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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurden die umgelagerten Gene fir die variable Region der schweren Kette
des B-Zellrezeptors von peripheren B-Lymphozyten Frihgeborener (FG) und reifer Neugebo-
rener (RG) bei Geburt und in den ersten 16 Lebenswochen sowie von Erwachsenen unter-
sucht. Erstmalig wurden die Diversitét der 1gG-B-Zellrezeptorgene und die Mutationsraten in
diesen verschiedenen Altersgruppen vergleichend analysiert.

Die Entwicklung des Repertoires der B-Zellrezeptoren und der Anstieg der Mutationsrate nach
Antigenexposition lauft bei FG verzdgert ab. Erst mit 10 Wochen erreichen die Friihgeborenen
ein dhnliches Niveau wie Reifgeborene. Aulerdem steigen die Mutationsraten mit dem
postnatalem Alter bei Friihgeborenen langsamer als bel Reifgeborenenan und erreichen in den

ersten 16 Lebenswochen nicht das Niveau von Erwachsenen.

5.1 Die Entwicklung der Diversitat an 1gG-B-Zellrezeptorgenen ist bel Frifgeborenen

langsamer alsbel Reifgebor enen

Eine mogliche Ursache fir die zunéchst niedrige und dann mit postnatalem Alter ansteigende
Diversitét der 1gG-B-Zéellrezeptorgene kann eine zundchst geringe Haufigkeit an klassenge-
wechselten B-Lymphozyten sein, die mit dem postnatalen Alter ansteigt. Das Vorhandensein
weniger klassengewechselter B-Zellen deutet auf eine temporér reduzierte Fahigkeit des Klas-
senwechsels IgM zu 1gG bei friihgeborenen Kindern hin.

Intrauterin entwickelt sich das |gG-Repertoire nur sporadisch (Bauer 2002). So sind im Nabel-
schnurblut nur wenige 1gG eximierende B-Zellen vorhanden. Nur 0,2% der CD20+ B-
Lymphozyten exprimieren 1gG auf der Oberflache. Bei Erwachsenen sind es 48% (Wedg
wood 1997). In vitro Untersuchungen von Lymphozyten aus der Nabelschnur haben ergeben,
dass diese Lymphozyten IgM produzieren kénnen, jedoch nicht IgG und IgA (Andersson
1981).

Die Diversitét der 1gG-B-Zdllrezeptorgene bei FG steigt mit dem postnatalen Alter an (Bauer
2002). Eine verzogerte Entwicklung war bisher noch nicht bekannt und wurde im Rahmen
dieser Arbeit erstmalig gezeigt. Moégliche Ursachen fir die verzogerte Entwicklung ist die
Unreife von T- und B-Zellen. Da der Klassenwechsel antigenabhéngig ist, sollte auch eine

mogliche geringe Exposition mit Antigenen von FG diskutiert werden.
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Ein wichtiges Signal fur die Induktion des Klassenwechsels ist die Interaktion zwischen
CD40-Ligand auf TZellen mit CD40-Molekil auf BZellen (Jumper 1994). Ein Defekt im
CD40-Ligand-Molekil bei Menschen fuhrt zu dem Hyper IgM Syndrom Typ 1 (Korthauer
1993), das durch eine hohe Konzentration an IgM und eine niedrige Konzentration an 1gG und
IgA gekennzeichnet ist. Die verminderte Expression von CD40L auf T-Zellen von Friihgebo-
renen konnte eine Ursache fiir die reduzierte Fahigkeit zum Klassenwechsel bei FG sein. Uber
die Expression von CD40L auf neonatalen T-Zellen gibt es widerspruchliche Daten. Zum
einen wurde gezeigt, dass die Expression von CD40L auf neonatalen T-Zellen nach Stimula
tion mit Anti-CD3-Antikorpern in vitro mit dem Level auf adulten Zellen vergleichbar ist. Der
exprimierte CD40L ist funktionsfahig (Splawski 1996). Zum anderen wurde jedoch eine ver-
minderte Expression auf neonatalen T-Zellen gezeigt (Bugnoni 1994, Fuleihan 1994).

In vitro mit Anti-CD3-Antikérpern stimulierte adulte Lymphozyten kénnen alle Immunglobu
linisotypen sezernieren. Bel neonatalen Lymphozyten fuhrt eine aleinige Stimulation mit
Anti-CD3-Antikérpern in vitro zu keiner Sekretion von Immunglobulin. Die Zugabe von wei-
teren Stimulatoren, wie Uberstand von Mitogen aktivierter T-Zellkulturen, fihrt zur Sekretion
von IgM, nicht aber von IgG und IgA. Nach der Zugabe von exogenen Zytokinen wie Inter-
leukin 2, Interleukin 4 und Interleukin 6 zeigte sich eine Sekretion von 1gG und IgA (Splawski
19914, Splawski 1991b). Neonatale T- Zellen bendtigen eine héhere Stimulation al's adulte T-
Zdlen (Adkins 1999). Gleichzeitig ist die Zytokinproduktion (IL 2, IL 4, IFN ?) gegenuber
adulten T-Zellen eingeschréankt (Adkins 1999). Zytokine sind wichtige Induktoren fir den
Klassenwechsel. Sie fordern die Transkription der Keimbahn der 1g Ch—Gene (Stavnezer
1996). Il 4 induziert den Klassenwechsel zu 1gG4 und IgE (Lundgren 1989) und IFN ? zu
1gG3 (Snapper 1987). Die Zytokinproduktion von T-Zellen Frihgeborener ist moglicherweise
weiter reduziert as die von T-Zellen Reifgeborener. Das kann eine mdgliche Ursache fir den

temporar eingeschrankten Klassenwechsel sein.

Das Enzym AID (activation induced deaminase) spielt eine zentrale Rolle in der Induktion des
Klassenwechseles. B-Zellen AID defizienter Mé&use zeigen eine komplette Blockade des Klas-
senwechseles (Muramatsu 2000). Das Hyper-lgM-Syndrom 2 (HIGM2), welches ebenfalls
durch ein niedriges Level an 1gG und IgA gekennzeichnet ist (Notarangelo 1992), ist bedingt
durch unterschiedliche, unabhéangige Mutationen im humanen AID-Gen. Das CD40-Ligand-
Molekil weist keine Mutation auf (Reuy 2000). Dies zeigt, dass auch beim Menschen die AID
eine zentrale Rolle beim Klassenwechsal einnimmt. Eine verminderte Aktivitat der AID in B-
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Lymphozyten bei Friihgeborenen als Zeichen der Unreife kdnnte eine Ursache fur die Beo-
bachtung des verminderten Klassenwechseles bei Friihgeborenen sein. Zhou et al. wiesen

nach, dass Interleukin 4 die AlD-Expression in menschlichen B-Zellen induziert (Zhou 2003).

Untersuchungen haben gezeigt, dass die Serumkonzentration von 1gG bei keim- und antigen
frel aufgezogenen Mausen deutlich reduziert ist (Hooijkaas 1984). Die Konzentration von IgM
ist norma (Haury 1997) . Dies zeigt, dass fur den Klassenwechsel die Antigenexposition von
grofRer Bedeutung ist. Eine Ursache fir den verzdgerten Klassenwechsel bei FG konnte eine
geringere Exposition mit Antigenen sein. B-Zellen von keimfrel aufgezogenen Méausen besit-
zen nach Aktivierung die Fahigkeit zum Klassenwechsel (Hooijkaas 1985). Wahrend der pri-
méren und sekundéren Immunantwort auf ein T-Zellabhangiges Antigen ist die Gesamtanzahl
von 1gG sezernierenden B-Zellen in den konventionellen Méausen deutlich hoher als im Ver-
gleich zu den keim- und antigenfreien Mausen. Allerdings ist die spezifische Immunantwort
bei antigenfreien Mausen im Vergleich zu keimfreien und konventionellen Mé&usen grofier.
Die Anzahl an spezifischen |gG sezernierenden B-Zellen ist bel antigenfreien Mausen dreimal
hoher (Bos 1994). Frihgeborene sind nach der Geburt durch die Erndhrung mit Muttermilch

oder Kontakt mit der Umwelt mit Antigenen exponiert.

In vitro stimulierte B-Lymphozyten von Kindern zeigten erst nach 24 Monaten eine IgG Pro-
duktion auf dem Niveau von Erwachsen (Anderson 1981). In unseren Untersuchungen zeigten
RG schon nach der ersten Woche und FG nach 10 Wochen Diversitédten der 1gG-B-Zellrezep-

torgene, die auf dem Niveau von Erwachsen liegen.

Dadie Daten auf der Untersuchung von 1 bis 4 Kindern pro Zeitpunkt beruhen, sollte man das
Ergebnis durch die Analyse weiterer frih und reifgeborener Kinder in dem Zeitrahmen von 2
bis 10 Wochen, in dem sich eine Verzdgerung der Klonfrequenz zeigte, bestatigen. Auf3erdem
ist es sinnvall, das Blut einzelner Individuen tber mehrere Zeitpunkte hinweg zu untersuchen,
um individuelle Schwankungen auszugleichen, wie es bel den Patienten 1.19, 1.21, 1.26 und
1.28 getan wurde. Die longitudinalen Verlaufe bestétigen die Ergebnisse der Querschnittsun-

tersuchung.
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5.2 Die Affinitétsreifung von FG ist gegentiber RG eingeschr ankt

Die Daten bestétigen friihere Untersuchungen, die gleich geringe Mutationsraten bel RG und
FG bei Geburt zeigen (Bauer 2002). Eine pranatale Entstehung von somatischen Mutationen
ist unwahrscheinlich, da die Entstehung von Mutationen an eine Keimzentrumsreaktion ge-
bunden ist. Bei einer Untersuchung der Lymphknoten von Feten im Alter von 16 bis 40
Schwanger schaftswochen wurden nur primére Lymphfolikel gefunden. Es waren keine Keim-
zentren vorhanden (Westerga 1998). Im Gegensatz dazu fanden Cuisinier et al. in Leberlym-
phozyten eines 8 Wochen aten Fetus zahlreiche somatische Mutationen (Cuisnier 1993).

Ferner bestétigen unsere Daten Untersuchungen, die zeigen, dass die Mutationsrate von FG
mit postnatalem Alter ansteigt (Bauer 2002) und dass die Fahigkeit der Mutationsbildung seit
der Geburt vorhanden ist (Motari 1993). Bei Untersuchungen der Mutationsraten im Vh6-Seg-
ment von Kindern zwischen 2 bis 10 Monaten waren Mutationen bel Kindern unter 6 Monaten
sehr selten. Nach 6 Monaten stieg die Mutationsfrequenz deutlich an. Sie erreichten jedoch
nicht das Niveau von Erwachsenen. Erst mit einem Alter von 8 Monaten haben die Mutations-
raten der Kinder dieses Niveau erreicht (Ridings 1998). Im Mausmodel dagegen waren Neo-
naten im gleichen Mal3e fahig affine AK nach gezielter Antigenexposition wie Erwachsene zu
bilden (Schallert 2002). Es wurde jedoch eine verminderte Keimzentrenzahl beobachtet
(Pihlgren 2003).

Die Entwicklung der Mutationsraten von RG und FG im Vergleich wurde bisher noch nicht
untersucht. Erstmalig wurde in dieser Studie gezeigt, dass die Affinitétsreifung der FG gegen
Uber RG eingeschrankt ist. Mégliche Ursachen sind unreife TZellen, unreife B-Zellen oder

eine geringere Antigenexposition.

Fur die Bildung des B-Zellgedachtnisses und der Affinitétsreifung sind T-Zellen von wichtiger
Bedeutung. Bel der T-Zell-abhangigen Immunreaktion findet im Gegensatz zur T-Zell- unab-
hangigen Immunantwort eine Steigerung der Affinitét in der sekundéren Antwort statt (Stein
1992). Die Analyse von Immunglobulinen von Patienten mit dem DiGeorge-Syndrom, das
durch eine Thymushypoplasie gekennzeichnet ist (Speer 2000), haben ergeben, dass keine
oder nur sehr wenige Mutationen im V-Segment zu finden sind. Dies unterstreicht die Bedeu
tung von T-Zellen bei der Affinitatsreifung (Haire 1993). Unreife T-Zellen von Frihgeborenen
konnten die verzogerte Affinitatsreifung erklaren.
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Eine weitere mogliche Ursache fir die langsamere Entwicklung der Mutationsrate kann eine

verminderte Aktivitét der AID in B-Zellen bei FG sein. B-Zellen AID defizienter Méuse zei-
gen einen Defekt in der Bildung von somatischen Hypermutationen (Muramatsu 2000). Die
AID wird speziell in Keimzentrum-B-Zellen exprimiert und bei Aktivierung hochreguliert
(Muramatsu 1999). Auch beim Menschen spielt die AID beim Hypermutationsprozess eine
wichtige Rolle. Patienten, die an dem HIGM2-Syndrom erkrankt sind, weisen neben dem
verminderten Klassenwechsel auch einen Defekt in der Bildung von somatischen Hypermuta-
tionen auf (Reuy 2000).

Die Anzahl der Mutationen scheint auch davon abzuhangen welches Antigen die Immunreak-
tion induziert hat (Gioregette 1998). Es besteht die Mdglichkeit, dass der Unterschied der
Mutationsraten bei FG und RG durch eine Exposition mit unterschiedlichen Antigenen ent-
standen ist. Da auch der Klassenwechsal bei FG eingeschrénkt ist und der molekulare Mecha-
nismus Parallelen aufweist (Ehrenstein 1999, Rada 2002), ist eine verminderte Aktivitét der

AID und damit eine Unreife der friihgeborenen Kinder jedoch wahrscheinlicher.

Die Ergebnisse basieren auf Untersuchungen von 1 bis 5 Kindern pro Zeitpunkt. Um das Er-
gebnis zu bestétigen, sollte eine Analyse mit weiteren FG und RG in einem Zeitrahmen von O
bis 16 Wochen durchgefiihrt werden. AulRerdem ist es sinnvoll, die Mutationsraten von einzel-

nen RG Uber mehrere Zeitpunkte hinweg zu bestimmen, wie es bel FG getan wurde.

Nukleotidunt erschiede gegentiber der Keimbahn kdnnen verschiedene Ursachen haben: so-
matische Mutationen, genetische Polymorphismen der Gensegmente oder Einbaufehler der
Tag-Polymerase wahrend der PCR (, Taq error®). In friheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe
betrug der ,Tag error 0,076% (Zemlin 2001). Das heil3t, dass ale 1300 Nukleotide eine fal-
sche Base durch Tag-Polymerase eingebaut wurde. So muss in jeder achten Sequenz mit ei-
nem falsch eingebauten Nukleotid im Bereich CDR2 und FR3 gerechnet werden. Die Sequent
zen von B-Lymphozyten aus dem Nabelschnurblut enthalten nur wenige Mutationen. Jede
dritte bis vierte Sequenz enthdt Mutationen. So muss davon ausgegangen werden, dass viele
der Mutationen von Sequenzen aus Nabelschnurblut Einbaufehler der Tag-Polymerase sind.
Da mit dem postnatalen Alter die Mutationsrate zunimmt, der Fehler aber im System gleich
bleibt, ist anzunehmen, dass der Grofdeil der Abweichungen durch somatische Hypermutatio-

nen nach Antigenkontakt zu erkléren ist.
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5.3 Sdlektion der Mutationen

Bel RG und bel FG findet eine Selektion statt. RG weisen friher Antigen selektierte Mutatio-

nen auf.

Die Charakteristika fur Antigen selektierte Mutationen sind:

1. im CDR2-Abschnitt eine hohere Mutationsrate als im FR3-Abschnitt

2. im FR-Bereich eine kleinere R/S-Rate asim CDR-Bereich (Weigert 1986).
Bei FG erflllen die Mutationen, die im NSB und im peripheren Blut von 1 bis 8 Wochen alten
Kindern gefunden wurden, die beiden Charakteristika noch nicht. RG weisen schon ab der
Geburt antigenselektierte Mutationen auf. Bei FG konnen diese erst in der letzten Gruppe
beobachtet werden.
Da die Mutationsraten der B-Zellen bei FG und RG bei Geburt und in den ersten Lebenswo-
chen gering sind, kann mit den erhobenen Daten nur eine eingeschrankte Aussage zur R/S-
Rate gemacht werden.
FG weisen amerrechneten Geburtstermin (12 bis 14 Wochen) antigensel ektierte Mutationen
auf (Bauer 2002). Dies bestdtigen die erhobenen Daten. Im Gegensatz dazu zeigten Unter-
suchungen von Ridings, dass Kinder erst ab einem Alter von 6 bis 8 Monaten eine Selektion

erkennen lassen. Ein direkter Vergleich von RG und FG wurde bisher noch nicht analysiert.

5.4 Schlussfolgerung

Die Verzégerung im Klassenwechsel und die verminderte Affinitatsreifung bei Friihgeborenen
zeigt, dass frihgeborene Kinder in den ersten postnatalen Wochen nur eingeschrankt auf In-
fektionen reagieren kdnnen. Infektionen kénnen daher schwerwiegender verlaufen. Patienten
mit einem variablen Immundefektsyndrom (CVID) konnen eine reduzierte Hypermutations-
rate in der variablen Region haben. Dies ist mit einem Anstieg der Frequenz von Infektionen

im Respirationstrakt assoziiert (Andersen 2004).
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5.5 Zusammenfassung

Fruhgeborene besitzen ein eingeschranktes B-Zellrezeptorrepertoire. Die kombinatorische
Vielfalt ist bel Frih- und Reifgeborenen gleich, alerdings besitzen Frihgeborene zum Zeit-
punkt der Geburt eine eingeschrankte junktionale Vielfalt. Dies macht ihre verkirzte CDR3-
Region deutlich (Zemlin 2001). Die Zunahme der Lange der CDR3-Region scheint genetisch
determiniert zu sein, da am errechneten Geburtstermin Friihgeborene (FG) die gleiche junktio-
nale Vielfalt wie Reifgeborene (RG) bel der Geburt aufweisen (Bauer 2002). Nach Antigen
kontakt steigen bei FG und RG die Mutationsraten im \j,-Segment an. Bisher gab es noch
keine vergleichenden Untersuchungen des Anstieges der Mutationsraten in beiden Gruppen.
Im Nabelschnurblut von RG und FG sind nur wenige 1gG exprimierende B-Zellen vorhanden
(Wedgwood 1997, Bauer 2002). Die Population 1gG exprimierender B-Zellen vergrof3ert sich
nach Antigenexposition. In dieser Untersuchung wurde die Entwicklung des Klassenwechseles
und die Affinitésreifung von RG und FG verglichen. Dazu wurden die Diversitdten der 1gG-
B-Zdllrezeptorgene und die Mutationsraten im Vp-Segment der variablen Region des
Immunglobulinrezeptorgens im NSB und im peripheren Blut bestimmt. Die mRNA der um-
gelagerten schweren Ketten der Immunglobulinrezptorgens wurde isoliert, durch eine RT-PCR
in cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Anschief?end wurde sie kloniert und sequenziert.
Die einzelnen Sequenzen wurden computergestitzt ausgewertet. Insgesamt wurden 636 Se-
guenzen von 8 FG ( 24-27 SSW), 5 RG, 11 reifgeborenen Sduglingen und 4 Erwachsenen

untersucht. Bel den FG wurden im Verlauf ein bis drel Proben ent nommen.

Die Diversitét (Anteil der unterschiedlichen Gene an der Gesamtzahl der sequenzierten Gene
eines Patienten) ist bei der Geburt bei RG und FG gering. Sie liegt im Median bel 32% bei
den 4 Reifgeborenen und bei 27% bel den 4 Frihgeborenen. Sie steigt nach Antigenkontakt
an. Bel den FG kommt es zu einer verzogerten Entwicklung der Diversitdt. Nach 8 Tagen
weisen alle Reifgeborenen eine Diversitét von uber 80% auf. Frihgeborene besitzen erst in
einem Alter von 10 Wochen vergleichbare Werte. Im Nabelschnurblut kommen sowohl bei
RG as auch bel FG Mutationen nur selten vor. Nach Antigenexposition kommt es im V-
Segment zum Anstieg der Mutationsraten. Bei den RG ist der Anstieg schneller. Beide
erreichen nach 16 Wochen jedoch nicht die Mutationsraten von Erwachsenen. Ebenfalls
weisen Reifgeborene friher Sequenzen mit multiplen Mutationen auf. Der Anteil der

Sequenzen mit mehr als drel Mutationen nimmt bel Reifgeborenen schneller zu.
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Die Ursache fir die verzogerte Entwicklung der Diversitéten und damit des Klassenwechsels
und die verzogerte Affinitatsreifung bel FG kdnnen in der Unreife von B- und T-Zellen sowie
in einer verminderten Antigenexposition von FG liegen. Ein wichtiges Signal fur die Induk-
tion des Klassenwechsels ist die Interaktion zwischen dem CD40-Ligand auf T-Zellen und
dem CD-40-Molekil auf B-Zellen (Jumper 1994). Eine verminderte Expression von CD40L
auf T-Zellen von Frihgeborenen kénnte eine Ursache flir den verminderten Klassenwechsel
sein. Auch eine verminderte Zytokinproduktion von FG kommt in Frage. Das Enzym AID
(activation induced deaminase) spielt sowohl beim Klassenwechsel als auch bei der Affini-
tatsreifung eine zentrale Rolle. Eine verminderte Aktivitét diese Enzyms in B-Zellen Frihge-
borener wirde das Defizit bei FG erklaren. So ist neben dem eingeschrankten 1gG-B-Zellre
zeptorrepertoire bei FG auch die Immunantwort nach Antigenkontakt verzogert. Frihgebo-
rene Kinder kdnnen somit nur eingeschrénkt auf Infektionen reagieren. Infektionen kdnnen

daher schwerwiegender verlaufen.



