unabhéangig von T-Zellen
aktivieren. Diese Aktivierung fuhrt zu einer schnellen und IgM lastigen Immunantwort.
Zur Generierung hochspezifischer Antikérper mit Immunglobulinklassenwechsel
sowie eines immunologischen Gedachtnisses ist die T-Zellinteraktion essentiell [15].
Nach Antigenstimulation proliferieren und differenzieren die B-Zellen zu Effektor-B-
Zellen. Diese sind Antikorper-exprimierende Plasmablasten (PB), bzw. Antikérper-
sezernierende kurz- und langlebige Plasmazellen und Gedachtnis-B-Zellen (GB)
[4].

Ungefahr 70-90% der mononuklearen Zellen im peripheren Blut (PBMCs engl.
Peripheral Blood Mononuclear Cells) sind Lymphozyten. Innerhalb der Lymphozyten
liegt der Anteil der B-Zellen bei ca. 5-10% [16]. Etwas mehr als die Halfte davon sind
naive B-Zellen und 30-40% sind GB [17]. Diese setzen sich aus Isotyp gewechselten
(50% der GB), IgM only (ca. 1% der GB), IgM+IgD+/MZ-ahnlichen (50% der GB)
sowie doppelt negativen (DN) (CD27- IgD-) zusammen [11, 12]. PB machen ca. 1%
aus [18]. Letztere nehmen vor allem wahrend einer Entziindung, beispielsweise im
Rahmen einer Infektion stark zu und stellen die unmittelbaren Vorlaufer der
Plasmazellen dar. Transitionale B-Zellen migrieren durchs Blut und machen bei
Erwachsenen in der Peripherie ca. 5% aus. Allerdings ist ihr Anteil in
Nabelschnurblut sowie nach Stammzelltransplantation und bei Immundefekten wie

dem variablen Immundefektsyndrom (CVID, engl. Common Variable



Immunodeficiency) erhéht [19]. MZ B-Zellen migrieren in die Milz, Keimzentrum-B-
Zellen in den Lymphknoten und reife langlebige Plasmazellen ins Knochenmark,
weswegen diese Subpopulationen im peripheren Blut meist nicht gefunden werden
[20].
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Abbildung 1: Die B-Zell Entwicklung

Bis zur vollstandigen Expression eines BCRs mit dem IgM Isotypen reifen die B-Zellen im Knochenmark. Von dort
aus zirkulieren sie als transitionale B-Zellen in die sekundéren Lymphorgane und reifen zu naiven follikuléaren B-
Zellen oder MZ/MZ-aghnlichen B-Zellen heran. Naive follikulare B-Zellen werden insbesondere durch T-Zell-
abhangige Antigene aktiviert und durchlaufen meist eine Keimzentrumsreaktion, um schlieBlich in Plasmazellen
und GB zu differenzieren. MZ/MZ-ahnliche B-Zellen durchlaufen einen weiteren Reifungsschritt der zu
somatischen Mutationen in ihrem BCR fuhrt, bevor sie durch T-Zell-unabhéngige Antigene zu Immunglobulin
sezernierenden Zellen differenzieren. Alternativ wird fiir ihren Ursprung und ihre Rezeptormutation eine

Differenzierung aus reifen Naiven oder friilhen Keimzentrum-B-Zellen diskutiert (gestrichelte Linien). Verandert

aus [13] (mit freundlicher Genehmigung von Annual Reviews).

1.2 B-Zellaktivierung

1.2.1 T-Zell abhéangig
Die T-Zell-abhangige Aktivierung von naiven follikularen B-Zellen wird durch

Proteinantigene ausgelost. Weil T-Zellen fir diesen Prozess unabdinglich sind,
werden diese Antigene als thymusabhangige Antigene bezeichnet. Fiur die T-Zell-

abhangige Aktivierung ist ein doppeltes Signal noétig. Erstens muss eine naive B-
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Zelle mit einem passenden BCR das Antigen binden, zweitens muss eine T-Zelle,
der zuvor das gleiche Antigen prasentiert wurde mit der B-Zelle in Kontakt treten, um
die Aktivierung abzuschliel3en.

Wird nun ein Antigen vom angeborenen Immunsystem erkannt, wird es Uber
Antigenprasentierende Zellen, wie follikulare dendritische Zellen (FDC) und
Makrophagen in den Lymphfollikeln den B-Zellen prasentiert. Bei Bindung des
Antigens an einen passenden BCR einer naiven B-Zelle kommt es zur
Internalisierung des Erregers und zur Prasentation von Antigenpeptiden auf der
Oberflache der B-Zellen tber MHC-II [21]. Die B-Zelle migriert nach erstem
Antigenkontakt an die Grenze zwischen B-Zell-Follikel und T-Zell-Zone des
Lymphknotens. Gleiches tun CD4+ T-Zellen, die durch dendritische Zellen in der T-
Zell-Zone aktiviert wurden [22]. In einem Prozess, der sich gekoppelte Erkennung
nennt, bindet die CD4+ T-Zelle, die mit dem gleichen Pathogen in Kontakt war mit
dem T-Zell-Rezeptor (TCR) an den MHC-II Rezeptor der B-Zelle. Dadurch wird die T-
Zelle aktiviert und vermittelt der B-Zelle im Gegenzug Uber CD40L und andere
Zytokine Uberlebens- und Differenzierungssignale. AbschlieRend differenziert die
CD4+ T-Zelle in eine follikulare T-Helfer Zelle (Tfth) [23]. Antigen aktivierte B-Zellen,
die nicht mit T-Zellen in Kontakt treten sterben innerhalb von 24h.

Nach der ersten T-Zellinteraktion migrieren einige B-Zellen in die interfollikularen
Regionen und subkapsuléaren Sinusse der Lymphknoten und differenzieren dort in
einem sogenannten primaren Fokus in IgM produzierende Plasmablasten, die fur
eine Immunabwehr innerhalb weniger Tage sorgen. Diese weniger spezifischen
Plasmablasten werden auch als kurzlebige Plasmazellen bezeichnet und fiihren
meist nur in geringem Ausmalfd zur Gedachtnis-B-Zell-Entwicklung [22, 24].

Andere B-Zellen wandern zusammen mit ihren assoziierten Tfh-Zellen in die
Lymphfollikel wo sie klonal expandieren und ein Keimzentrum formen [10]. Dieses
teilt sich in eine helle Zone, in der die Zellinteraktionen stattfinden und eine dunkle
Zone, in der die Proliferation stattfindet. Zwischen diesen zirkulieren die B-Zellen
[25]. Die B-Zellen in den Keimzentren exprimieren aktivierungsinduzierte Cytidin-
Desaminase (AID). Diese bewirkt Uber Punktmutationen die somatische
Hypermutation (SHM) der variablen Antikérperregion und flhrt so zur Affinitatsreifung
des BCRs [26, 27]. Dabei kbnnen die Mutationen entweder zu einer starkeren oder

schwacheren Antigenbindung fuhren. Bei starkerer und damit haufigerer
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Antigenbindung internalisiert und exprimiert die B-Zelle mehr des Antigens uber
MHC-II Rezeptoren. Nach der somatischen Hypermutation kommt es zum
wiederholten  Kontakt zwischen B- und Tfh-Zellen. Bei verminderter
Antigenexpression erhalt die B-Zelle weniger Uberlebenssignale und geht in
Apoptose. Durch vermehrte und stabilere T-Zellkontakte erhalt die B-Zelle
Proliferations- und Differenzierungssignale [25, 28]. Es ergibt sich ein abwechselnder
Zyklus aus Proliferation und T-B-Zellinteraktion. Essentiell ist dabei CD40 auf B-
Zellen, das CD40L auf den T-Zellen bindet. Durch die Bindung werden in der B-Zelle
uberlebens-, proliferations- und differenzierungs Signalwege aktiviert. Gleichzeitig
wird die T-Zelle stimuliert Zytokine wie IL-21 auszuschditten. IL-21 im Gegenzug setzt
bei der B-Zelle weitere Differenzierungssignale in Gang. Die CD40/CD40L Interaktion
ist auBerdem essentiell zum Erhalt der Keimzentren [29, 30].

Ein Ergebnis dieses Zirkulierens der B-Zellen ist neben der Affinitatsreifung der
sogenannte Isotypen- oder Klassenwechsel der Immunglobuline. Durch die AID
kommt es zur DNA-Rekombination der konstanten Regionen der schweren Ketten.
Dies fuhrt zu einer Transformation des Isotypen ohne eine Anderung der
Antigenspezifitat. Ob der Wechsel von IgM zu IgG, IgA oder IgE stattfindet, hangt
von den Zytokinen der Tfh-Zelle ab. IL-21 induziert einen 1gG und IgA
Klassenwechsel [31, 32].

Nachdem sie das Keimzentrum verlassen haben, differenzieren die B-Zellen
abhangig von ihrer BCR Affinitat entweder in PB oder GB [33]. PB zirkulieren in die
Peripherie an Effektororte und sezernieren dort antigenspezifische und
klassengewechselte Antikorper mit hoher Affinitat, die das Pathogen neutralisieren.
Einige von ihnen differenzieren weiter in langlebige Plasmazellen, die ins
Knochenmark migrieren, wo sie auch tber die Infektion hinaus hochaffine Antikdrper
sezernieren [34].

Die GB Uberleben ebenfalls lange nach der Infektion wobei sie im peripheren Blut
zirkulieren und sich in Lymphknoten oder der Milz aufhalten [22, 35]. Durch GB
zusammen mit Gedachtnis-T-Zellen mit der gleichen Antigenspezifitat kommt es bei
Reexposition mit dem gleichen Erreger im Rahmen einer sekundéren Immunantwort
zu einer rapiden Differenzierung von GB in PB bzw. Antikdrper sezernierende Zellen
mit hoch spezifischen Antikdrpern [24, 36]. Dadurch kann in vielen Fallen eine

erneute Erkrankung verhindert werden. Durch vermehrte Expression von MHC-II und
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Kostimulatoren auf GB kommt es zu einer schnelleren Interaktion von T- und B-
Zellen. So kommt es zu einer 30-fach héheren Immunglobulin Sekretion bei der

Aktivierung von GB als von Naiven B-Zellen [37].
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Abbildung 2: Die Keimzentrumsreaktion

Nach Antigenbindung und erstem T-B-Zell-Kontakt bilden aktivierte B-Zellen und T-Zellen ein Keimzentrum aus.
Dieses Keimzentrum teilt sich in eine dunkle Zone, in der die B-Zell-Proliferation und somatische Hypermutation
(SHM) stattfindet und eine helle Zone, in der die B-Zelle mit FDC und Tfh-Zellen interagiert. Fuhrt die SHM zu
einer starkeren Antigenbindung des BCRs, exprimieren sie mehr Antigen tber MHC-II und werden durch die Tfh-
Zellen positiv selektioniert. Sie erhalten Giber CD40L und andere Kostimulatoren Uberlebenssignale, durchlaufen
einen Isotypenwechel und rezirkulieren in die dunkle Zone zur weiteren Proliferation und SHM. Kommt es zu
einer schwacheren Antigen und T-Zellbindung geht die Zelle stattdessen in Apoptose. Nach Entwicklung eines
hoch spezifischen BCRs differenzieren sie in Plasmablasten und Gedéchtnis B-Zellen. Abbildung angepasst nach
[30] (mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature).

1.2.2 T-Zell unabhéangig
Die T-Zell-unabhangige B-Zellaktivierung erfolgt Uber polymere Antigene wie
Polysaccharide aus Bakterienkapseln (T-2 Antigene) oder B-Zell Mitogene (T-1
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Antigene) wie LPS und bakterielle DNA. B-Zell Mitogene koénnen uber Toll-like
Rezeptor (TLR) Bindungen in hohen Dosen zu einer polyklonalen
antigenunspezifischen  B-Zellproliferation  fuhren [5]. Polysaccharide aus
Bakterienkapseln, wie sie bei Streptokokkus pneumoniae, Haemophilus influenzae
und auch dem in vitro genutzten Stimulans Stahphylococcus Aureus Cowan | (SAC)
vorhanden sind, aktivieren vor allem MZ B-Zellen der Milz bzw. MZ-ahnliche B-Zellen
und B-1 B-Zellen, die vor allem in den Pleuren vorkommen [11, 38]. Die Aktivierung
erfolgt Uber repetitive Strukturen der Antigene, die zu Quervernetzungen der BCRs
fuhren [5]. Ohne T-Zell Hilfe“ wird eine Differenzierung in IgM sezernierende Zellen
initiiert. Uber kostimulatorische Signale von dendritischen Zellen und Makrophagen
der Bauchhohle, wird die Immunantwort verstarkt und zudem einen Klassenwechsel
ausgelost [39]. Im Vergleich zur T-Zell-abhangigen Stimulation kommt es aber nur in
geringem Mal3e zum Klassenwechsel und zur Differenzierung in GB [40].

Die T-Zell-unabhéngige B-Zellaktivierung nimmt einen wichtigen Stellenwert bei der
Abwehr gegen verkapselte Bakterien ein. Aufgrund ihrer Polysaccharidkapsel
konnen diese nicht von Antigenprasentierenden Zellen aufgenommen und T-Zellen
prasentiert werden, so dass eine T-Zell Aktivierung ausbleibt. Die schnelle
Produktion von IgM Antikoérpern gegen die Polysaccharide ermoglicht es Pathogene,
die sonst lange vor T-Zellen verdeckt blieben, schon in frlhen Stadien T-Zell-

unabhangig zu eliminieren [38].

1.3 Multiples Myelom

Das Multiple Myelom (MM) beschreibt eine maligne lymphoproliferative Erkrankung
ausgehend von einer monoklonalen Expansion von Plasmazellen im Knochenmark.
Es kommt zu einem Uberschuss an monoklonalen Antikérpern sowie einer
Verdrangung des Knochenmarks und osteolytischen Knochenlasionen [41, 42]. Zu
unterscheiden ist das MM, welches disseminierte Herde im Knochenmark aufweist
vom Plasmozytom, bei dem es sich um einen solitdren Herd handelt.

Die Inzidenz liegt bei etwa 3,9-6,4/100.000 Einwohner pro Jahr in Deutschland.
Betroffen sind vor allem &ltere Menschen, Manner etwas haufiger als Frauen. Das
Durchschnittsalter bei Erkrankung liegt bei 73 Jahren [43].

Der genaue Pathomechanismus des MMs ist noch nicht geklart. Ein Grolteil

entwickelt sich aus der Prakanzerose der Monoklonalen Gammopathie unklarer
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Signifikanz (MGUS) [44]. Man geht davon aus, dass die initialen Myelomzellen aus
Fehlern der Rekombination beim Isotypenwechsel im Keimzentrum entstehen [45].
Typische Symptome sind eine Anamie haufig mit Fatigue durch die Verdrangung des
Knochenmarks, eine erhohte Infektanfalligkeit, Knochenschmerzen durch
pathologische Frakturen, Nierenversagen durch Leichtketten-Nephropathie und
Hyperkalzamie sowie Gewichtsverlust [46, 47]. Knochenschmerzen sind meist das
erste Symptom, dass zur Vorstellung der Patienten fuhrt [42]. Im Verlauf sind
insebesondere Infektionen eine wichtige und haufig letale Komplikation.
Immundysfunktionen machen MM Patienten anfalliger fir Pathogene [48].

Zu den diagnostischen Kriterien gehéren der Nachweis von M-Protein im Serum und
Urin, der Nachweis klonaler Plasmazellen im Knochenmark sowie typische
Endorganschaden. Das M-Protein (auch Paraprotein) ist ein monoklonales
Immunglobulin, das von den beim MM klonal expandierten Plasmazellen produziert
wird. Es wird im Serum sowie im Urin mittels Immunfixation nachgewiesen und dient
der Einteilung des MMs anhand der schweren Ketten IgG, IgA, IgM und der
Leichtketten Kappa und Lambda [49]. Der haufigste MM Subtyp betrifft
Immunglobuline der Klasse G mit 52% oder A mit 21%. Es treten auch reine
Leichtketten Myelome auf, diese machen ca. 20% aus [42]. Weitere essentielle
diagnostische Mittel sind die zytologische, histologische und zytogenetische
Knochenmarksuntersuchung. Zytogenetische Alterationen sind bei ca. 1/3 der
Patienten zu finden und ermoglichen die Identifizierung von Hochrisikopatienten [50].
Endorganschaden, die anhand der CRAB-Kriterien beurteilt werden, unterscheiden
das MM vom schwellenden Myelom. Zu diesen gehoéren Hyperkalzamie (engl.
hyperCalcemia), Niereninsuffizienz (engl. Renal insufficiency), normochrome
normozytare Anadmie (engl. Anemia) und Knochenlasionen (engl. Bone lesions)[51].
Entsprechend erfolgt diagnostisch zudem ein Ganzkérper ,low-dose“ CT, zur
Beurteilung des Knochenbefalls und laborchemische Untersuchungen. Die
Stadieneinteilung erfolgt heutzutage nach dem Revised International Staging System
(ISS), welches zur besseren Abschatzung der Prognose dient. Zur Einteilung in drei
Stadien werden das beta 2-Mikroglobulin, das Albumin, der LDH Wert und die
Zytogenetik herangezogen. Die genaue Einteilung ist in Tabelle 1 zu sehen [52]. Die

Stadieneinteilung nach Durie und Salmon wird heute nicht mehr verwendet [53].



Tabelle 1: S Stadieneinteilung des Multiplem Myeloms nach der International Myeloma Working Group
[51] (Tabelle nach [54])

Revised ISS

Stadium | beta 2-Mikroglobulin <3,5 mg/l und
Albumin 23,5 g/dl und
LDH < oberer Normwert und
Zytogenetik Standardrisiko
Stadium I weder Stadium | noch Stadium 11|
Stadium Il beta 2-Mikroglobulin 25,5 mg/l und
LDH > oberer Normwert oder

Zytogenetik Hochrisiko

Derzeit gilt das MM nicht als heilbar. Ziel der Behandlungen ist es eine mdglichst
langanhaltende Remission zu bewirken [55]. Die Therapie des MMs richtet sich nach
Alter und Allgemeinzustand der Patienten und wird bei einem Rezidiv erneut
angepasst.

Initial wird evaluiert, ob Patienten fir eine Hochdosis-Chemotherapie (Hdx) mit
anschlieBender autologer Stammzelltransplantation (auto-HSZT) geeignet sind.
Patienten Uber 65-75 Jahren mit Komorbiditdten wird von einer Hdx abgeraten und
stattdessen die Behandlung auf eine Induktionschemotherapie mit anschlie3ender
Erhaltungstherapie begrenzt [56]. Fur die Entscheidung ist das biologische Alter
relevant.

Bei stabilem Allgemeinzustand und ohne signifikante Komorbiditaten ist die
Standardbehandlung eine Induktionstherapie gefolgt von Hdx mit auto-HSZT. Diese
verbessert sowohl das progressionsfreie Uberleben, wie auch das Gesamtiiberleben
[57-59]. Fur die Induktionschemotherapie gibt es verschiedene Protokolle. Diese
sollen vor Absammulung der Stammzellen eine Remission induzieren. Meist
angewandt in dieser Studie war eine Standardkombination aus Bortezomib,
Cyclophosphamid und Dexamethason (VCD) [60]. Nach 4-6 Zyklen wird eine
Stammzellmobilisierung mit Cyclophosphamid und G-CSF (Granulozyten-Kolonie-
Stimulierender Faktor, engl. Granulocyte-Colony Stimulating Factor) eingeleitet [61].
Wenn ausreichend CD34+ Zellen ins periphere Blut ausgeschwemmt sind, werden 3-

6 x10°® CD34+ Zellen/kg abgesammelt. Auf eine erfolgreiche Stammzellapharese

9



folgt die Hdx mit Melphalan zur mdglichst vollstdndigen Elimination der MM Zellen
[57, 58]. Die anschlielende Transplantation der autologen Stammzellen bildet die
Grundlage fur die Rekonstitution der lymphoiden und myeloiden Zellreihen. Dieser
Prozess dauert Monate bis Jahre [62]. In den ersten 6-12 Monaten nach auto-HSZT
sind die Patienten daher besonders anfallig fur Infekte [63].

Um eine langeranhaltende Remission zu induzieren hat es sich insbesondere bei
Hochrisikopatienten etabliert, eine sogenannte Tandemtransplantation
durchzufiihren. Zwei Hdx und auto-HSZT im Abstand von unter sechs Monaten [64].
Eine Erhaltungstherapie mit Lenalidomid im Anschluss kann zudem zu einer
Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens und der Gesamtiiberlebenszeit
fuhren [59, 65].

Ein weiteres wichtiges Element bei der Behandlung von MM Patienten ist die
supportive Therapie. Diese umfasst die Schmerztherapie und Versorgung von
skelettalen Lasionen sowie die Behandlung von Infektionen, peripherer Neuropathie,

Hyperkalzamie und thrombembolischen Ereignissen [50].

1.3.1 Infektionen bei MM

Infektionen haben einen signifikanten Einfluss auf die Morbiditat und mit Ausnahme
der Erkrankung selbst, sind sie die Haupttodesursache bei Patienten mit MM [46].
Ca. 60% der Patienten entwickeln im Laufe ihrer Erkrankung mindestens eine
Infektion [66]. Besonders haufig sind Pneumonien, Bakteriamien und Septitiden,
Harnwegsinfektionen, sowie Infektionen des zentralen Venenkatheters [46, 66, 67].
Diese sind zu 87% bakteriell bedingt [68]. Zu den haufigsten Erregern gehoéren
Koagulase-negative Staphylokokken 43%, Escherichia coli 18%, Enterokokken 11%
und Staphylokokkus aureus (5%) [66]. Zusatzlich nehmen durch neue und
intensivere Therapien die Reaktivierungen von Varizella-Zoster-Virus (VZV) und

anderen Viren und Pilzinfektionen zu [66, 69, 70].

1.3.2 Sekundére Immundefekte bei Multiplem Myelom
Blimark et al. beschreiben ein 7-fach héheres Risiko fur bakterielle Infektionen und
ein 10-fach hoheres fur virale Infektionen [68]. Zugrunde liegt ein Zusammenspiel

von krankheitsbedingten Faktoren, therapieassoziierten Faktoren und dem haufig
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schon fortgeschrittenen Alter der Patienten, wodurch es zu sekundaren
Immundefekten (SID) kommt [48, 66, 71].

Im Folgenden werden die immunsupprimierenden Effekte durch die Erkrankung und
die verschiedenen Therapieregime gesondert dargestellt. Allerdings ist zu beachten,
dass es in der Realitat zu einer Uberlappung der Faktoren und Einfliisse kommt.
Wahrend die Therapien zwar durch die Reduktion der Tumorlast zu einer Besserung
der MM induzierten Immunschwache fihren, bewirken sie gleichzeitig eine starkere
Immunschwache durch die Zytoreduktion [47, 72].

1.3.2.1 SID aufgrund der MM Erkrankung
Ein erheblicher Teil der Infektanfalligkeit ist durch die Erkrankung am MM bedingt.
Ein Grof3teil der Infektionen tritt in den ersten Monaten nach Diagnose auf [73]. Zu
Beginn der Erkrankung sind vor allem Infektionen mit Streptokokkus pneumoniae
und Haemophilus influenza beschrieben, wahrend Escherichia coli, Staphylokokkus
aureus und gramnegative Bakterien im Verlauf zunehmen [74, 75]. Brioli et al.
konnten in einer Studie mit 479 Patienten zeigen, dass vor allem eine hohe
Krankheitslast mit Knochenmarksinfiltration und Anamie sowie ein Ruckfall der
Erkrankung, Risikofaktoren fir eine hohere Infektionsrate sind [66]. Zugrunde liegen
mehrere Faktoren:
Die Knochenmarksinfiltration mit monoklonalen Plasmazellen fihrt zur Verdrangung
der physiologischen Hamatopoese, wodurch sich eine Lymphopenie,
Granulozytopenie und Anamie ergibt [41]. Die fur MM Patienten typische
Hypogammaglobulindmie der nicht Myelom Igs, die bei 92% der Patienten vorkommt
[69] entsteht zum einen durch die Lymphopenie, zum anderen durch eine
Verdrangung der polyklonalen Immunglobuline durch die monoklonal expandierten
Antikorper [74]. Zuséatzlich wird eine gestorte B-Zelldifferenzierung vermutet [76].
Neben den B-Zelldefiziten kommt es zu quantitativen und funktionalen Dysfunktionen
der T-Zellen (insbesondere CD4+), dendritischen Zellen und Naturlichen Killerzellen
(NK Zellen) sowie einer durch die Knochmarksinfiltration bedingten Neutropenie [47,
70]. Neben der Verdrangung der Zellreihen, sind diese Defizite auch auf die
immunsupprimierende Wirkung des Tumors zurtckzufihren. Um sich vor dem
Immunsystem zu schitzen, kommt es zur Sekretion von Zytokinen wie IL-6, IL-10, IL-
15 und TGF-Beta [47]. Neben der Immundefizienz, die durch das MM direkt
11



hervorgerufen wird, resultiert das MM (und deren Therapien) in anderen
Komorbiditaten, wie Nierenversagen, Amyloidose und Hyperkalzdmie sowie
Atemeinschrankung durch Wirbelfrakturen. Diese bewirken zusatzlich eine erhdhte
Infektanfalligkeit [46, 70].

1.3.2.2 SID durch MM Therapien

Die MM Therapie hat sich in den letzten Jahren stark verandert und neue Schemata
und Therapeutika haben dazu gefiihrt, dass sich insbesondere das Uberleben der
alteren Patienten verbessert hat [77]. Blimark et al. weisen darauf hin, dass die
intensiveren und moderneren Immuntherapien bei MM Patienten zwar einen
Uberlebensvorteil bringen, aber parallel eine Zunahme der Anfalligkeit fir Infektionen
bewirken [68]. In Verlaufsuntersuchungen zeigte sich, dass vor allem die kumulative
Dosis der Therapien einen signifikanten Einfluss auf das Immunsystem hat [70, 78].
Unter Therapie dominieren weiterhin bakterielle Infektionen, zusatzlich nehmen vor
allem Viren und invasive Pilzinfektionen wie die Aspergillus-Pneumonie mit der
Anzahl der Therapielinien zu [79, 80]. Das grof3te Risiko eine Infektion zu erleiden
haben Patienten die eine Hdx mit auto-HSZT durchlaufen [66].

Die Therapien bewirken eine Schadigung und Reduktion der Immunzellen selbst und
erhbhen das Risiko einer Infektion durch Begleiterscheinungen wie
Schleimhautschaden, Hyperglykamien und Eisenliberladungen durch Transfusionen
[48].

Induktionstherapie

Die Rate der Infektionen in der Induktionsphase ist relativ gering und liegt
unabhangig der Therapie bei etwa 24%. Meist liegt diese Infektion am Anfang der
Therapie, weshalb ein Grolteil vermutlich auf die Erkrankung selbst zurtickzuftihren
ist [66, 73]. Die nach der aktuellen Leitlinie empfohlenen Triple-Kombinationen in der
Induktionstherapie sind: Bortezomib, Cyclophosphamid, Dexamethason (VCD);
Bortezomib, Lenalidomid, Dexamethason; Bortezomib, Thalidomid, Dexamethason
[54]. Hinzu kommt immer haufiger ein Anti-CD38 Antikorper, da CD38 unter anderem

auf Myelomzellen hoch exprimiert ist [81].
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Dexamethason wird Uber alle Therapiephasen hinweg gegeben und fihrt zu einer
Unterdrickung vornehmlich der Immunantwort von T- und B-Zellen, aber auch
Makrophagen, dendritischen Zellen, Monozyten und Neutrophilen. Zudem hemmt es
die Sekretion von Interleukinen und Zytokinen [82]. Vor allem in kumulativen Dosen
birgt es ein erhohtes Risiko fur Infektionen mit Soor und Viren wie Herpes simplex
viren (HSV) oder VZV [72].

Bortezomib, Carfilzomib und Ixazomib gehdéren zu den Proteasominhibitoren (PI) und
haben einen immunsupprimierenden Effekt auf T-Zellen durch die Depletion von
CD4+ T-Zellen und die Unterdrickung der Zytotoxizitat der CD8+ T-Zellen.
Zusatzlich hemmen sie die Antikérperantwort und dendritische Zellen sowie Chemo-
und Zytokine [83]. Mehrfach konnte eine Zunahme der HSV Infektionen und VZV
Reaktivierungen gezeigt werden [84-86].

Das immunmodulierende Medikament (IMID, engl. immunomodulatory drug)
Lenalidomid hat einen stimulierenden Effekt auf T-Zellen, allerdings fihrt es zu einer
verstarkten Neutropenie und damit vermehrt Grad 3-4 Infektionen [87]. Thalidomid
wirkt immunmodulierend und -supprimierend auf die T-Zellen [88].

Laut Brioli et al. zeigte sich kein Unterschied in der H&ufigkeit von Infektionen
(Bakteriamie, Sepsis, Pneumonie) zwischen Patienten die mit oder weitestgehend
ohne IMiDs und Pls behandelt wurden. In beiden Gruppen litten die meisten
Patienten an Infektionen der Atemwege (obere und Pneumonie), sowie Bakteriamie
[66].

Cyclophosphamid, das sowohl zur Induktion als auch zur Stammzellmobilisierung
verwendet wird, bewirkt eine Reduktion von B- und T-Zellen [89, 90] und konnte als
unabhangiger Risikofaktor fir Infektionen ausgemacht werden [72]. Anti-CD38
Antikdrper wie Daratumumab oder Isatuximab fuhren zu Neutropenie und
Lymphozytopenie und gehen mit einer erhghten Inzidenz von Pneumonien und
viralen Reaktivierungen einher sowie oberen Atemwegsinfekten [81, 91].
Elotuzumab, ein Antikorper gegen den SLAMF7 Rezeptor fuhrt zu einer
Lymphozytopenie.

Fur die bei den Patienten der vorliegenden Arbeit am héaufigsten verwendete
Kombinationstherapie aus VCD ist eine Leukopenie bei 53% der Patienten

beschrieben. Weitere Infektbezogene Nebenwirkungen waren Fieber, Pneumonien,
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Sepsis und Neutropenie. 8% der Patienten litten an einer Herpes Zoster Infektion
[60].

Hochdosis-Chemotherapie und auto-HSZT

Die starkste Immundefizienz liegt bei MM Patienten nach auto-HSZT vor. In einer
Studie litten 79% der Patienten an einer Infektion [66]. Grund dafir ist die Ablation
des abnormalen, aber auch gesunden Immunsystems mittels Hdx in Vorbereitung
auf die auto-HSZT. In der Zeit bis die transplantierten Zellen wieder zu einem
vollstdndig rekonstituierten Immunsystem herangereift sind, sind Patienten
besonders Infektanféllig [63]. Vor allem die Hdx mit Melphalan korreliert mit einer
Zunahme der Infektionen [72]. Die Immunsuppression nach HSZT bei MM Patienten
unterscheidet sich nicht wesentlich von der Immunsuppression wie sie nach auto-
HSZT bei Patienten mit anderen Erkrankungen vorkommen [92].

Durch die Hdx dominiert innerhalb der ersten zwei Wochen die Neutropenie und
Mukositis, die mit einem hohen Risiko fur bakterielle Infektionen und Mykosen
einhergehen [48]. 92% der Infektionen sind bakteriell bedingt. Die Dauer der
Neutropenie stellt in dieser Zeit den Hauptrisikofaktor fur Infektionen dar. Es kommt
vor allem zu Bakteridmien, Pneumonien und ZVK-Infektionen [66]. Nach der
Rekonstitution des angeborenen Immunsystems sorgen insbesondere die verzogerte
Regeneration von zellularer- und humoraler Immunitéat zu SIDs [93]. Dadurch kommt
es in der Rekonstitutionsphase vor allem zu viralen Infekten wie VZV- und CMV-
Reaktivierungen, Clostridium difficile Infektionen und Pneumocystis jirovecii
Pneumonien, haufig mit schwereren Verlaufen [94, 95]. Langfristig stellen zudem
Infektionen mit verkapselten Bakterien wie Pneumokokken ein Riskio fur diese
Patienten dar [93, 96].

1.3.3 Rekonstitution der humoralen und zellularen Immunitat nach HSZT

Das Immunsystem nach HSZT rekonstituiert aus zwei Quellen. Zum einen aus reifen
Immunzellen, die mit dem Transplantat reinfundiert werden. Zum anderen per de
novo Synthese aus transplantierten Vorlauferzellen [97].

In der frihen Phase basiert die Immunfunktion und Regeneration vor allem auf den

reifen transplantierten Immunzellen. Bei dem humoralen Immunsystem kommt hinzu,
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dass trotz depletierter B-Zellen, Antikorper auch nach der Hdx und HSZT eine
gewisse Zeit erhalten bleiben. Dies basiert auf der langen Halbwertszeit der
Antikorper [98] sowie einem Uberleben der Hdx von langlebigen Plasmazellen [97].
Nach ca. 4-8 Monaten nach auto-HSZT erreichen die gesamt-B-Zellen wieder
Normwerte [99]. Dabei durchlaufen sie die gleiche Entwicklung wie in der
Ontogenese [100]. Entsprechend finden sich nach ca. 6 Monaten zunachst wieder
Immunglobuline des IgM Typs im Serum und im Verlauf nach ca. 12-18 Monaten
wieder isotypgewechselte Immunglobuline wie IgG und IgA [101]. Das ist darauf
zuruckzufiuihren, dass gewisse Subpopulationen wie isotypgewechselte GB und MZ-
ahnliche Zellen erst spater rekonstituieren [102].

Zur Differenzierung in KW GB sind CD4+ T-Zellen essentiell [103]. Diese
regenerieren jedoch als letztes nach auto-HSZT [104]. Zunéchst expandieren die
CD8+ T-Zellen aus den transplantierten reifen Zellen, wodurch es zu einem
umgekehrten CD4+/CD8+ Verhaltnis kommt [99, 105]. Diese CD8+ T-Zellen sind
zum Grof3teil Gedéachtnis-Zellen [106]. Sie weisen ein geringeres Repertoire sowie
ein verandertes Expressionsprofil auf [107, 108]. Erst nach ca. 6-12 Monaten
entwickeln sich schliel3lich wieder neue CD4+ und CD8+ T-Zellen aus den
transplantierten h&matopoetischen Stammzellen Gber die Thymopoese [109, 110].
Die de novo Synthese korreliert mit der Zunahme von naiven T-Zellen sowie der T-
Zell-Rezeptor-Varianz [109, 111, 112]. Die Geschwindigkeit der Rekonstitution von
CD4+ T-Zellen, ist daher stark abhangig vom Patientenalter und der Thymusgro3e
und kann je nach Alter sogar bis zu finf Jahre dauern [105, 111, 113].

Beim MM wurde gezeigt, dass die Rekonstitution beeinflusst ist vom
Remissionsstatus des Myeloms, der Konditionierungstherapie, sowie der folgenden
Erhaltungstherapie [57]. Frihe Lymphozytenregeneration mit hohen absoluten
Lymphozytenzahlen nach auto-HSZT bei MM Patienten gehen einher mit einem
verbesserten progressionsfreien Uberleben und gesamt Uberleben [114, 115]. Die
Immunrekonstitution der Lymphozyten nach HSZT ist somit ein wichtiges Element
um MM Patienten vor Infektionen sowie einem Tumorrickfall zu schitzen und

dadurch die Morbiditat und Mortalitat der Patienten zu reduzieren [116].
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1.4 In vitro Funktionsprifung von B-Zellen

Mit Hilfe von in vitro Stimulationen kann die B-Zellfunktion untersucht werden.
Staphylococcus aureus Cowan | (SAC) und pokeweed mitogen (PWM) sind haufig
verwendete Stimulantien zur Prifung der B-Zellfunktionalitdt bei Immundefizienzen
[17, 117]. SAC ist ein mitogenes B-Zell-Stimulans. Es aktiviert B-Zellen tber Protein
A, ein typisches Protein in der Zellwand von Bakterien. Die Bindung an den BCR |6st
eine Proliferation der aktivierten B-Zelle aus [118]. Falkoff et al. zeigten, dass fur eine
Differenzierung in Immunglobulin-sezernierende-Zellen (ISC, engl. immunoglobulin-
secreting cell) ein zweites Signal notwendig ist [118]. Dieses kann zum einen Uber
eine TLR Stimulation erfolgen. Bekeredjian-Ding et al. wiesen nach, dass es bei
zusatzlicher TLR9 Aktivierung zu einer polyklonalen IgM Sekretion kommt [119]. Fur
eine Differenzierung in 1ISCs mit Klassenwechsel ist hingegen T-Zell-Hilfe obligat.
PWM ist ein mitogenes Lectin, das ein T-Zell-abhéngiges Stimulans darstellt. Es fuhrt
zu einer Proliferation und Differenzierung der B-Zellen in ISCs unter der Prasenz von
T-Zellen [120, 121]. SAC und PWM wirken synergistisch, wodurch es zu einer 10-
fach starkeren Aktivierung kommt und geringere T-Zell-Zahlen benétigt werden, als
bei einer Stimulation mit SAC alleine [118].

Crotty et al. haben diese beiden Stimulantien zusatzlich mit den TLR9 Liganden
Oligonukleotide mit Cytosin Guanin Motiven (CpG) kombiniert. Dieses gilt als hoch
effektiver Stimulationsansatz zur Generierung von ISCs [17]. CpG ist ein
polyklonales Stimulans, das wie oben beschrieben zusammen mit einer BCR
Stimulation Uber TLR9 eine T-Zell-unabhangige B-Zellaktivierung initiiert. Zusétzlich
kann CpG direkt GBs stimulieren, da diese TLR9 dauerhaft exprimieren, wodurch es

bei Kontakt mit CpG zu einer Proliferation und Differenzierung in ISCs kommt [122].

Eine Kombination aus CD40L, CpG und IL-21 wird als effektivstes Stimulans fir B-
Zellen beschrieben. Es induziert sowohl eine B-Zell-Proliferation, sowie eine
Differenzierung in 1ISCs und Plasmazellen. Dabei kommt es zu einer gleichstarken
Produktion von 1gG, IgM und IgA Antikorpern [123, 124]. Wahrend CpG, wie oben
beschrieben, ein T-Zell-unabhangiges Stimulans darstellt, provozieren CD40L und
IL-21 eine T-Zell-abhangige B-Zellaktivierung.

CD40L fuhrt Uber eine Bindung an CD40 auf der Oberflache der B-Zellen zur

Proliferation und Aktivierung von naiven und GB [37, 125]. In vivo wird es primér auf
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aktivierten T-Zellen exprimiert, aber kann auf verschiedenen Immunzellen und nicht
Immunzellen gefunden werden und liegt aul3erdem in einer l6slichen Form vor.
Insbesondere bei Entziindungen wird es auch auf Monozyten, NK-Zellen, Mastzellen
und Basophilen exprimiert [126, 127]. Der CD40 Signalweg unterstitzt die
Keimzentrumsformation, das Uberleben der Keimzentrum-B-Zellen, den Ig-
Klassenwechsel, die somatische Hypermutation und somit letztendlich die Formation
von langlebigen Plasmazellen und GB [128]. In vitro bewirkt es vor allem eine
interzellulare Adhasion, Proliferation und Expansion, Differenzierung in ISCs und den
Ig-Klassenwechsel [129, 130].

IL-21 ist als das potenteste B-Zell-Stimulans beschrieben [131, 132], indem es die B-
Zell-Proliferation und -Differenzierung von naiven B-Zellen und GB in ISCs férdert
[123, 133, 134] Es steuert den Erhalt des Keimzentrums und spielt somit ebenfalls
eine kritische Rolle fir den Ig-Klassenwechsel sowie die Differenzierung in
Plasmazellen und GB [135]. In vivo findet es sich auf aktivierten CD4+ T-Zellen und
NKT-Zellen [131]. In Anwesenheit von CpG und ohne CD40L fuhrt IL-21 zur B-Zell-
Apoptose [136]. Eine Kostimulation mit CD40L hingegen verstarkt die durch IL-21
induzierte Ig-Produktion [137]. Ahnlich konnte gezeigt werden, dass die
kontinuierliche Stimulation mit CD40L die Differenzierung in Plasmazellen durch CpG
inhibiert [138] wobei der Ansatz kombiniert mit IL-21 die Differenzierung férdert [123,
124].

1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es bei Patienten mit MM die phanotypischen Veranderungen der
B-Zellen und ihre Funktionen genauer zu untersuchen. Hintergrund sind eine
zunehmend hohe Morbiditat und Mortalitat, die von Infektionen bei Patienten mit MM
ausgehen. Neben der Erkrankung selbst, sind Infektionen die Haupttodesursache.
Zugrunde liegen sekundare Immundefekte durch das MM selbst sowie bedingt durch
die Therapien. Immer effektivere Therapieverfahren und Mehrlinientherapien flhren
zwar zu einer besseren Ansprechrate und haben das MM zu einer chronischen
Erkrankung gemacht, gleichzeitig bewirken sie eine zuséatzliche Immunsuppression,
insbesondere die Hdx mit auto-HSZT. Uberwiegend bakterielle Infektionen erlauben
den Riuckschluss auf eine Defizienz der humoralen Immunantwort. Beschrieben

werden unter anderem eine Hypogammaglobulinamie und eine verminderte Zahl an
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B-Zellen. Untersuchungen der B-Zell-Immunitat bei Patienten mit MM beschrankten
sich bisher vor allem auf quantitative Gesamt-B-Zellveranderungen. B-Zell-
Subpopulationen und deren Veranderungen im Verlauf der Therapie wurden bisher
kaum untersucht. Eine eingeschrankte B-Zellfunktion in vitro wurde sowohl bei der
MM Erkrankung als auch nach auto-HSZT festgestellt. Die eindeutige Ursache der
Funktionseinschrankung sowie erfolgreiche Stimulationen zur Wiederherstellung der
B-Zellfunktion bei diesen Patienten sind noch nicht bekannt. Diese Arbeit soll ein
besseres Verstandnis der zugrundeliegenden B-Zelldefekte und ihrer Ursachen
schaffen und damit eine Grundlage fur gezielte préaventive und therapeutische
Strategien darstellen.

In dieser Intention wurden die B-Zellen im peripheren Blut von Patienten mit MM
mittels Durchflusszytometrie, in vitro Stimulation und B-Zell ELISpot untersucht.
Analysiert wurden die Veradnderungen des B-Zell-Kompartiments und seinen
Subpopulationen durch die MM Erkrankung selbst, die Induktionstherapie und die
Hdx mit nachfolgender auto-HSZT.

Dabei lag der Fokus auf

1) den quantitativen Veranderungen der B-Zellen und ihrer Subpopulationen
durch die MM Erkrankung und MM Therapien.

2) den funktionalen Unterschieden zwischen Patienten und Gesunden in Bezug
auf ihre Immunantwort auf in vitro Stimulationen mit T-Zell-abhangigen und T-
Zell-unabhangigen Stimulantien

3) die Relevanz der quantitativen Veranderungen von B- und T-Zellen fir die in

vitro Funktion bei Patienten nach Hdx mit auto-HSZT.

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Humanes Blut

Fur diese Arbeit wurden Blutproben von gesunden Spendern (Gesunde) und
onkologischen Patienten in CPT- (engl. Cell Preparation Tube) oder Lithium-Heparin-
Rohrchen gesammelt. Die Proben wurden anschlieRend bei Raumtemperatur (RT)
auf einem Schuttler gelagert und innerhalb von 5h bearbeitet. Die Akquirierung und
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Untersuchung der Blutproben war durch die Ethik Kommission der Charité
Universitatsmedizin Berlin im Rahmen der 1964 Deklaration von Helsinki und ihren
spateren Anhangen genehmigt (Nr. EA1/252/14).

2.1.2 Gesunde Spender

Gesunde Kontrollen (n=11) definierten wir als Spender ohne bekannte
immunologische Erkrankung. Nach Aufklarung und Einverstandnis wurde den
Probanden 18-20ml Vollblut abgenommen.

2.1.3 Onkologische Patienten

Die Patientenkohorte setzte sich aus insgesamt 19 MM Patienten der Stationen oder
Ambulanzen des Charité Campus Virchow Klinikum, Campus Benjamin Franklin und
Campus Mitte zusammen. Dies wurde freundlicherweise von Dr. Friedrich
Wittenbecher, Prof. 1l-Kkang Na, Dr. Axel Nogai, Prof. Philipp le Coutre, Prof. Igor
Wolfgang Blau und Prof. Lars Bullinger untersttitzt. Funf der Patienten waren kirzlich
neudiagnostiziert und therapienaiv. Bei diesen wurde einmalig 18-20 ml Vollblut
abgenommen. 14 Patienten durchliefen eine auto-HSZT und wurden zweimalig,
sowohl vor der Hdx Melphalan und bis zu einen Monat nach HSZT untersucht. Bei
diesen Patienten wurde zwischen 18-40 ml Vollblut abgenommen, je nach zu
erwartender PBMC Zahl. Alle Patienten waren volljahrig und gaben nach

ausfuhrlicher Aufklarung ihr schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie.

2.1.4 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 2: Reagenzien und Chemikalien

Chemikalien Vertrieb

Gibco DPBS (1x) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Tween ® 20 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

BSA Albumin Fraktion V Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Buffer EL Erythrocyte lysis buffer Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Biocoll Separating Solultion Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
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Trypan Blau Lésung 0,4%

RPMI 1640 Medium

FCS

Penicillin/Streptomycin

(CpG) ODN M362 (Typ C) Endotoxin-
frei
Lectin der

(Pokeweed)

Phytolacca americana

B-Mercaptoethanol

Rekombiniertes Humanes Interleukin-
21

Rekombiniertes Humanes CD40L
Streptavidin-HRP
3-Amino-9-ethylcarbazole Tablette
Essigsaure 100%

Natriumacetat Trihydrat
Wasserstoffperoxid 30%
N,N-Dimethylformamid
Beriglobin ® FSP

Dapi (4',6-Diamidino-2-Phenylindole,
Dilactate)

FlowClean Reinigungslésung

Aqua

Cytoflex Sheath Fluid

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Innaxon Biosciences,  Tewkesbury,
Grol3britannien

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth GmbH,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
VWR, Dresden, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Karlsruhe,

CSL Behring GmbH, Marburg,
Deutschland

Biolegend, San Diego, USA

Beckman Coulter GmbH, Krefeld,

Deutschland

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

GmbH, Krefeld,

Beckman Coulter

Deutschland
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2.1.5 Antikdrper fir die Durchflusszytometrie

Tabelle 3: Antikdrper fir die Durchflusszytometrie

Antigen Flourochrom Spezies Produzent

Anti-Human Pacific Blue ™ Maus Biolegend, San Diego, USA
CD3

Anti-Human PE/Cy7 Maus Biolegend, San Diego, USA
CD19

Anti-Human FITC Maus Biolegend, San Diego, USA
CD27

Anti-Human Alexa Fluor ® Maus Biolegend, San Diego, USA
CD38 700

Anti-Human PerCP/Cy5.5 Maus Biolegend, San Diego, USA
CD24

Anti-Human APC/Cy7 Maus Biolegend, San Diego, USA
[s]D)

Anti-Human APC Maus Biolegend, San Diego, USA
IgM

Anti-Human PE Maus Biolegend, San Diego, USA
109G

2.1.6 Antikdrper fur den ELISpot

Tabelle 4: Antikdrper fir den ELISpot

Antikorper Konjugat Spezies Produzent
Anti-Human IgA, a Ziege Dianova GmbH,
Ketten spezifisch Hamburg,
Primarantikorper Deutschland
Anti-Human I9G, Ziege Dianova GmbH,
Fcy Fragment Hamburg,
spezifisch Deutschland
Primarantikdrper

Anti-Human IgM, Ziege Dianova GmbH,
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Fc5u

spezifisch

Fragment

Primarantikdrper

Hamburg,

Deutschland

Anti-Human IgA Biotin Ziege Thermo Fisher

Sekundéarantikorper Scientific, Waltham,
USA

Anti-Human IgG Biotin Ziege BD Vertrieb GmbH,

(H+L), F(ab’)2 Eching,

Fragment Deutschland

Sekundarantikorper

Anti-Human IgM Biotin Ziege BD Vertrieb GmbH,

(H+L), F(ab’)2 Eching,

Fragment Deutschland

Sekundarantikorper

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Produkt Vertrieb

MultiScreenHTS-IP Filter Platte
Whatman Purdisc Spitzenvorsatzfilter

mit Zellulose azetat Membran, 0,2ug,

steril
Falcon® 6-Well Zellkulturplatte
Falcon® Round Bottom Tube

Zellkulturréhrchen
5 ml Spritze

10 ml Spritze

Sterican ® Kanule Gr.0.80 X 50

Flacon® Serologische Pipetten (5ml,
10ml, 25ml)

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
VWR, Dresden, Deutschland

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
B.Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland
Corning, Corning, NJ, USA
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Vacutainer CPT mit Na-Heparin
Citratrohrchen Vacutainer (5ml, 10ml)
Nalgene Kryorohrchen (2ml) steril

Frischhaltefolie

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Hildebrandt & GmbH,
Blankenfelde-Mahlow, Deutschland

Bartsch

2.1.8 Gerate

Gerat

Vertrieb

Brutschrank HERAcell 240i
Kuhlschrank -4°C/-20°C
Gefrierschrank -80°C 4F755G

Sterilwerkbank HERA-Safe 2020
Wasserbad

Schattler Mini shaker
Prazisionswage XR 2055M-DR

Zentrifuge Allegra® X-I5R

Tischzentrifuge HERAEUS Megafuge
40R

Durchflusszytometer Cytoflex S

Durchflusszytometer Cytoflex LX

ELISPot Reader AID iSpot

Zellzahl- und Analysesystem CASY
Modell TTC

Neubauer Zzahlkammer Improved Optik
Labor

Lichtmikroskop Primo Vert

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland

Dometic medical systems, Hosingen,
Luxemburg

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Lauda-GFL, Koénigshofen, Deutschland
VWR, Dresden, Deutschland

Precisa Gravimetrics AG, Dietikon,
Schweiz
Beckman Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Beckman Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland
Beckman Coulter GmbH, Krefeld,

Deutschland
AID Diagnostika GmbH, Stral3berg,

Deutschland

Innovatis GmbH, Bremerhaven,
Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Deutschland
Carl Zeiss AG, Deutschland
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Mikropipetten (0,1 pl-1000 pl)

Multipette E3x
8 Kanal Pipette Xplorer
Pipetboy 2

Vortex-Genie 2

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Integra  Biosciences AG, Zizers,

Schweiz

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Einfrier Kontainer CoolCell LX Pelo Biotech GmbH,
Planegg/Martinsried, Deutschland

2.1.9 Software

Software Version Produzent

CytExpert 2.3.0.84 Beckman Coulter, Inc.
FlowJo™ 10.6.2 BD Biosciences

AID ELISpot Reader 7.0.0.0 AID GmbH

Version

GraphPad Prism Version 9.0.1 GraphPad Software, LLC.
2.1.10 Puffer und Medien

Puffer Zusammensetzung Genutzt far

Waschpuffer

Acetatpuffer 0,1M

AEC-DMF LoOsung

PBS + 0,05% Tween + 1%
BSA

148 ml 0,2 M Essigsaure (2,3
ml glacial Essigaure + 200 ml
dest. Wasser

352 ml 0,3 M Natriumacetat
Ldsung (27,2 g Natriumacetat
+ 1000 ml dest. Wasser)

auf 1000 ml mit dest. Wasser
auffullen

auf pH von 5,5 anpassen

1 Tablette 3-Amino-9-
ethylcarbazole (AEC) + 2 ml

ELISpot

ELISpot Entwicklung

ELISpot Entwicklung
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Dimethylformamid (DMF)

Entwicklungslésung Azetatpuffer + 3% AEC-DMF ELISpot Entwicklung
LOsung

Kulturmedium RPMI + 10% FCS + 1% P/S Zellkultur

Einfriermedium RPMI + 1% P/S + 20% FCS + Einfrieren PBMCs
10% DMSO

2.2 Methoden

2.2.1 PBMC Isolation

Patienten und Gesunden wurde in BD Vacutainer Heparin Réhrchen oder im BD
Vacutainer CPT System mit Heparin, Blut entnommen und mittels Dichte Gradienten
Zentrifugation Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMCs, engl. peripheral
blood mononuclear cells) isoliert.

Heparin Blut wurde 1:1 mit PBS in einem 50 ml Falcon Réhrchen auf 35 ml verdinnt.
In einem zweiten 50 ml Falcon wurde diese Verdinnung Uber 15 ml Biocoll
Trennflissigkeit geschichtet und bei 850 g fur 20 min bei RT ohne Bremse
zentrifugiert. Durch die Zentrifugation trennt sich das Blut in drei Schichten.
Erythrozyten und Granulozyten wandern durch die Biocoll Schicht und sammeln sich
am Boden des Roéhrchens. Oberhalb des Bicolls liegt ein weiRer Ring an PBMCs und
daruber in PBS verdinntes Plasma. Die PBMC-Schicht wurde mittels serologischer
Pipette abgenommen und in ein neues Falcon ubertragen, um sie mit PBS in einem
funfminttigen Zentrifugationsschritt (300 g bei RT) zu waschen. AnschlieRend
wurden die Zellen in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und mit dem CASY
Zellzahlsystem gezahlt. Dazu wurden 10 ul der Zellsuspension in 10 ml CASYton
Flussigkeit verdinnt. CASY aspiriert die Zellen durch eine Messpore, misst dabei
Einzelzellen und differenziert anhand der Zellkerngré3e zwischen lebenden und
toten Zellen. 1,5 x106 lebende PBMCs wurden der Zellsuspension schlieRlich fir die
durchflusszytometrische B-Zell-Analyse ex vivo entnommen. Fir die Zellkutur
wurden 4 x10°8 Zellen pro Well entnommen. Unverwendete Zellen wurden erneut in
PBS + BSA gewaschen, 5 min bei 300 g zentrifugiert und in Einfriermedium in einem

CoolCell Einfrierkontainer bei -80°C eingefroren.
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Die R6hrchen des BD Vacutainer CPT Systems enthalten 1 ml Heparin und eine
fixierte Biocoll Trennschicht. Nach der Blutabnahme wurden die Réhrchen mehrmals
invertiert und anschliel3end bei 1800 g fur 25 min bei RT mit Bremse zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation entsteht die gleiche Auftrennung des Blutes in drei
Schichten, wie sie oben beschrieben ist. Die folgenden Schritte wurden
entsprechend gleich durchgefihrt.

2.2.2 Zellkultur und Stimulation

Das folgende Protokoll zur Kultivierung und Stimulation von PBMCs wurde von Résel
et al. [139] bzw. Steiner et al. [unverdffentlicht] adaptiert. Die aus Heparinblut
isolierten PBMCs wurden in einer Konzentration von 4 x10° Zellen in 3 ml
Kulturmedium pro Well in einer 6-Well-Platte kultiviert. Die Zellen wurden polyklonal
Uber 7 Tage bei 5% CO und 37°C stimuliert. Dafur wurde entweder SAC (1:10.000),
100 ng/ml PWM, 6pg/ml CpG und 50 pM/ml B-Mercaptoethanol (B-ME) oder 270
ng/ml CD40L, 30 ng/ml IL-21 und 6 pg/ml CpG verwendet. Um eine Verdunstung zu
vermeiden wurden die 6-Well-Platten in Frischhaltefolie gewickelt inkubiert.

2.2.3 B-Zell-Charakterisierung mittels Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein zellbiologisches Messverfahren, welches zur
Charakterisierung von Zellpopulationen verwendet wird. Flourochrom-gekoppelte
Antikdrper gegen Oberflachen- oder intrazellulare Epitope der Zellen, werden im
Durchflusszytometer mit Lasern detektiert. Dieses Verfahren wurde in dieser Arbeit
unter anderem angewandt, um innerhalb der PBMCs die B-Zellen ex vivo und nach
siebentagiger Stimulation in vitro zu phanotypisieren und quantifizieren. Ex vivo
wurden nach der PBMC lIsolation (s.0.) 1,5 x108 lebende PBMCs der Zellsuspension
entnommen und an Tag 7 aus den jeweiligen stimulierten Zellkulturen. Diese wurden
erst mit 1 ml PBS + BSA und ein zweites Mal in 1 ml reinem PBS gewaschen indem
sie bei 300g 5 min zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde verworfen und in der
Restfllissigkeit (ca. 100 pl) die Zellfarbung mit flourochrom-gekoppelten Antikorpern
durchgefiihrt. Eine vollstandige Ubersicht der Antikorper mit ihrem Bindungsepitop,
ihrem gekoppelten Flourochrom und der verwendeten Verdinnung ist in Tabelle 5

aufgefihrt. Nach 10 mindtiger Inkubation bei RT im Dunkeln wurde die Farbung mit 1
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ml PBS + BSA gestoppt und abermals bei 300g 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Pallet mit 200 pl PBS resuspendiert und kurz vor der Messung
Dapi zur lebend-tod Differenzierung hinzugegeben. Gemessen wurde am
Durchflusszytometer Cytoflex S oder Cytoflex LX von Beckman Coulter. Die dafir
verwendete Software war Cytexpert Version 2.3.0.84. Zur Auswertung des B-Zell-
Panels wurde die Software FlowJo Version 10.6.2 genutzt.

Tabelle 5: Eigenschaften der zur Farbung des B-Zell-Panels verwendeten Antikdrper (siehe auch [140])

Zielepitop Flourochrom-Konjugat Verdinnungsfaktor
x:100
CD19 PE-Cy7 0,5
IlgD APC-H7 0,5
CD3 PB 1
lgG PE 1
CD27 FITC 1,5
CD38 AF700 15
IgM APC 2
CD24 PerCP-C5,5 2
Lebend/Tod Dapi 1
2.2.4 ELISpot

Der B-Zell ELISpot ist eine Methode zur Quantifizierung der B-Zellfunktion, indem
ISCs Uber Spots sichtbar gemacht werden. In dieser Arbeit wurde sie genutzt um
nach siebentagiger Stimulation mit C/I/C oder S/P/C die ISCs zu bestimmen.

An Tag 6 wurde eine standardisierte 96-Well Multiscreen Filter Platte mit 1,2 pg/ml
Ziege anti-Human IgG, 10 pg/ml Ziege anti-Human IgM oder 15 pg/ml Ziege anti-
Human IgA in PBS beschichtet. Die Kontrollfelder wurden mit sterilem PBS bedeckt,
um unspezifische Bindungen zu verhindern. Die Platte wurde bei 4°C Uber Nacht
inkubiert. Im Anschluss wurde die Platte drei Mal mit 200 pl/Well sterilem PBS
gewaschen und bei 37°C mit 200 pl/Well Kulturmedium fur 1h geblockt. Die
stimulierten Zellen wurden an Tag 7 geerntet, zwei Mal mit 3 ml Kulturmedium
gewaschen und anschlie3end die Zellzahl bestimmt. Dafiir wurden die Zellen in einer

1.5 Verdinnung mit 0,4% Trypan Blau LOsung gefarbt und in einer Neubaur
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Zahlkammer gezahlt. Die Zellkulturiberstande wurden enthommen und bei -80°C
eingefroren. Die Zellen wurden in einer Verdinnung von 5x10%, 2,5x104, 1,25x104,
6,25x103, 3,125x10° und 1,56x102 Zellen pro 100pl Kulturmedium pro Well auf die
Platte aufgetragen und 4h bei 37°C inkubiert. Die unterschiedlichen Verdiinnungen
dienten der Bestimmung der Spots bei optimaler Verdinnung und variierten
zwischen Gesunden und Patienten sowie den Ig-Isotypen. Nach der Inkubation
wurden die Platten sechs Mal mit 200 ul Waschpuffer gewaschen, um ungebundene
Zellen und Antikérper wieder zu entfernen. Biotin-gekoppelte Antikérper wurden
verdinnt (IgG/IgM 1:5.000; IgA 1:500) und in steril filtriertem Waschpuffer auf die
Platte aufgetragen. Es folgte eine Inkubation bei 4°C Uber mind. eine Nacht, bis zu
einer Woche. Im Anschluss wurden die Platten ein weiteres Mal mit 200 ul
Waschpuffer pro Well gewaschen und mit Biotin bindendem Streptavidin-HRP mit
einer Konzentration von 2,5 pg/ml fir 1h im Dunkeln bei RT inkubiert. Nach drei
weiteren Waschgangen mit 200 pl PBS pro Well wurde die Entwicklungslosung auf
die Platte gegeben. Diese bestand aus 3-amino-9-ethyl-carbazole (AEC) in
Dimethylformamid (DMF) 1:30 verdinnt in Azetatpuffer und steril filtriert. 3% H20:2
wurde in einer 1:100 Verdinnung hinzugegeben und dann 100 pl der
Entwicklungslosung pro Well verteilt. Nach 3 Minuten Entwicklung im Dunkeln wurde
diese durch 5-faches Spulen der Platte unter flieBendem Wasser gestoppt. Nach
vollstandigem Trocknen auf der Liuftung der Sterilbank wurden die Platten im AID
ELISpot Reader 7.0.0.0 analysiert. Die AID ELISpot Software wurde genutzt um die
Platten im Anschluss auszuwerten. Dabei wurden die Spot-Zahlungen anhand von
immunglobulinspezifischen Masken durchgefiihrt und alle Platten manuell verifiziert.
Die geeignetste Verdinnung wurde durch die Division der Zahlungen
aufeinanderfolgender Verdinnungen identifiziert und schliel3lich die Spots auf 10.000

Zellen pro Well normiert.

2.2.5 Immunfixation

Die Immunfixation ist eine Methode zur Analyse von monoklonalen Proteinen in
Korperflissigkeiten und dient somit bei der Diagnostik des MMs der ldentifizierung
von M-Protein in Serum und Urin. Hier wurde diese Methode angewandt, um
monoklonale Proteine in Zellkulturiberstdnden aufzudecken. Ziel war es,

festzustellen, ob die Stimulationen eine monoklonale Proliferation férdern. Daflr
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wurde nach siebentagiger Zellstimulation der Zellkulturiiberstand eingefroren und
anschlieBend fur die Immunfixation wieder aufgetaut. Analog zu Urin, wurden die
Zellkulturtiberstande anhand einer Gel Elektrophorese aufgetrennt, um monoklonale
Proteine sichtbar zu machen. In der ersten Reihe des Gels wurden mittels
Fixierungslosung alle Proteine sichtbar gemacht und somit die Verteilung von Alpha-,
Beta- und Gammaglobulinen beurteilt. Zusatzlich wurde im Bereich der
Gammaglobuline der Antikorperklon ndher bestimmt. Daftir wurden Antikdrper gegen
IgG, IgM, IgA und in der Leichtketten Bestimmung Antikérpern gegen kappa oder
lambda Leichtketten eingesetzt. Durch die Bindung der Antikdrper an Proteine
kommt es zu einer Ausfallung der betroffenen Proteine, die durch das Auswaschen
der nicht gebundenen Proteine im Gel sichtbar werden. M-Protein ist im Urin ab einer
Menge von 20,04 g/L nachweisbar [51]. Die Immunfixation der Zelliberstadnde wurde

vom Labor Berlin durchgefihrt.

2.2.6 Leukozyten-Charakterisierung in Vollblut

Aus dem heparinisierten Blut der Patienten wurden vor der PBMC Isolation 100 pl
abgenommen, um eine exakte Zahlung der Leukozyten Populationen im Vollblut
mittels Durchflusszytometrie durchzuflihren. Extrahiert aus dieser Untersuchung
wurden die CD4+ Zellzahlen bei post-HSZT Patienten. Aufgrund der Uberschneidung
von Emissionsspektren der Flourochrom-gekoppelten Antikorper, werden in Tabelle
6 alle im Panel verwendeten Antikdrper samt Flourochrom und Verdinnung
aufgelistet. Diese wurden in die 100 ul Blut gegeben und die Zellen fur 15 Minuten im
Dunkeln bei RT gefarbt. Um unspezifische Bindungen zu reduzieren wurden
auBerdem 2 pl Beriglobin hinzugegeben. Durch Zugabe von 1 ml Quiagen
Erythrozyten Lyse Puffer wurde die Farbung gestoppt und gleichzeitig eine
Erythrozyten Lyse initiiert. Dafir wurden die Zellen 30 min auf Eis im Dunkeln
inkubiert und zwischenzeitig gevortext. Im Anschluss wurden 900 pl zweifach
konzentriertes PBS + 0,4% BSA hinzugegeben und innerhalb von 15 min am
Cytoflex LX gemessen. 500 ul der Probe wurden gemessen bei einer Rate von 50

pl/min.
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Tabelle 6: Eigenschaften der im Leukozyten Panel verwendeten Antikérper (siehe auch [140])

Zielepitop Flourochrom-Konjugat Verdinnungsfaktor
x:100

CD25 APC 2
CD3 A700 0,5
CD16 APC-750 2
CD127 PE 1
CD56 PE Dazzle 0,5
CD123 PE-Cy7 0,5
gD FITC 0,5
HLA-DR PerCP-C5,5 1
CD27 BVv421 0,5
CD4 BV510 2
CD19 BV605 0,5
CD14 BV650 0,5
CD8 BV785 0,5
CD45 BUV395 1

2.2.7 Erhebung klinischer Daten und Datenmangement

Zur Erhebung der klinischen Daten wurde die elektronische Patientenakte des SAP-
Systems der Charité Universitdtsmedizin Berlin genutzt. Der Fokus lag auf der
Inzidenz  von Infektionen insbesondere post-HSZT. Der Erreger Typ
(bakteriell/viral/mykotisch) sowie der genaue Erreger wurden, wo bekannt,
angegeben. Bei den ND hatten zusatzlich die MM Typen eine grof3e Relevanz, da
diese zur Auswertung der Immunfixation herangezogen wurden. Aufl3erdem die im
Serum gemessenen Ig-Spiegel fur den Vergleich der Funktion in vivo und in vitro
verglichen. Komorbiditaten wurden bei méglichem Einfluss auf die Immunfunktion
extrahiert.

Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten und Spender wurden mittels
Kennziffern pseudonymisiert und in einer elektronischen Datenbank abgespeichert.
Die Verarbeitung der Proben und Daten wurde nur auf Grundlage der

pseudonymisierten  Patientendatenbank  vorgenommen. Zugang zu den
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personenbezogenen Daten anhand einer Identifikationsliste war nur der

Projektleitung moglich.

2.2.8 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Programmes GraphPad Prism 9.0.1
durchgeftihrt. Auf Grund der kleinen Kohorten und weil eine Normalverteilung der
Daten nicht vorausgesetzt werden konnte (Uberprift mittels Shapiro-Wilk-Test)
wurden nicht parametrische Testverfahren zum Vergleich der Daten genutzt. Somit
erfolgte die Darstellung der Ergebnisse im Median mit Angabe des
Interquartilsabstandes (IQA). Zur Berechnung statistisch signifikanter Unterschiede
intervallskalierter Zahlen bei zwei unabhangigen Stichproben wurde der Mann-
Whitney-U Test verwendet, bei gepaarten Proben der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test. Gesunde verglichen mit ND, pre-HSZT und post-HSZT und ND verglichen mit
pre-HSZT stellten dabei unabhangige Stichproben dar. Vergleiche der gleichen
Patienten pre- und post-HSZT und die Ergebnisse der Stimulationen mit CD40L/IL-
21/CpG und SAC/PWM/CpG der jeweils gleichen Patienten stellten abhangige
Stichproben dar. Ein Patient wurde zu allen drei Zeitpunkten (ND, pre-HSZT, post-
HSZT) untersucht, was bei dem Vergleich zwischen ansonsten unabhangigen
Stichproben bei ND und pre-HSZT nicht beachtet werden konnte. Bei dem Vergleich
von drei Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test angewandt. Zur Berechnung von
Zusammenhangen von nicht normalverteilten, intervallskalierten Variablen wurde der
Korrelationskoeffizient nach Spearman angewandt. Anhand von diesem wurden die
Korrelationen in schwach (0,3<r<0,5), moderat (0,5<r<0,7) und stark (r>0,7)
eingeteilt. Um weitere Einflussfaktoren auf die B-Zellfunktion post-HSZT zu
evaluieren wurde eine multiple Regression mit jeweils maximal drei Variablen
(aufgrund der geringen Patientenzahl) berechnet.

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine explorative Datenanalyse. Fir das
Signifikanzniveau wurde die exakte-2-seitige Signifikanz errechnet. Dabei wurde ein
p-Wert von <0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit) als statistisch signifikant gewertet.
Diese p-Werte wurden nicht fir multiples Testen adjustiert und sind als explorativ zu

bewerten.

31



3 Ergebnisse

Gruppe 1

Gruppe 2 Gruppe 3

Analyse

Methodik

Ergebnis

Durchflusszytometrie

ex vivo

Absolute Zahlen an B-Zellen
und deren Subpopulationen
Kapitel 3.3.1

Verteilung der B-Zell-
Subpopulationen
Kapitel 3.3.2

Durchflusszytometrie

In vitro Stimulation

Tag 7

Proliferation der CD19+
Zellen
Kapitel 3.4.1.1

Umverteilung der B-Zell-
Subpopulationen
Kapitel 3.4.1.2

ELISpot Assay

Tag 7

Differenzierung in ISCs
Kapitel 3.4.2

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Studienaufbaus

A zeigt in hellblau die drei untersuchten Probandengruppen: Gesunde Spender, neudiagnostizierte Patienten
(ND) und Patienten die eine auto-HSZT durchliefen. In den dunkelblauen Kéasten sind die vier Probenentnahmen
aufgeschlisselt, wobei bei den Patienten, die eine auto-HSZT durchliefen eine Entnahme vor Hdx (pre-HSZT)
und eine nach HSZT (post-HSZT) erfolgte. B ist eine Veranschaulichung des analytischen Vorgehens in dieser

Arbeit mit Differenzierung der verwendeten Methoden und den Parametern, die zur Ergebnisbeurteilung

herangezogen wurden. Verweise geben an, in welchem Kapitel die Ergebnisse jeweils zu finden sind.




3.1 Klinische Charakteristika der Patienten

Insgesamt wurden 19 MM Patienten und 11 gesunde Spender in diese Studie
eingeschlossen. Bei den Patienten waren finf neudiagnostiziert und 14 wurden im
Rahmen ihrer auto-HSZT (pre- und post-HSZT) untersucht. Dabei ist ein Patient von
Neudiagnose bis nach HSZT verfolgt worden und somit in beiden Patientengruppen.
Innerhalb der drei untersuchten Probandengruppen ergaben sich somit zur
Interpretation der Ergebnisse vier verschiedene Gruppen, da die auto-HSZT
Patienten zu zwei Zeitpunkten untersucht wurden (Abbildung 3 A):

1) Gesunde Vergleichsgruppe.

2) Neudiagnostizierte Patienten (ND), ohne vorherige Therapie.

3) Therapierte Patienten, die alle Induktionstherapie, eine Mobilisierung mit
Cyclophosphamid (Cyclomob.) und eine G-CSF-Gabe zur Stammzellmobilisierung
vor der Hdx erhalten haben (pre-HSZT). In einigen Fallen wurden weitere Therapien
verabreicht (Tabelle 9).

4) Patienten in der friihen Rekonstitutionsphase (innerhalb eines Monats) nach auto-
HSZT (post-HSZT).

Tabelle 7: Ubersicht der in der Studie eingeschlossenen Spender und Patientengruppen

Anzahl Alter @ Geschlecht MM Subtyp Revised Pat. mit

(%) (%) ISS (%) Infektionen
Gesunde 11 42 J. m: 45 N.A. N.A. 0/11
w: 55
ND 5 69 J. m: 40 lgG: 80 I: 20 1/5
w: 60 IgG und II: 60
Leichtketten:  1lI: 20
20
Pre-/Post 14 60 J. m: 64 IgG: 64,3 |:14 Pre: 1/14
HSZT w: 36 IgA: 14,3 Il: 36 Post: 10/14
Leichtketten: 1lI: 21
21,4 N.A.: 29

Abkirzungen: m: mannlich; w: weiblich

Unter den ND war die Geschlechterverteilung 60% weiblich zu 40% mannlich und
das Durchschnittsalter betrug 69 Jahre (Tabelle 7). Drei Patienten litten an einem
MM des 1gG Typen, einer an einem Leichtketten Myelom und in einem Fall blieb es
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ungeklart. Mit der Ausnahme eines Patienten, der die Differentialdiagnose eines

Plasmozytoms hatte, zeigten sich bei allen ND erniedrigte Serum Spiegel der nicht

MM lIgs (Tabelle 8, erniedrigte Werte blau markiert). Eine vor kurzem stattgefundene

Infektion war bei einem Patienten festgestellt worden. Komorbiditdten durch das MM

oder mit moglichem Einfluss auf den Immunstatus sind in Tabelle 8 aufgelistet. Die

haufigsten Beschwerden waren myelombedingte Osteolysen.

Tabelle 8: Klinische Hintergriinde der ND MM Patienten

ND MM Subtyp Staging Immunglobuline im Komorbiditaten Infektionen
Serum

P002 1gG Kappa ISS I Gamma-glob.: 17,5% Osteolysen
lgG: 15,959/ HWK/
IgA: 1,249/l Os Sacrum
IgM: g/l
LambdaLK: 7mg/l
Kappa LK: 26,04 mg/I|

P008 LK Kappa ISS 1l Gamma-glob.: 22,8% Osteolysen ges. E. coli
IgG: 13,12 g/l Skelett, Sepsis
IgA: g/l Nierenversagen
IgM: g/l dialysepflichtig
LambdalLK: 8,77 mg/l
KappalLK: 21600 mg/|

PO09 LK Lambda; ISS I Gamma-glob.: 16,4% Osteoporose

DD IgG: 11,5 g/l
Plasmozytom IgA: 1,88 g/l

IgM: 1,15 g/l
Lambda LK: 65,66
mg/I
Kappa LK: 26,87 mg/I

P014 I1gG Lambda ISSI Gamma-glob.: 44,7 % Z.n. Nieren-
IgG: 48,41 g/l transplantation,
IgA: g/l sek.HP, DM Typ
IgM: g/l 2, Nikotinabusus
Lambda LK: 1347mg/I
Kappa LK: 34,21 mg/|

P0O15 1gG Kappa ISS I Gamma-glob.: 46,8 % Oteolyse mit
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IgG: 55,6 g/l pathologischen
IgA: 0,18 g/l Frakturen

IgM: 0,07 g/l LWK4/5
Lambda LK: N.A.

Kappa LK: 1255 mg/I

Abkirzungen: Gamma-globuline: Gamma-glob.; Leichtketten: LK; sekundarer Hyperparathyroidismus: sek. HP;
Diabetes Mellitus: DM; Halswirbelkdrper: HWK; Lendenwirbelkérper: LWK; Escherichia coli: E.coli

Referenzwerte: Gamma-glob.: 11,1-18,8 %; IgG: 7-16 g/l; IgA: 0,7-4 g/l; IgM: 0,4-2,3 g¢/l; Lambda LK: 5,7-26,3
mg/l; Kappa LK: 3,3-19,4 mg/l

Die pre/post-HSZT Gruppe umfasste 14 Patienten. Bei ihnen wurde zu zwei
Zeitpunkten peripheres Blut untersucht, einmal vor Hdx und einmal nach HSZT.
Unter den Erkrankten waren 65% mannlich und 35% weiblich. Da fur gewohnlich
vermehrt jungere Patienten mit auto-HSZT behandelt werden, lag das
Durchschnittsalter bei 60 Jahren und somit unter dem der ND und dem
durchschnittlichen Erkrankungsalter in Deutschland (73 Jahre) [43]. Neun Patienten
litten an einem MM Typ 1gG, zwei Typ IgA und drei an einem Leichtketten Myelom.

Vortherapiert wurden die meisten Patienten mit dem Induktionschema Bortezomib,
Cyclophosphamid und Dexamethason (VCD) (n=12). Drei hatten zusatzlich
vorausgegangene  HSZT bzw. eine Therapie mit Rituximab  und
Adriamycin/Dexamethason (AD) (n=1). Ein weiterer Patient erhielt Bortezomib,
Revlimid und Dexamethason und der letzte eine Kombination aus Anti-CD38,
Carfilzomib, Lenalidomid und Dexamethason. Alle erhielten eine Cyclophosphamid
Mobilisierung und G-CSF-Gabe vor der Stammzellapharese. Der Remissionsstatus
vor Einleitung der Hdx variierte von minimaler Remission (n=2) bis hin zu
Vollremission (n=3). Bei 5 Patienten konnte eine Teilremission nachgewiesen
werden und 4 Patienten wiesen zu diesem Zeitpunkt noch eine minimale residuelle
Tumorlast auf. Wie bei den ND waren die haufigste behandlungsbedurftige
Komorbiditat MM bedingte Osteolysen. Eine behandlungsbedirftige Infektion trat
pre-HSZT bei einem Patienten auf. Post-HSZT traten bei 79% (11/14) der Patienten
Infektionszeichen auf, dabei traten teils mehrere Infekte bei einem Patienten auf. 13
Infekte wurden antibiotisch und einer mit Ganciclovir behandelt. Bei sechs
Infektionen konnte der bakterielle Erreger nachgewiesen werden, zwei Patienten
litten unter viralen Infekten (Herpes genitalis, RSV-Pneumonie). Eine genaue

Ubersicht findet sich in Tabelle 9.
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Tabelle 9: Klinische Hintergriinde der Patientengruppe Pre-/Post-HSZT (siehe auch [140])

Pre-/Post- Infektionen
HSZT

Relevante

Vorausgegangene Remis-  Tage

Komorbiditaten Therapien sions- nach
status HSZT

P002 Post-HSZT:
Katheter-Sepsis
mit Staph.

epidermidis

Osteolysen

Bestrahlung HWK MR 18
4x VCD
Cyclomob.

P0O0O7 Post-HSZT:
Sepsis mit
Staph.
epidermidis

Osteolyse
Femur, CAST
Nephropathie

4x CR 17
Bortezomib/Revlimid

| Dexamethason

Cyclomaob.

PO17 Post-HSZT:
Herpes genitalis

4x AD CR 17
Cyclomob.

1. Hdx Melphalan

+HSZT

1x VCD

2. Hdx Melphalan

+HSZT

2x VCD




Cyclomob.

P0O19 Post-HSZT: Multiple Bestrahlung LWK PR 22
RSV- Osteolysen mit  4x VCD
Pneumonie pathologischer Cyclomob.

LWK2 Fraktur

P021 Post-HSZT: Multiple Radiatio Hufte PR 17
Abszess nach Osteolysen, DM 6x VCD
Venenverweil- Typ2 Cyclomaob.
katheter

P023 Post-HSZT: DM, 3x VCD PR 19
Fieber in Nikotinabusus Cyclomob.
Neutropenie

P025 Post-HSZT: Hyperkalziamie, 4xVCD VGPR 31
Influenza- Osteolysen mit  Cyclomob.
Pneumonie pathologischer
Sepsis LWKZ1 Fraktur

Abkirzungen: Paraneoplastisches Syndrom: PNS; Staphylokokkus: Staph.; Clostridium difficile: C. diff;
Escherichia coli: E. coli; Karzinom: Ca; RD: Lenalidomid, Dexamethason; PR: Teilremission (engl. partial
remission); MR: Minimale Remission (engl. minimal response); VGPR: Minimale residuelle Tumorzeichen (engl.
very good partial remission); CR: Vollremission (engl. complete remission)



3.2 B-Zell Phanotypisierung mittels Durchflusszytometrie

Um die B-Zell-Subpopulationen bei Patienten mit SID im Vergleich zu Gesunden zu
untersuchen, wurde eine durchflusszytometrische Analyse der PBMCs durchgefihrt.
Eine Gating-Strategie wurde auf der Grundlage des EUROclass Panels fir Patienten
mit CVID erstellt. CVID ist ein primarer Immundefekt der B-Zellen und das
EUROclass Panel gibt einen Uberblick tiber relevante B-Zell-Phanotypen [141, 142].
Das Cluster of Differentiation (CD, in deutsch ,Unterscheidungsgruppen®) erlaubt
eine Einteilung der verschiedenen Zellpopulationen anhand von
immunphanotypischen Oberflachenmerkmalen. Dieses wurde hier genutzt um die
peripheren B-Zell-Populationen zu charakterisieren (Tabelle 10). Abbildung 4 zeigt
ein reprasentatives Beispiel der Gating-Strategie anhand von PBMCs eines
gesunden Spenders.

Es erfolgte zunachst eine Diskriminierung von lebenden und toten Zellen Uber Dapi.
In der Gegenuberstellung von GroRe (FSC-A aus engl. forward scatter-area) und
Granularitat (SSC-A aus engl. side scatter-area) wurde anschlieBend Zelldebris
ausgeschlossen und die Lymphozytenpopulation eingegrenzt. Zusatzlich wurden
aneinanderklebende doppelte Zellen und CD3+ Lymphozyten (grof3tenteils T-Zellen)
herausgefiltert. Die B-Zell-Population wurde als CD19+ definiert. Innerhalb dieser
wurden PB als CD38**CD27** ausgemacht. Zur genaueren Einteilung wurden die
IgD- PB nach ihrer IgM Expression in IgM+ und IgM- = klassengewechselte PB
eingeteilt. Die restlichen B-Zellen wurden weiter in Naive (CD27- IgD*), MZ-ahnliche
(CD27* 1gD* IgM*), DN (CD27- IgD’) und GB (CD27* IgD’) unterteilt. Von den
gesamt-naiven B-Zellen wurden die Transitionalen (CD38** CD24**) abgegrenzt. Die
IgD- GB wurden ebenfalls weiter unterteilt in IgM exprimierende und IgM negative

bzw. klassengewechselte GB.

Das gleiche Panel wurde genutzt, um nach siebentagiger Stimulation die

Veranderungen des B-Zell-Kompartiments zu untersuchen.
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Tabelle 10: Zuordnung der B-Zell-Subpopulationen zum Cluster of Differentiation innerhalb der CD3-

Lymphozyten Population

B-Zell-Subpopulation

Oberflachenproteine

B-Zellen

PB

IgM PB

KW PB
Naive
Transitionale
MZ-ahnliche
GB

lgM GB

KW GB

CD19*

CD19* CD38** CD27+*" IgD"
CD19* CD38* CD27+* IgD" IgM*
CD19* CD38* CD27** IgD" IgM-
CD19* CD27- IgD*

CD19* CD27- IgD* CD38** CD24**
CD19* CD27* IgD* IgM*

CD19* CD27* IgD

CD19* CD27* IgD" IgM*

CD19* CD27* IgD" IgM-
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Abbildung 4: Gating-Strategie fur die B-Zell-Ph&notypisierung

Dargestellt ist die durchflusszytometrische Erkennung von typischen B-Zell-Phénotypen basierend auf dem
EUROclass Panel fir CVID [142]. Hier wird beispielhaft das Gating bei einem gesunden Spender gezeigt
(entsprechend [140]).
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3.3 Quantitative Charakterisierung des B-Zell-Kompartiments bei MM

Patienten ex vivo

3.3.1 Veradnderungen der absoluten Zahlen an B-Zellen und deren
Subpopulationen

Bei unbehandelten  Patienten mit  Multiplem  Myelom sowie nach
Standardchemotherapie und nach Hdx ist eine Reduzierung der Gesamt-B-Zellen
beschrieben [78]. Quantitative Veranderungen der B-Zell-Subpopulationen wurden
bisher nicht untersucht. In der Absicht diese genauer zu charakterisieren, wurde
mittels durchflusszytometrischer Phanotypisierung eine quantitative Analyse der B-
Zellen und ihrer Subpopulationen im peripheren Blut ex vivo durchgefuhrt. Dazu
dienten PBMCs unterschiedlicher Therapieabschnitte, die mit Daten von gesunden
Spendern verglichen wurden, um die Einflisse der Erkrankung und der Therapien
darzustellen. Untersucht wurden die Gesamtzahl der CD19+ B-Zellen, gesamt-
naiven B-Zellen, Plasmablasten, Gedachtnis-B-Zellen, transitionalen B-Zellen und
MZ-ahnlichen B-Zellen. Gesunde Spender, wie auch Patienten zeigten dabei eine
starke interindividuelle Varianz.

Wie zuvor von Schitt et al. beschrieben, zeigte sich auch in dieser Arbeit eine
signifikante Reduktion der Gesamtzahlen der CD19+ B-Zellen bei Patienten mit ND
MM [78] (Abbildung 5). Diese war verstarkt nach Therapie und am starksten
ausgepragt nach Hdx und auto-HSZT. Wahrend der Median bei gesunden
Probanden bei 357 [303-713] CD19+ Zellen/10.000 Zellen (Median [IQA]) lag, war
dieser bei Erstdiagnose eines MMs im Median um 41% reduziert und lag bei 212
[155-260] CD19+ Zellen/10.000 (p=0,003). Durch die Chemotherapie pre-HSZT
waren diese Zellen um 75% reduziert auf 88,5 [36-277] CD19+ Zellen/10.000 Zellen
(p=0,007). In der friihen Rekonstitutionsphase nach Stammzelltransplantation waren
die B-Zellen im Vergleich zu Gesunden im Median um 99% zuriickgegangen (Median
4,1[1,6-12,3] CD19+ Zellen/10.000 Zellen; p<0,001).
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Abbildung 5: Riickgang der CD19+ Zellen bei MM Patienten und im Laufe der Therapie

Darstellung der Mediane mit den IQAs der CD19+ B-Zellzahlen in 10.000 gemessenen lebenden PBMCs von
Gesunden und den Patientengruppen (ND, pre/post-HSZT). Es zeigte sich eine zunehmende Reduktion der
CD19+ B-Zellzahlen im Verlauf der Erkrankung und durch die Behandlung. Unterschiede wurden mittels Mann-
Whitney-U und Wilcoxon Tests zwischen Gesunden und den Patienten Gruppen sowie zwischen der
vorausgegangenen Therapiestufe (also ND-pre-HSZT und pre-HSZT-post-HSZT) errechnet. Signifikanzen
wurden mit *p<0,05, **p<0,001 angegeben. Vergleiche [140].

Kongruent mit der Abnahme der Gesamt-B-Zellen war die Reduktion der gesamt-
naiven B-Zellen sowie MZ-ahnlichen B-Zellen durch die Erkrankung und die
Therapie. Bei Erstdiagnose zeigte sich ein signifikanter Rickgang um 49% bei
Naiven und 78% bei MZ-ahnlichen im Vergleich zu Gesunden (naive: p=0,038, MZ-
ahnliche: p<0,001) (Abbildung 6). Ein groReres Defizit entwickelte sich nach
Chemotherapien (naive: p=0,011; MZ-ahnliche: p<0,001). Post-HSZT waren diese
Zelltypen fast vollstandig depletiert. Die gesamt-Naiven betrugen noch 0,16% und die
MZz-&hnlichen noch 0,01% der Gesunden und noch 1,3% bzw. 0,8% der Zellzahlen
pre-HSZT. Die MZ-ahnlichen Zellen stellten die einzige Subpopulation dar, die mit
jedem Abschnitt signifikant abnahm. Bei den transitionalen B-Zellen (p<0,001) und
PB (p=0,003) war nur nach auto-HSZT ein signifikanter Verlust gegeniiber Gesunden
zu verzeichnen. Das gleiche Bild zeigte sich bei den PB. Allerdings zeichnete sich
bei den gesamt PB und KW PB auch bei Erstdiagnose und vor Hdx eine Reduktion
gegeniber gesunden Werten ab, wobei diese aufgrund der hohen Varianz nicht
signifikant war. GB waren ebenfalls durch die MM Erkrankung leicht reduziert,

insbesondere KW GB sanken signifikant (p=0,049). Einen schadigenden Effekt auf
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die GB schienen allerdings vor allem die Chemotherapien zu haben. Der Einsatz von
Chemotherapeutika fuhrte in der Gesamtzahl der GB zu einer Reduktion um 90%
gegenuber Gesunden (p<0,001) und um 74% gegeniber ND Patienten (p=0,010).
Hdx reduzierte die GB sogar um 99% (p<0,001) gegeniiber Gesunden und 94%
gegenuber pre-HSZT (p<0,001). KW GB und IgM GB verhielten sich entsprechend.

Insgesamt war die starkste Beeintrachtigung durch die Hdx und HSZT zu
beobachten. In dieser Gruppe war jede Subpopulation gegentber Gesunden und

gegenuber pre-HSZT signifikant reduziert (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Quantitative Verdanderungen der Gesamtzahlen der B-Zell-Subpopulationen

Darstellung der Mediane der absoluten Zellzahlen von neun B-Zell-Subpopulationen normiert auf 10.000 lebende
PBMCs bei Gesunden und Patientengruppen. Die Varianz ist mit dem IQA angegeben. Die Zellreduktionen
zwischen den Gesunden und Patientengruppen sowie zwischen ND und pre-HSZT bzw. pre- und post-HSZT

wurden mittels Mann-Whitney-U und Wilcoxon Tests auf Signifikanz gepriift: *p<0,5, **p<0,001. Vergleiche [140].
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3.3.2 Verénderungen in der Verteilung der B-Zell-Subpopulationen
Veranderungen in der Verteilung der Subpopulation innerhalb der CD19+ B-Zellen
machten weitere Einflisse der Erkrankung und der Therapie des MMs deutlich. Zur
Veranschaulichung der Verschiebungen zu denen es innerhalb des B-Zell-
Kompartiments kam, wurde die Verteilung der Subpopulationen in (Abbildung 7

) dargestellt. Entsprechend der Verteilung von B-Zell-Subpopulationen, wie sie in der
Literatur beschrieben ist [16, 18], lag bei Gesunden die mediane Haufigkeit der B-
Zellen pro Lymphozyten bei ca. 5 [3,8-9,1] %. Von diesen waren etwa 56 [41,4-68,5]
% gesamt-Naive und 6 [3,5-7,5] % Transitionale, MZ-ahnliche machten fast 15 [7,3-
21,4] % aus, gesamt PB lagen bei ca. 2 [1,0-7,9] % und gesamt GB bei 21 [11,4-
24.,9] %.

Der Anteil der gesamt-naiven B-Zellen, sowie PB verdnderte sich durch die
Erkrankung und die Induktionschemotherapie kaum. Durch die Hdx sank die
mediane Haufigkeit der gesamt-naiven B-Zellen jedoch von 56% bei Gesunden auf
11 [3,4-20,1] % (p<0,001). Im Gegenzug machten die PB statt 2% bei Gesunden 37
[27,7-41,6] % post-HSZT aus (p<0,001). Dieser Anstieg liel3 sich grof3tenteils auf die
KW PB zurtckfuhren. Transitionale B-Zellen nahmen bei Patienten pre-HSZT, also
nach Induktionstherapie und Cyclomob. einen vergleichsweise grof3en Anteil der B-
Zellen von 28 [7,5-62,6] % ein (Gesunde — pre-HSZT: p=0,013). Der Anteil der GB
war vorwiegend bei pre-HSZT Patienten reduziert (Gesunde — pre-HSZT: p=0,037).
Zuruckzufuhren war dies vor allem auf die Reduktion der KW GB (Gesunde — pre-
HSZT: p=0,032). IgM GB zeigten bei post-HSZT Patienten die starkste
Anteilsreduktion im Vergleich zu Gesunden (Gesunde — post-HSZT: p=0,083). Die
MZ-ahnlichen B-Zellen gingen durch die MM Erkrankung in ihrem Anteil auf ca. 5
[2,4-9,7] % zurick (Gesunde — ND: p=0,028). Chemotherapien fiihrten zu einem
weiteren Rickgang auf 1 [0,4-1,9] % der CD19+ Zellen, was in etwa auch dem Anteil
nach HSZT entsprach (Gesunde — pre-HSZT/post-HSZT: p<0,001)(Abbildung 7).

Um den Effekt der Erkrankung und Therapien differenzierter zu betrachten, wurden
jeweils zwei Kompartimente miteinander verglichen.

1) Gesunde — ND: Der Vergleich der B-Zell-Subpopulationsverteilung zwischen
Gesunden und Patienten nach der Erstdiagnose MM, vor Erhalt einer Therapie gibt

Aufschluss dartber, wie die B-Zell-Populationen durch das MM beeinflusst werden 2)
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ND - pre-HSZT: Um den Effekt der Standardtherapien zu beurteilen, wurden
Patienten nach Erhalt der Induktionstherapie, pre-HSZT mit unbehandelten ND
Patienten verglichen 3) pre-HSZT — post-HSZT: Fur den Einfluss der Hdx sowie
auto-HSZT wurden die Unterschiede von pre-HSZT mit post-HSZT analysiert.

Zu 1): Im direkten Vergleich unterschied sich der Phanotyp zwischen MM Patienten
und Gesunden im Anteil der IgM PB. Dieser lag im Median um das 4,5-fache hoher
als bei Gesunden. Aufgrund ihres generell kleinen Anteils von 0,06 [0,02-0,57] % der
B-Zellen bei Gesunden, wirkte sich dieser Anstieg allerdings kaum auf die
Gesamtverteilung der Subpopulationen aus. Der Anteil der gesamten PB war im
Median 0,5% grof3er als bei Gesunden, was sich insbesondere auf den Anstieg von
KW PB um 0,45% zurtckfuhren lie3. Wahrend eine leichte Reduktion der KW GB (im
Median von 18,3 [8,8-20,2] % auf 14,6 [9,8-22,9] %) auffiel, war der deutlichste
Unterschied im Anteil der MZ-&hnlichen mit einem Ruckgang um zwei Drittel (Median
14,7 [7,3-21,4] % auf 4,5 [2,4-9,7] %, p=0,028) zu beobachten. Der Anteil der
gesamt-naiven B-Zellen blieb durch die Erkrankung unbeeinflusst, wobei der
mediane Anteil der transitionalen B-Zellen um 2,5% (6,3 [3,5-7,5] % bei Gesunden zu
3,7 [1,4-8,3] % bei MM) zurlckging.

Zu 2). Der Effekt der Standardchemotherapien auf die Verteilung der B-Zell-
Populationen bezog sich vor allem auf eine Reduktion der GB, um mehr als die
Halfte und der MZ-ahnlichen Zellen auf 1,2 [0,4-1,9] %, was einem Viertel des Anteils
bei ND entsprach (p=0,005). Ein gleichzeitiger Anstieg der anteiligen PB, IgM und
KW, glich dieses Defizit aus. Auffallig war auf3erdem ein 7,6-facher Anstieg des
Anteils der transitionalen B-Zellen von 3,71 [1,4-8,3] % auf 28,3 [7,5-62,6] %
(p=0,044).

Zu 3): Wahrend die Gesamtzahl aller B-Zell-Populationen zwischen pre-HSZT und
post-HSZT durch die myeloablative Hdx abnahm (Abbildung 6) zeigte sich im
Verhéltnis zur CD19+ Zellzahl, dass die Subpopulationen unterschiedlich stark
betroffen waren. Somit lag in der frihen Rekonstitution post-HSZT ein anderes B-
Zell-Kompartiment vor als vor Transplantation. Eine Zunahme zeigte sich zum einen
bei den PB (p<0,001), insbesondere KW PB mit einem Anstieg um das 14-fache (von
2,2 [1,1-11,1] % der CD19+ auf 31,0 [15,4-36,5] %, p<0,001). Zum anderen nahm
der Anteil der GB, insbesondere der KW GB von 8,3 [3,6-19,7] % auf 15 [9,0-27,5] %
bzw. 4,3 [1,7-18,0] % auf 14,3 [7,5-23,3] % zu. Stark reduziert gegentber pre-HSZT
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waren die gesamt-naiven- (p=0,001) und transitionalen B-Zellen (p=0,035). Die
Transitionalen hielten damit ein weiterhin leicht erhdhtes Niveau gegenuber
Gesunden (Abbildung 7). Im direkten Vergleich nahm der Anteil der MZ-&hnlichen
Zellen um 0,15%, etwa ein Zehntel gegentiber pre-HSZT ab.
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Abbildung 7: Phanotypische Zusammensetzung der B-Zell-Kompartimente bei Gesunden und Patienten

Verglichen wird die Zusammensetzung der B-Zell Kompartimente von Gesunden, ND, pre-HSZT und post-HSZT
Patienten. Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil der Naiven, GB, MZ-ahnlichen,
Transitionalen und PB innerhalb der CD19+ Population bestimmt. Mediane + IQA sind markiert. Verglichen
wurden die Populationen zwischen Gesunden und Patienten mittels Mann-Whitney-U Test und zwischen pre- und
post-HSZT mittels Wilcoxon Test. *p< 0,05; **p< 0,001.
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Zusammenfassend liel3 sich feststellen, dass die gesamt-B-Zellen und die
untersuchten Subpopulationen im Verlauf der Erkrankung und Therapien immer
weiter abnahmen und post-HSZT am starksten beeintrachtigt waren. Besonders
betroffen waren MZ-ahnliche B-Zellen und von den Chemotherapien am meisten
beeinflusst die GB (Abbildung 5, Abbildung 6). Neben dem quantitativen Verlust
wurde jedoch auch deutlich, dass die Subpopulationen unterschiedlich stark
beeintrachtigt waren und es zu Umverteilungen innerhalb des B-Zell-Kompartiments
kam (Abbildung 7). Wichtige Erkenntnisse waren, dass PB im Verlauf prozentual
zunahmen und MZ-&hnliche Zellen kontinuierlich abnahmen.

Durch die MM Erkrankung kam es vor allem zu einer Reduktion des Anteils der MZ-
ahnlichen und Transitionalen, wéahrend IgM PB Uberproportional zunahmen.

Durch Chemotherapie kam es inshesondere zu einer Abnahme des GB Anteils und
einem Anstieg der Transitionalen.

Die Hdx und auto-HSZT bewirkten den starksten Anstieg des PB Anteils bei

gleichzeitiger Reduktion des Anteils an gesamt-Naiven.

3.4 Funktionale Charakterisierung der B-Zell-Kompartimente von MM
Patienten
In verschiedenen in vitro B-Zell Stimulationsversuchen bei MM Patienten konnte eine
eingeschréankte Immunreaktion nachgewiesen werden [143-145]. Die Ursache ist
bislang nicht vollstandig geklart. Da bisher noch keine Stimulation ausfindig gemacht
wurde, die die B-Zellfunktion wieder herstellt, wurde unter anderem ein intrinsischer
B-Zelldefekt diskutiert [144, 146]. Um diese Defizienzen genauer zu definieren,
wurden in dieser Arbeit Stimulationsansatze getestet, die auch bei CVID eine
effektive B-Zellaktivierung bewirken konnten.
Folglich wurden die PBMCs sieben Tage zum einen mit einem von Crotty et al.
vorgestellten Assay aus SAC, PWM und CpG (S/P/C) [17] und zum anderen mit
einem Ansatz aus CD40L, IL-21 und CpG (C/I/C) stimuliert [123].
Zur Beurteilung der Funktion wurden drei Parameter herangezogen:
1) die Proliferation der CD19+ B-Zellen, gemessen in der Durchflusszytometrie.
2) die Proliferation bzw. Differenzierung der CD19+ B-Zell-Subpopulationen und
die daraus resultierende Umverteilung der Subpopulationen,

durchflusszytometrisch gemessen.
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3) die Anzahl an ISCs nach Stimulation, gemessen im ELISpot.

3.4.1 Funktionsmessung mittels Durchflusszytometrie
Zur Beurteilung der B-Zellfunktion in der Durchflusszytometrie wurde eine B-Zell-
Phanotypisierung ex vivo sowie nach siebentagiger in vitro Stimulation durchgefuhrt

und im Anschluss die Veranderungen berechnet.

3.4.1.1 Proliferation der CD19+ B-Zellen

Zur Beurteilung der proliferativen Immunantwort wurde die Zunahme der CD19+ B-
Zellen herangezogen. Der Median der berechneten Induktionen ist in Tabelle 11 zu
sehen. Die Verédnderungen der absoluten Zellzahlen in Abbildung 8 A. Bei Gesunden
wurde durch beide Stimulationen eine Zunahme der B-Zellen induziert, wobei diese
durch S/P/C gréfR3er ausfiel (Induktion C/I/C x1,2; S/P/C x1,5) und im Median zu
héheren CD19+ Zahlen fihrte (C/I/C: 471 [374-704] vs. S/P/C: 706 [610-1030]). Bei
Neudiagnosen und pre-HSZT war die Zunahme der CD19+ Zahlen bei C/I/C etwas
starker als bei S/P/C, wahrend die Mediane der Zellzahlen bei S/P/C hdher lagen.
Bei allen drei Gruppen (Gesunde, ND, pre-HSZT) ergab sich kein signifikanter
Unterschied im Ansprechen auf die Stimulationen. Post-HSZT blieb die proliferative
Antwort auf S/P/C aus (Induktion=0,9). Durch die C/I/C Stimulation hingegen kam es
post-HSZT zu der starksten Proliferation (Induktion=9,6). Entsprechend
unterschieden sich auch die Mediane der CD19+ Zahlen nach Stimulation signifikant
(CNlIC: 41,5 [9,2-212,5] vs. S/P/C: 4,4 [1,2-10,9]; p<0,001).

Im Vergleich der absoluten Zellzahlen nach Stimulation zwischen den
Patientengruppen und Gesunden zeigte sich, dass die initial verminderten CD19+
Zahlen bei ND und pre-HSZT Patienten nach beiden Stimulationsansatzen im
Median annahernd wieder dem gesunden Niveau entsprachen (Abbildung 8 B). Post-
HSZT lag eine grof3e Varianz der Reaktion zwischen den Patienten vor (Spannweite:
C//C=0,9-874; S/P/C=0,1-36). Obwohl durch die C/I/C Stimulation die starkste
Induktion fur CD19+ Zellen vorlag, zeigten nur zwei Patienten zu Gesunden
vergleichbare CD19+ Zellen nach Stimulation. Die mediane Gesamtzahl der B-Zellen
war nach beiden Stimulationsansatzen signifikant gegeniiber Gesunden vermindert
(C/l/IC: p<0,001; S/P/C: p<0,001). Allerdings lag der Median nach C/I/C fast 10-mal
hoher als nach S/P/C Stimulation (Abbildung 8 A post-HSZT) (p<0,001).
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Abbildung 8: Proliferative Immunantwort der CD19+ Zellen auf C/I/C und S/P/C Stimulation

Diese Abbildung zeigt das unterschiedliche Ansprechen der CD19+ Zellen pro 10.000 lebende PBMCs auf die
beiden Stimulationen bei Gesunden, ND, pre-HSZT und post-HSZT. A stellt den Vergleich zwischen absoluten
Zahlen ex vivo zu post C/I/C und S/P/C Stimulation dar. Vergleich zwischen C/I/C und S/P/C mittels Wilcoxon
Test. B ist Log 10 skaliert und zeigt den Vergleich der Zellzahlen nach Stimulationen zwischen Gesunden und
den Patientengruppen berechnet mittels Mann-Whitney-U Test. Jedes Symbol stellt dabei einen Patienten dar.
Alle signifikanten Unterschiede sind mittels *p<0,05 angegeben. Abbildung Teil B vergleiche [140].

Zusammenfassend liel3 sich folgern, dass beide in vitro Stimulationsansatze dazu in
der Lage waren, eine erfolgreiche Proliferation bei ND und pre-HSZT zu induzieren,
die zu einem Ausgleich der quantitativen Defizite fuhrte. Post-HSZT konnte trotz
starkster Proliferation unter C/I/C das quantitative Defizit nicht ausgeglichen werden.
Allerdings lag in Bezug auf die proliferative Immunantwort ein signifikant besseres

Ansprechen auf die C/I/C als auf die S/P/C Stimulation vor.

3.4.1.2 Die Umverteilung der B-Zell-Subpopulationen

Als weiterer Parameter fur die effektive Immunantwort wurde die durch die
Aktivierung induzierte Differenzierung der B-Zellen herangezogen. Diese wurde zum
einen anhand der Umverteilung der Subpopulationen innerhalb des CD19+

Kompartiments gemessen. GB, Transitionale, Naive und MZ-ahnliche B-Zellen
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differenzieren in einer akuten Immunantwort in PB bzw. ISCs und ein Teil geht in
Apoptose [13, 147, 148]. Somit kommt es bei einer erfolgreichen Immunreaktion zu
einer Zunahme des PB Anteils bei gleichzeitiger Abnahme der GB, Naiven,
Transitionalen und MZ-ahnlichen. Ein Anstieg primér der IgM PB zeigt sich bei einer
T-Zell-unabhangigen Aktivierung bzw. Erstaktivierung naiver B-Zellen. Ein Anstieg
der KW PB lasst sich auf eine Reaktivierung von GB-Zellen sowie eine
Keimzentrumsreaktion bei einer T-Zell-abhangigen Aktivierung zurtckfuhren [37].
Abbildung 10 zeigt die absoluten Veranderungen der Subpopulationen innerhalb
10.000 CD19+ Zellen als Immunantwort auf die C/I/C und S/P/C Stimulationen. Die
Mediane der Induktionen sind in Tabelle 11 aufgefuhrt.

Tabelle 11 Mediane Induktionen der Zellpopulationen durch die C/I/C und S/P/C Stimulation

Aufgelistet sind die Mediane der Induktionen der CD19+ B-Zellen pro lebende PBMCs bzw. B-Zell-
Subpopulationen pro CD19+ B-Zellen. Diese sind berechnet aus der Veranderung der ex vivo gemessenen
Werten zu den Werten nach den Stimulationen. Werte >1 geben dabei eine Expansion der Zellpopulation an
(grun), Werte <1 eine Reduktion (rot).

Notiz: Zur Berechnung der Induktion konnten nur Proben verwendet werden, bei denen ex vivo eine Zellzahl >0
vorlag oder diese auch nach Stimulation weiter 0 Betrug, da eine Expansion von 0 nicht mdglich ist.
Ausgeschlossen wurden daher einzelne Proben in den folgenden Gruppen: Gesunde - IgM PB; post-HSZT - IgM
PB, IgM GB, Naive, Transitionale, MZ-&hnliche. Erklarung: Betroffen waren vor allem die Proben post-HSZT, da
diese durch die Zelldepletierende Hdx nur sehr wenige Zellen aufwiesen. Zur durchflusszytometrischen
Untersuchung wurde nur eine sehr kleine Probe genutzt, in der in diesen Fallen keine der untersuchten
Zellpopulationen vorkamen. Teilweise wurden diese aber nach Stimulation in der Zellkultur messbar. Vergleiche
[140].

Gesunde ND Pre-HSZT Post-HSZT
c/n/ic s/piICc cnic o s/ipic c/lic o s/pIC ClliIC SIPIC
CD19+ 1,18 1,51 3,06 2,40 5,51 4,56

PB
lgM PB
KW PB
GB
IgM GB
KW GB
Naive

Transitionale
MZ-ahnlich
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Die Umverteilung der B-Zell-Subpopulationen zeigte sich zum einen im Anstieg der
PB. Diese stiegen bei Gesunden von im Median 190 [95-789] /10.000 CD19+ auf
5690 [4550-6320] nach C/I/C und 8020 [4560-9330] nach S/P/C an (Induktion C/I/C
x28,5 und S/P/C x42,9). Bei Gesunden und ND war der PB Anteil durch die S/P/C
Stimulation hoher als durch C/I/C, bei pre-HSZT durch beide Stimulationen etwa
gleich und post-HSZT war dieser im Median durch C/I/C signifikant héher (C/I/C:
8310 [6068-9423] und S/P/C: 4760 [1345-9213]; p=0,01) (Abbildung 10). Dies wies
auf ein reduziertes Ansprechen von S/P/C post-HSZT hin. Zu beobachten war
allerdings, dass insbesondere bei S/P/C eine grol3e Varianz vorlag (Spannweite:
476-9530) und ein Teil der Patienten (n=6) auch hier eine Reaktion mit >8.000
PB/10.000 CD19+ B-Zellen erreichte (Abbildung 9).

Insgesamt zeigten sich ein zunehmender PB Anteil auf C/I/C im Verlauf der Therapie
und ein abnehmendes Ansprechen auf die S/P/C Stimulation (Abbildung 9). Im
Widerspruch dazu stand die PB Induktion, die bei beiden Stimulationen im Verlauf
abnahm und insbesondere nach HSZT signifikant reduziert war (Tabelle 11). Die PB
erreichten post-HSZT durch die C/I/C Stimulation Werte von bis zu 9.810 PB/10.000
CD19+ Zellen und machten somit fast die gesamte B-Zell-Population aus. Die
geringe Induktion post-HSZT war somit auf den hoheren Ausgangswert der PB ex

vivo (Abbildung 10) zuriickzufihren.
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Abbildung 9: PB Anteile nach Stimulation verglichen zwischen Gesunden und Patientengruppen

Dargestellt sind die PB Zahlen pro 10.000 CD19+ Zellen verglichen mittels Mann-Whitney-U Test zwischen den
verschiedenen Gruppen jeweils nach C/I/C und S/P/C Stimulation. Die Werte sind auf einer Log 10 Skala
dargestellt. Zusatzlich zu den Einzelwerten der Proben sind der Median sowie der IQA angegeben. Signifikante
Unterschiede sind mit *p<0,05 angegeben. Vergleiche [140].

Die IgM PB Antwort war besonders ausgepragt nach S/P/C Stimulation bei
Erstdiagnose des MMs und pre-HSZT (Median Gesunde: 45 [22-2060] vs. ND: 3130
[2170-3880] vs. pre-HSZT: 2690 [1505-4010]) und unterschied sich zudem pre-HSZT
signifikant von der Reaktion auf C/I/C (ND: p=0,06 ns; pre-HSZT: p<0,001). Bei
Gesunden und post-HSZT war die Reaktion auf C/I/C ausgepragter, wobei
Einzelfalle auch hier auf S/P/C starker reagierten (starke Varianz durch IQA in
Abbildung 10 gekennzeichnet). ND und pre-HSZT Patienten schienen demnach
insbesondere mit einer IgM lastigen PB Expansion auf S/P/C zu reagieren. KW PB
hingegen lagen bei Gesunden vermehrt nach S/P/C Stimulation vor (C/I/C: 2720
[2060-3590] vs. S/P/C: 4960 [1680-5920]; p=ns), bei ND Patienten war der Effekt
durch beide Stimulationen in etwa gleich. Nach Induktionschemotherapie sowie Hdx,
konnten signifikant héhere KW PB Anteile nach C/I/C als nach S/P/C beobachtet
werden (pre-HSZT: C/I/C: 4800 [2835-5775] vs. S/P/C: 931 [378-3613]; p<0,001;
post-HSZT: C/I/C: 4820 [2828-6118] vs. S/P/C: 2770 [1120-5235]; p=0,050). Dies
spricht fur eine funktionale T-Zell-abhangige Antwort bei diesen Patienten unter C/I/C

Stimulation.
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Im Gegenzug kam es durch die Differenzierung der GB in ISCs durch beide
Stimulationen zu einer Abnahme der GB Anteile (Induktion: C/I/C x0,24; S/P/C
x0,03). Diese waren bei Gesunden starker nach S/P/C Stimulation reduziert (von
2120 [1140-2490] GB/10.000 CD19+ auf 477 [257-833] nach C/I/C bzw. 51 [36-217]
nach S/P/C; p<0,001), post-HSZT im Gegensatz dazu starker durch C/I/C (C/l/C: 87
[31-194] vs. S/P/C: 441 [232-1530]; p=0,030). Bei Gesunden sprachen demnach die
GB besser auf S/P/C an und post-HSZT auf C/I/C. Zudem war die Reduktion der GB
durch S/P/C Stimulation post-HSZT geringer als bei Gesunden (Induktion bei
Gesunden: x0,03 vs. post-HSZT: x0,35; p<0,001). Es zeigte sich also eine
verminderte Differenzierung der GB auf S/P/C post-HSZT, was sich auch in den PB
Anteilen nach Stimulation widerspiegelte. Sowohl IgM als auch KW PB zeigten
kongruente Reaktionen zu den gesamt GB auf die beiden Stimulationsansatze.
Naive, Transitionale und MZ-&hnliche B-Zellen spiegelten ebenfalls ihre
Differenzierung in PB bzw. ISCs durch eine anteilige Abnahme wider. Bei den
gesamt-Naiven zeigte sich durchgehend eine starkere Reduktion auf die S/P/C
Stimulation. Die Transitionalen wiesen durchgéangig ein starkes Ansprechen auf die
Stimulationen auf (Induktion Gesund: C/I/C x0,04; S/P/C x0,02). Post-HSZT war eine
starkere Reaktion auf S/P/C zu beobachten (C/I/IC x0,23; S/P/C x0,03), wodurch
signifikant weniger Transitionale als nach C/I/C vorlagen (C/I/C: 281 [93-647] vs
S/P/C: 7,5 [0,1-391]; p=0,020). Die MZ-ahnlichen B-Zellen waren bei Gesunden, ND
und pre-HSZT durch S/P/C starker reduziert (Gesunde: p<0,001; ND: p=0,12 ns; pre-
HSZT: p=0,05). Pre-HSZT scheint die Reaktion auf C/I/C auszufallen (Induktion
x1,4). Post-HSZT hingegen ist die Reaktion der MZzZ-ahnlichen Zellen auf C/I/C
gegeben und stattdessen fehlt ein Ansprechen auf die S/P/C Stimulation (C/I/C: 44
[1-151] vs. S/P/C: 513 [25-1382]; p=0,01). Es kommt sogar zu einer Verdopplung des
MZ-ahnlichen Anteils an den gesamt B-Zellen (S/P/C x1,96).
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Abbildung 10: Verschiebungen der B-Zell-Subpopulationen durch die C/I/C und S/P/C Stimulationen

Gezeigt wird das Ansprechen der jeweiligen Subpopulationen auf die C/I/C Stimulation im Vergleich zu S/P/C
anhand der absoluten Zellzahlen ex vivo und post-Stimulation pro 10.000 CD19+ Zellen bei Gesunden und
Patienten. Gezeigt sind die medianen Werte mit dem IQA. Unterschiede der Zellzahlen nach den Stimulation

wurden mittels Wilcoxon Test auf Signifikanz untersucht (*p<0,05, **p<0,001).

Zusammenfassend zeigte die Expansion der PB-Populationen und eine Abnahme
der GB, Naiven, Transitionalen und MZ-ahnlichen B-Zellen eine erfolgreiche
Immunantwort auf den S/P/C und C/I/C Stimulus bei Gesunden. Im Gesamtbild
fuhrten beide Stimulationen auch bei ND zu einer vergleichbar effektiven
Umverteilung der Subpopulationen. Bei S/P/C war diese durch einen IgM lastigen PB
Anstieg gekennzeichnet. Pre-HSZT verstarkte sich das Bild der IgM lastigen Antwort
auf S/P/C mit zuséatzlicher Reduktion der KW PB Antwort. Sowohl bei ND als auch
pre-HSZT bewirkte die C/I/C Stimulation einen vermehrten Anstieg der KW PB.
Post-HSZT war, wie bei der CD19+ Proliferation der starkste Effekt der C/I/C
Stimulation zu beobachten, insbesondere in Bezug auf die PB und GB. Wie in der
proliferativen Immunantwort deuteten auch die PB, GB und MZ-ahnlichen Zellen auf
eine gestorte Differenzierung auf die S/P/C Stimulation hin. Des Weiteren lag post-
HSZT eine groRe Varianz der Funktion besonders auf S/P/C vor und bei einigen
Patienten schien eine effektive PB Expansion stattzufinden (Abbildung 9).

Es zeigte sich insgesamt ein Rickgang des Stimulationseffektes von S/P/C im
Verlauf der Erkrankung und Therapie, wahrend bei C/I/C eine Zunahme des

stimulativen Effektes zu beobachten war.

3.4.1.3 PB Zahlen pro PBMCs

Die PB wurden aufgrund ihrer Rolle als Vorlaufer der Plasmazellen und ihres
Mitwirkens in der Pathogenbekdmpfung gesondert in ihrer Gesamtzahl innerhalb der
PBMCs ausgewertet. Dafir wurde wie bei den CD19+ B-Zellen, die Anzahl der
gesamt-PB mit dem Niveau von Gesunden verglichen (Abbildung 11 A). Es wurde
festgestellt, dass wie bei CD19+ B-Zellen die Zahl der PB / 10.000 lebende PBMCs
durch Stimulation bei ND und pre-HSZT Patienten das Niveau von Gesunden
erreichte und das quantitative Defizit ex vivo ausglich. Post-HSZT konnte dieses
Defizit nicht ausgeglichen werden. Obwohl die PB / 10.000 CD19+ Zellen nach C/I/C
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den grof3ten Anteil von allen Gruppen einnahmen (Abbildung 9) lagen nach beiden
Stimulationen die Gesamtzahlen der PB innerhalb der PBMCs im Median signifikant
unter dem gesunden Niveau (C/I/C: Gesunde: 262 [222-320] vs. post-HSZT: 36 [7-
202]; p=0,003; S/P/C: Gesunde: 576 [245-659] vs. post-HSZT: 1,1 [0,2-10,2];
p<0,001) (Abbildung 11 A). Hervorzuheben ist auch hier die grof3e Varianz im
Funktionsansprechen. Somit bewirkte die C/I/C Stimulation trotz erniedrigtem Median
bei vier Patienten PB Niveaus von Gesunden, S/P/C bei keinem (Abbildung 11 A).
Obwohl die PB Anteile innerhalb der CD19+ Population nach S/P/C teilweise eine
normale Response zeigten (Abbildung 9), blieben sie in der Gesamtzahl stark
reduziert. Entsprechend lagen die PB Werte pro 10.000 PBMCs post-HSZT nach
C/l/C Stimulation signifikant Uber denen nach S/P/C Stimulation, wobei jeder Patient
ein besseres Ansprechen auf C/I/C zeigte als auf S/P/C (Abbildung 11 B). Dieser
Unterschied lie3 sich auch in durchflusszytometrischen Daten visuell erkennen
(Abbildung 11 C).
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Abbildung 11: Zunahme der PB durch die Stimulationen bei Patienten im Vergleich zu Gesunden

In A und B sind die PB Zahlen pro 10.000 PBMCs auf einer Log10 Skala dargestellt. A vergleicht die Gesunden
mit den Patientengruppen jeweils nach C/I/C oder S/P/C Stimulation. Zusétzlich zu den Einzelwerten der Proben
sind der Median sowie der IQA angegeben. B zeigt den Vergleich der einzelnen Proben post-HSZT zwischen
S/P/C und C/I/C. Je zwei verbundene Punkte stellen einen Patienten dar. Unterschiede wurden mittels Wilcoxon
Test berrechnet, signifikante Unterschiede mit *p<0,05 angegeben. In C ist exemplarisch die
durchflusszytometrische Messung der PB vor und nach Stimulation bei einem gesunden Spender und einem

post-HSZT Patienten dargestellt.
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3.4.2 Funktionsmessung mittels B-Zell ELISpot

>

Gesunde

Elispots pro 10.000 lebende PBMCs

Abbildung 12: Vergleich der ISC Generierung durch die Stimulation mit C/I/C oder S/P/C
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Darstellung der im Elispot gemessenen gesamten ISCs sowie aufgeteilt nach 1gG, IgM und IgA pro 10.000
applizierte PBMCs bei Gesunden, ND, pre-HSZT und post-HSZT. Jeder Punkt stellt die ISCs eines Patienten dar.

Da eine grofie interindividuelle Varianz vorliegt ist jeweils der gleiche Patient bei C/I/C und S/P/C mit einer Linie

verbunden. Die Mediane sind mittels Balken gekennzeichnet. Unterschiede zwischen den Medianen der C/I/C

und S/P/C Stimulation wurden mittels Wilcoxon Test ermittelt und Signifikanzniveaus angegeben (*p<0,05,

**p<0,001). Vergleiche [140].
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Abbildung 13: Vergleich der ISC Generierung zwischen Gesunden und Patientengruppen

Darstellung der gesamten Igs, 1gG, IgM und IgA sezernierenden Zellen pro 10.000 applizierte PBMCs gemessen
im ELISpot. Gezeigt sind die Mediane mit den IQAs. Die linke Spalte zeigt die ISCs nach C/I/C Stimulation, die
rechte nach S/P/C Stimulation. Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-U Test berechnet im Vergleich zu
Gesunden (*p<0,5, **p<0,001).
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Die Hypogammaglobulinamie gehort bei Patienten mit MM zu den wichtigsten
Ursachen fur die Infektanfalligkeit [69, 149] und weist auf eine Stdrung der
Generierung von ISCs hin. Entsprechend wurde die Differenzierung von B-Zellen in
ISCs als weiterer Funktionsparameter herangezogen. Daflir wurden die ISCs nach
siebentagiger Stimulation im ELISpot gemessen. Differenziert wurde zwischen IgG,

IgM und IgA. Als Ig gesamt wurde hier die Summe aus IgG, IgM und IgA bezeichnet.

Bei gesunden Spendern bewirkten die Stimulationen eine mediane ISC Generierung
von 394 [300-828] /10.000 PBMCs auf C/I/C und 958 [775-1423] /10.000 PBMCs auf
S/P/C (p=0,054 ns). Die héhere Anzahl bei S/P/C war primar auf IgM sezernierende
Zellen zurickzufuhren, die signifikant mehr waren als bei C/I/C (C/I/C: 125 [86-158];
S/P/C: 602 [470-797]; p=0,001) wahrend die KW ISCs in etwa Ubereinstimmten
(Abbildung 12).

Bei ND glich sich die mediane gesamt ISC Zahl an (C/I/C: 689 [286-993]; S/P/C: 596
[251-1004]), was auf eine starkere IgG und IgA Sekretion nach C/I/C und eine
abnehmende IgM Sekretion nach S/P/C gegenuber Gesunden zurtckzufihren war
(Abbildung 13). Wobei die Anzahl an IgM sezernierenden Zellen nach S/P/C die von
C/lIC im Median weiter Ubertraf (C/I/C. 88 [60-164] vs. S/P/C: 256 [118-693])
(Abbildung 12). Ahnlich, kam es pre-HSZT insgesamt zu etwa gleich vielen ISCs
(C//IC: 451 [157-1021]; S/P/C: 509 [135-786]). Im Unterschied zu Gesunden und ND
waren die IgA und IgG ISCs signifikant weniger nach S/P/C als nach C/I/C
Stimulation (IgG p<0,001; IgA p=0,009) (Abbildung 12) und nach S/P/C auch
signifikant gegentber Gesunden reduziert (IgG p<0,001, IgA p=0,02) (Abbildung 13).
Die IgM Sekretion hingegen blieb signifikant starker durch S/P/C (C/l/C: 59 [23-213];
S/P/C: 357 [89-681]; p=0,02). Post-HSZT kam es zu einer Umkehr der
Beobachtungen, die bei Gesunden gemacht wurden. Es zeigte sich eine 4,5-9,5-fach
hohere Anzahl an gesamt ISCs, IgA und IgG nach C/I/C als nach S/P/C (lg gesamt,
IgG und IgA: p<0,001). Die IgM Sekretion fiel nach beiden Stimulationen sehr gering
aus, lag nach C/I/C dennoch héher als nach S/P/C (C/l/C: 1,7 [0,2-9,4]; S/PI/C: 0,7
[0,3-5,0]; p=0,05 ns) (Abbildung 12). Zu beachten ist dabei, dass die Anzahl aller ISC
Isotypen post-HSZT nach beiden Stimulationen signifikant gegentber Gesunden

reduziert waren (Abbildung 13). Bei Betrachtung der ISCs pro vorhandene B-Zellen
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zeigte sich post-HSZT eine starkere IgA und IgG Synthese als bei Gesunden auf
beide Stimulationen hin. IgM war jedoch nach S/P/C auch pro B-Zellen reduziert und
entsprach bei C/I/C etwa dem Niveau von Gesunden (Daten nicht gezeigt). In
Zusammenschau liel3 sich daraus schliel3en, dass auch die verminderte ISC Anzahl
post-HSZT auf die stark reduzierte B-Zell-Anzahl dieser Patienten zurtickzufiihren
war. Das signifikant bessere Ansprechen auf C/I/C deutete aber dennoch auf eine
funktionale Storung der B-Zellen hin, die sich in vitro durch die C/I/C aber nicht durch
die S/P/C Stimulation ausgleichen liel3.

Ein Beispiel wie sich der Unterschied der ISC Generierung durch die Stimulationen
bei Gesunden und post-HSZT im ELISpot darstellte ist in Abbildung 14 zu sehen.

Zusammenfassend zeigte sich, dass ND und pre-HSZT Patienten in Bezug auf ISCs
eine suffiziente Immunreaktion auf die in vitro Stimulationen ausbildeten (Abbildung
13). Bei der C/I/C Stimulation nahm diese durch die Erkrankung zu und war vor allem
auf die KW ISCs zurlckzufuhren. Bei S/P/C hingegen war diese mehr auf IgM I1SCs
zurUckzufihren und nahm im Vergleich zu Gesunden ab. Post-HSZT bildeten sich
nach beiden Stimulationen signifikant weniger ISCs als bei Gesunden, wobei sich
dies auf die verminderte B-Zellzahl zurtckfihren liel3. Dabei ist zu beachten, dass
nach C/I/C die gesamten, IgG und IgA ISCs signifikant héher waren als nach S/P/C
(Abbildung 12).

61



ClicC S/P/C Kontrolle

19G ~ N g

1:320

IgM

Gesund

1:320

IgA

1:160 g 2o

|gG :.".’ Y P d

1:320

IgM

1:320

Post-HSZT

IgA

1:160

Abbildung 14: Exemplarische Darstellung von ELISpot Wells nach den unterschiedlichen

Stimulationsprotokollen

Beispiel fur die Detektion von IgG, IgM, IgA sezernierenden Zellen nach C/I/C oder S/P/C Stimulation im ELISpot.
Dabei stellt ein Punkt eine ISC dar. Gezeigt werden ein gesunder Spender und ein Patient post-HSZT. Die

Verdiinnung bezieht sich auf die Anzahl stimulierter PBMCs pro Well. Abbildung modifiziert nach [140].

3.4.3 Immunfixation

Bei den ND zeigte sich ein auffalliger Anstieg der gesamten, IgA und IgG ISCs auf
die C/I/C Stimulation hin (Abbildung 13). Um festzustellen, ob es sich bei diesen
ISCs um monoklonal proliferierte MM Zellen handelte, wurden Immunfixationen von
den Zellkulturiberstanden der stimulierten Zellen von vier ND und einem pre-HSZT
Patienten durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass in den Uberstanden der ND
Patienten entsprechend ihrer MM Erkrankung monoklonale Leichtketten und
Immunglobuline nachweisbar waren. Dabei konnte kein wesentlicher Unterschied

zwischen den Uberstanden der C/I/C und S/P/C Stimulationen festgestellt werden
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(Daten nicht gezeigt). Bei dem pre-HSZT Patienten, dessen Serum-Immunfixation
keine monoklonalitdt aufwies, zeigte sich auch durch die Stimulationen in der
Zellkultur kein Nachweis von monoklonalen Banden, also keine Hyperproliferation
der MM Zellen. Somit konnte davon ausgegangen werden, dass keine der beiden
Stimulationen zu einer vermehrten Proliferation der MM Zellen fuhrte und somit die
C/I/C Stimulation bei ND polyklonal die KW ISCs induzierte.

3.4.4 Funktionsbeeinflussende Parameter post-HSZT
Insbesondere post-HSZT zeigte sich eine grofRe Varianz im Stimulationsansprechen
zwischen den verschiedenen Patienten. Durch die S/P/C Stimulation gelang es bei 6
von 14 Patienten einen suffizienten PB Anteil innerhalb der CD19+ Population
hervorzurufen, bei C/I/C bei 11 von 14 Patienten. Die C/I/C Stimulation erreichte
zudem bei zwei Patienten eine Anzahl von CD19+ B-Zellen und bei vier Patienten an
PB innerhalb der PBMCs, die denen von Gesunden entsprachen.
In der Absicht herauszufinden, ob diese Patienten sich phanotypisch von denen mit
geringerem oder fehlendem Funktionsansprechen unterschieden, wurden
Korrelationsanalysen zwischen dem Funktionsansprechen und ex vivo Zellzahlen
berechnet.
Als Parameter flr das Funktionsansprechen wurden die nach Stimulation
festgestellten CD19+ Zellen pro 10.000 PBMCs fur die Proliferation, PB pro 10.000
CD19+ fur die Differenzierung der Subpopulationen sowie PB pro 10.000 PBMCs
und ISCs pro 10.000 PBMCs als Effektorzellen herangezogen. Korreliert wurden
diese mit Zellpopulationen, die bekanntlich durch die genutzten in vitro Stimulationen
aktiviert werden oder die eine essentielle Rolle in der T-Zell-abhangigen oder T-Zell-
unabhangigen B-Zellaktivierung spielen. Zu diesen gehdrten:

1. Gesamtzahl der CD19+ Zellen
Gesamtzahl der MZ-&hnlichen Zellen
Gesamtzahl der GB Zellen
Gesamtzahl der naiven B-Zellen
Anzahl CD4+ T-Zellen
Eine Ubersicht der Korrelationskoeffizienten und dem zugehdrigen Signifikanzniveau
findet sich in Tabelle 12.

a bk~ wN
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Tabelle 12: Korrelationen zwischen Zellpopulationen ex vivo und Funktionsparametern

Angegeben sind der jeweilige p-Wert <0,05* und der Korrelationskoeffizient (r). Letzterer definiert einen

schwachen (0,3<r<0,5), moderaten (0,5<r<0,7) und starken (r>0,7) Zusammenhang. Vergleiche [140].

chnic S/IP/C
Korrelations Korrelations
Zellpopulation _
s e Funktionsparameter [ p-Wert  koeffizient |[p-Wert  koeffizient
(r) (r)
CD19+ CD19+/PBMC 0,005* <0,001*
PB/CD19+ 0,001* 0,046*
PB/PBMC 0,002* 0,001*
lg gesamt 0,009* 0,039*
GB CD19+/PBMC 0,027*
PB/CD19+ 0,006*
PB/PBMC 0,015*
Ig gesamt 0,087 0,477 0,096 0,464
Naive CD19+/PBMC 0,492 0,2 0,030*
PB/CD19+ 0,333 0,279 0,553 0,174
PB/PBMC 0,427 0,231 0,116 0,442
Ig gesamt 0,627 0,143 0,545 0,176
MZ ahnliche |CD19+/PBMC 0,381 0,252 0,164 0,394
PB/CD19+ 0,055 _ 0,004*
PB/PBMC 0,237 0,336 0,008*
Ig gesamt 0,177 0,382 0,007*
CD4+ CD19+/PBMC 0,016* 0,07
PB/CD19+ 0,020* 0,528 0,203
PB/PBMC 0,012* 0,379 0,28
Ig gesamt 0,016* 0,342 0,301
Bei beiden Stimulationsansatzen zeigte sich ein moderater bis starker

Zusammenhang zwischen der Funktion und der CD19+ Zellzahl ex vivo. Je hdher die
CD19+ Zahl ex vivo desto hoher der Anteil der CD19+ B-Zellen nach Stimulation,
PB/CD19+ Zellen, gesamt PBs und ISCs.
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Die Zahl der GB ex vivo beeinflusste die Funktion bei beiden Anséatzen signifikant in
Bezug auf die Proliferation entsprechend der Gesamtzahl der CD19+ Zahlen und die
PB Gesamtzahl. Beim C/I/C Ansatz hingen sie aul3erdem mit dem PB Anteil in der
CD19+ Population nach Stimulation zusammen. Die GB spielten demnach eine Rolle
fur die B-Zellfunktion, aber waren nur schwach mit der ISC Generierung assoziiert.
Die Anzahl der vor Stimulation vorhandenen naiven B-Zellen lie3 bei C/I/C keinen
bzw. nur einen schwachen bis moderaten Zusammenhang bei S/P/C zur
Stimulierbarkeit der B-Zellen erkennen.

Die Anzahl der MZ-ahnlichen Zellen ex vivo zeigte vor allem Einfluss auf die
Immunantwort nach S/P/C Stimulation. Eine hohere Anzahl an MZ-&hnlichen
bewirkte bei S/P/C einen signifikant positiven Effekt auf die PB Differenzierung und
die Gesamtzahlen der PBs und ISCs, wéhrend die Proliferation der CD19+ B-Zellen
nur schwach assoziiert war. Bei C/I/C schienen die MZ-ahnlichen Zellen hingegen

keine bzw. nur einen geringen Einfluss auf die Funktion zu haben.

3.4.4.1 Funktionsbeeinflussung durch CD4+ T-Zellen
Aus dem Grund, dass die B-Zellfunktion post-HSZT durch die C/I/C Stimulation
signifikant besser ausfiel als durch S/P/C wurde von einem Zusammenhang der im
C/lIC Ansatz substituierten Molekile und der eingeschrankten B-Zellfunktion post-
HSZT ausgegangen. Da CD40L und IL-21 hauptsachlich von aktivierten CD4+ Zellen
exprimiert werden [150], wurden die CD4+ T-Zellzahlen im Zusammenhang mit der
B-Zellfunktion untersucht.
Die CD4+ T-Zellen wurden im Rahmen einer durchflusszytometrischen
Vollblutuntersuchung in Zellen/pl ermittelt. Fur die Charakterisierung der CD4+ T-
Zellen in der Durchflusszytometrie wurde zunachst aus dem gesamten Zellrepertoire
im Vollblut auf CD45+ Leukozyten gegated. In dieser Population wurden
anschlieBend die Lymphozyten eingegrenzt und die T-Zellen anhand des CD3
Markers identifiziert. In einer Auftrennung der T-Zellen zwischen CD4 und CDS8,
wurden die CD4+ T-helfer Zellen von den zytotoxischen CD8+ T-Zellen getrennt.
In der Korrelationsanalyse der Funktionsparameter mit den CD4+ Zellen zeigte sich
bei der C/I/C Stimulation ein moderat bis starker Zusammenhang mit sowohl der
Proliferation (CD19+ Zellen) und Differenzierung (PB/CD19+ Zellen), als auch der
PB/PBMC und ISC Generierung. Ein Einfluss auf die S/P/C Stimulation blieb, mit
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Ausnahme eines moderaten Zusammenhanges auf die Proliferation der CD19+
Zellen aus.

Bei genauerer Betrachtung der CD4+ T-Zellen und PB/CD19+ Zellen nach C/I/C
waren diese nicht linear abhangig, sondern es wurden zwei Schwellenwerte der
CD4+ T-Zellen ausgemacht (CD4 >10/ul und CD4 >30/ul), die jeweils mit einer
besseren Funktion der B-Zellen einhergingen (Abbildung 15 A). Anhand dieser
Schwellenwerte wurden die Patienten in drei Gruppen unterteilt (CD4 <10/ul, CD4
10-29/ul, CD4 >30/pl) und die Funktion innerhalb dieser Gruppen verglichen
(Abbildung 15 B). Dabei zeigte sich, dass die Stimulation mit C/I/C bei weniger als 10
CD4+ T-Zellen pro pl wenig Effekt hatte, schon bei niedrigen CD4+ Werten (10-29
CD4+ Zellen/ul) erfolgreich PB generierte, allerdings weniger als bei >30 CD4
Zellen/ul. Im Vergleich dieser drei Gruppen ergab sich ein signifikanter Anstieg
(p<0,001). Da die Zahlen jeweils pro 10.000 Zellen angegeben sind, konnten die PB
allerdings nicht Uber diesen Wert hinaus ansteigen, wodurch sich kein
kontinuierlicher Anstieg zeigte. Bei der Zuordnung der Patienten anhand der CD4+
Zellzahl zu den anderen Funktionsparametern wurde ebenfalls die Relevanz der
beiden Schwellenwerte deutlich. Mittels des Kruskal-Wallis-Tests wurden auch hier
signifikant zunehmende Funktionsunterschiede mit héherer CD4+ Zahl innerhalb der
drei Gruppen festgestellt (CD19/PBMC: p=0,002; PB/PBMC: p=0,001; Ig/PBMC:
p=0,004) (Abbildung 15 B).
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Abbildung 15: Einfluss der CD4+ Zellzahl ex vivo auf die Funktion der B-Zellen nach C/I/C Stimulation

A: Korrelationsanalyse zwischen CD4+ Zellzahl und PB / 10.000 CD19+ Zellen nach C/I/C Stimulation.
Gepunktete Linien zeigen die Schwellenwerte, an denen die PB Anteile stufenweise zunehmen. B: Darstellung
der Gruppeneinteilung der Patienten anhand ihrer CD4+ Zellzahlen im Verhaltnis zu folgenden B-
Zellfunktionsparametern: CD19+/PBMC, PB/CD19+, PB/PBMC, Ig Gesamt. Unterschiede der Gruppen wurden
mittels Kruskal-Wallis-Test auf Signifikanz geprift (*p<0,05, **p<0,001). Abbildung modifiziert nach [140].

Zusammenfassend zeigte die Korrelationsanalyse der Funktionsparameter mit den
ex vivo Zellzahlen einen Einfluss der quantitativen Verdnderungen auf die
Stimulierbarkeit. Gré3te Relevanz hatten dabei die Gesamtzahl der CD19+ B-Zellen
und GB fur beide Stimulationen sowie die Anzahl der MZz-ahnlichen fur eine
erfolgreiche S/P/C Stimulation und die CD4+ Zellzahl fur eine erfolgreiche C/I/C
Stimulation. Fur die C/I/C Stimulation lieBen sich auf3erdem Schwellenwerte der
CD4+ T-Zellen von 10 Zellen/ul und 30 Zellen/ul festlegen, die mit einer

Funktionssteigerung einhergingen.

3.4.4.2 Multivarianzanalyse
Da sich die Funktion abhéngig von quantitativen Parametern zeigte und die Zellen
fortlaufend nach Transplantation rekonstituieren, wurde zusétzlich der Einfluss des

Untersuchungszeitpunktes nach  Transplantation auf den Funktionserfolg
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miteinbezogen. In einer Multiplen Regression von B-Zellfunktion, ex vivo Zellzahl und
Tagen nach Transplantation zeigte sich ein verbesserter p-Wert der Regression
durch die Adjustierung auf die Anzahl der Tage nach Transplantation. Dies deutet auf
einen positiven Einfluss der Tage nach Transplantation auf das Funktionsergebnis
hin.

Da die Patienten und Gesunden sich sowohl in der Verteilung des Alters sowie des
Geschlechts unterschieden ware es angebracht gewesen, diese Parameter in die
Multiple Regression einzubeziehen. Aufgrund der geringen Fallzahl wurde
stattdessen in separaten multiplen Regressionen der Zusammenhang zwischen
Funktion und Zellzahl auf Alter und Geschlecht adjustiert. Dabei zeigte sich kein
signifikanter Einfluss dieser Parameter.

Die niedrige Patientenzahl (n=14) lasst jedoch keine verlassliche multiple Regression

zu, weshalb diese Ergebnisse nur als Tendenz gewertet werden kdnnen.

3.4.5 Vergleich der Funktion pre- und post-HSZT

Mit der Fragestellung, ob die Patienten, die post-HSZT eine eingeschrankte Funktion
aufwiesen auch schon vor HSZT zu identifizieren seien, wurden die
Funktionsparameter (Tabelle 13) sowie ex vivo Zellzahlen (Daten nicht gezeigt) pre-
HSZT und post-HSZT verglichen. Bei den ex vivo Zellzahlen zeigten sich keine oder
nur schwache Korrelationen. Unter den Funktionsparametern war eine schwache
Korrelation nach S/P/C bei den gesamt Igs zu sehen, diese fiel nach C/I/C moderat
aus. Bei C/I/C zeigten die PB und CD19+ Zellen / PBMCs ebenfalls einen moderaten
Zusammenhang pre- und post-HSZT. Auch wenn dies interessante Hinweise auf
einen Zusammenhang der Funktion pre- und post-HSZT waren, liel3en sich daraus
keine pradiktiven Parameter ableiten, um die Funktion nach HSZT schon vor der

Transplantation abzuschéatzen.
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Tabelle 13: Korrelation der Funktionsparameter pre- und post-HSZT

clic S/IPIC
Funktionsparameter | p-Wert Korrelations p-Wert Korrelations
koeffizient (R) koeffizient (R)
CD19+/PBMC 0,057 0,525 0,357 -0,266
PB/CD19+ 0,797 -0,077 0,473 0,209
PB/PBMC 0,067 0,508 0,704 -0,112
Ig gesamt 0,085 0,5 0,278 0,31

Zusammenfassend zeigten die verschiedenen Funktionsuntersuchungen, dass die in
vivo beschriebene Hypogammaglobulinamie und die ex vivo reduzierten B-Zellen bei
unbehandelten und vor auto-HSZT untersuchten MM Patienten, in vitro durch beide
Stimulationsansatze wieder ausreichend hergestellt werden konnte. Wéahrend der
Effekt des S/P/C Ansatzes sich vor allem pre-HSZT gréf3tenteils auf eine Expansion
der IgM PB belief, induzierte der C/I/C Ansatz erfolgreich die Generierung von KW
PB und KW ISCs. Post-HSZT zeigte sich eine global stark eingeschrankte Funktion
auf die S/P/C Stimulation. Die C/I/C Stimulation bewirkte eine starke Proliferation,
Differenzierung und ISC Generierung entsprechend der vorhandenen B-Zellen. Im
Median waren die Gesamtzahlen der CD19+ B-Zellen, PBs und ISCs nach beiden
Stimulationen signifikant gegentber Gesunden reduziert. Das sehr unterschiedliche
ausgepragte Ansprechen auf die verschiedenen Stimulationen post-HSZT korrelierte
bei beiden Stimulationen mit der CD19+ und GB Anzahl, bei S/P/C zusatzlich mit den
MZ-ahnlichen Zahlen und bei C/I/C mit der Anzahl der CD4+ T-Zellen. Bei den CD4+
T-Zellen zeigten sich zwei Schwellenwerte (10 Zellen/ul und 30 Zellen/pl)

ausschlaggebend fir das funktionale Ergebnis.

4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Auswirkungen der MM Erkrankung und deren
Therapie auf das B-Zell-Kompartiment untersucht. Dabei wurden phanotypische
sowie funktionale Verdnderungen analysiert. Ein besonderer Fokus lag auf den am
starksten immunsupprimierten Patienten nach Hdx mit auto-HSZT und der

Identifikation funktionsbeeinflussender Parameter.
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4.1 Quantitative Analyse des B-Zell-Kompartiments bei MM Patienten

4.1.1 Vergleich zwischen Gesunden und ND Patienten

Bei MM Patienten ist die Anzahl der Infektionen stark mit der Krankheitslast
assoziiert [66]. Diese korreliert haufig mit der Hypogammaglobulindmie. Neben der
Verdrangung der nicht-MM-Igs durch monoklonale Antikdrper wird unter anderem
eine Reduktion der CD19+ B-Zellen fur diese verantwortlich gemacht. Analog zu
vorherigen Studien [76, 78] wurden in dieser Arbeit reduzierte CD19+ Zellen bei
unbehandelten MM Patienten (ND) nachgewiesen (Abbildung 5). Bei Betrachtung der
Zusammensetzung des B-Zell-Kompartiments fiel zudem eine 4,3-fache Erhdéhung
der IgM PB bei reduzierten IgM spiegeln im Serum auf (Abbildung 7, Tabelle 8). Dies
deutete zusatzlich auf eine Differenzierungsstorung als Ursache der
Hypogammaglobulindmie hin, wie sie zuvor von Pilarski et al. vermutet wurde [76].
Diese wird in Kapitel 5.2.1 weiter diskutiert. Man vermutet, dass dabei eine Stérung
der B-T-Zellinteraktion und Keimzentrumsformation zugrunde liegt, wodurch es zu
einem Ausbleiben des Isotypenwechsels und der Differenzierung in ISCs kommt.
Eine Erhdéhung der PB Subpopulationen, wie sie in geringem Mal3e bei den
untersuchten ND Patienten vorlag, lasst sich bei einer akuten oder chronischen
Entziindung beobachten. Diese resultiert aus einer Differenzierung von GB, Naiven,
MZ-&hnlichen und Transitionalen in PB [28]. Wie es kennzeichnend fur Malignome
ist, fihrt auch das MM zu einer Entziindungsreaktion [151]. Dabei spielen myeloide
Zellen eine zentrale Rolle [152]. Durch das entzindliche Milieu werden mehr PB
generiert und ein erhohter Verbrauch von Immunzellen féllt an, wodurch sich

gleichzeitig die Reduktion der KW GB und MZ-&hnlichen Zellen erklaren konnte.

Zusatzlich zeigte die Verteilung der Subpopulationen, dass der Riickgang der CD19+
Zellen sich insbesondere auf den Anteil der MZ-ahnlichen auswirkte (Abbildung 7).
Inwiefern das MM zu einer Reduzierung der MZ-&hnlichen Zellen fihrt, ist bisher
nicht geklart. Neben dem erhdohten Verbrauch kodnnte dies durch die ebenso
verminderte Anzahl an transitionalen B-Zellen bedingt sein, aus denen die MZ-Zellen
differenzieren [147]. Der Mangel der Transitionalen ist ein Zeichen der gestorten
Knochenmarksfunktion bei MM Patienten [69, 149].
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Zu beachten ist, dass sich Gesunde und Patienten im Durchschnittsalter
unterschieden. Da die Patienten im Durchschnitt alter waren als die gesunden
Kontrollen, kann dies ebenfalls aufgrund der Immunseneszenz auf phanotypischer
und funktionaler Ebene einen Einfluss gehabt haben. Durch hohes Alter sind
ahnliche Veranderungen wie bei den hier untersuchten Patienten beschrieben. Dazu
gehdren eine Reduktion der B-Zellen sowie eine Verschiebungen von
Subpopulationen mit reduzierten naiven, Plasmazellen, GB und MZ-ahnlichen [41].
Wahrend eine Reduktion der MZ-&hnlichen auch bei den ND Patienten vorkommt,
zeigte sich allerdings der Anteil der gesamt-Naiven und GB in dieser Arbeit nicht

reduziert.

4.1.2 Veranderungen vor HSZT

Die Patientengruppe pre-HSZT setzt sich aus vortherapierten Patienten zusammen,
deren Blut vor Erhalt der Hdx mit Melphalan untersucht wurde. Diese Gruppe gibt
Auskunft dariiber, wie Induktionstherapieschemata die B-Zellen der MM Patienten
gegenuber Gesunden bzw. unbehandelten ND beeinflussen. Allerdings umfasst sie
Patienten, die unterschiedlich vortherapiert waren und stellt somit eine sehr
heterogene Gruppe dar. Da der Zeitraum der Patientenrekrutierung fur diese Arbeit
begrenzt war und im Rahmen der Frischprobensammlung die Zeitabschnitte zu
lange, stimmen die Patienten der pre-HSZT Gruppe mit denen der post-HSZT
Gruppe uberein, unterscheiden sich aber von der Kohorte der ND. Demnach sind die
folgenden Aussagen unter Bericksichtigung der interindividuellen Varianz nur
eingeschréankt und nicht fur eine spezifische Therapie zu bewerten. Sie liefern aber
interessante Einblicke in Bezug auf die Verdnderungen der B-Zellen im Verlauf der

MM Erkrankung und Therapie.

Durch die MM Therapie kommt es trotz Rickgang der Krankheitslast zu
zunehmender Immunsuppression und Zytopenie [153]. Bei Betrachtung der CD19+
Gesamtzahlen der hier untersuchten pre-HSZT Patientengruppe waren diese, wie
ebenfalls von Schiitt et al. nach Standardchemotherapie beschrieben, gegeniber
Gesunden und auch ND reduziert (Abbildung 5) [78]. Dieser Effekt ist bei Remission
des MMs wahrscheinlich auf die verwendeten Chemotherapeutika zuriickzufiihren.
Zwar ist in den meisten Fallen ein hauptsachlich immunsupprimierender Effekt der
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zytotoxischen Therapien auf T-Zellen beschrieben, aber Dexamethason [82, 154]
und Cyclophosphamid [89, 90] fuhren ebenfalls zu einer Reduktion der B-Zellen.

Proteasominhibitoren reduzieren insbesondere die Plasmazellen [155, 156].

Der Einfluss der MM Therapien auf die verschiedenen Subpopulationen der B-Zellen
wurde bisher nicht untersucht. Ein weiterer Anstieg der PB Anteile um das 1,6-fache
gegenuber ND koénnte sich abermals auf eine Entziindungsreaktion des Korpers im
Rahmen der Zytoreduktion durch die Chemotherapien zurickfihren lassen.
Besonders stark zeigte sich der Rickgang bei der Anzahl der GB und abermals bei
MZ-ahnlichen. Im Vergleich zu ND kam es zu einem starken Abfall der Anteile pro B-
Zellen, der Anteil der GB hat sich etwa halbiert und die MZ-&hnlichen gingen sogar
um 75% zurick (Abbildung 7). In der Literatur ist (aufgrund der geringen
Proliferationsrate der GB) kein oder nur ein geringer Effekt von Dexamethason [154],
Cyclophosphamid [157] und Proteasom Inhibitoren [155, 156] auf die Anzahl der GB
im Rahmen von anderen Krankheitsbildern beschrieben. Der Gbermafige Rickgang
der GB inklusive der MZ-ahnlichen Zellen in dieser Arbeit liel3 hingegen
ruckschlieBen, dass die vorliegende Kombination an zytotoxischen Therapien
insbesondere zur Apoptose der GB und MZ-ahnlichen fihrt. Zu bertucksichtigen ist
allerdings der verzerrende Einfluss des bei unseren Patienten applizierten G-CSFs
auf die B-Zellen. Bei gesunden Spendern kénnen die reifen B-Lymphozyten um das
3-fache ansteigen. Dabei ist der Anstieg der naiven B-Zellen deutlich starker als der,
der GB [158], wodurch sich eine Verschiebung der B-Zell-Subpopulationen zum

Nachteil der GB ergeben kdnnte.

Auffallend war zudem ein sehr hoher Anteil an transitionalen B-Zellen, der nur in
dieser Patientengruppe vorlag (Abbildung 7). Als mdgliche Ursache k&me hier
ebenfalls die G-CSF-Gabe zur Stammzellmobilisierung in Frage. Allerdings fuhrt G-
CSF vor allem zu einem peripheren Anstieg von reifen B-Lymphozyten und weniger
von Transitionalen [158]. Als wahrscheinlichere Ursache fir den hohen Anteil der
transitionalen B-Zellen ist daher die kérpereigene reflektorisch gesteigerte Synthese
im Knochenmark, wie sie beispielsweise bei Immundefekten und nach HSZT [19]
oder nach B-Zell depletierenden Therapien wie Rituximab [159] beschrieben ist. Da

es auch durch das bei den Patienten verwendete Cyclophosphamid zur B-Zell-
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Depletion kommt [89, 90] und im Anschluss zu einer Gberschie3enden Rekonstitution
[160], konnte der gesteigerte Anteil der Transitionalen auf eine beginnende

Rekonstitution der B-Zellen hindeuten.

4.1.3 Veranderungen nach HSZT

Bei Patienten die eine HSZT durchlaufen kommt es zur starksten Immunsuppression,
wodurch das Gesamtiberleben der Patienten reduziert ist [66]. Innerhalb der ersten
14 Tage nach HSZT gelten die Neutropenie und Mukositis als Hauptrisikofaktoren fur
Infektionen [70]. Im Anschluss liegt die Ursache insbesondere in der verzdgerten
Rekonstitution der B- und T-Zellen [161]. Um einen Eindruck uber das B-Zell-
Kompartiment (und dessen Funktion) in der infektionsreichsten frihen
Rekonstitutionsphase zu erhalten [93], aber nach der Neutropenie, wurden demnach
Patienten zwischen 14 und 31 Tagen post-HSZT untersucht. Dabei zeigte sich eine
Reduktion der B-Zellen auf 1% der Anzahl bei gesunden Spendern. Von pre-HSZT
zu post-HSZT verringerte sich die CD19+ Zahl um 95% (Abbildung 5). Dieser Abfall
der B-Zellen entstand durch die Hdx mit Melphalan, die eine Ablation des
Immunsystems bewirkt [58]. Neben uns stellten auch andere Gruppen eine nahezu
vollstdndige Depletion der B-Zellen durch Melphalan Hdx fest [78, 102]. Zudem
wurde eine Korrelation von Hdx Melphalan mit der Zunahme von Infektionen
beschrieben [72].

Neben der Reduktion der Gesamt-B-Zellen zeigte sich post-HSZT eine veranderte
Zusammensetzung des B-Zell-Kompartiments, die eine Infektanfalligkeit begiinstigen
konnte (Abbildung 7). Wahrend der Anteil der GB gegenuber den pre-HSZT
Patienten wieder zunahm, lag post-HSZT vor allem eine starke Reduktion des
gesamt-naiven Phanotyps vor. Dies schrankt die Kapazitaten ein, auf unbekannte
Pathogene eine adaquate Immunantwort auszulésen. Dies wurde weiter begrenzt
durch einen 20-fach erhéhten PB Anteil pro CD19+ Zellen gegeniber Gesunden. Die
hohen PB wiesen auf eine bereits bestehende akute Entziindungsreaktion hin,
induziert durch die myeloablative Therapie [20]. Eine Studie von Gernert et al.
beschrieb eine &hnliche Zusammensetzung in der frihen Rekonstitutionsphase nach
auto-HSZT bei Patienten mit systemischer Sklerose mit 10-fach erhéhten PB
gegeniber vor HSZT, initial mehr GB und weniger Naiven [102].
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Die auch in der Literatur beschriebene verhaltnismaRig hohe Zahl der GB im ersten
Monat nach auto-HSZT [78, 102] ist nicht auf rekonstituierte GB zurlckzufiihren, da
diese erst spat mit CD4+ Zellen rekonstituieren [103]. Sie stammen unter anderem
aus dem transplantierten peripheren B-Zell-Repertoire [20, 162]. Eine andere
Uberlegung ist, dass die GB &hnlich wie die Plasmazellen die
Konditionierungstherapie langer (berleben als Naive. Ein Uberleben von
Plasmazellen und auch anderen B-Zell-Populationen ist bei
Konditionierungstherapien mit reduzierter Intensitat beschrieben [163]. Insbesondere
ein Uberleben der Plasmazellen kommt aber auch bei Hdx Konditionierung vor,
wobei diese im spateren Verlauf zugrunde gehen [164]. Dies verleitet dazu zu
spekulieren, dass auch eine langlebige GB Population, die ins KM zirkuliert, die
Konditionierung kurzzeitig tberlebt [97]. Im 2. Monat kommt es zu einem Abfall der
GB und durch die frihere Rekonstitution der Naiven zu einer Umkehr des
Verhaltnisses von Naiven und GB [102, 165].

Ein weiteres Merkmal post-HSZT ist ein fortschreitender Rickgang der MZ-ahnlichen
B-Zellen, die post-HSZT nur noch 0,01% der MZ-ahnlichen von Gesunden
ausmachen. Sie stellen somit die am starksten reduzierte B-Zell-Population dar. Eine
deutliche Reduktion der MZ-ahnlichen dort bezeichnet als IgM-Gedachtniszellen
wurde ebenfalls nach allogener HSZT bei verschiedenen Krankheitsbildern
beschrieben [103, 166-168]. Langere Beobachtungszeitrdume zeigten zudem einen
anhaltenden Mangel der Population Gber zwei bzw. funf Jahre hinaus [167, 168].
Kruetzmann et al. stellten einen Zusammenhang zwischen dem Mangel an MZ-
ahnlichen B-Zellen und Infektionen mit verkapselten Bakterien fest [12]. Auch nach
HSZT liegt meist Uber Jahre eine erhéhte Infektanfalligkeit fur verkapselte Bakterien
vor [62, 96]. Eine weitere Gruppe mit erhéhter Infektanfalligkeit fur verkapselte
Bakterien sind Kinder unter zwei Jahren [169]. Dies entspricht dem Alter, an dem
MZ-&hnliche Zellen das Niveau von Erwachsenen erreichen [12]. Das Immunsystem
von Patienten nach HSZT durchlauft erneut die ontogenetische Entwicklung [100,
145], wodurch sich die auch verzdgerte Regeneration der MZ-ahnlichen B-Zellen

erklaren liele.
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Zusammenfassend zeigte sich, wie auch in der Literatur beschrieben, dass das
quantitative B-Zelldefizit aufgrund der MM Erkrankung im Laufe der Therapie
zunimmt und nach HSZT am starksten ausgepragt ist [78, 143, 170]. Die
Veranderungen der B-Zell-Subpopulationen bei MM Patienten liefern weitere
wertvolle Hinweise auf die Ursachen der eingeschrankten humoralen Immunitéat.
Besonders stark reduziert waren die MZ-ahnlichen B-Zellen die konsekutiv bis auf
0,01% abfielen. Dies ist vereinbar mit der erhohten Infektanfalligkeit von MM
Patienten und Transplantierten auf verkapselte Bakterien [74, 96]. Zudem konnte ein
im Verlauf zunehmend entziindliches Milieu mit vergro3ertem PB Anteil festgestellt
werden. Bei ND und pre-HSZT Patienten lieferten hohe IgM PB bei niedrigen MZ-
ahnlichen B-Zellen einen Hinweis auf eine Differenzierungsstérung. In der pre-HSZT
Gruppe schlug sich insbesondere der zytotoxische Effekt der Chemotherapeutika
und die G-CSF Gabe auf die Anteile der GB und transitionalen B-Zellen nieder. In
der frihen Rekonstitutionsphase nach Hdx mit auto-HSZT war das heterogene Bild
aus depletiertem, transplantiertem und rekonstituierendem B-Zell-Kompartiment zu

sehen.

4.2 Funktionale Analyse

In der Absicht, zu untersuchen, ob die vermehrten Infekte und ein vermindertes
Impfansprechen bei MM Patienten [153] neben den quantitativen Stérungen auch auf
funktionale Einschrankungen zuriickzuftihren sind, wurde in dieser Arbeit die in vitro
Funktion mittels zwei verschiedener Stimulationsanséatze untersucht. Diese sind
konzipiert, um eine maximale polyklonale Proliferation von B-Zellen und deren
Differenzierung in ISCs zu induzieren [17, 123, 124]. Bei primaren Immundefekten
wie CVID, konnte teils eine erfolgreiche Stimulation anhand dieser Ansatze
nachgewiesen werden [139][Steiner et al. unveréffentlicht]. Die Verwendung von
polyklonalen Stimulationen diente dazu die allgemeine B-Zellantwort zu tberprifen,
allerdings lassen sich die Erkenntnisse nicht zweifellos auf antigenspezifische

Immunantworten tbertragen.

Zur Beurteilung der B-Zellreaktion auf die siebentagigen in vitro Stimulationen
wurden die Proliferation der gesamten CD19+ B-Zellen, die Umverteilung der CD19+

Subpopulationen, sowie die Anzahl der im ELISpot gemessenen Immunglobulin G, A
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und M sezernierenden Zellen herangezogen. Die Umverteilung der CD19+
Subpopulationen stellt einen in diesem Kontext noch nicht verwendeten Parameter
dar, der sensitiv Rickschlisse auf eine Aktivierung des B-Zell-Kompartiments
zulasst. Um einen Status quo zu erstellen wurden somit zunéchst die Effekte der
Stimulationsansatze bei Gesunden uberpriuft. Fir beide Ansatze zeigte sich eine
mafige B-Zell-Proliferation und eine deutliche Umverteilung der Subpopulationen,
mit einer Zunahme des PB Anteils und einer Abnahme der GB, Transitionalen,
Naiven und MZ-ahnlichen (Abbildung 8, Abbildung 10). Die von Crotty et al.
beschriebene Stimulation mit SAC, PWM und CpG fuhrte dabei sowohl zu einer
starkeren Proliferation der B-Zellen und PB, die Anteilig 14-mal mehr Zunahmen als
durch CD40L, IL-21 und CpG, als auch zu einer starkeren Abnahme von GB, Naiven,
Transitionalen und MZ-ahnlichen (Tabelle 11). Der vermehrte Anstieg der PB bei
S/P/C war dabei auf die sehr viel starker ausgepréagte Zunahme der IgM PB
zuruckzufiihren, wahrend sich die Zunahme der KW PB durch die beiden
Stimulationen kaum unterschied. Bei der Generierung der ISCs zeigte sich ein
ahnliches Muster (Abbildung 12). Das gesamt Ig war im Median nach S/P/C mehr als
doppelt so hoch wie nach C/I/C, was sich mal3geblich auf die IgM sezernierenden
Zellen zurickfuhren lie3 (4,8-mal hoher). Die Anzahl aber variierte stark zwischen

den Spendern, wie es auch zuvor beschrieben ist [171].

Diese unterschiedliche Reaktion basiert auf den verwendeten Stimulantien.

Der Ansatz aus CD40L, IL-21 und CpG fihrt Gber CpG zu einer T-Zell-unabhangigen
Aktivierung der stark TLR9 exprimierenden GB. Dadurch wird eine Differenzierung
der KW GB und der MZ-ahnlichen in ISCs initiiert und eine 1gG und IgA bzw. IgM,
IgG und IgA Sekretion bewirkt. Der Stimulus auf naive B-Zellen fallt ohne BCR Signal
weg und somit auch die IgM lastige Immunantwort [122]. Losliches CD40L kann das
in vivo exprimierte CD40L ersetzen und induziert eine Proliferation [129]. Gleichzeitig
fuhrt es in Kombination mit IL-21 zu dem Bild einer T-Zell-abh&ngigen B-Zellantwort
mit Differenzierung von sowohl Naiven, als auch GB und MZ-ahnlichen in ISCs [133].
Das Ergebnis war somit eine Dbreite Aktivierung mit hauptsachlich
Isotypgewechselten PB und ISCs. Der Ansatz aus SAC, PWM und CpG bewirkt
durch SAC zusatzlich zu CpG eine T-Zell-unabhangige Aktivierung Uber den BCR,
wodurch neben den GB auch naive B-Zellen Uber TLR9 aktiviert werden [118, 122].
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Die doppelte T-Zell-unabhangige Stimulation amplifiziert sich gegenseitig [17, 117]
und fahrt insbesondere zu einer IgM lastigen Immunantwort dber die primare
Aktivierung von Naiven wie auch MZ-dhnlichen B-Zellen [133]. PWM induziert
zusatzlich eine T-Zell-abhangige B-Zell Stimulation, die zur Differenzierung in ISCs
und zum Isotypenwechsel fuhrt [120]. Somit entstanden durch den S/P/C Ansatz
Isotypgewechselte PB und ISCs durch PWM bei zuséatzlich starker IgM Sekretion

durch die T-Zell-unabhangige Aktivierung von Naiven und MZ-ahnlichen.

Beide Anséatze initiierten somit in gesunden Spendern eine T-Zell-abh&ngige und T-
Zell-unabhangige B-Zellaktivierung, die starkere IgM lastige Antwort der S/P/C
Stimulation liel3 sich durch die doppelte T-Zell-unabhangige Stimulation durch den

potenten Stimulator SAC erklaren.

Ein zusatzlicher, aber nicht unerheblicher Effekt auf die in vitro Stimulation geht
vermutlich vom FCS aus. Initiale Versuche mit humanem AB-Serum zeigten keine Ig-
Synthese. Ahnliche Beobachtungen machten Small et al. und Fauci et al. die einen
stimulierenden Effekt von FCS in unstimulierten Uberstanden bzw. bei PWM
Stimulation beschrieben [120, 145].

4.2.1 B-Zellfunktion bei unbehandelten und pre-HSZT Patienten

Bei therapie-naiven, wie auch zytostatisch therapierten MM Patienten sind
funktionale Einschrankungen bei in vitro Stimulationen festgestellt worden, die zu
einer verminderten Ig-Synthese und damit einer eingeschrankten Immunfunktion
beitragen [172]. Die vorliegende Untersuchung der B-Zellfunktion bei
neudiagnostizierten unbehandelten (ND) und therapierten MM Patienten in
Remission (pre-HSZT) mittels in vitro Stimulation mit S/P/C und C/I/C diente dazu
diese eingeschrankte Funktion genauer zu charakterisieren und insbesondere

zwischen intrinsischen und extrinsischen B-Zell-Defekten zu differenzieren.

S/PIC bewirkte eine effektive CD19+ Proliferation sowie eine Differenzierung in PB,
wobei diese vermehrt IgM exprimierten (Abbildung 8, Abbildung 10). Die
Differenzierung in ISCs war hingegen reduziert, belief sich aber wie bei Gesunden
ebenfalls zum gré3ten Teil auf IgM ISCs (Abbildung 13). Von den im S/P/C Ansatz
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verwendeten Stimulantien wurde in vorherigen Studien das T-Zell-abhangige
Stimulans PWM zur Aktivierung von PBMCs unbehandelter und therapierter MM
Patienten angewandt. Dies bewirkte bei unbehandelten Patienten eine effektive
Proliferation, nicht aber bei therapierten [143, 144]. Eine reduzierte Ig-Synthese lag
sowohl bei unbehandelten MM Patienten vor, als auch bei therapierten Patienten, die
nachweislich in Remission waren [144, 171]. Dadurch lie3en sich Ruckschlisse auf
die vorliegenden Ergebnisse ziehen. In dieser Arbeit wurde im S/P/C Ansatz,
zusatzlich zu dem T-Zell-abhéngigen Stimulans PWM, mit den T-Zell-unabhéngigen
Stimulantien SAC und CpG stimuliert. Da SAC bekanntlich eine B-Zell-Proliferation
auslost [118] und es im Unterschied zu vorherigen Studien sowohl bei ND als auch
bei therapierten Patienten zur Proliferation kam, schien diese insbesondere pre-
HSZT aus der T-Zell-unabhangigen Stimulation mit SAC zu resultieren. Ebenso liel3
sich die Differenzierung in IgM ISCs, die signifikant starker ausfiel als nach C/I/C, auf
eine kombinierte Wirkung der T-Zell-unabhangigen Stimulantien SAC und CpG
zuruckfuhren [119]. In vivo deuten verminderte IgM Antikorper bei ND (Tabelle 8) und
eine erhohte Infektanfalligkeit unbehandelter und therapierter MM Patienten flr
verkapselte Bakterien wie Streptokokkus pneumoniae und Haemophilus influenzae
[74, 75], auf eine gestdrte T-Zell-unabhangige B-Zellaktivierung hin. Es ist also davon
auszugehen, dass die verwendete Kombination in S/P/C zur Wiederherstellung der
T-Zell-unabhangigen B-Zellfunktion fuhrt. In Anbetracht der geringen Patientenzahl
insbesondere bei ND (n=5) sind diese Aussagen als explorativ zu betrachten und
sollten in gro3eren und standardisierten Kohorten tberpruft werden.

Fur den Klassenwechsel und die Differenzierung in ISCs ist eine T-Zellinteraktion
notwendig [15, 118]. Die Uberproportional gesteigerten IgM PB bei verhaltnismaRig
geringer IgM ISC Zahl und die verminderten KW PB und ISCs insbesondere pre-
HSZT zeugen, trotz gewissem Restansprechen von ND Patienten auf PWM, von
einer Storung der T-Zell-abhangigen B-Zellaktivierung. Pilarski et al. beschrieben
ebenfalls vermehrte IgM exprimierende Zellen und eine verminderte Ig Sekretion bei
therapie-naiven MM Patienten, was sie auf einen Differenzierungsstop zwischen
reifer-naiver B-Zelle und Plasmazelle zurickfihrten [173]. Als Ursache wurde der
Mangel bzw. eine Unterdriickung der CD4+ Zellen durch die MM Zellen diskutiert
[174].

78



Die erfolgreiche Wiederherstellung der T-Zell-abhangigen B-Zellaktivierung tiber den
C/lIC Ansatz liefert dazu neue Hinweise. Bei einem Mangel der CD4+ Zellen kommt
es zu einer geringeren Kostimulation mit CD40L und IL-21, wodurch, wie auch nach
S/P/C Stimulation, die Differenzierung in Kkurzlebige Plasmazellen und die
Keimzentrumsformation mit Generierung von isotypgewechselten GB und
Plasmablasten und -zellen reduziert ware. Beim MM ist beschrieben, dass die CD4+
T-Zellen im Verhaltnis zu CD8+ Zellen reduziert sind [47]. Die MM Therapien
bewirken ebenfalls eine Reduktion der T-Zellen, insbesondere der CD4+ T-Zellen
[78]. AuRBerdem sind funktionale Alterationen, wie die Runterregulierung von
Membran- und Signaltransduktionsproteinen in CD4+ Zellen beim MM beschrieben
[175]. Unter der Stimulation mit C/I/C, kam es zu einer vollstandigen Immunantwort
mit erfolgtem Klassenwechsel und ISC Generierung. Die Aufhebung der funktionalen
Defizienz durch CD40L und IL-21 spricht, basierend auf der in vivo Funktion dieser
kostimulatorischen Molekile, flr eine gestorte B-T-Zellinteraktion als Ursache. Es
verfestigt die Behauptung, dass es sich bei der B-Zellfunktionsstérung um eine

Defizienz extrinsischer T-Zell-bezogener-Faktoren handelt.

Broder et al. wiesen jedoch eine effektive Ig-Synthese auf PWM bei Kokultivierung
der MM T-Zellen und Lymphozyten von Gesunden nach [172]. Carter et al. stellten
zudem keine Besserung der Ig-Synthese unter Zugabe von gesunden T-Zellen zu
MM PBMCs fest und gingen somit von einem intrinsischen B-Zelldefekt aus [144].
Peest et al. machten die gleiche Beobachtung, aber fihrten diese nicht auf einen
funktionalen B-Zell-Defekt sondern wie Broder et al. auf eine gesttrte Helferaktivitat
bzw. einen suppressiven Effekt der Makrophagen zurlck [171]. Denn durch das
Herausfiltern von Makrophagen, konnte eine verbesserte Ig-Sekretion bewirkt
werden [172]. Eine andere Erklarung ist somit eine gestorte Makrophagen Funktion.
Makrophagen sind essentiell fir eine Mitogen getriggerte T-Zell-abhangige
Immunantwort [176]. Zu hohe Makrophagen Konzentrationen kénnen suppressive
Effekte haben, wahrend zu wenige keine ausreichende Helferfunktion ausiben
konnen [177]. Durch eine verminderte Makrophagenfunktion wird die B-
Zellaktivierung demnach gehemmt oder weniger initiiert. Einige Makrophagen

exprimieren CD40 auf ihrer Oberflache, dessen Bindung fihrt unter anderem zu

79



potenterer Antigenprasentation, Hochregulierung der MHC Il Molekile und
kostimulatorischer Molekile wie CD80, CD86 und CD40 selbst [178]. Die
Wiederherstellung der B-Zellfunktion durch den Stimulationsansatz mit CD40L, IL-21
und CpG kénnte dementsprechend Uber eine Makrophagenaktivierung tiber CD40L-
CD40 Interaktion wirken. Zusatzlich ist ein vermindertes T-Zell-Priming durch
dendritische Zellen beschrieben [179]. Ratta et al. stellten bei MM Patienten eine
verringerte CD40 Expression auf dendritischen Zellen des peripheren Blutes fest,
induziert durch eine IL-6 Ausschittung aufgrund des MMs [180]. Folglich, schlagen
wir vor, dass die gestorte B-Zell-Differenzierung bei MM Patienten auf einer
verminderten CD40 Expression auf Antigenprasentierenden Zellen und einem daher
fehlenden Priming der CD4+ und B-Zellen basiert. Zusatzlich kann eine direkte
Unterdrickung der CD4+ Zellfunktion [181] bzw. ein CD4+ T-Zell-Mangel nach

zytostatischen Therapien [78] eine gestdrte B-T-Zellinteraktion erklaren.

Basierend darauf, dass der C/I/C Ansatz bei unbehandelten ND Patienten zu einer
vermehrten Differenzierung in KW ISCs fihrte, wurde eine Immunfixation der
Uberstande nach siebentégiger Stimulation von vier ND und einem pre-HSZT
Patienten durchgefihrt. Ziel war es, festzustellen, ob die Stimulationsanséatze zu
einer monoklonalen Proliferation der MM Zellen fiilhren. Da CD40 auch auf MM
Zellen exprimiert ist [182] und beschrieben ist, dass IL-21 das MM induziert [183]
sollte insbesondere untersucht werden, ob die Stimulation mit CD40L und II-21 einen
proliferativen Effekt auf die MM Zellen hat. Dazu wurde das M-Protein nach beiden
Stimulationen verglichen. In der pre-HSZT Probe, bei der auch die Immunglobuline
im Serum reduziert waren, wurde nach keiner der beiden Stimulationen ein M-Protein
detektiert. Bei den ND Uberstanden wurde nach beiden Stimulationen entsprechend
der Erkrankung eine monoklonale Préazipitation festgestellt, die sich in der
Auspréagung aber nicht zwischen den Stimulationen unterschied. Daraus wurde
geschlossen, dass eine vermehrte Induktion der MM Plasmazellen durch den C/I/C
Ansatz unwahrscheinlich ist. Auf Grund der Ubertragung der Methodik von Urin auf
Zellkulturiiberstédnde, konnten die absoluten Zahlen nicht bewertet werden. Des
Weiteren lie3en sich nur eingeschrankt Rickschlisse auf den Effekt in vivo ziehen,

da weitere Funktionen dieser Molekile vorkommen. Beschrieben sind beispielsweise
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eine proangiogenetische Wirkung von CD40L auf das MM [184] und gleichzeitig eine
antineoplastische Aktivitat der CD40L-CD40 Interaktion [185].

In der Zusammenschau wurde deutlich, dass beide Stimulationsansatze zu einer
starkeren Proliferation bei Patienten fihrten als bei Gesunden. Der Ausgleich der ex
vivo festgestellten Defizite der CD19+ Zellen und PB (Abbildung 8, Abbildung 11)
deutete darauf hin, dass sowohl die in vivo Immunsuppression durch das MM sowie
durch die Standardtherapie durch in vitro Stimulationen aufgehoben werden konnte.
Die unterschiedliche Umverteilung der Subpopulationen lieferte dazu weitere Details.
Der S/P/C Ansatz konnte die T-Zell-unabh&ngige B-Zellfunktion bei den Patienten
rekonstituieren, bei einer eingeschrankten T-Zell-abhangigen Differenzierung in PBs
und ISCs. Die Wiederherstellung der T-Zell-abhangigen Funktion durch die auf CD4+
Zellen exprimierten Kostimulatoren CD40L und IL-21, lie3en zusammen mit friiheren
Studien, auf eine defekte B-Zell-Differenzierung aufgrund von fehlender extrinsischer

Unterstlitzung von Antigenprasentierenden Zellen und T-Zellen schlie3en.

4.2.2 B-Zellfunktion nach auto-HSZT

Wahrend das angeborene Immunsystem innerhalb von Wochen rekonstituiert,
bendtigt das adaptive Immunsystem Monate bis Jahre und ist damit verantwortlich
fur die andauernde Infektanfalligkeit nach HSZT [62, 93]. Bei der Untersuchung der
B-Zellfunktion wurden in der Vergangenheit eingeschrankte Immunantworten auf in
vitro Stimulationen nach auto-HSZT festgestellt und somit neben dem quantitativen
B-Zell-Defizit auch eine gestdrte intrinsische B-Zellfunktion vermutet [146]. Die in
dieser Arbeit verwendeten Stimulationsanséatze, die bei anderen B-Zell-
Dysfunktionen eine effektive Immunantwort ausgelést haben, kamen bisher noch
nicht zu Einsatz. Ziel war es, wie bei ND und pre-HSZT einzugrenzen, ob es sich bei
dem funktionalen B-Zell-Defekt nach auto-HSZT um intrinsische oder extrinsische

Defizienzen handelt.

Eine fehlende CD19+ Proliferation und Differenzierung in PB und ISCs aller Ig-
Klassen durch den S/P/C Stimulationsansatz, wiesen auf ein Ausbleiben sowohl der
T-Zell-abhangigen als auch T-Zell-unabhéngigen B-Zellaktivierung im ersten Monat
post HSCT hin. Die in vitro Funktion von B-Zellen nach autologer Knochenmarks-
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bzw. ha&matopoetischer Stammzelltransplantation (SZT) wurde zuvor mittels SAC
Stimulus, sowie einer Kombination aus SAC und PWM getestet. Kiesel et al.
schauten sich Patienten zwischen 1-34 Monate nach SZT an, Small et al.
beobachteten die Unterschiede in drei Monatsabstanden. Beide Gruppen wiesen
ebenfalls eine eingeschrankte Proliferation der B-Zellen innerhalb der ersten drei
Monate und in einzelnen Féllen auch langer nach SZT nach. Als zugrundeliegende
Ursache wurden auch hier, zum einen ein T-Zell-Mangel diskutiert, zum anderen ein
intrinsischer B-Zell-Defekt [145, 146].

Das fehlende Ansprechen auf SAC wie es schon mehrfach beobachtet wurde [145,
146, 186], deutete auf ein Ausbleiben der T-Zell-unabhéangigen B-Zellfunktion hin. In
dieser Arbeit zeigte sich dies neben der fehlenden Proliferation der CD19+ Zellen
darin, dass es nicht zum Anstieg der IgM PB/ISC kam. Gleichzeitig blieb auch ein
Ruckgang des Anteils der MZ-ahnlichen Zellen bei der S/P/C Stimulation post-HSZT
aus. Als einer der Hauptspieler in der T-Zell-unabhangigen B-Zellantwort [11, 38]
konnte eine fehlende Differenzierung der MZ-ahnlichen in PB den geringen IgM
PB/ISCs zugrunde liegen. Der Grund dafir kdnnte sein, dass repetitive Epitope, die
bei der T-Zell-unabh&ngigen Aktivierung eine Quervernetzung der BCRs bewirken,
nur reife B-Zellen aktivieren, bei unreifen fihren sie zu Anergie. Dies beruht auf der
negativen Selektion im Knochenmark, da dort die Quervernetzungen auf
Autoreaktivitdt hindeuten. Entsprechend konnen Kleinkinder keine vollstandige
Immunantwort gegen Polysaccharidantigene ausbilden. Da sich die Zellen nach
HSZT ontogenetisch neu entwickeln, kdnnte dies ebenfalls die fehlende Antwort der
post-HSCT Patienten auf SAC erklaren [187]. Eine alternative Erklarung liefert eine
Studie von Puga et al., die zeigen konnte, dass neutrophile Granulozyten um die MZ
Region der Milz, MZ B-Zellen Uber Zytokine aktivieren [188]. Der Mangel an
neutrophilen Granulozyten nach HSZT kdnnte also eine verminderte Aktivierung der

MZ Zellen in der friihen Phase post-HSZT erklaren.

Zu den aktivierenden Zytokinen der Neutrophilen gehort unter anderem IL-21. Zudem
wurde die Relevanz der CD40-CD40L Interaktion von Weill et al. auch bei der T-Zell-
unabhangigen Aktivierung von MZ-ahnlichen diskutiert [13]. Eine Reduktion der MZ-

ahnlichen Subpopulationen auf die C/I/C Stimulation hin lie3 eine Aktivierung durch
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C/lIC im Gegensatz zu S/P/C vermuten. Daflr sprach auch eine IgM PB und IgM ISC
Generierung pro vorhandener B-Zellen auf C/I/C, die dem Niveau von Gesunden
entsprach. Da diese Stimulation aber hauptséachlich eine T-Zell-unabhangige
Aktivierung der GB bewirkt, sollte eine kombinierte Stimulation mit SAC durchgefuhrt
werden, um die Wiederherstellung der T-Zell-unabhangigen B-Zellfunktion
abschlieend zu beurteilen.

Bei Patienten nach HSZT kommt es zudem zu einer erhéhten Infektanfalligkeit
gegenuber verkapselten Bakterien [78]. Die stark eingeschrankte Immunantwort auf
T-Zell-unabhangige Antigene durch die geringe Anzahl und ein fehlendes
Ansprechen der MZ-ahnlichen Zellen post-HSZT lasst sich gut mit der hohen

Anfalligkeit fur Infektionen mit verkapselten Bakterien vereinbaren.

Im Gegensatz zur S/P/C Stimulation bewirkte die C/I/C Stimulation post-HSZT eine
sehr ausgepragte Proliferation und Differenzierung in PB und ISCs. Die Aktivierung
der vorhandenen B-Zellen, mit extrinsischen Kostimulatoren, machte einen
intrinsischen B-Zell-Defekt ehr unwahrscheinlich. Wie schon in Kapitel 5.2.1
diskutiert, substituiert der C/I/C Ansatz CD40L und IL-21, die in vivo primar auf
aktivierten CD4+ T-Zellen exprimiert werden und eine wichtige Rolle in der T-Zell-
abhangigen B-Zellaktivierung einnehmen. Durch die B-T-Zellinteraktion in der
Keimzentrumsreaktion sind IL-21 und CD40L essentiell, um den Isotypenwechsel
und die Differenzierung der naiven B-Zellen in GB und PB zu initiieren [150]. Die
Wiederherstellung der T-Zell-abhangigen B-Zellfunktion durch diesen Ansatz wirde
also einen ursachlichen CD4+ T-Zell-Mangel untermauern oder auf eine veranderte

Expression von kostimulatorischen Signalen hinweisen.

Nach auto-HSZT sind sowohl reduzierte CD4+ T-Zellen [107] wie auch ein Mangel
an IL-21 [189] beschrieben. Verschiedene Gruppen konnten auf3erdem nachweisen,
dass die CD4+ Zellen ein geringeres Repertoire und ein verdndertes
Expressionsprofil aufweisen, CD40L ist dabei nicht untersucht [107, 108]. Es ist aber
bekannt, dass die CD4+ T-Zellen in Nabelschnurblut nach Aktivierung kein CD40L
exprimieren [190]. Da auch die Rekonstitution nach HSZT der Ontogenese folgt,

kbnnte eine verminderte CD40L Expression nach Aktivierung vorliegen und zu
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verminderter T-Zell Hilfe fihren. Dies sollte in nachfolgenden Arbeiten tberprift
werden. Fur eine gestorte B-T-Zellinteraktion spricht zudem, die reduzierte I1SC
Generierung, die die Patienten nach HSZT mit anderen Immundefizienzen mit
gestorter B-Tfh-Zell-Interaktion, wie CVID oder ICOS Defizienz, verbindet. Bei diesen
kommt es ebenso zu Hypogammaglobulinamie, einer  verminderten

Keimzentrumsformation und einer eingeschréankten serologischen Antwort [150].

Frihere Studien nach HSZT konnten zeigen, dass CD4+ T-Zellen von Patienten bei
Kokultivierung mit gesunden PBMCs keine Ig-Synthese bewirken konnten.
Gleichzeitig konnten allerdings auch gesunde CD4+ Zellen die Ig-Synthese von
Patienten PBMCs nicht wiederherstellen, weswegen sehr wahrscheinlich neben der
Stérung der CD4+ T-Zellen weitere Faktoren eine Rolle in der gestérten B-
Zellaktivierung spielen [191]. Ahnlich wie bei unbehandelten MM Patienten wurde
eine suppressive Aktivitat der Monozyten diskutiert [192]. Zwar lieRen
Kokultivierungen mit Monozyten keinen Rickschluss auf ihre Beteiligung in der
Unterdrickung der Immunantwort zu [193], allerdings kdnnte wie bei unbehandelten
MM  Patienten  vielmehr eine  Zytokin  vermittelte = Suppression  der
Antigenprasentierenden Zellen eine Rolle spielen, auf die, die Molekile CD40L und

IL-21 regulierende Effekte zeigen.

Eine weitere Erklarung leitet sich daraus ab, dass Weil3enberg et al. hyporesponsive
B-Zellen bei Autoimmunerkrankungen durch Zugabe von CD40L (+IL-21) zu CpG
reaktivieren und eine Zunahme der Proliferation beobachten konnten. Grund war ein
substantiell besseres BCR-Signaling durch die Veranderung von Phosphorylierungen
[194]. Dies wirft die Frage auf, ob auch bei Patienten, die eine Hdx und HSZT
durchlaufen haben, eine veranderte Phosphorylierung des BCRs aufweisen, welche
sich durch CD40L und/oder IL-21 regulieren lasst. Dabei ist zu bedenken, dass ein
Teil der stimulierten Zellen reinfundierte reife Zellen aus dem Transplantat sind. Um
den Effekt von C/I/C auf das rein rekonstituierte B-Zell-Kompartiment zu testen

sollten die Versuche ca. 3 Monate nach HSZT durchgefuhrt werden.

Es wurde beschrieben, dass das Immunsystem in den ersten Wochen hauptséachlich

aus den reifen transplantierten Zellen besteht und rekonstituiert [20, 97]. Da die
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Absammlung der Stammzellen bei MM Patientin kurz vor der Hdx erfolgt und somit
zu erwarten ware, dass die Zellen denen der pre-HSZT entnommenen Proben
entsprechen, wurde eine Korrelationsanalyse zwischen der Funktion post-HSZT und
der Funktion pre-HSZT erstellt. Ziel war es herauszufinden, ob die Patienten, die
post-HSZT eine geminderte Immunantwort ausbildeten auch schon pre-HSZT zu
identifizieren waren. Dabei ergab sich kein eindeutiger Zusammenhang. Ebenfalls
unterschied sich die Verteilung der B-Zell-Phanotypen pre- und post-HSZT, so dass
sich pre-HSZT keine Ruckschliisse auf die B-Zell-immunitat post-HSZT schlieRen
lieRen. Folglich scheint auch frih nach HSZT ein signifikanter Anteil der Immunzellen
aus dem rekonstituierten Repertoire zu stammen bzw. die Funktion durch das

Zytokinmilieu beeinflusst zu sein.

Insgesamt zeigte sich nach HSZT die starkste Funktionseinschrankung mit
eingeschréankter T-Zell-abhangiger und T-Zell-unabh&ngiger B-Zellaktivierung. Im
Gegensatz zu ND und pre-HSZT Patienten lie3 sich die T-Zell-unabhéngige B-
Zellaktivierung durch S/P/C nicht rekonstituieren. Dies ging Hand in Hand mit den
post-HSZT am starksten reduzierten MZ-ahnlichen Zellen. Die gestorte T-Zell-
abhangige Funktion liel3 sich auch bei diesen Patienten durch C/I/C wiederherstellen,
wobei das quantitative Defizit an CD19+ Zellen und PB ex vivo nur in einzelnen
Fallen ausgeglichen werden konnte (Abbildung 8, Abbildung 11). Daraus ergaben
sich wichtige Hinweise fir eine extrinsische Ursache der gestdrten B-Zellfunktion.
Neben dem bekannten CD4+ T-Zell-Mangel und veranderter Expression von
Oberflachenmarkern nach HSZT wurden insbesondere die Suppression von
Antigenprasentierenden  Zellen und durch veranderte  Phosphorylierung

hyporesponsive B-Zellen diskutiert.

4.2.3 CD19+, CD4+ und MZ-ahnliche B-Zellen als Pradiktoren fur die B-
Zellfunktion post-HSZT

Da post-HSZT die Varianz der B-Zellfunktion sehr hoch war, stellte sich die Frage,

was Patienten mit einer starken Immunantwort von denen mit einer defizitaren

unterscheidet. Zu diesem Zweck wurden Zusammenhange zwischen der B-

Zellfunktion und der ex vivo gemessenen Zusammensetzung des B-Zell-

Kompartimentes der einzelnen Patienten untersucht (Tabelle 12). Genauer wurde die
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Funktion mit den Gesamten CD19+ Zellen, den Naiven, GB, MZ-ahnlichen und
zusatzlich CD4+ T-Zellen korreliert.

Durch beide Stimulationsassays wurden GB und naive B-Zellen aktiviert und
getriggert sich in PB bzw. ISCs zu differenzieren [17, 122, 123, 137]. Daraus
resultierte die Annahme, dass die Anzahl der Naiven und GB in direktem
Zusammenhang zur Funktion stehen. Zudem zeigte sich nur post-HSZT ein
verminderter Anteil der gesamt-naiven B-Zellen (Abbildung 7), wodurch ein
Zusammenhang mit dem fehlenden Ansprechen auf die S/P/C Stimulation vermutet
wurde. Um dies zu prufen, wurde eine Korrelationsanalyse nach Spearman
durchgeflihrt. Diese konnte keine oder nur schwache Zusammenhéange der Anzahl
an gesamt-naiven B-Zellen ex vivo mit dem Stimulationsansprechen sowohl auf
S/P/C wie auch C/I/C feststellen. Die GB zeigten einen sehr heterogenen Einfluss auf
die Funktion. Wahrend sie bei der C/I/C Stimulation insbesondere einen Einfluss auf
die PB Generierung hatten, war bei der S/P/C Stimulation ehr ein Einfluss auf die
Proliferation der CD19+ Zellen zu beobachten. Obwohl beide Stimulationsansatze
zur Bestimmung von GB mittels B-Zell ELISpot entwickelt wurden [17, 123, 124],
zeigte sich jedoch in beiden Fallen nur ein schwacher Zusammenhang zwischen den
GB Zahlen und den ISCs. Diese Ergebnisse zeigen, dass unter den vielen
funktionsbeeinflussenden Faktoren, die Naiven und die GB bei Patienten nach HSZT
nur einen geringen bzw. keinen signifikanten Einfluss darauf hatten ob eine
Stimulation eine starke oder schwache Immunreaktion anhand unserer

Funktionsparameter ausloste.

Die Gesamtzahl der B-Zellen bildet die Ausgangslage fur eine B-Zell-Stimulation und
ist sowohl in dieser Arbeit als auch in der Literatur beschrieben post-HSZT massiv
reduziert (Abbildung 5) [78, 102]. Die Korrelationsanalyse der CD19+ Zellen mit
verschiedenen Funktionsparametern zeigte fur beide Stimulationsansatze (C/I/C >
S/PIC) einen moderaten bis starken Zusammenhang mit einem Signifikanzniveau
p<0,05. Im Gegensatz zu den Einzelanalysen der GB und Naiven umfasst die CD19+
Population alle Subpopulationen, die durch die Stimulation differenzieren und stellt

somit eine relevante Voraussetzung fur die humorale Immunantwort dar. Dies
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entspricht der erhdhten Anfalligkeit fur Infektionen bei verminderten CD19+ Zellen,
die Schitt et al. beschrieben haben [78].

MZ-ahnliche B-Zellen spielen eine essentielle Rolle in der Immunabwehr gegen T-
Zell-unabhangige Antigene, wie verkapselte Bakterien und das Stimulans SAC. Sie
sind nach auto-HSZT fast vollstandig depletiert (Abbildung 6), wie es zuvor auch
nach allogener HSZT beschrieben wurde [166, 168]. Aufgrund der gestorten
Immunantwort auf verkapselte Bakterien nach HSZT und einer eingeschrankten
Reaktion auf die S/P/C Stimulation, wurde der Zusammenhang zwischen der Anzahl
der MZ-ahnlichen Zellen ex vivo und der Immunreaktion nach Stimulation untersucht.
Dabei zeigte sich ein starker Einfluss (r: 0,69-0,74) der MZ-ahnlichen auf die S/P/C
Stimulation mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit p<0,05. Bei der C/I/C Stimulation war
lediglich eine schwache bis moderate Korrelation festzustellen. Somit konnte
erstmalig in vitro gezeigt werden, dass die Funktion auf verkapselte Bakterien mit der
Anzahl der MZ-ahnlichen Zellen korreliert. Allerdings ist die Kausalitat nicht
eindeutig, da weitere Stimulantien im S/P/C Ansatz eine Rolle spielen. Das klinisch
ein Zusammenhang zwischen einer verminderten Anzahl an MZ-ahnlichen Zellen
und einer erhohten Infektanfélligkeit fur verkapselte Bakterien besteht wurde bereits
von Kruetzmann et al. flr Patienten mit Asplenie und CVID beschrieben [12]. Neben
dem quantitativen MZ-ahnlichen Zell-Mangel kann eine eingeschrankte Funktion
nicht ausgeschlossen werden. Daflr spricht, die diskutierte fehlende Differenzierung
der MZ-&hnlichen Zellen post-HSZT.

Auf Grund des Ansprechens der C/I/C Stimulation post-HSZT zusammen mit der
Diskussion von niedrigen CD4+ T-Zellen post-HSZT als mdgliche Ursache fir die
eingeschréankte B-Zellfunktion [145], wurden zusatzlich die CD4+ Zellen im
Zusammenhang zur B-Zellfunktion untersucht. Die CD4+ Zellen wurden ex vivo
mittels Durchflusszytometrie im Vollblut in Zellen/ul gemessen. Im Spearman
Korrelationskoeffizienten zeigte sich kein Zusammenhang zwischen dem
Ansprechen der S/P/C Stimulation und der Anzahl der CD4+ Zellen, aber ein
moderater bis starker Zusammenhang (r=0,67-0,71) zwischen der CD4+ Population
und dem Ansprechen auf die C/I/C Stimulation. Diese Korrelation belegt die

Wiederherstellung der T-Zell-abhangigen Aktivierung durch die C/I/C Stimulation.
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Anstelle eines linearen Zusammenhangs, wurden insbesondere in Bezug auf die PB
Differenzierung zwei Schwellenwerte (10 Zellen/ul und 30 Zellen/pl) im sehr
niedrigen CD4+ Zellzahlbereich deutlich, die mit einer Funktionsverbesserung
einhergingen (Abbildung 15). Cao et al. stellten fest, dass die Stimulation mit CD40L,
IL-21 und CpG nicht bei isolierten B-Zellen, sondern nur in PBMCs funktionierte und
somit andere Zellen im Aktivierungsprozess beteiligt sind [123]. Die Korrelation der
Funktion des C/I/C Ansatzes mit der Anzahl der CD4+ Zellen, zeigte, dass diese
aktiv im Aktivierungsprozess beteiligt sind und deutete auf einen synergistischen
Effekt der CD4+ T-Zellen und den in vitro Stimulantien hin. Wahrend der genaue
Mechanismus Gegenstand der Forschung bleibt, wird durch die Korrelation der
CD4+ Zahlen mit einer effektiven Immunantwort auf C/I/C deutlich, dass der T-
Zellabhangige Weg post-HSZT durch diese Stimulantien wiederhergestellt werden

kann.

CD19+ Zahlen und MZ-ahnliche Zellzahlen pro PBMCs sowie CD4+ Zellzahlen
stellen somit unabhangige Einflussfaktoren auf die B-Zellfunktion in der frihen
Rekonstitutionsphase nach HSZT in vitro dar. Somit kdnnen sie als préadiktive
Parameter herangezogen werden, um die B-Zellfunktion ex vivo ohne aufwendige
Funktionsanalysen abzuschatzen. CD4+ Zellen fir T-Zell-abhangige Stimulationen,
MZ-ahnliche fur T-Zell-unabhangige Stimulationen und CD19+ Zellen fir die
gesamte Funktion. Eine Multiple Regression deutete zusatzlich auf einen Einfluss der
Anzahl der Tage nach HSZT auf die B-Zellfunktion hin. Aufgrund der geringen
Patientenzahl lieRen sich aber keine eindeutigen Aussagen Uber weitere
Einflussfaktoren treffen, weshalb eine Studie mit mehr Patienten und einem
ausgeweiteten Regressionsmodell zur Uberpriifung notig ist. Ob die Parameter
(CD19+, CD4+, MZ-ahnliche) auch zur Abschéatzung der in vivo Funktion der B-
Zellen heranzuziehen sind, bleibt offen. Korrelationsanalysen zwischen Infekten und
der in vitro getesteten B-Zellfunktion zeigten keinen Zusammenhang (Daten nicht
gezeigt). Eine Ursache kdnnte die Vielzahl weiterer Einflussfaktoren in vivo auf die
Infektanfalligkeit in dieser frihen Phase nach HSZT sein. Zu diesen gehdren die
Mukositis sowie Neutropenie [48], das Alter, Komorbiditaten, die erhéhte
Keimbelastung im  Krankenhaus und prophylaktische Antibiotika- und

Virusstatikagabe. Allerdings sind Zusammenhénge zwischen MZ-&hnlichen Zellen
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und Infektionen mit verkapselten Bakterien beschrieben. Zudem konnte einen
Zusammenhang zwischen der Anzahl der CD4+ und CD19+ Zahlen und
opportunistischen Infektionen insbesondere innerhalb der ersten drei Monate nach
Hdx gezeigt werden [12, 78, 195]. Um einen eindeutigen Zusammenhang zwischen
der in vitro und in vivo Funktion und dem préadiktiven Wert der CD19+, CD4+ und
Mz-ahnlichen Zellen in vivo abschliel3end zu beurteilen, sollte die Studie auf eine
groRere Patientenkohorte ausgeweitet werden und zu einem spateren Zeitpunkt

nach HSZT untersucht werden, wenn weniger beeinflussende Faktoren vorliegen.

Die gezeigten Ergebnisse schlieRen funktionale intrinsische B-Zell-Defekte, wie sie in
der Vergangenheit vermutet wurden [20, 145, 146, 196] nicht aus, allerdings wurde
hier gezeigt, dass quantitative Veranderungen der CD19+, MZ-ahnlichen und CD4+
Zellen einen signifikanten Einfluss auf die B-Zellfunktion haben. Die CD4+ und die
MzZ-ahnlichen B-Zellen sind die Populationen, die nach HSZT als letztes
regenerieren und somit lange Zeit stark vermindert sind [105, 168]. Bei den CD4+ T-
Zellen ist dies auf die eingeschrankte Thymusfunktion bei Erwachsenen
zurUckzufiuhren, da diese im Gegensatz zu den CD8+ T-Zellen gréf3tenteils von der
de novo Synthese abhangig sind [197]. An verschiedenen Ansatzen zur
Verbesserung der Thymusfunktion sowie T- und B-Zellrekonstitution wird derzeit
geforscht [198]. Ansatze, um die MZ-ahnliche B-Zell-Rekonstitution zu
beschleunigen, sind bisher nicht bekannt. Ihnen kommt aber eine hohe Relevanz zu,
da diese am langsten und schwersten nach HSZT supprimiert sind [167]. Mit dem
Ziel dieses Immundefizit auszugleichen, werden Patienten post-HSZT gegen z.B.
Pneumokokken geimpft. Um ein besseres Impfansprechen zu bewirken, wurde das
T-Zell-unabhangige Polysaccharid mit Tragerproteinen gekoppelt, so dass eine T-
Zell-abhangige Immunantwort ausgeldst wird, wodurch ein erfolgreicher Schutz
geboten wird [199]. Um frihzeitig und gegen weitere T-Zell-unabhéngige Antigene
einen Schutz zu erreichen, sollten weitere Bemihungen unternommen werden, die
MZ-&hnlichen Zellen zu regenerieren oder zu ersetzten, um die Morbiditat und

Mortalitat der transplantierten Patienten zu senken.
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4.3 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde das B-Zell-Kompartiment bei MM Patienten auf
quantitative und funktionale Veradnderungen untersucht. Ziel war es, die
zugrundeliegenden Pathomechanismen der B-Zell-immundefizienzen bei MM
Patienten, insbesondere nach HSZT zu charakterisieren, Ursachen einzugrenzen
und damit eine Grundlage zu schaffen, um die Infektanfalligkeit dieser Patienten
zukinftig reduzieren zu kdénnen.

Sowohl bei unbehandelten MM Patienten als auch therapierten Patienten zeigten
sich reduzierte B-Zellen, mit ph&notypisch veranderten B-Zell-Kompartimenten und
funktionalen B-Zelldefekten. Post-HSZT waren diese Defizite am starksten
ausgepragt und es lag eine gestorte T-Zell-abhangige und T-Zell-unabhangige B-
Zellfunktion vor. In allen Patientengruppen fuhrte eine in vitro Stimulation mit CD40L,
IL-21 und CpG zur Wiederherstellung der T-Zell-abhangigen Funktion, weshalb auf
eine extrinsische Stérung der B-Zellfunktion geschlossen wurde. Post-HSZT konnte
dies zudem durch die Korrelation der T-Zell-abhangigen Funktion mit der Zahl der
CD4+ T-Zellen ex vivo belegt werden. Die in vivo Funktion der T-Zell-abhangigen
Stimulantien CD40L und IL-21 weisen auf eine gestorte T-B Interaktion als zugrunde
liegenden Defekt bei diesen Patienten hin. Die Daten geben somit neue Einblicke in
den Pathomechanismus der Immundefekte von Patienten mit MM und unterstreichen
die Bedeutung der CD4+ T-Zell Rekonstitution fiir die B-Zellfunktion nach Hdx und
auto-HSZT.

Des Weiteren konnten Korrelationen zwischen der Anzahl von B-Zellen, GB und MZ-
ahnlichen B-Zellen und der B-Zellfunktion post-HSZT festgestellt werden. Diese
Zellpopulationen stellen somit potentielle Biomarker fur die B-Zellfunktion und eine
daraus resultierende Hypogammaglobulindmie dar. Zukinftige Forschung sollte sich
daher neben der Aussagekraft dieser Marker in vivo flr eine mogliche intravenodse
Immunglobulintherapie vor allem mit der schnelleren Rekonstitution dieser Zelltypen

auseinandersetzen.
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