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Zusammenfassung

Die selektive IgM-Immundefizienz (SIgMID) stellt eine Dysgammaglobulinamie dar, die sich durch
verminderte IgM-, aber normale IgG- und IgA-Spiegel im Serum auszeichnet. SIgMID ist haufig mit
einer erhohten Infektanfalligkeit assoziiert. Pathogenetisch wurden bisher B-Zell-intrinsische wie auch T-
Zell-Defekte postuliert. In dieser Arbeit wurden klinische und laborchemische Parameter von Patienten
ausgewertet, B- und T-Zell-Subpopulationen phéanotypisch charakterisiert und das Expansions-,
Differenzierungs- und Antikorpersekretionsverhalten von B-Zellen untersucht.

Die Analyse der Kklinischen Daten von 20 Patienten bestétigte Berichte aus der Literatur: 90 % der
Patienten zeigten rezidivierende Infektionen, bei 75 % waren die oberen Atemwege betroffen. 40 %
hatten eine atopische, 15 % eine autoimmunologische Symptomatik. Uber gastrointestinale Beschwerden
berichteten 30 % und 20 % litten an Fatigue.

Die durchflusszytometrische Analyse von 11 Patientenproben zeigte, dass die Gesamt-B-, T- und
dendritischen Zellen, sowie Granulozyten und Monozyten im peripheren Blut quantitativ unauffallig
waren. Marginalzonen-&hnliche (MZ) und Transitionale B-Zellen waren signifikant erhoht, bei
erniedrigten Anteilen von Aktivierungs-, Uberlebens- und Migrationsmarker-exprimierenden MZ (Fas,
Fas-Ligand, Taci, CXCR4). Die Anzahl IgM-exprimierender Zellen war normal, die oberflachliche
Expressionsdichte von IgM auf Gesamt-B-Zellen jedoch signifikant erniedrigt.

Weiterhin wurde die Antikorperproduktion der B-Zellen nach in vitro Expansion analysiert. Im Vergleich
zu gesunden Spendern zeigte sich eine verringerte in vitro Expansion der SlgMID-B-Zellen mit
verringerten Zahlen besonders von MZ, Plasmablasten und Gedachtniszellen. IgM* B-Zellen waren
absolut und relativ erniedrigt, aufgrund verringerter Zahlen von MZ und Naiven, aber auch durch
geringere Anteile IgM* Zellen unter Gedachtnis- und Doppel-negativen (IgD"CD27°) B-Zellen.

Die Zahl der Antikorper-sezernierenden Zellen (ASZ) nach in vitro Stimulation mit autologer T-Zell-
Beteiligung war aufgrund des B-Zell-Expansionsdefizits fur 1gG, IgA und IgM verringert. Das
intrazellular bestimmte IgM in IgM* B-Zellen war unauffallig. Bezogen auf die einzelnen expandierten
B-Zellen war die Produktion von IgG-, IgA- und IgM-ASZ sowie von Pneumokokken- und Tetanus-
spezifischen ASZ bei den meisten Patienten vergleichbar mit den gesunden Spendern.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse eine verminderte IgM-Expression auf der Oberflache der B-
Zellen, sowie in vitro eine Stérung von Differenzierung und/oder Uberleben der B-Zellen. Der Vergleich
der durchgefuhrten Stimulationsprotokolle kdnnte auf einen B-Zell-intrinsischen Defekt hinweisen, auch
eine T-Zell-assoziierte Storung ist jedoch mdglich. In vivo konnten erhéhte Zahlen von MZ und

Transitionalen B-Zellen bzw. erniedrigte Markerexpression Hinweis auf einen funktionellen Defekt sein.



Abstract

Selective IgM immunodeficiency (SIgMID) is a dysgammaglobulinemia characterized by low IgM but
normal IgG and IgA serum levels. SIgMID is often associated with recurrent infections. B cell intrinsic
defects as well as T cell effects have been discussed as pathogenetic causes. This paper engaged with
clinical and laboratory parameters of SIgMID patients, the phenotypical characterization of B and T cell
subsets and the evaluation of expansion, differentiation and antibody secretion of B cells.

Analysis of the clinical parameters confirmed data from the literature: 90 % of the patients had recurrent
infections, 75 % of the upper airways. 40 % showed atopic, 15 % autoimmunological symptoms. 30 %
reported gastrointestinal conditions and 20 % suffered from fatigue.

Flow cytometry of 11 samples showed that numbers of B cells, T cells, dendritic cells, granulocytes and
monocytes in the peripheral blood were normal. Marginal zone (MZ)-like and transitional B cells were
significantly elevated, percentages of MZ cells expressing activation, survival and migration markers
(Fas, Fas ligand, Taci, CXCR4) were low. The number of IgM-expressing cells was normal, however the
density of surface IgM was significantly reduced.

Furthermore, the antibody production of B cells after in vitro expansion was analyzed. Compared to
healthy donors, SIgMID B cell expansion and especially numbers of MZ, plasmablasts and memory cells
were reduced. Number and percentage of IgM* B cells were reduced after stimulation, due to both low
numbers of MZ an naive B cells and reduced percentages of IgM" memory and double negative (IgD
CD27) B cells.

The number of antibody secreting cells (ASC) after in vitro stimulation in cultures with autologous T
cells was reduced for all isotypes due to the expansion defect. Intracellular IgM in IgM* B cells was
normal. Differentiation of IgG-, IgA- and IgM-ASC as well as ASC specific for pneumococcal and
tetanus antigen was proportionally normal in most patients, when related only to living B cells after
stimulation.

Overall, the results show a reduced expression of superficial IgM, and an in vitro deficiency of
differentiation and/or survival of SIgMID B cells. As comparison of different stimulation protocols
suggests, an intrinsic B cell defect could be accountable for this. However, T cell defects could also be
involved. In vivo, elevated numbers of MZ and transitional B cells as well as decreased marker

expression could point to a functional defect.



1. Einleitung

1.1 B-Zellen

B-Zellen sind neben den T-Zellen die zentralen Akteure der adaptiven Immunitat. Sie produzieren
Antikorper und sind somit die Trager der spezifischen humoralen Immunabwehr. Nach
Ausdifferenzierung konnen sie verschiedene Immunglobulinklassen sezernieren, die in erster Linie der
Opsonisierung, Neutralisierung und Blockierung, Komplementaktivierung und Vermittlung der zellularen
Zytotoxizitat dienen. Der membrangebundene B-Zell-Rezeptor (BZR) hat die gleiche Spezifitat wie die
sezernierten Antikorper. Neben T-Zellen sind dendritische Zellen, Granulozyten, Makrophagen und
Natdrliche Killer-T-Zellen an T-Zell-abhangiger und -unabhéngiger B-Zell-Aktivierung und
Differenzierung beteiligt (1). Je nach Differenzierungsweg kdénnen sich die B-Zellen zu langlebigen
Gedachtnis-B-Zellen (GZ), Plasmazellen oder weiteren Subpopulationen entwickeln. Darliber

entscheiden zelluldre und I6sliche Einflussfaktoren im jeweiligen Zellmilieu (2).

111 Entwicklung der B-Zellen und die B-Zell-Subpopulationen

Das primére lymphatische Organ der B-Zellen ist beim erwachsenen Menschen das rote Knochenmark,
hier befinden sich die lymphoiden Vorlauferzellen, aus denen sich die B-Zellen antigenunabhdngig
entwickeln. Pro-B-Zellen stellen die erste Entwicklungsstufe dar, sie sind Gber CD22 identifizierbar. Sie
leiten die Bildung des BZR ein, durch Genumlagerung bzw. -exzision (somatische Rekombination) und
Paarung der vorldaufigen leichten Ketten mit rearrangierten schweren Ketten wird der Pre-BZR
zusammengefugt, der die Stufe der Pre-B-Zelle markiert. Das in diesem Stadium erstmals exprimierte
CD19 bildet bei der reifen B-Zelle zusammen mit CD21 (und CD81/CD225) den B-Zell-
Korezeptorkomplex. Die CD19-Expression wird spéter im Zuge der Differenzierung zu Plasmablasten
und schliellich Plasmazellen konsekutiv bis unter die Nachweisbarkeitsgrenze herunterreguliert. Auf die
Ausbildung des Pre-BZR folgt eine Phase der Expansion und der Austausch der vorldufigen Leichtketten
gegen Kappa- oder Lambda-Leichtketten. Unreife B-Zellen zeichnen sich schlief3lich durch die erstmalige
Oberflachenexpression von IgM aus, das bei der Paarung der schweren Kette vom p-Typ mit einer
leichten Kette entsteht. Nach erfolgreicher BZR-Generierung und der Negativselektion autoreaktiver
unreifer B-Zellen — nur 10-20 % erreichen die Milz — ist der Ubertritt ins periphere Blut als
CD19'CD24"CD38"1gM*1gD" Transitionale B-Zellen méglich (3-5).

Transitionale B-Zellen lassen sich uber die CD24/CD38-Expression weiter in T1- und T2-Zellen

unterteilen, das Farbeverhalten aufgrund beginnender Expression des Transportproteins ABCB1 (engl.



ATP-binding Cassette B1) ermdglicht weiterhin die Diskriminierung von T3-Zellen (6). Dartber hinaus
kénnen T1-Zellen iiber die Expression von CD21 und T3-Zellen iber die Expression von CD45RBMEV®
jeweils in zwei Populationen eingeteilt werden (7, 8). Fiir das Uberleben und die weitere Differenzierung
scheinen Signale Uber den BZR sowie BAFF (engl. B Cell Activating Factor of the TNF-«a Family), das
den auf T2-Zellen erstmals exprimierten BAFF-Rezeptor (BAFF-R) aktiviert, Schllsselregulatoren zu
sein (9).

Nach dem Durchlaufen des Transitionalen-Stadiums sind B-Zellen in der Lage, spezifisch Antigen zu
erkennen und bei Bedarf entsprechende Zellantworten zu generieren. Diese Naiven machen mehr als die
Halfte der im peripheren Blut zirkulierenden B-Zellen aus, sie zeigen den Phéanotyp IgD*CD27 CD24""
CD38" und werden auch als Reif-Naive oder Follikulare bezeichnet. Dies erklart sich durch ihr
Migrationsverhalten, denn sie durchwandern sekundare lymphatische Organe und rezirkulieren, bis ein
passendes Antigen Uber den BZR gebunden wird. BZR-vermittelte Antigenbindung und
Aktivierungssignale tber zelluldre Liganden und Zytokine in extrafollikuldren Regionen von Milz und
Lymphknoten fuhren zur weiteren Differenzierung: Sie werden zu fruhen IgM-sezernierenden
Plasmazellen oder wandern in Follikel ein und werden zu Keimzentrums-B-Zellen (10), die sich im

Rahmen der Keimzentrumsreaktion weiter zu GZ oder langlebigen Plasmazellen entwickeln kénnen (11).

Der geldufigste Marker fir GZ ist CD27 und wird auf B-Zellen im peripheren Blut mit somatisch
hypermutierten BZR-Genen exprimiert, was das wichtigste Unterscheidungskriterium zu den Naiven
darstellt (12). In Kombination mit IgD wird die Bestimmung von CD277IgD" Isotyp-gewechselten GZ
(engl. Switched Memory B Cells) ermdglicht. CD27"1gD™ GZ sind einfacher zu aktivieren als Naive und
nach erneutem Kontakt mit dem Uber den BZR spezifisch erkannten Antigen wird je nach Isotyp eine
rasche spezifische 1gG- oder IgA-Produktion induziert. Zirkulierende IgM- und IgE-GZ sind deutlich
seltener (13-15). Die Entwicklung der konventionellen GZ erfolgt im Keimzentrum uber das Zentrozyten-
und proliferative Zentroblastenstadium unter T-Zell-Hilfe (siehe 1.2.2). Obwohl der ebenfalls wahrend
der Keimzentrumsreaktion erfolgende Klassenwechsel meist mit einem Verlust des auf den Naiven
obligat-exprimierten IgM einhergeht, existiert auch eine CD27*1gD’ IlgM" GZ-Subpopulation. Sie wird als
IgM-only GZ bezeichnet und macht nur einen geringen Teil der GZ aus; bei erhaltener IgM-Expression

wurde eine somatische Hypermutation durchlaufen (15).

Die Population der CD27°IgD" B-Zellen wird in dieser Arbeit als Marginalzonen-dhnliche (MZ) B-Zellen
bezeichnet. Nahezu 100 % dieser Population sind IgM™, weshalb sie in der Literatur mitunter auch als
IgM™ memory B cells, natural effector B cells oder innate-like B cells bezeichnet werden (16-18). Die
BZR-Gene der MZ zeigen Spuren somatischer Hypermutationen, wofur moglicherweise koexistente T-
Zell-abhdngige und -unabhédngige Differenzierungswege diskutiert werden (17, 19-23). Vermutlich

besteht die CD27'IgD" B-Zell-Population aus funktionell verschiedenen Zelltypen, von denen einige



untereinander und mit den Isotyp-gewechselten GZ ontogenetisch in Verbindung stehen kdénnten und
andere nicht (16, 22). Viele MZ haben polyreaktive BZR, die verschiedene PAMPs (engl. Pathogen
associated Molecular Patterns) binden konnen (24), so werden Toll-like-Rezeptoren (TLR) in hoher
Dichte exprimiert, was fir Zellen des angeborenen Immunsystems typisch ist. MZ B-Zellen stellen
gewissermalen eine Synthese aus angeborenem und adaptivem Immunsystem dar: Bei gleichzeitiger
Ligation von BZR und TLR wird die Produktion von niedrig-affinem IgM initiiert, die die Zeit bis zum
Wirksamwerden der spezifischen T-Zell-abhangigen Immunantwort Uberbriickt. Die Lokalisation der MZ
B-Zellen an der Schnittstelle zwischen Antigenkontaktstellen und lymphatischem Gewebe ermdglicht ein
effektives Screening aller eindringenden Pathogene: MZ B-Zellen finden sich in der Marginalzone der B-
Zell-Follikel in der Milz, den subkapsularen Sinus der Lymphknoten, unterhalb des Domepithels der
Peyerschen Plaques und im tonsillaren Kryptenbereich (25-28). Lipopolysaccharid-tragende, bekapselte
Bakterien sind das klassische Beispiel fir diesen Weg der initialen Immunisierung (29), so spielen MZ

eine Schlisselrolle bei der Infektabwehr von Streptokokkus pneumoniae (30, 31).

Unreife .B

Pre-B Il (S)
Knochenmark : Milz/Lymph-

4 knoten
a P A

Pre-BII(L)

Pre-B 1

Plasmazelle

Abbildung 1: Entwicklung der B-Zellen im Knochenmark und Migration in peripheres Blut und sekundare lymphatische
Organe. Im Knochenmark entwickeln sich (ber verschiedene Vorstufen (Pro-/Pre- und unreife B-Zellen) die peripheren
Transitionalen B-Zellen (Trans, Typen 1 bis 3). In sekundéren lymphatischen Organen differenzieren sie zu Marginalzonen-
&hnlichen (Mz B), follikuléren bzw. Naiven B-Zellen (fo B) und bei Antigenkontakt weiter zu Gedéchtnis-B-Zellen (GZ) und
Plasmablasten (PBI). MZ B, Naive und GZ konnen bis zum nédchsten Antigenkontakt zwischen Blut und sekundéren
lymphatischen Organen zirkulieren. PBI migrieren tber das Blut ins Knochenmark, Plasmazellen zirkulieren nicht im Blut. KZ =
Keimzentrum. Nach Warnatz et al. (3).

CD27" Isotyp-gewechselte B-Zellen konnen als CD27°1gD™ Doppelt-negative B-Zellen (DN) bezeichnet
werden. Sie lassen sich in IgM”, IgG" und IgA™ DN unterteilen (16, 18) und stellen nach ihrer Genese
vermutlich eine heterogene Population dar: CD27 1gD’IgG" DN entstammen der Milz, wahrend CD27
IgD’IgA" DN Eigenschaften der im Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebe (MALT) generierten B-



Zellen gleichen Phanotyps aufweisen (32). Genetische Analysen zeigten auch fur die DN somatische
Mutationen in den variablen Ig-Regionen, allerdings mit niedrigerer Frequenz als bei den konventionellen
Isotyp-gewechselten GZ (33, 34). Fir ihre Mitbeteiligung am immunologischen Geddchtnis spricht
auBerdem die Beteiligung an Impfantworten: Wie auch Isotyp-gewechselte GZ, kénnen DN zur Sekretion
von  Anti-Tetanustoxin-  und  Anti-Influenzavirus-Antikérpern ~ angeregt ~ werden (35).
Genomsequenzierungen und Klonalitadtsanalysen legen nahe, dass DN zu Isotyp-gewechselten GZ werden
kénnen und andersherum bzw. dass die Populationen einen gemeinsamen Ursprung haben. In diesem Fall
ware CD27 nur als temporaler Marker zu verstehen und kein Hinweis auf einen stets gleichgerichteten
Differenzierungsvorgang. Die Heterogenitat der DN-Fraktion, mdglicherweise als Mischung aus ehemals
konventionellen GZ und den verschiedenen Isotypen der DN, ist Hinweis auf eine komplexe
Differenzierungssystematik, die auch unterschiedliche subpopulationsspezifische Effektorfunktionen zur
Folge haben kdnnte (18).

Werden B-Zellen entsprechend stimuliert, kdnnen sie zu Antikdrper-sezernierenden Zellen (ASZ)
differenzieren. Die CD19"°CD24'CD27"CD38" Plasmablasten werden bei Antigenkontakt in den
Markstrangen der Lymphknoten und der roten Pulpa der Milz Gber verschiedene Differenzierungswege,
extrafollikulér und im Rahmen einer Keimzentrumsreaktion, gebildet. Sie sezernieren Antikorper, haben
die Morphologie einer Blastenzelle und sind zur Proliferation fahig. Plasmazellen werden als
postmitotische Antikorper-sezerniernende Zellen definiert. Ausgangszelltypen der Differenzierung
kénnen MZ, Follikuldre/Naive B-Zellen, GZ, Transitionale und B1-B-Zellen sein (3, 36-38). Nach einem
Antigenkontakt bei Impfung oder Infektion steigt der Anteil der Plasmablasten im peripheren Blut fur
einen kurzen Zeitraum deutlich an, der assoziierte Anstieg des Antikorpertiters im Serum kann jedoch
dauerhaft erhalten bleiben, mitunter fir den Rest der Lebenszeit (39-41). Es gibt kurzlebige ASZ, die
weniger somatische Hypermutationen aufweisen und nach initialem Antigenkontakt rasch Antikorper
produzieren, und terminal differenzierte langlebige Plasmazellen, die fiir den dauerhaften Erhalt der
Antikorpertiter sorgen und hauptsachlich im Knochenmark und kaum im peripheren Blut nachweisbar
sind (37, 41). Im Laufe des Reifungsprozesses steigt die CD27- und CD38-Expression, auch wenig bis
kein  Oberflachen-lg, CD19-Verlust und CD138-Expression sind Teil der fortschreitenden

Differenzierung und zeigen sich vor allem bei Plasmazellen (38, 42).

B1-B-Zellen waren lange Zeit nur aus der Maus bekannt, wo sie vornehmlich sergse Koérperhhlen
besiedeln, bis auch beim Menschen eine B-Zell-Population beschrieben wurde, deren Zellen mit dem
Phanotyp CD20°CD27°'CD43'CD70" klassische murine B1-Eigenschaften aufweisen: Spontane IgM-
Sekretion, die Fahigkeit zur CD4" T-Zell-Stimulation und Aktivierungs- bzw. Liganden-unabhangige
intrazelluldre Signalweiterleitung (engl. Tonic Intracellular Signalling). Da keine andere bekannte
Population im Menschen diese Eigenschaften zeigt, wurde der genannte Phénotyp zur Definition einer

humanen B1-Zelllinie vorgeschlagen. Zellen des gleichen Phénotyps wurden auch in humanem



Nabelschnurblut nachgewiesen und zeigten die gleichen in vivo Eigenschaften, wie die B1-Zellen des
peripheren Blutes. Wegen der Keimzentrums- und Antigen-unabhdngigen 1gM-Sekretion werden sie als
Tréger einer angeborenen Ig-vermittelten humoralen Immunitét funktionell mit den MZ verglichen. Das
von B1-Zellen spontan sezernierte und deshalb auch als ,,natiirliche Antikorper” (engl. Natural 1gM)
bezeichnete IgM zeigt autoreaktive Spezifitdten (u.a. gegen DNA), was flr die Debris-Beseitigung und
autoimmun-pathogenetisch relevant sein konnte. Eine kirzlich vorgenommene Unterteilung der B1-
Zellen schreibt die IgM-Sekretion vor allem den CD11b™ Blsec (engl. secretory) zu, wahrend die T-Zell-
regulatorischen Funktionen — Anregung zur Proliferation sowie (iber spontane IL-10-Sekretion vermittelte
T-Zell-Suppression — von den CD11b* Blorc (engl. orchestrating) ausgeiibt werden sollen. Uber die
Abstammung der B1-Zelllinie beim Menschen ist wenig bekannt, im murinen System werden eine
Differenzierung aus konventionellen B-Zellen oder die Existenz einer separaten B1-Zelllinie diskutiert
(43-45).

Regulatorische Funktionen werden einer weiteren Subpopulation zugeschrieben: Diese funktionell
definierten regulatorischen B-Zellen oder Bregs tragen zum Erhalt der Immuntoleranz bei. Sie begrenzen
Uberschielende inflammatorische Reaktionen im Rahmen von Autoimmunitdt oder persistierenden
Infektionen. Zentraler Mediator der Bregs ist IL-10, das proinflammatorische Zytokinwirkungen inhibiert
und die Differenzierung regulatorischer T-Zellen (Tregs) fordert (46). Weitere Effektor-Mechanismen
bestehen in der Inhibition der Differenzierung naiver T-Zellen in T-1- und T-17-Helfer-Zellen und die
Suppression der Interferon-y-(IFN-y) und Tumornekrosefaktor-o-(TNF-a;) Sekretion (47). Eine
einheitliche phanotypische Beschreibung der Bregs ist bisher nicht gelungen. I1L-10-kompetente CD19+
B-Zellen wurden in CD24"CD27°CD38" und CD27" Populationen nachgewiesen (48, 49). Auch ihr
Ursprung ist ungeklart, die Abstammung von Follikularen B-Zellen, MZ oder T2-Transitionalen wird
diskutiert (50, 51). Letztere der Mdglichkeiten wird von einigen Autoren favorisiert, wohl auch, weil die
flr Transitionale typische Stimulation Gber TLR (neben der CD40-Ligation) einen wichtigen Faktor fur

die Differenzierung von Bregs darstellt (46).

1.1.2 Differenzierungssignale und -vorgénge in vivo und in vitro

Naive B-Zellen konnen T-Zell-abhangig (auch engl. Thymus dependent, TD) oder -unabhédngig (auch
engl. Thymus independent, TI) aktiviert werden und differenzieren. Ausschlaggebend sind dabei die
molekulare Struktur des vorliegenden Antigens, der Ort des Antigenkontakts mit den unterschiedlichen

zellularen und humoralen EinflussgroRen, sowie die Differenzierung der antigenerkennenden B-Zelle.

Protein-Antigene leiten eine T-Zell-abhéngige Immunantwort in den sekundaren lymphatischen Organen

ein. Dort besteht ein Mikromilieu, in dem B- und T-Zellen untereinander sowie mit interdigitierenden und
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follikuldren dendritischen Zellen interagieren konnen. T-Zellen sind fur ihre Aktivierung stets auf die
Interaktion mit Antigen-prasentierenden Zellen angewiesen, die Antigene erkennen, phagozytieren und
prozessiert Gber den Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) présentieren, denn nur in dieser Form
konnen T-Zell-Rezeptoren (TZR) Antigene erkennen. So kann eine dendritische Zelle ein Pathogen
erkennen, nach Prozessierung die korperfremden Peptidfragmente Gber MHC-II préasentieren und bei
Erkennung durch einen passenden TZR die dazugehorige T-Zelle aktivieren. Eine T-Helfer-Zelle kann
dadurch nach weiteren Differenzierungsschritten klonal expandieren und in grofler Zahl B-Zellen

aktivieren, die das gleiche Antigen erkennen, wie sie selbst.

CXCR5 ~\Nmil CCR7
T-Zell-Zone Tzelle

(Fzle )
p M Aezeiolikel
y 023 i
p e .
| Bzele i

( eirZene) \, N
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Plasmablast B Zelle Plasmazelle

Abbildung 2: T-Zell-abhéngige B-ZeII-DifferenZ|erung. T-Zellen werden bei spezifischer Erkennung eines Antigens (Ag)
durch dendritische Zellen (DZ) aktiviert, exprimieren den Chemokinrezeptor CXCR5 und wandern in B-Zell-Follikel ein. Nach
der Interaktion mit passenden B-Zellen differenzieren die T-Zellen zu follikuldren T-Helfer-Zellen (Tgy). B-Zellen migrieren bei
Antigenerkennung an die Grenze der T-Zell-Zone (iber CXCR5 und CCRY7), kénnen zu extrafollikuldren Plasmablasten oder
friihen Gedéachtnis-B-Zellen (GZ) differenzieren oder im Follikel durch Proliferation Keimzentren (KZ) bilden. Tgy-Zellen
interagieren mit KZ-B-Zellen Uber verschiedene molekulare Bindungen: T-Zell-Rezeptor (TZR)-vermittelte Erkennung von
MHC-I1-présentierten Epitopen garantiert die selbe Antigenspezifitét, kostimulatorische Signale tber die Paarung von CD28/B7-
Komplex, CD40L/CD40 und lésliche Faktoren wie IL-21 ermdglichen unter der Beteiligung antigenprasentierender follikuldrer
dendritischer Zellen (FDZ) die Differenzierung von affinitétsgereiften GZ und langlebigen Plasmazellen. Nach Nutt und
Tarlinton (52).

Die B-Zelle muss dafiir das Antigen tber ihren BZR binden, was durch die unspezifische Konzentration
von Fremdmaterial durch follikulére dendritische Zellen in den Follikeln geférdert wird. Die
Antigenbindung ermdglicht wiederum die Endozytose und lysosomale Prozessierung mit anschlieRender
Préasentation der Peptidfragmente tiber den MHC-1I-Komplex. Im Rahmen der Keimzentrumsreaktion in
den Follikeln der sekundéren lymphatischen Organe kénnen die fur dieses Antigen spezifischen T-Helfer-
Zellen (unterteilt in Typ 1 und 2) dann tber ihren TZR das préasentierte Peptidfragment erkennen und so

mit der B-Zelle eine Bindung eingehen. Fir die vollstandige Aktivierung der B-Zelle ist nun neben dem
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BZR-vermittelten ersten Signal stets ein zweites nétig: Die T-Zelle exprimiert CD40-Ligand (CD40L,
CD153), das das CD40 auf der B-Zelle bindet und damit intrazellulare Signalwege aktiviert, die
Proliferation, 1g-Klassenwechsel und somatische Hypermutation (SHM) zur Folge haben. Weitere
kostimulatorische Signale, wie die Interaktion von CD28 mit dem B7-Komplex (CD80/CD86) der B-
Zelle, bewirken die Sekretion wichtiger Zytokine durch die T-Zelle, die richtungsweisend fur den
weiteren Differenzierungsweg der B-Zellen sind (52). Je nach beteiligten Aktivierungsfaktoren
entscheidet sich, ob nach Kontakt mit einem TD-Antigen langlebige Plasmazellen oder GZ entstehen und
welchen Isotyp diese exprimieren. Zu den zentralen Zytokinen zéhlen u.a. IL-2, I1L-4, IL-5, IL-6, I1L-10,
IL-21, IFN-y und TGF-B (engl. Transforming Growth Factor f) (32, 53, 54). Abb. 2 fasst wichtige

Ablaufe der Interaktion zusammen.

Ein Schlusselenzym, das im Zuge der B-Zell-Aktivierung hochreguliert wird, ist die AID (engl.
Activation Induced Cytidine Deaminase). Sie bewirkt durch Erzeugung zahlreicher Punktmutationen in
der variablen Region gemeinsam mit der UNG (Uracil-DNA-Glykosilase) die SHM des exprimierten Ig-
Gens, so dass sich die Affinitat des BZR und damit der zukunftigen Antikérper zum Antigen wahrend der
Keimzentrumsreaktion erhéht oder erniedrigt. B-Zellen mit hoherer Affinitat konnen das Antigen besser
binden und effektiver prasentieren, was einen Selektionsvorteil darstellt und im Ergebnis die Bildung
spezifischerer Antikorper ermoglicht. Dieser Vorgang wird als Affinitdtsreifung bezeichnet. Der
Klassenwechsel (zu 1gG, IgA oder IgE) wird ebenfalls von der AID durch Rekombinationen im
konstanten Bereich des 1g-Gens vermittelt (32).

Je nach experimenteller Fragestellung finden T-Zell-Faktoren, die in vivo von Bedeutung sind, als
rekombinante Proteine auch bei in vitro Stimulationen von B-Zellen Verwendung.

CDA40L kann in loslicher Form eingesetzt werden und so die oben erlduterte T-Zell-Hilfe simulieren (55).
IL-2 ist besonders in der Regulation der T-Zell-Entwicklung von Bedeutung. Aber auch B-Zellen
exprimieren einen IL-2-Rezeptor, {ber den das Zytokin als Kostimulator Einfluss auf
Proliferationsverhalten und die Differenzierung zu ASZ hat (56, 57).

IL-10 kann von den meisten Zellen des Immunsystems exprimiert werden, einschlieBlich B-Zellen. Es
spielt eine tragende Rolle beim Schutz vor Autoimmunitit und Allergien, aber auch vor Infektionen (58).
In der B-Zell-Entwicklung ist seine Wirkung abhdngig von kostimulatorischen Signalen und dem
Aktivierungszustand der B-Zellen. So kann IL-10 in einer friihen Phase der TD-Immunantwort in B-
Zellen Apoptose-induzierend wirken, zu einem spéteren Zeitpunkt jedoch die ASZ-Bildung anregen. In
Kombination mit IL-2 zeigt sich ein synergistischer Effekt der erhdhten Ausdifferenzierung mit Ig-
Produktion (59, 60).

Fur IL-21 konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es bei der TD-Antwort einen essenziellen Beitrag zu

Aktivierung, Proliferation und Ausdifferenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen leistet (61).
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Viele Pathogene enthalten intra- oder extrazellul&re Molekdile, die keine Proteine sind und deshalb keine
TD-Antwort auslosen kdnnen. TI-Antigene kdnnen trotzdem uber sog. PRRs (engl. Pattern Recognotion
Receptors, z.B. TLR) Antikorperantworten induzieren, dabei handelt es sich zunéchst stets um
Hhatiirliches IgM*“. Man unterscheidet zwischen TI-1 und -2-Antigenen, viele von ihnen sind
entwicklungsgeschichtlich hoch konservierte Molekiile, die wichtige Funktionen fur den Erreger erfullen.
TI-1-Antigene induzieren direkt eine Proliferation und Differenzierung zu IgM-ASZ iber die PRRs,
ungeachtet der Spezifitat des BZR, was man als polyklonale Aktivierung bezeichnet. Zu ihnen zéhlen z.B.
LPS und bakterielle oder virale Nukleinsauren. TI-2-Antigene sind typischerweise Molekille mit hoch-
repetitiver Struktur, wie bakterielle Kapsel-Polysaccharide, die im Gegensatz zu TI-1-Antigenen keine
intrinsische B-Zell-Stimulationsaktivitat aufweisen. Sie aktivieren die B-Zelle tiber eine Quervernetzung
(engl. Cross-linking) mehrerer BZR.

Im Verlauf differenzieren Tl-aktivierte B-Zellen rasch zu IgM-ASZ, ihre Antikdrper sind die ersten, die
nach Antigenkontakt im Serum nachweisbar sind. Auch bei der T-Zell-unabhangigen Immunantwort
kénnen Helfer-Zellen Uber Zytokinsekretion regulierend eingreifen: dendritische Zellen, Granulozyten
und auch bestimmte T-Zellen (invariante natiirliche Killer-T-Zellen, iNKT). Uber solche Einfliisse kann

es auch zu einem Ig-Klassenwechsel kommen (1, 53).

Far die in vitro Stimulierung von B-Zellen werden verschiedene Antigene und Stimulanzien verwendet,
die in die Gruppe der TI-Antigene fallen. Unmethylierte Cytosin- und Guanin-reiche DNA-Motive (CpG)
sind typisch fur bakterielle DNA und Ligand des intrazelluldaren TLR9. Die Aktivierung des Rezeptors
bewirkt in bestimmten Transitionalen B-Zellen SHM und regt sie zur Proliferation und terminalen
Differenzierung zu IgM-ASZ an. Dariiber hinaus spielt CpG eine Rolle im Erhalt des serologischen
Gedéachtnisses bei Abwesenheit von Antigen (36, 62).

Das bakterielle Antigen SAC (Staphylokokkus aureus Cowan strain 1) gilt als polyklonaler B-Zell-
Aktivator und kann auflerdem eine Quervernetzung der BZR bewirken. In vitro wird es meist mit
weiteren Stimulanzien wie T-Zell-Faktoren gemeinsam oder zur VVoraktivierung von B-Zellen eingesetzt,
es regt zur Proliferation und Antikorpersekretion an (55, 56, 63, 64).

Das pflanzliche Lektin Pokeweed-Mitogen (PWM) wird ebenfalls zur in vitro Stimulation von B-Zellen
eingesetzt, bei in vivo Vorgdngen spielt es keine Rolle. Es bewirkt nur in Kombination z.B. mit TLR-

Liganden eine verstarkte B-Zell-Proliferation und Antikdrpersekretion (65).

1.13 Bedeutung von B-Zell-Markern
Spezifische Oberflachenmolekiile werden auf B-Zellen wie auch auf sonstigen Lymphozyten zur
Identifizierung des Zelltyps detektiert. Dartber hinaus besteht die Mdglichkeit, Gber den Nachweis

bestimmter konstitutiv oder fakultativ exprimierter Marker Aussagen Uber den Zustand einer Zelle zu

13



treffen. Bestehen einer grundsétzlichen Immunkompetenz, Aktivierungs- und Reifungszustand,
Uberlebens- und Apoptosefahigkeit, induzierbares Migrationsverhalten sind Beispiele fir essenzielle
Zellfunktionen, die tiber Oberflachenmarker reguliert und somit durchflusszytometrisch bestimmt werden
konnen. Fur die phénotypische Charakterisierung der B-Zellen in dieser Arbeit wurde eine Auswahl von
Markern bestimmt, die im Folgenden vorgestellt werden.

HLA-DR ist Bestandteil des MHC-11-Molekuls, das von allen antigenpréasentierenden Zellen exprimiert
wird. Bereits auf der Pro-B-Zelle wird MHC-II exprimiert, je nach Reifungsgrad der Zelle hat die von
ihm vermittelte Antigenprasentation unterschiedliche funktionelle Konsequenzen: Naive kdnnen dariiber
Toleranz induzieren, GZ leisten eine Immunantwort und in der Keimzentrumsreaktion garantiert
Antigenpréasentation das Uberleben (66-68). HLA-DR wird gemeinhin als (frilher) Reifungsmarker und

Zeichen einer grundsétzlichen Immunkompetenz gesehen.

CD95 (Fas-Rezeptor) wird bei Aktivierung von B-Zellen hochreguliert und kann bei Ligation durch
CD178 (Fas-Ligand) Apoptose induzieren, ist also in vivo von homdostatischer Bedeutung. CD178 wird
klassischerweise von T- und NK-Zellen, aber auch von aktivierten B-Zellen exprimiert (69, 70). Ein
weiterer Aktivierungsmarker ist CD86, Bestandteil des kostimulatorischen B7-Komplexes und fur die
Interaktion mit T-Zellen unabdingbar (71, 72).

Fur das Uberleben von B-Zellen in der Peripherie ist ein intakter BZR und die Bindung des
Uberlebensfaktors BAFF an seinen Rezeptor BAFF-R erforderlich. Die Expression von BAFF-R findet
erstmals auf unreifen B-Zellen im Knochenmark statt und variiert im weiteren Differenzierungsverlauf in
verschiedene Subpopulationen (32). TACI (engl. Transmembrane Activator and Calcium Modulator and
Cyclophilin Ligand Interactor) gehort zur Gruppe der TNF-Rezeptor-Superfamilie und wird ebenfalls
durch BAFF aktiviert. Es reguliert TI-Immunantworten, kann aktivierende oder inhibierende Effekte
vermitteln (32, 73). BAFF-R und TACI kénnen somit als Differenzierungs- und Uberlebensmarker

bezeichnet werden.

Das Migrationsverhalten von B-Zellen wird entscheidend (iber Chemokinrezeptoren gesteuert. Die
zelluldre Expression der Rezeptoren leitet im Zusammenspiel mit der Ligandenexpression in
lymphatischen und entziindlichen Geweben die entsprechenden Leukozyten an den Ort des
immunologischen Geschehens. Homoostatische Chemokinrezeptoren wie CXCR4, CXCR5 und CCRY
vermitteln die Migration und Rezirkulation von Leukozyten in primédre und sekunddre lymphatische
Organe. Inflammatorische Chemokinrezeptoren wie CXCR3 werden infolge von Antigenkontakt
hochreguliert und ermdéglichen die Rekrutierung in entzlindetes Gewebe (32, 53). Der Nachweis von

Migrationsmarkern kann Aufschluss tber migratorisch-regulatorische Stérungen geben.
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114 Synthese und Funktion von IgM

IgM ist die erste Antikorperklasse, die nach primérer Immunisierung gebildet wird und als erste im Serum
nachweisbar ist. Sie vermittelt die friiheste spezifische Antikorper-vermittelte Immunabwehr. AuRerdem
spielt IgM eine regulatorische Rolle in der nachfolgenden Immunantwort, in dem es u.a. die Bildung von
hochaffinem 1gG fordert (74). Neben dem Kklassischen, spezifischen IgM gibt es auch das ,natiirliche*
IgM, das typischerweise keine oder weniger Mutationen aufweist und polyreaktiv ist. Es kann niedrig-
affin bestimmte Antigene (PAMPSs) binden oder autoreaktiv sein und durch die Beseitigung apoptotischer
Zellen oder Zelltrimmer vor Autoimmunitat und inflammatorischen Gewebeschaden schiitzen, sowie
ebenfalls regulatorische Aufgaben bernehmen. Seine Bildung kann durch Antigenkontakt induziert
werden, es besteht aber auch eine konstitutive Sekretion. Membrangebundenes IgM fungiert als BZR und

vermittelt Antigenerkennung und -aufnahme, sowie wichtige Uberlebenssignale fiir die B-Zelle (75-77).
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Abbildung 3: Aufbau eines heterodimeren Antikérpers und pentameres IgM. Anhand eines 1gG-Molekiils ist die Struktur
eines Immunglobulins gezeigt (A). Die genetisch konstanten Doménen der schweren (Cy) und leichten (C.) Ketten unterscheiden
sich in ihrer Anzahl und der Ausbildung von Disulfidbriicken, die variablen Regionen (Vy, V) kénnen nach somatischer
Rekombination und Hypermutation spezifisch Antigenepitope binden. Fc = kristallisierbares Fragment; Fab = antigenbindendes
Fragment. IgM besteht aus funf oder sechs Heterodimeren, die Uber eine Verbindungskette (J-Kette) am Fc-Teil verbunden sind
(B). Nach Schitt und Broker (78).

Immunglobuline sind heterodimere Proteine, die aus zwei bis drei schweren Ketten (H) und zwei leichten
Ketten (L) bestehen. Diese weisen jeweils variable Doménen (V) auf, an die Antigen binden kann, sowie
konstante Doménen (C), die die Effektorfunktionen vermitteln und den Isotyp bestimmen. Abb. 3 zeigt
exemplarisch die Anordnung der Doménen. Entsprechend gibt es funf verschiedene Klassen von C-
Domanen der schweren Ketten (5, u, v, o, €), die den Isotypen entsprechen: IgD, IgM, 1gG, IgA und IgE.
Von IgG existieren vier weitere Subtypen, von IgA gibt es zwei. Durch Wechsel der exprimierten C-
Domane der schweren Kette kann bei unveranderter Spezifitat die Effektorfunktion variiert werden. Auch

im strukturellen Aufbau unterscheiden sich die Isotypen: Die Lange der schweren Ketten, das Vorliegen
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von Gelenkregionen zwischen den Doménen, Anzahl und Lage von Disulfidbriicken und die Verbindung
mehrerer Heterodimere sind Unterscheidungsmerkmale. Sekretorisches 1gM besteht aus flinf oder sechs
IgM-Monomeren, die Uber J-Ketten miteinander zu Penta- oder Hexameren verbunden werden.

Membrangebundenes IgM liegt als klassisches Heterodimer vor.

Die Synthese aller Antikorperklassen beginnt gemeinsam auf genomischer Ebene. Durch Genumlagerung
wird zu diesem frihen Entwicklungszeitpunkt bereits ein groRes Spektrum unterschiedlicher Spezifitaten
der spateren Ig-Molekile ermdglicht. In einem ersten Schritt wird der VDJ-Komplex der schweren Kette
durch Exzision stets unterschiedlicher DNA-Abschnitte rearrangiert. Der Pre-BZR besteht aus nun schon
diversifizierten schweren Ketten mit, je nach Splicing, proximaler Cp- oder C3-Region und vorlaufigen
leichten Ketten und wird in dieser Form erstmals auf der Oberflache der Pre-B-Zelle exprimiert. Im
néachsten Reifungsschritt werden die leichten Ketten « oder A rearrangiert, die nach Zusammenlagerung
mit der schweren p-Kette ein komplettes IgM-Protein bilden, das auf der Zelloberflache der unreifen B-
Zelle exprimiert wird. Damit ist die somatische Rekombination abgeschlossen und die reife B-Zelle kann
bei nicht vorliegender Autoreaktivitat das Knochenmark verlassen. Zu diesem Zeitpunkt werden beide
schweren Ketten exprimiert, so dass die Zelle IgD und IgM auf der Oberflache tragt. Da sie die selbe V-
Region teilen, haben beide Rezeptoren die selbe Spezifitat (74). Nun setzt sich die Entwicklung in der
Peripherie fort und verschiedene EinflussgroRRen entscheiden tber den weiteren Werdegang der B-Zelle.
Kommt es zu einer entsprechenden Aktivierung, sezerniert die Zelle die 16sliche Form des Oberflachen-
IgM. In der Folge kann es zu einer Keimzentrumsreaktion kommen, dann ermdglicht die SHM mit
anschlieender Affinitatsreifung eine Erhdhung der Spezifitat und ein Klassenwechsel kann erfolgen
(siehe 1.2.2).

Die Effektorfunktionen der Antikdérper werden Uber die Isotyp-bestimmende C-Doméne der schweren
Ketten vermittelt, die auch als Fc-Fragment (engl. Crystallisable Fraction) bezeichnet wird.
Entsprechende Fc-Rezeptoren oder andere Molekiile erkennen den passenden Antikdrper (meist nach
Antigenbindung) und vermitteln die Mechanismen, die das Pathogen unschadlich machen sollen. Dazu
zéhlen effektorzellunabhéngig die Aktivierung des Komplementsystems und die Neutralisierung von
Pathogenen. Unter Opsonisierung versteht man die Markierung von Pathogenen durch Antikorper fir
phagozytierende Effektorzellen wie Makrophagen oder Granulozyten. Bei der antikirperabhangigen
zelluldren Zytotoxizitat ist die Erkennung von Antikorpern, die an eine Zielzelle gebunden haben, das
Signal fir die Ausschiittung zytotoxischer Substanzen z.B. durch NK-Zellen. Ig haben auRerdem
immunregulierende Funktionen, etwa in Form negativer Rickkopplung zur Beendigung einer
Immunantwort. Penetrierende Antikérper kénnen bestimmte Zellen durchqueren, um wie IgA und IgM
mukosal sezerniert zu werden oder wie IgG Uber die Plazenta in den Blutkreislauf eines Feten

uberzutreten (54, 77, 79). Tab. 1 gibt einen Uberblick zu den wichtigsten Eigenschaften der Isotypen.
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Tabelle 1: Eigenschaften der Immunglobulinklassen. Mukos. Schutz = Mukosaler Schutz. Nach Schroeder, Murphy, Hughey,
Cassidy (53, 54, 80, 81).

Isotyp IgM IgD 1gG1 1gG2 1gG3 1gG4 IgA IgE
Serum (%) 10 <0,5 50 17 5 3 15 <0,01
Struktur Penta-/ | Mono- | Mono- | Mono- | Mono- | Mono- | Mono-/ | Monomer
Hexamer mer mer mer mer mer Dimer
Neutralisie-
+ - ++ ++ ++ ++ ++ -
rung
Komplement-
o +++ - ++ + +++ - + -
aktivierung
Opsonisierung + - +++ +/— ++ + + -
NK-
L - - ++ - ++ - - -
Zytotoxizitat
Plazentagangig - - +++ + ++ +/— - -
Transepithel.
+ - - - - - +++ -
Transport
Interstitielle
) +/— +++ +++ +++ +++ ++ +
Verteilung
Weitere Primér- | Homo- | Sekunddrantwort, Neutralisierung Mukos. | Allergie,
Funktionen antwort | ostase von Toxinen und Viren Schutz | Parasiten
Fc-Rezeptor FcuR FcoR | FeyR 1, | FeyR | FeyR 1, | FeyR 1, FcaR FceR L, 11
Fca/uR I, 1l I I, 1 I Fca/uR

1.2 Selektive IgM-Immundefizienz — Gegenwartiger Forschungsstand

IgM st die erste Antikorperklasse, die bei einer initialen Immunantwort bei Antigenkontakt nachweisbar
wird und hat protektive wie regulative Funktionen. Die selektive IgM-Immundefizienz (SIgMID) stellt
eine bisher wenig charakterisierte Dysgammaglobulindmie dar, die sich durch verminderte IgM-, aber
normale 1gG- und IgA-Spiegel im Serum auszeichnet. Neben der hohen Infektanfélligkeit ist die SIgMID
héufig mit anderen Krankheitsbildern, darunter Allergien, Autoimmunitat, gastrointestinale sowie
Tumorerkrankungen, assoziiert. Zelluldre, molekulare und genetische Pathomechanismen sind bisher

nicht oder nur unvollstandig verstanden.

121 Diagnostik und Epidemiologie
Die sIgMID ist definiert als Dysgammaglobulindmie mit einem isoliert niedrigen IgM-Serumspiegel.

Dabei sollten keine weiteren Immundefizienzen vorliegen und weitere Grunderkrankungen

ausgeschlossen werden, die zu einer sekunddren IgM-Defizienz fiihren konnten. Ein einheitlich
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definierter Grenzbereich besteht nicht, vorgeschlagen wurden Werte <0,2-0,3 g/l bei Erwachsenen, <0,2
o/l bei Kindern, <2 Standardabweichungen bzw. <10 % des altersangepassten Mittels (82, 83). In der
Klinischen Praxis der Immundefekt-Ambulanz fur Erwachsene der Charité — Universitatsmedizin Berlin,
wo diese Arbeit durchgefihrt wurde, wird die Diagnose bei Erwachsenen gemal der Richtwerte des
assoziierten Labors nach dreimaliger Messung von Werten <0,4 g/l innerhalb eines halben Jahres gestellt.

Die Angaben zur Pravalenz differieren in der Literatur je nach untersuchter Population. In einem
allgemeinen Gesundheitsscreening mit zufélligen Probanden lag die Pravalenz einer kompletten SigMID
bei 1,68 %, unter Kindern bei 0,03 % (84). Unter hospitalisierten Patienten lag die Prdvalenz von
erniedrigten, aber nachweisbaren IgM-Spiegeln zwischen 0,1-3,8 % (85-88) und unter
Immundefektpatienten lag bei 6 % der Erwachsenen und 2,1 % der Kinder eine SIgMID vor (89, 90). In
einer 155 erwachsene SIgMID-Patienten einschlieRenden Gesamtbetrachtung lag das Alter zum Zeitpunkt

der Diagnosestellung zwischen 18 und 87 Jahren, im Mittel bei 45,6 Jahren (82).

1.2.2 Klinische Manifestation, Therapie und Prognose

Die Diagnose einer slgMID erfolgt in der Regel im Rahmen einer immunologischen Grunduntersuchung,
die wegen der auffalligen Haufung von Infektionen oder anderen Begleiterscheinungen veranlasst wird.
Die haufigsten Manifestationen bzw. Prasentationen sind Infektionen, Allergien und Asthma bronchiale,
Autoimmunkrankheiten und maligne Erkrankungen, sowie gastrointestinale Beschwerden. Bei Kindern
treten Infektionen héufig auf, wéahrend Allergien, Autoimmunitit und Malignome selten sind (91). Im

Erwachsenenalter werden diese Manifestationen dann ebenfalls haufiger (82, 92).

An erster Stelle stehen bei einem GroRteil der Betroffenen rezidivierende oder chronische bakterielle,
virale, Pilz- und Protozoen-Infektionen. Insbesondere die oberen und unteren Atemwege sind betroffen:
Akute und chronische Rhinosinusitis, Otitis media, Bronchitis, Bronchiektasie und Pneumonie sind
typische Krankheitsbilder (82, 89, 92). Des Weiteren wurde Uiber Hautinfektionen und -abszesse,
Leberabszesse, Harnwegsinfektionen, Aspergillose, chronischen Soor, Meningitis, Diarrhoe, Cholangitis,
Hepatitis, Sepsis und Anaphylaxie berichtet (82, 83, 85, 86, 88, 92-100). Die Angaben zum prozentualen
Auftreten der Symptome differieren stark, abhdngig von der untersuchten Kohorte oder der
Auswertungsmethodik. Unstrittig sind die Atemwegsinfektionen am h&ufigsten, zwischen 25 und 64 %
(82) bzw. 67 % (10 von 15 Patienten) (92) der Patienten sind betroffen, bei Kindern sogar 78 % (91).

Autoimmunkrankheiten werden bei 3-14 % (82) bzw. 20 % (92) beobachtet. Am haufigsten scheinen

systemischer Lupus erythematodes und rheumatoide Arthritis zu sein. AufRerdem wurden beschrieben:

18



Hashimoto-Thyreoiditis, Morbus Crohn, Zoliakie, Vitiligo, Polymyositis, Psoriasis,
autoimmunhamolytische Anémie, idiopathische thrombozytopenische Purpura (82, 92, 101-107).

Im Zusammenhang mit SIgMID ist vereinzelt auch tber maligne Neoplasien berichtet worden. Neben
einigen hamatologischen Erkrankungen wie Non-Hodgkin-Lymphom, multiples Myelom, primér kutanes
anaplastisches grof3zelliges Lymphom, Promyelozytenleukdmie waren auch solide Tumoren wie
hepatozelluldres Karzinom, gastrales Leiomyom und Klarzellsarkom darunter (108-111).

Ein weiterer Symptomenkomplex wurde bei mehreren SlgMID-Patienten beschrieben. So zeigten in einer
Untersuchung 28 % der Patienten eine Fatigue-Symptomatik mit Myalgien und Arthralgien (92). Die
Angaben zum Vorliegen einer atopischen Diathese liegen bei 33 % fur allergische Erkrankungen
allgemein und fur den Komplex Asthma/allergische Rhinitis bei 25 % (89), bzw. 36 und 47 % (82, 89).

Damit liegen die Zahlen im Bereich des Bevélkerungsdurchschnitts bzw. etwas dariiber (112).

Eine systembezogene Haufung von Beschwerden zeigt sich bei der Betrachtung klinischer
Manifestationsformen, wenn man das Hauptaugenmerk auf betroffene Kdrperbereiche richtet. So sind die
respiratorischen Schleimhédute besonders stark von Infektionen betroffen. Das gastrointestinale System —
in diesem Bereich treten Beschwerden bei SIgMID-Patienten ebenfalls gehduft auf (82) — ist in
pathogenetischer Hinsicht gruppentbergreifend betroffen. So konnen Diarrhoen Folge infektidser
Geschehen, autoimmunologischer Ph&nomene (Morbus Crohn, Zdliakie), von Allergien oder
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten sein. Auch zahlreiche dermatologische Manifestationen mit
infektiosem oder autoimmunologischem Hintergrund wurden beschrieben: Tiefe Hautabszesse,
rezidivierende Impetigo contagiosa, Pyoderma gangraenosum, disseminierte Mollusca contagiosa, kutane
lymphoproliferative Stérungen, Epidermodysplasia verruciformis (82, 97, 108, 113-115). Eine hdufige

Beteiligung der duReren und inneren Korperoberflachen l&sst sich aus dieser Perspektive also festhalten.

Der Anteil asymptomatischer Individuen mit SIgMID wurde in unterschiedlichen Kohorten auf 4 bzw.
19 % bestimmt. In anderen Patientengruppen waren alle Untersuchten symptomatisch (82), was bei
behandlungsbedirftigen Patienten selbsterkldrend und somit auf die Art der Aquirierung zurtickzufiihren
ist. Daten zu verminderten IgM-Spiegeln in der Gesamtbevolkerung mit Beriicksichtigung der

Symptomatik liegen nach Wissen des Autors nicht vor.

Die SIgMID fir sich ist keine lebensbedrohliche Erkrankung. Die Prognose der Patienten variiert jedoch
entsprechend der klinischen Manifestation, vor allem mit dem AusmaR der Folgeerkrankungen bei
rezidivierenden Atemwegserkrankungen oder schwerwiegenden Infektionsgeschehen und mit dem
Auftreten anderer SlgMID-assoziierter Erkrankungen wie Autoimmunkrankheiten oder malignen
Neoplasien.

Bei Infektionen wird meist ein gutes Ansprechen auf antibiotische Therapien beobachtet, so dass eine

prophylaktische Gabe in der Regel nicht notwendig ist. Vereinzelt werden aufgrund der chronischen
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Infektions- und Entziindungsvorgénge bei Sinusitiden Nasennebenhthlen-Operationen erforderlich (82).
Eine Immunglobulinsubstitution (intravendses oder subkutanes gepooltes IgG) gehdrt bislang nicht zur
Standarttherapie, Patienten kdnnen allerdings davon profitieren (92, 104).

1.2.3 Lymphozytare Charakterisierung

Die Heterogenitat der klinischen Manifestationen und assoziierter Erkrankungen legt eine heterogene
Pathogenese nahe. Hinsichtlich der pathogenetischen Mechanismen werden in der Literatur neben den
genetischen Faktoren auch experimentell beschriebene funktionelle Defekte diskutiert. Verschiedene
phanotypische und funktionelle Charakterisierungen von Lymphozyten wurden durchgefihrt, die
unterschiedliche Interpretationen und Erklarungsansétze erlauben. Entsprechend werden verschiedene
zellulare Pathomechanismen diskutiert. Die Mehrheit der Patienten hat normale CD19", CD20" und IgM*
B-Zell-Werte (92, 93), es wurde aber auch Uber Patienten mit erniedrigten B-Zellen berichtet (92). Das
CD4/CD8-Verhaltnis war bei einigen Patienten erniedrigt (116-118). Bei der Untersuchung von Patienten
mit variablem Immundefektsyndrom (engl. Common Variable Immunodeficiency Syndrome, CVID) fiel in
einer Untersuchung die Korrelation von erniedrigten B1-B-Zellpopulationen mit erniedrigten IgM-
Spiegeln auf. Bei dem Syndrom sind stets mehrere Ig-lsotypen und Gedéchtnis-B-Zellen vermindert, die
Korrelation wurde indes exklusiv fur B1-Zellen und IgM gezeigt (119).

Einige wenige Studien lassen einen intrinsischen B-Zelldefekt vermuten. Wahrend die Expression von
Oberflachen-IgM auf peripheren B-Lymphozyten normal war (116-118), zeigte sich bei der in vitro
Stimulation der B-Zellen mit SAC ein Ausbleiben der IgM-Produktion bei ausgeprégter 1gG- und IgA-
Produktion (118) bzw. nach in vitro Stimulation mit SAC und IL-2 eine subnormale IgM- und IgG-

Produktion bei normalem 1gG-Serumlevel (101).

Andere Untersuchungen weisen auf T-Zelldefekte hin. Oberflachen-lgM-exprimierende B-Zellen zeigten
in der Ko-Kultur mit T-Zellen desselben Patienten unter PWM eine verminderte 1gG-, IgA- und IgM-
Produktion, die sich mit T-Zellen gesunder Kontrollen normalisierte. Dies wurde auf eine reduzierte
Aktivitat der CD4" T-Helferzellen zurlickgefiihrt, da in vitro keine erhohte Suppressorfunktion vorlag
(120). Eine weitere Studie zeigte teilweise erhohte Suppressor-T-Zell-Populationen und erhéhte
Suppressor-Aktivitat, einen umgekehrten CD4/CD8-Quotienten und eine spezifisch verminderte IgM-
Antwort auf die Stimulation mit Pokeweed-Mitogen. Daraus wurde die pathogenetische Beteiligung von
Suppressor-T-Zellen bei einigen, aber nicht allen Patienten, abgeleitet (117). Auch die Kombination aus

fehlender Helfer-Aktivitat und gesteigerter Suppression wurde beschrieben (121).

20



Weniger spezifische Untersuchungen zeigten eine leicht verminderte proliferative Aktivitdat von
peripheren mononukledren Zellen als Antwort auf in vitro Stimulation mit Mitogenen und Antigen.

Dieser Befund zeigte sich hier bei 78 % der untersuchten Patienten (92).

1.24 Genetische Assoziationen und sekundare IgM-Defizienz

Genetische oder molekulare Grundlagen konnten bisher nur in Einzelfallen nachgewiesen werden. Es
treten familiare Falle der SIgMID auf, mit Betroffenen in mehreren Generationen (93). Vereinzelte
Berichte lber Zusammenhange mit Chromosomenanomalien wie Deletionen auf den Chromosomen 1
und 18, sowie die Deletion von 22g11.2 liegen vor (122-124). Die 22g11.2-Region liegt im Bereich des
VDJ-Komplexes, der fir die A-Leichtkette kodiert, was als genetische Ursache fir eine verminderte Ig-
Sekretion diskutiert wurde (124). Die selektive IgM-Defizienz lasst sich dadurch jedoch nicht erklaren.
Uber einige SIgMID-Falle wurde im Zusammenhang mit Erbkrankheiten berichtet, darunter Wiskott-
Aldrich-Syndrom, Bloom-Syndrom und Silver-Russel-Syndrom (91, 125, 126). Bei Patienten, die eine
Mutation eines zentralen Steuerproteins im TLR-Signalling aufwiesen (engl. Dedicator of Cytokinesis 8,
DOCKS), wurde bei allen Untersuchten ein erniedrigter IgM-Spiegel bei normalem 1gG und erhdhtem
IgE festgestellt. Die IgM-Antwort auf Tetanustoxin war vermindert (127).

Uber sekundar bzw. transient auftretende IgM-Defizienz im Zusammenhang mit malignen Neoplasien,
autoimmunologischen und gastrointestinalen Erkrankungen, sowie tber moglicherweise therapeutisch
induzierte Falle wurde berichtet (114). Bei Z6liakie-Patienten mit SIgMID wurde unter Gluten-freier Diéat
ein Anstieg der IgM-Serumspiegel beobachtet (87, 128, 129).

1.3  Zielsetzung der Arbeit

Die Analyse der vorhandenen Literatur zur SIgMID zeigt, dass bisherige Arbeiten nur die Funktion der
Gesamt-B-Zellen untersuchten, wéhrend die verschiedenen Subpopulationen nicht beriicksichtigt wurden.
Klinische Charakterisierungen wurden bislang (berwiegend in Fallberichten sowie an Kkleineren

Patientenkohorten durchgefiihrt.

Hauptziel der vorliegenden Arbeit ist die weitergehende immunologische Charakterisierung von Patienten
mit SIgMID:
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1. Die klinische Charakterisierung von SigMID-Patienten
Neben der experimentellen Analyse werden das klinische Beschwerdebild sowie
Routinelaborparameter erfasst.

2. Die phéanotypische Charakterisierung der B- und T-Zellen von SigMID-Patienten
Dies schlielit die Erfassung der B-Zell-Subpopulationszugehorigkeiten mit Zellzahlen und
Verhaltnissen der Zelltypen untereinander ein, sowie Aussagen zum Aktivierungs- und
Funktionsstatus Uber Oberflachenmarker. T-Zellen sollen erstmals hinsichtlich der Verteilung

wichtiger Subpopulationen erfasst werden.

3. Die funktionelle Charakterisierung der B-Zellen
Mittels in vitro Stimulation soll die Expansion und Differenzierungsfahigkeit von B-Zellen zu
Antikorper-sezernierenden Zellen untersucht werden. Dabei werden durch den Einsatz
verschiedener Stimulationsprotokolle die unterschiedlichen Aktivierungswege der B-Zellen und

der Einfluss patienteneigener T-Zellen beleuchtet.

Ziel der Untersuchung soll ein besseres Verstandnis der zelluldaren und molekularen Mechanismen der
SIgMID sein. So konnten guantitative Veranderungen der B-Zellsubpopulationen, Auffalligkeiten in der
Markerexpression, der Expansion, Differenzierung und dem Antikdrper-Sekretionsverhalten Hinweise
auf pathogenetisch relevante Ursachen der IgM-Defizienz geben. Die Identifizierung dieser
immunologischen Defekte soll schlieBlich der Entwicklung und Etablierung effektiver

Therapiemdglichkeiten dienen.
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2. Material

2.1  Patienten und gesunde Kontrollprobanden

Die untersuchten SlgMID-Patienten wurden akquiriert tiber die Immundefekt Ambulanz fur Erwachsene
der Charité — Universitdtsmedizin Berlin unter der Leitung von Prof. Dr. med. Carmen Scheibenbogen.
Die Patienten wurden durch das betreuende é&rztliche Personal aufgeklart und gaben im Vorfeld der
Blutabnahme und der anschlieBenden Untersuchungen eine schriftliche Einverstandniserklarung ab. Ein
entsprechendes Ethikvotum mit dem Titel ,,Umfassende immunologische Untersuchungen von
erwachsenen und padiatrischen Patienten mit Immunglobulin-Synthesestérungen® liegt vor. ES wurden
30-50 ml peripheres Blut von insgesamt elf Patienten in Natriumcitrat-Vakuumblutabnahmeréhrchen

abgenommen.

Die Patienten wurden ausgewahlt nach Verfiigbarkeit und Erflllen des Einschlusskriteriums einer
dreimaligen Messung von Serum-lgM-Werten unter 0,4 g/l in einem Abstand von jeweils drei Monaten.
Ausschlusskriterium war das Vorliegen weiterer immunologischer Diagnosen. Insbesondere das
Vorliegen eines Variablen Immundefektsyndroms bei dem eine IgM-Immundefizienz mit einem Mangel
weiterer Antikdrperklassen sowie erniedrigten Werten von Gedéchtnis-B-Zellen einhergehen kann, fihrte
zum Ausschluss. Zwei eingeschlossene Patienten zeigten einen additiven Mangel von Immunglobulinen
der Klasse G3 (1gG3).

Das mittlere Alter der elf Patienten zum Zeitpunkt der Blutabnahme 2zwecks zellulérer
Charakterisierungen betrug 39 Jahre (Spannweite 22-63, Median 42 Jahre). Sieben Patienten waren
weiblich, vier mannlich. Zwei Patienten erhielten zum Zeitpunkt der Untersuchung eine subkutane
Substitutionstherapie mit gepooltem 1gG (Subcuvia®), zweimal wdchentlich 20 ml. Ein Patient erhielt
eine intravendse Substitutionstherapie mit gepooltem IgG, IgM und IgA (Pentaglobin®) in
zweiwdchentlichen Intervallen. Neben einem bei manchen Patienten vorliegenden chronischen
Infektionsgeschehen lagen aktuell keine zusétzlichen akuten Infektionen vor. Nicht bei allen Patienten

wurden samtliche Untersuchungen durchgefuhrt.

Zur Generierung von Vergleichsdaten fur die durchgefiihrten Untersuchungen wurde peripheres Blut von
insgesamt 20 klinisch gesunden Probanden gewonnen. Die Auswahl erfolgte nach Altersmatching und
Verfugbarkeit. Das mittlere Alter lag bei 39 (Spannweite 22-59, Median 41 Jahre), das
Geschlechterverhaltnis von weiblich zu ménnlich bei elf zu neun. Nicht bei allen Probanden wurden

sdmtliche Untersuchungen durchgefiihrt.
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Nach Erhalt der Blutproben wurden die Untersuchungen mdglichst zeitnah am selben Tag durchgefuhrt.
Eine Blutprobe eines auswartigen Patienten wurde tber Nacht tbermittelt und anschlieBend umgehend
den Untersuchungen zugefiihrt. Die Aufarbeitung des Blutes wurde unter sterilen Bedingungen in einem

gentechnischen S1-Labor durchgefihrt.

2.2  Gerate

Abzug Airflow Control

Arge, Wathlingen, Deutschland

Brutschrank Forma Steri-Cycle

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Durchflusszytometer LSR Il Fortessa

BD Biosciences, New Jersey, USA

Elektronische Semi-Mikrowaage

Sartorius Research, Gottingen, Deutschland

ELISpot Reader ImmunoSpot®

CTL Analyzers, Ohio, USA

Gefrierschrank -80 °C UF755G

Dometic Medical Systems, Hosingen, Luxemburg

Gefrierschrank Premium NoFrost GN2553

Liebherr, Bulle, Schweiz

Kleinschittler MS1 Minishaker

IKA, Staufen, Deutschland

Kuhl-Gefrierschrank-Kombination

Siemens, Berlin/Miinchen, Deutschland

Kuhl-Gefrierschrank-Kombination KGK2833

Liebherr, Bulle, Schweiz

Kihlschrank

Lec, Prescot, United Kingdom

Mikropipetten (0,5-10, 10-100, 100-1000 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikroskop BX 300

Will, Wetzlar, Deutschland

Mikroskop Labovert

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Milli-Q Labwater Purification System

Merck Millipore, Massachusetts, USA

Multipipette (50-300 pul)

VWR, Pennsylvania, USA

Nalgene® 1 °C Freezing Container

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Pipettierhilfe Pipetus® Akku

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt, Deutschland

Schittler KM-2 Akku

Edmund Biihler, Hechingen, Deutschland

Sterilbank HERAsafe® (Klasse 1)

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Sterilbank LaminAir 2010 1.2 (Klasse 1)

Heto-Holten, Allergd, Danemark

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortexer Reax top

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, New York, USA

Wasserbad WBT12

Medingen, Arnsdorf, Deutschland

Zellzéhlkammer Neubauer (0,1 mm/0,0025 mm?)

Laboroptik, Lancing, United Kingdom

Zentrifuge 5415 D

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Heraeus Fresco 17

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

2.3 Verbrauchsmaterialien

96-well MultiSreen HTS IP Filter Plate

Millipore, Massachusetts, USA

EDTA-R6hrchen Vacutainer®

BD Biosciences, New Jersey, USA
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FACS-R06hrchen (5 ml, Polystyrene)

BD Biosciences, New Jersey, USA

Kryotubes (1,6 ml)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl, 1000 pl)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Reagiergefale SafeSeal® (0,5 ml, 1,5 ml)

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Rundbodenplatte 96-Well (Polystyrene)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Safety-Lok™ Blood Collection Set

BD Biosciences, New Jersey, USA

SealPlate® Adhesive Sealing Films

EXCEL Scientific, California, USA

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

BD Biosciences, New Jersey, USA

Spritzen Sml Discardit [I™

BD Biosciences, New Jersey, USA

Transferpipette (3,5 ml)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Whatman® Spritzen-Filter (0,2 um)

Whatman, Dassel, Deutschland

Zellkulturplatte Falcon® 24-well plate

BD Biosciences, New Jersey, USA

Zentrifugenrohrchen Falcon® (15 ml, 50 ml)

BD Biosciences, New Jersey, USA

Zitratréhrchen Vacutainer®

BD Biosciences, New Jersey, USA

24  Kits

Qiagen QlAamp DNA Blood Mini Kit (50)

Qiagen, Hilden, Deutschland

BD Compbeads

BD Biosciences, New Jersey, USA

BD Cytofix/Cytoperm Kit

BD Biosciences, New Jersey, USA

Live/Dead Fixable Violet Kit 405 nM exc.

Invitrogen, Oregon, USA

RosetteSep® CD3-Depletion-Kit

Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada

2.5 Reagenzien und Chemikalien

3-Amino-9-Ethylcarbazol (Tabletten)

Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

AB Serum (human)

Valley Biomedical, Virginia, USA

Albumin Fraktion V

Roth, Karlsruhe, Germany

Ampuwa Wasser fur Injektionszwecke

Fresenius, Bad Homburg, Deutschland

Biocoll Trennlésung

Biochrom, Berlin, Deutschland

Dimethylsulfoxid (100 %)

Calbiochem, Bad Soden, Deutschland

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dulbecco's PBS (1x)

PAA, New Jersey, USA

Dulbecco's PBS (1x)

Life Technologies, California, USA

EDTA-Dinatrium-Dihydrat

Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

FACS Clean BD Biosciences, New Jersey, USA
FACS Flow BD Biosciences, New Jersey, USA
FACS Rinse BD Biosciences, New Jersey, USA

FCS (Fotales Kélberserum, Hitze-inaktiviert)

PAA, New Jersey, USA

Flebogamma, humanes 1gG

BioTest, Dreieich, Deutschland

H,0, (3%)

Charité, Berlin, Deutschland
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IMDM Medium (+L-Glutamin)

PAA, New Jersey, USA

ITS (5 pg/ml Insulin & Transferrin, 5 ng/ml
Selenium)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

L-Glutamin

Biochrom, Berlin, Deutschland

N,N-Dimethylformamid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Penicillin/Streptomycin (P/S)

PAA, New Jersey, USA

RPMI 1640 Medium (+L-Glutamin)

PAA, New Jersey, USA

Steptavidin HRP

Biolegend, California, USA

Trypanblau

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tween 20 Detergent

Calbiochem, California, USA

2.6 Zytokine und Elispotreagenzien

CpG ODN 2006

Invivogen, Toulouse, Frankreich

Zellwandpolysaccharid, CWPS

Statens Serum Institute, Kopenhagen, Danemark

Humaner rekombinanter CD40-Ligand

R&D Systems, Minnesota, USA

Pneumokokken-Polysaccharid Typ 19F

ATCC, Virginia, USA

Pneumokokken-Polysaccharid Typ 22F

ATCC, Virginia, USA

Pokeweed Mitogen Extrakt

Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

Rekombinantes humanes IL-10 (0,5-2,0 ng/ml)

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

Rekombinantes humanes IL-2

R&D Systems, Minnesota, USA

Rekombinantes humanes IL-21 (biol. Aktivitat <
5 ng/ml)

ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

Staphylokokkus aureus Cowan |

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tetanus-Adsorbat-Impfstoff ,,Mérieux*

Sanofi Pasteur MDS, Lyon, Frankreich

2.7  Puffer und Medien

Einfriermedium

IMDM, 40 % AB Serum, 10 % DMSO

0,1 M Acetat-Puffer (pH 5,0)

Destilliertes Wasser, 0,17 % Essigsaure (100 %),
35,2 % Natriumacetat-Losung (0,2 M)

AEC-L06sung

1 Tablette AEC, 2 ml N,N-Dimethylformamid

AEC-Puffer

0,1 M Acetatpuffer, 3,3 % AEC-L6sung, 1%
H,0, (3%)

FACS-Puffer

1x PBS, 2 % Flebogamma

FACS-Puffer fur fixierte, permeabilisierte Zellen

Milli-Q-Wasser, 10 % Wash Buffer (BD Cytofix)

IMDM-Stimulationsmedium

IMDM, 10 % FCS, ITS 0,1 %

IMDM-Stimulationsmedium + CD40L, IL-2, IL-
10, IL-21

IMDM-Stimulationsmedium, CD40L 1 pg/ml,
IL-2 300 units/ml, IL-10 12,5 ng/ml, IL-21 500
ng/ml

IMDM-Stimulationsmedium + CpG

IMDM-Stimulationsmedium, CpG 1,25 pg/mli

IMDM-Stimulationsmedium + CpG, CD40L, IL-

IMDM-Stimulationsmedium, CpG 1,25 pg/ml,
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2, IL-10, IL-21, SAC, PWM ("Vollstimulation™)

CD40L 1 pg/ml, IL-2 300 units/ml, 1L-10 12,5
ng/ml, IL-21 500 ng/ml, SAC 20 pg/ml, PWM 10

pg/mi

IMDM-Stimulationsmedium + SAC, PWM

IMDM-Stimulationsmedium, SAC 20 pg/ml,
PWM 10 pg/mi

RPMI-FCS-P/S-Medium

RPMI, 10 % FCS, 1 % P/S

Waschpuffer

PBS, 0,05 % Tween 20, 1 % Albumin Fraktion V

2.8  Antikorper, Isotypkontrollen und Fluorochrome

CD268 (BAFF-R) FITC

Biolegend, California, USA

CD11c AF700

BD Biosciences, New Jersey, USA

CD14 Pacific Blue

Biolegend, California, USA

CD16 Pacific Blue

Biolegend, California, USA

CD178 FITC

Abcam, Milton, United Kingdom

CD183 (CXCR3) PE-Cy7

BD Biosciences, New Jersey, USA

CD184 (CXCR4) PE

Biolegend, California, USA

CD185 (CXCR5) PE

R&D Systems, Minnesota, USA

CD19 V500 BD Biosciences, New Jersey, USA
CD197 (CCR7) FITC R&D Systems, Minnesota, USA
CD20 AF700 Biolegend, California, USA

CD24 PerCP-Cy5.5

BD Biosciences, New Jersey, USA

CD267 (Taci) PE

Biolegend, California, USA

CD27 AlexaFluor700

Biolegend, California, USA

CD27 eFluor650NC

eBioscience, California, USA

CD27 PE

BD Biosciences, New Jersey, USA

CD3 eFluor650NC

eBioscience, California, USA

CD3 Pacific Blue

BD Biosciences, New Jersey, USA

CD303 APC Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
CD38 APC Biolegend, California, USA

CD38 FITC Biolegend, California, USA

CD43 FITC Biolegend, California, USA

CD45 Pacific Blue Biolegend, California, USA

CD70 PE BD Biosciences, New Jersey, USA
CD86 PE-Cy7 Biolegend, California, USA

CD95 PE-Cy7 Biolegend, California, USA
HLA-DR PE Biolegend, California, USA
HLA-DR PerCP Cy5.5 Biolegend, California, USA

IgD APC-H7 BD Biosciences, New Jersey, USA
IgM APC Biolegend, California, USA

Mouse 1gG1 FITC (Isotypkontrolle)

Biolegend, California, USA

Mouse 1gG1 PE Cy7 (Isotypkontrolle)

Biolegend, California, USA

Mouse 1gG2a PE (Isotypkontrolle)

Biolegend, California, USA

Mouse 1gG2a PerCP Cy5.5 (Isotypkontrolle)

Biolegend, California, USA
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Mouse 1gG2b FITC (Isotypkontrolle)

Biolegend, California, USA

Mouse 1gG2b PE Cy7 (Isotypkontrolle)

Biolegend, California, USA

Propidiumiodid

Biolegend, California, USA

2.9  Software

CTL Switchboard 2.5 CTL Analyzers, Ohio, USA
EndNote Web basic Thomson Reuters, New York, USA
EndNote X5 Thomson Reuters, New York, USA

FACSDiva™ Software Version 6.2

BD Biosciences, New Jersey, USA

FlowJo Version 9.5.3 und 9.6.1

Tree Star, Oregon, USA

GeneTalk

GeneTalk, Berlin, Germany

GraphPad Prism Version 5.00.288

GraphPad Software, California, USA

ImmunoCapture™ 6.4

CTL Analyzers, Ohio, USA

ImmunoSpot® 5.1

CTL Analyzers, Ohio, USA

Microsoft Excel 2010

Microsoft Corporation, Washington, USA

Microsoft Power Point 2010

Microsoft Corporation, Washington, USA

Microsoft Word 2010

Microsoft Corporation, Washington, USA

SAP ERP 6.0 (EHP 4)

SAP, Walldorf, Deutschland
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3. Methoden

3.1 Erhebung klinischer Patientendaten

Fur die Erhebung klinischer Daten von 21 SIgMID-Patienten wurde auf die &rztliche und laborchemische
Dokumentation zurtickgegriffen, die im Rahmen der fachdrztlichen Behandlung in der Immundefekt-
Ambulanz fir Erwachsene des Instituts fur Medizinische Immunologie der Charité — Universitdtsmedizin
Berlin durchgefiihrt wurde. So weit verfligbar, wurden Informationen zu diesen Patienten den Arztbriefen
und Verlaufsdokumentationen entnommen. Wie auch die laborchemischen Parameter wurden diese
Informationen Uber die klinische Informationssoftware von SAP® eingesehen oder, insbesondere bei
alteren Daten, den Krankenakten entnommen. Bei der Sichtung der Daten wurde das Hauptaugenmerk
auf die klinische Prasentation mit Symptomatik und subjektivem Beschwerdebild, Krankheitsverlauf und

Komorbiditaten gerichtet. AuBerdem wurden die gemessenen Immunglobulinspiegel erfasst.

3.2 Isolierung von PBMCs aus peripherem Blut

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes (engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs)
wurden steril aus Zitratblut durch eine Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Dazu wurde verdinntes
Vollblut auf eine Biocoll-Trennlésung (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) gebracht. Diese enthalt
Polysucrose, ein Polymer mit einem Molekulargewicht von etwa 400 kDa und einer spezifischen Dichte
von 1,077 g/ml. Plasma und mononukleédre Zellen (B-, T-Zellen, Monozyten, natirlichen Killerzellen)
haben eine geringere spezifische Dichte als die Trennlésung, Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen
hingegen eine hdhere. Durch Zentrifugation kann daher eine Separation der Komponenten im Blut

entlang des Dichtegradienten erfolgen.

Das Zitratblut wurde zundchst im Verhéltnis 1:1 mit 1x PBS gemischt. AnschlieBend erfolgte die
vorsichtige Uberschichtung der Zellsuspension auf 15 ml Biocoll-Trennlésung und eine Zentrifugation
ohne Dezeleration mit 2000 UpM fir 15 min bei Raumtemperatur (RT). Danach wurden die PBMCs
zwischen Plasma- und Biocollschicht mit einer Transferpipette abgenommen, zum Waschen in 50 ml 1x
PBS suspendiert und 10 min bei 1300 UpM, RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abdekantiert und mit
dem fur einen zweiten Waschschritt in 50 ml 1x PBS resuspendierten Zellpellet nach gleichem Vorgehen
erneut zentrifugiert. Nun wurden die Uberstinde verworfen und die pelletierten Zellen in 10 ml RPMI, 10
% FCS, 1 % P/S resuspendiert.

Die Zellzahlbestimmung erfolgte in einer Zellzdhlkammer von Neubauer (0.1 mm/0.0025 mm?) unter

dem Lichtmikroskop, dafiir wurden 5 pl der Zellsuspension im Verhéltnis 1:1 mit Trypanblau (1:1 mit 1x
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PBS vorverdinnt) gemischt auf den Objekttrager gebracht. Trypanblau farbt Zellen mit beschadigter
Membran und Detritus blau an, was den Ausschluss abgestorbenen Zellmaterials bei der Zahlung
ermdglicht.

Der bei der Dichtegradientenzentrifugation entstandene Plasma-PBS-Uberstand wurde mit einer
serologischen Pipette abgenommen und bei -20 °C flr spétere Analysen konserviert.

Die Zellen wurden unmittelbar im Anschluss den Vorbereitungen zur durchflusszytometrischen Analyse

bzw. der Zellkultur zugefihrt.

3.2.1 Kryokonservierung von PBMCs

Fir spatere Analysen wurden PBMCs kryokonserviert. PBMCs wurden in einer Dichte von 1x10’
Zellen/ml mit kaltem Einfriermedium (IMDM, 40 % AB Serum, 10 % DMSO) versetzt und in Kryotubes
Uberfuhrt, die dann in einem vorgekihlten Isopropanol-Einfriercontainer (1 °C Temperaturabnahme/min)
bei -80 °C gelagert werden konnten. Zur langeren Konservierung wurden die Proben in flussigen
Stickstoff uberfihrt.

3.2.2 T-Zell-Depletion von PBMCs

Um die Stimulation von B-Zellen unter Ausschluss regulatorischer Einflisse durch T-Zellen durchfiihren
zu konnen, wurde mit einem Teil des Blutes eine CD3-Depletion durchgefiihrt. Mit Hilfe des
RosetteSep® CD3-Depletion-Kits wurden T-Zellen weitestgehend depletiert. Der Depletionscocktail
enthalt Antikorper-Tetramere, die gegen das T-Zell-Antigen CD3 und das erythorozytére Antigen
Glycophorin A gerichtet sind. Wahrend der 20-min(tigen Inkubation von 10 ml Vollblut mit 500 ul
Depletionscocktail bei RT wurden T-Zellen (ber die Tetramere an Erythorzyten gekoppelt. Die
anschlielende Verdinnung und Dichtegradientenzentrifugation wurde wie unter Punkt 3.2 beschrieben
durchgefuhrt, wobei die Erythrozyten-T-Zell-Komplexe dem héheren Gradienten folgend mit den tbrigen
Erythrozyten pelletierten und nicht oberhalb des Trennmediums verblieben. Im Mittel lag der Anteil von
T-Zellen an den CD3-depletierten PBMCs bei 0,49 % (Median 0,04 %, Spannweite 0,006-2,8 %).

3.3  Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie konnten relativ-quantitativ verschiedene B-Zellpopulationen im Blut nach
vorhergehender Antikorperfarbung bestimmt werden. Durch separate Bestimmung von Zellzahlen

(Differentialblutbild) durch ein externes Labor (Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH, Berlin) konnten
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daraus absolut-quantitative Werte errechnet werden. Die Messungen erfolgten am LSR 1l Fortessa und

wurden anschliefend mit dem Computerprogramm FlowJo ausgewertet.

Das Prinzip der Durchflusszytometrie oder FACS-Analyse (engl. Fluorescence Activated Cell Sorting)
beruht auf der Analyse verschiedener chemisch-biologischer und physikalischer Eigenschaften von Zellen
auf Einzelzellebene. Dabei wird statistisch stets nur eine Zelle in einem hydrodynamisch fokussierten
Flussigkeitsstrom in einer hochprazisen lichtdurchlassigen Kivette durch einen Laserstrahl geleitet. So ist
es moglich, gleichzeitig mehrere physikalische sowie (artifizielle) Fluoreszenz-Parameter einzelner
Zellen nacheinander quantitativ zu bestimmen. Solange der direkt auf den Flussigkeitsstrom gerichtete
Laserstrahl von Zellen oder Partikeln ungehindert auf den Detektor trifft, entsteht kein Streulicht.
Durchquert hingegen eine Zelle den Strahl, wird das Licht in verschiede Richtungen gestreut. Gemessen
wird das Streulicht in der Regel an zwei Stellen. Der Detektor des Vorwaértsstreulichtes (engl. Forward
Scatter, FSC), welcher dem Laserstrahl direkt gegeniber positioniert ist, misst die Beugung des Lichts im
flachen Winkel. Daraus ergibt sich die GroRe der Zelle und somit das Zellvolumen. Mit dem Detektor fur
das Seitwartsstreulicht (engl. Sideward Scatter, SSC), der sich in einem Winkel von 90° zum Laserstrahl
befindet, kann neben der GroRe auch die Granularitdt der Zelle bestimmt werden. Anhand dieser
Informationen ist in der Analyse bereits eine gute Auftrennung der verschiedenen Zelltypen des

menschlichen Blutes mdglich.

Neben diesen nattrlichen physikalischen Eigenschaften kdnnen tiber fluorochrom-konjugierte Antikorper
Zellen gezielt auf oberflachliche oder intrazellulare Antigene untersucht werden. Dies ist die Grundlage
fir antigengestutzte Phé&notypisierungen jeglicher Art. Die spezifischen Antikorper binden an das zu
detektierende Antigen, die konjugierten Fluorochrome kénnen durch monochromatisches Licht angeregt
werden und die emittierte Fluoreszenz ist wiederum auf Einzelzellebene messbar. Es werden auch
ungekoppelte Fluorochrome eingesetzt, die aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften spezifische
Bindungen eingehen. Optional hinzufugbare Laser, Spiegel, Filter und Detektoren ermdglichen
zusammen mit dem Einsatz verschiedener Fluorochrome die Messung von Fluoreszenzsignalen
unterschiedlicher Spektren und somit die synchrone Analyse multipler Zelleigenschaften. Durch die
Analyse einer groflen Anzahl von Zellen innerhalb eines sehr kurzen Zeitintervalls (bis zu 10000
Zellen/s) ergeben sich vielfaltige Informationen tiber gesamte Zellpopulationen.

Da sich beim Einsatz mehrerer Fluorochrome mit unterschiedlichen Emissionsspektren bei der
Mehrfarbenanalyse die Spektren teilweise Uberschneiden, muss vor einer Messung eine Kompensation
durchgefuhrt werden. Dabei wird die Streuung verschiedener Farben in das Spektrum anderer Farben

erkannt und rechnerisch korrigiert.
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3.3.1 Immunfarbungen zur  phénotypischen  Charakterisierung von B- und T-
Zellsubpopulationen und dendritischen Zellen mittels Durchflusszytometrie

Das Prinzip der phanotypischen Charakterisierung von Leukozyten per Durchflusszytometrie basiert auf
der Markierung systematisch ausgesuchter leukozytérer Antigene, deren Expression einzeln oder in
Kombination mit weiteren Antigenen den zu bestimmenden Zelltyp definiert. Mit spezifischen
Antikdrpern, in dieser Untersuchung ausschlieRlich murin, werden die gewiinschten Antigene markiert
und Ober antikdrperkonjugierte Fluorochrome vom Durchflusszytometer detektiert. Durch die Anfarbung
mehrerer Antigene auf einer Zelle kann diese gleichzeitig mehreren Populationen bzw. Subpopulationen

zugeordnet oder anderweitig charakterisiert werden.

Die phanotypische Charakterisierung von B-Zellsubpopulationen wurde durchgefiihrt mit unstimulierten
PBMCs am Tag der Blutabnahme sowie mit PBMCs nach verschiedenen siebentdgigen in vitro
Stimulationen. Zusatzlich wurden in den unstimulierten PBMCs T-Zellsubpopulationen, plasmazytoide
und myeloide dendritische Zellen bestimmt und auf den B-Zellen sowie B-Zellsubpopulationen

verschiedene Reifungs-, Differenzierungs- und Aktivierungsmarker nachgewiesen.

Unstimulierte PBMCs wurden im Anschluss an die Zellzahlung zu etwa 1x10° Zellen pro Well (engl.
Loch) einer 96-Well-Rundbodenplatte verteilt, wobei in jedem Well eine Férbung durchgefihrt wurde.
Die Zellsuspension wurde 1 min bei 1500 UpM zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in
100 pl FACS-Puffer resuspendiert. Die menschlichen Immunglobuline des Flebogamma besetzen freie
Fc-Rezeptoren auf den Zellen und sollen so unspezifische Bindungen der spezifischen murinen
Antikorper der anschlieBenden Immunféarbung verhindern. Diese Blockierung wurde fiir 20 min bei 4 °C,

dunkel durchgefiihrt.

Stimulierte PBMCs wurden nach erfolgter Zellzahlung und Volumenmessung des Uberstands in 50 ml
Zentrifugenrohrchen gegeben und 10 min bei 1300 UpM abzentrifugiert. Die Uberstande wurden zur
spateren Analyse bei -20 °C eingefroren, zur Lagerung spéter in -80 °C berfiihrt. Die Zellen wurden nun
ebenfalls zur 20-mindtigen Blockierung bei 4 °C, dunkel in 100 pul FACS-Puffer je Stimulation und Well
einer 96-Well-Rundbodenplatte aufgenommen. Die Zellzahl je Stimulation und Well war hierbei variabel,

jedoch stets unter 10° Zellen.

Im Anschluss an den Blockierungsschritt erfolgte die Farbung der unstimulierten und stimulierten Zellen
nach dem gleichen Verfahren. Die Zellen wurden 1 min bei 1500 UpM abzentrifugiert und in 90 pl
Antikdérpermix des entsprechendem Panels (s. Tab. 2) je Well resuspendiert. Die Féarbung erfolgte in 30

min bei 4 °C, dunkel. Nach einer Zentrifugation fur 1 min bei 1500 UpM und zweimaliger Waschung mit
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100 pl FACS-Puffer wurden die Zellen in 200 ul FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-Rohrchen (5
ml) der durchflusszytometrischen Analyse zugeftihrt.

Tabelle 2: Zusammenstellung der Farbungspanels. Die angegebenen Mengen in ul beziehen sich jeweils auf ein Panel. Die
Antikorperlésungen der Mastermixe und die entsprechenden panelspezifischen Antikérper wurden in FACS-Puffer zu einem
Endvolumen von 90 pl aufgenommen. miklgG = murine Isotypkontrolle fir 1gG; n. Perm. = nach Permeabilisierung und

Fixierung; IgM intra. = IgM intrazelluldr; CD3-Depl. = CD3-Depletion.

Antikorper/Isotypkontrolle Mastermix 1-6 | Mastermix 7-11, | Mastermix 12- | Panel 17
14-15 13

CD3 Pacific Blue 2,5 2,5 2,50

CD14 Pacific Blue 0,7 0,7 0,70

CD16 Pacific Blue 0,5 0,5 1,00

CD19 V500 1,25 1,25 1,25 1,25

CD27 eFluor650 NC 1,25 1,25 1,25

IgM APC 1,67 2,50

IgD APC-H7 1,25 8,75 1,25

CD38 APC 2,5

CD24 PerCP-Cy5.5 1,25 1,25

CD3 eFluor650 NC 2,5

CD45 Pacific Blue 2,5

CD11c AlexaFluor 700 2,5

CD4 FITC 0,5

CD8 PE 0,125

CD303 APC 5

CD38FITC 2,5

Antikdrper/lsotypkontrolle Panel 1, 2 Panel 3,4, 9,10 |Panel 5, 6, 11

CD20 AlexaFluor 700 0,5

CD70 PE 20

CD43 FITC 25

HLA-DR / mlklgG2a PerCP- 95

Cy5.5 ’

CD86 / mIKlgG2b PE-Cy7 5

CD95 / mIKIgG1 PE-C7 10,0/5

CD178 / mIKIgG2b FITC 0,5/5

Taci PE/ FMO 5

BAFF-R / mIKIgG1 FITC 5/0,5

CXCR4 / mIKlgG2a PE 2,5/1,25

CXCR3/ mIKlIgG1 PE-Cy7 5/2,5
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Antikorper/lsotypkontrolle

Panel 7, 8

Panel 14, 15

HLA-DR / mIKIgG2a PE

20/2,5

CD86 / mIKIgG2b PE-Cy7

5

IK mouse IgG1 FITC

-10,5

CXCR5/ mIKlgG2b PE

10/2,5

CCR7 / mIKlIgG2a FITC

10

Antikdrper/lsotypkontrolle

Panel 12, 13

T-Zell-Panel

IgM intra.

CD3-Depl.

HLA-DR / mIKIgG2b PE-Cy7

2,5

CD86 / mIKIgG2b PE-Cy7

5

CD3 Pacific Blue 2,5 2,5 2,5
CD4 APC-H7 2,5
CD8 PE 0,25
CCR7FITC 10
CD45 RA PE Cy7 5
CD25 APC 10
CD19 V500 1,25 5
CD14 Pacific Blue 0,7

CD16 Pacific Blue 1

CD27 eFluor650 NC 1,25

IgM APC / mIKIgG1 APC 2,5 (n. Perm.)
IgD APC-H7 1,25

CD38 FITC 2,5

CD24 PerC-Cy5.5 1,25

Um mogliche unspezifische Bindungen der Antikdrper zu erkennen und falsch-positive Messergebnisse
auszuschlieBen wurden fiir die markerspezifischen Antikdrper entsprechende Isotypkontrollen (1K) mit
gleicher Konzentration oder FMO (Fluorescence Minus One)-Kontrollen bei identischen Mastermixen
gefarbt. 1K-Antikorper sind Immunglobuline gleicher Klasse und Subklasse wie der eingesetzte
Antikorper, die mit dem gleichen Fluorochrom konjugiert, jedoch nicht spezifisch fur ein Antigen sind.
Uber die weitgehende molekulare Ahnlichkeit ohne eine Bindungsspezifitdt sollen madgliche
unspezifische Bindungen der Antikdérper durch Vergleich mit der passenden IK erkannt werden. In einer
FMO-Kontrolle wird die durch

Spektrenuberlappung von anderen Fluorochromen ausgeht und nach erfolgter Kompensation Sensitivitét

Hintergrundfluoreszenz in einem Kanal dargestellt, die
und Auftrennungsschéarfe vermindern kann. Dazu wird eine Probe untersucht, die identisch mit der zu
analysierenden ist, abgesehen vom Fehlen des in diesem Kanal maximal aktiven Fluorochroms, mit dem
das gefragte Molekul markiert werden soll. Durch Abgleich dieses Ausgangsbildes mit der eigentlichen
Messung wird die Detektion insbesondere schwach exprimierter Marker erleichtert und prézisiert.

Zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen wurden unmittelbar vor der Messung 1-2 pl

Propidiumiodid zugegeben. Propidiumiodid ist ein fluoreszierender DNA-interkalierender Farbstoff, der
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die Zellmembran von toten Zellen durchdringen und so mit der DNA reagieren kann. Bei lebenden Zellen
mit intakter Membran ist dies nicht moglich.

Fur die Kompensation am Durchflusszytometer wurden ungefarbte Zellen sowie Kompensations-Beads
verwendet, welche zuvor mit den Antikdrpern separiert nach Fluorophoren geféarbt wurden. Die Messung
erfolgte am LSR Il Fortessa mit Hilfe der FACSDiva-Software (Version 6.2), die spatere Auswertung mit
der FlowJo-Software (Versionen 9.5.3 und 9.6.1).

3.3.2 Intrazelluldre Immunféarbungen zur durchflusszytometrischen Charakterisierung der IgM-

Expression von B-Zellen

Nach der Durchfiihrung der Vollstimulationen (siehe 2.3) von T-Zell-depletierten und nicht-depletierten
PBMCs erfolgte neben der oberflachlichen Phanotypisierungsfarbung eine intrazellulare Farbung von
IgM. Die Zellen wurden dafiir wie oben beschrieben abzentrifugiert, je Stimulation auf zwei Wells einer
96-Well-Rundbodenplatte verteilt und in FACS-Puffer mit Flebogamma blockiert. Alle Farbungsschritte
wurden bei 4 °C im Dunkeln durchgefiihrt. Um eine Unterscheidung von zum Férbungszeitpunkt bereits
toten und noch lebenden Zellen zu ermdglichen, wurde zunéchst ein Lebend/Tot-Fluorochrom (engl.
Live/Dead, LD, 1:1000) fir 20 min auf die Zellen gegeben. LD bindet an zelluldre Amine, von denen bei
defekter Zellmembran toter Zellen weit mehr fiir das Fluorochrom zugénglich sind, als nur auf der
Zelloberflache. Durch die hohere Fluoreszensintensitdt in der FACS-Analyse sind tote Zellen
identifizierbar.

Die Zellen wurden 1 min bei 1500 UpM abzentrifugiert und in 90 pl Antikdrpermix (s. Tab. 2)
resuspendiert. Dieser Farbungsschritt erfolgte vor der Permeabilisierung der Zellmembran und diente
somit als Oberflachenfarbung der spateren Identifizierung der B-Zellen bzw. der B-Zellsubpopulationen.
Nach 30 min wurde wie gehabt abzentrifugiert und einfach mit FACS-Puffer gewaschen. Nun wurde laut
Herstellerangabe das BD Cytofix/Cytoperm-Kit angewandt. Die Zellpellets wurden in 100 pl der
Cytofix/Cytoperm-Ldsung resuspendiert und somit ber 20 min gleichzeitig fixiert und permeabilisiert.
Dann wurde wie gehabt zentrifugiert und zweifach gewaschen mit 200 pl der 1:10 mit Reinstwasser
(Merck Milli-Q®) verdiinnten Perm/Wash-Losung des Kits. Nun erfolgte die intrazelluldre Farbung von
IgM durch Aufnahme in 100 pl 1:10 Perm/Wash-Losung mit dem Anti-lgM-Antikorper bzw. der
entsprechenden IK fiir 30 min. Nach anschlieBendem zweimaligem Waschen wie im vorigen Schritt
wurden die Zellen in FACS-R6hrchen (5 ml) fiir die FACS-Analyse tberfihrt.

Fur die Analyse der intrazellularen Farbung wurde eine gesonderte Kompensation mit ebenfalls
permeabilisierten und fixierten Zellen durchgefuhrt. Messung und Auswertung erfolgten wie bei der

konventionellen Farbung.

35



3.3.3 Gating-Strategien

Es wurden die in 2.2.1 aufgefuihrten Zusammenstellungen von monoklonalen anti-humanen Fluorochrom-
konjugierten Antikorpern erarbeitet (Farbe-Panels), um die gewiinschten Zelltypen, Subpopulationen und
zelluléren Marker am Durchflusszytometer detektieren zu kénnen. Im Folgenden wird das VVorgehen bei

der durchflusszytometrischen Analyse erldutert.
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3331 B-Zellen und B-Zell-Subpopulationen

Abb. 4 zeigt ein reprasentatives Beispiel fir die Gating-Strategie, um B-Zellen und die zugehorigen
Subpopulationen aus PBMCs zu identifizieren. Durch die F&rbung mit unmittelbar vor der Analyse
zugefihrtem Propidium lodid wurden zunéchst tote Zellen ausgeschlossen. Lymphozyten wurden Gber
typische GrofRe und Granularitat in der FSC-A/SSC-A-Darstellung identifiziert. Durch die Auftragung
FSC-A/FSC-H wurde die Erkennung und Exklusion von Zelldoubletten und aggregierten Zelltrimmern
ermoglicht. Im nachsten Schritt wurden CD3* T-Zellen, CD16" NK-Zellen und CD14" Monozyten

ausgeschlossen, um im Folgenden nur CD19" B-Zellen auszuwerten.
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Abbildung 4: Identifizierung von B-Zellen und B-Zell-Subpopulationen aus PBMCs. Die Zellen wurden nach an den
Achsen angegebenen Parametern aufgetrennt, die rot umrahmten Zellen mit Pfeil erscheinen jeweils im folgenden Diagramm.
Die Zahlen bezeichnen fiir jedes Gate den prozentualen Anteil an der Gesamtzellzahl des jeweiligen Diagramms.

Uber die Auftragung von CD38/CD24 lieen sich in einem ersten Schritt die CD38"CD24 Plasmablasten
identifizieren. Die ubrigen B-Zellen wurden nun nach IgD- und CD27-Expression eingeteilt in 1gD
CD27" Isotyp-gewechselte Gedachtnis-B-Zellen, 1gD*CD27" Marginalzonen-ahnliche Gedéachtnis-B-
Zellen, 1gD'CD27" Doppelt-negative B-Zellen und die 1gD'CD27  Population der Naiven und
Transitionalen B-Zellen. In einem ndchsten Schritt lieBen sich diese auseinanderdifferenzieren als
CD38"CD24" Transitionale und CD38'CD24"" Naive B-Zellen.

37



In Abb. 5 ist die Strategie zur Identifizierung einer weiteren B-Zell-Subpopulation, der B1-B-Zellen,
dargestellt. Das Vorgehen zur Identifizierung der B-Zellen erfolgte wie in Abb. 4 gezeigt. In der Folge
wurden CD20" Plasmablasten ausgeschlossen und mit dem Phanotyp CD27°CD43'CD70" konnten aus
den Ubrigen B-Zellen die B1-B-Zellen ermittelt werden.
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Abbildung 5: Identifizierung von B1-B-Zellen aus Gesamt-B-Zellen. Uber die Detektion der an den Achsen angegebenen
Oberflachenmarker wurden (ber das dargestellte Gatingverfahren B1-B-Zellen identifiziert. Die rot umrahmte Zellpopulation
erscheint jeweils im nachsten Bild, Zahlen geben den Anteil der umrahmten Zellen an der Gesamtzellzahl des Bildes an.

Auf den Gesamt-B-Zellen wie auch auf den einzelnen Subpopulationen wurde nach der Identifizierung
durch entsprechendes Gating die IgM-Oberflachenexpression gemessen, um in IgM™ und IgM" Zellen
aufzuteilen. Abb. 6 zeigt dies beispielhaft flr Isotyp-gewechselte Gedéchtnis-B-Zellen, die
Identifizierung erfolgte wie in Abb. 4 gezeigt.
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Abbildung 6: Identifizierung IgM-exprimierender B-Zellen am Beispiel Isotyp-gewechselter Gedéchtnis-B-Zellen. Nach
vorangegangener Populationsidentifizierung wurde der Anteil IgM-exprimierender Zellen fir jede Population einzeln untersucht.
Die rot umrahmten Isotyp-gewechselten Geddchtnis-B-Zellen sind im folgenden Bild dargestellt, die Zahlen geben den %-Anteil
an allen im Bild dargestellten Zellen an.
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3.3.3.2 B-Zellen und B-Zell-Subpopulationen nach in vitro Stimulation

Zur Analyse der Differenzierung der B-Zellen bzw. Verschiebung der Verhdltnisse zwischen den
verschiedenen Subpopulationen nach den in vitro Stimulationen erfolgten im Anschluss FACS-Analysen
der stimulierten PBMCs und T-Zell-depletierten PBMCs. Das Gating bis zur Identifizierung der B-Zellen
erfolgte wie in Abb. 4 gezeigt, stets auch unter Ausschluss von T-Zellen, NK-Zellen und Monozyten. In
der FSC-A/SSC-A-Auftrennung wurden stimulationsbedingte GréRen- und Granularititsverdnderungen
der Lymphozyten beriicksichtigt. Die B-Zellen wurden anhand der Expression von IgD und CD27
eingeteilt in die Subpopulationen der IgD*CD27" Naiven, IgD*CD27" Marginalzonen-ahnlichen, IgD
CD27 Doppelt-negativen und 1gDCD27" Isotyp-gewechselten B-Zellen, sowie IgD'CD27"
Plasmablasten. Die Auswahl der Oberflachenantigene zur ldentifizierung der jeweiligen Subpopulation
wich teilweise von der Zusammenstellung des Panels zur phénotypischen Charakterisierung vor der
Zellkultur ab. Da nach in vitro Stimulation keine verbliebenen Transitionalen nachzuweisen waren,
wurden diese nicht gesondert detektiert. Plasmablasten wurden als IgD"CD27" B-Zellen definiert, da die
Zuordnung tber CD24 und CD38 nach Stimulation mangels eindeutiger Auftrennung nicht mehr méglich
war. Die weitere Bezeichnung als ,,Plasmablasten‘ ist als vereinfachende Anlehnung an die Situation vor
Stimulation zu verstehen. Marker zur Differenzierung von Plasmablasten und Plasmazellen wurden nicht
detektiert, so dass Letztere ggf. in die Plasmablastenpopulation eingeschlossen sind.

Abb. 7 zeigt die Gating-Strategie von den B-Zellen ausgehend anhand einer FACS-Analyse von Zellen
nach einer Voll-Stimulation T-Zell-depletierter PBMCs. Im ersten Diagramm der Abbildung kann man
gut die typische verminderte CD19-Expression der CD27" Plasmablasten erkennen.
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Plasmablasten

CD27

Marginalzonen-dhnliche
0,5 Gedéchtnis-B-Zellen
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Doppelt negative
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Abbildung 7: Identifizierung der B-Zell-Subpopulationen nach in vitro Stimulation T-Zell-depletierter PBMCs. B-Zellen
wurden im Lymphozytengate identifiziert und nach an den Achsen angegebenen Parametern in weitere Subpopulationen
aufgetrennt. Die rot umrahmten B-Zellen mit Pfeil erscheinen im folgenden Diagramm. Die Zahlen bezeichnen den prozentualen
Anteil an der dargestellten Gesamtzellzahl im Bild.
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3.3.3.3 T-Zellen und T-Zell-Subpopulationen

Die Analyse der T-Zellen erfolgte nach Ausschluss toter Zellen (siehe Abb. 4) und der Erfassung aller
Lymphozyten in der FSC-A/SSC-A-Darstellung lber die Anfarbung des T-Zell-Markers CD3, wie Abb.
8 zeigt. Im nachsten Gating-Schritt wurden die CD3" T-Zellen in CD4" T-Helfer-Zellen und CD8*
Zytotoxische T-Zellen aufgeteilt. Fir diese beiden Subpopulationen konnten jeweils drei weitere
Populationen identifiziert werden: naive T-Zellen mit dem erganzenden Phanotyp CD45RACCR7”,
sowie CD45RA'CCR7" Zentrale Gedachtnis-T-Zellen und CD45RACCR7  Effektor-Gedachtnis-T-

Zellen.
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Abbildung 8: Identifizierung der T-Zellen, T-Helfer- und zytotoxischen-T-Zellen, sowie der jeweiligen Subpopulationen
aus PBMCs. Die CD3"* Zellen wurden in CD4"* Helfer- und CD8" zytotoxische T-Zellen eingeteilt. Die Zellen wurden nach
CCR7- und CD45RA-Expression aufgetrennt, die rot umrahmten Zellen mit Pfeil erscheinen jeweils im folgenden Diagramm.
Zahlen an den Gates bezeichnen den prozentualen Anteil an der Gesamtzellzahl im jeweiligen Bild.

3.3.34 Dendritische Zellen

In Abb. 9 ist die Analyse dendritischer Zellen exemplarisch dargestellt. Wie gehabt wurden tote Zellen
tiber Propidium lodid ausgeschlossen um in der Folge Lymphozyten mit weiteren PBMCs in einem
erweiterten Gate zusammenzufassen. Es erfolgte der Ausschluss von Doubletten, CD3" T-Zellen und
CD19" B-Zellen unter Beriicksichtigung der SSC-A-Intensitat. Die Unterscheidung der dendritischen
Zellen erfolgte schlieRlich tber zwei Marker in CD303'CD11c” plasmazytoide dendritische Zellen und
CD303'CD11c" myeloide dendritische Zellen.
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Abbildung 9: Identifizierung plasmazytoider und myeloider dendritischer Zellen aus PBMCs. Die Zellen wurden aus
einem ,,Lymphozyten-Monozyten-Gate* nach an den Achsen angegebenen Parametern aufgetrennt, die rot umrahmten Zellen mit
Pfeil erscheinen immer im folgenden Diagramm. Angegebene Zahlen bezeichnen den prozentualen Anteil an der im jeweiligen
Bild dargestellten Zellzahl.

3.4  Zellkultur

Isolierte PBMCs und T-Zell-depletierte PBMCs wurden polyklonal stimuliert, um die Expansions- bzw.
Uberlebensfahigkeit von Gesamt-PBMCs und B-Zellen, die relative Dynamik innerhalb der B-
Zellsubpopulationen, die IgM-Expression nach Stimulation und die Differenzierung zu Antikorper-

sezernierenden Zellen (ASZ) zu untersuchen.

34.1 In vitro Stimulation von B-Zellen in Kultur

1-1,5x10° Zellen wurden in 1 ml IMDM-Stimulationsmedium (IMDM, 10 % FCS, 0,1 %
Insulin/Transferrin/Selenium)  resuspendiert.  Zur in vitro  Stimulation wurden je nach
Stimulationsmedium in unterschiedlicher Zusammenstellung polyklonale Mitogene wie ein modifiziertes
Oligonukleotid mit CpG-Motiven (CpG ODN 2006: 5’-tcgtcgttttgtegttttgtcgtt-3°, CpG), Staphylococcus
Aureus Cowan | (SAC), Pokeweed Mitogen (PWM), CD40-Ligand (CD40L), Interleukin (IL)-21, 1L-2
und IL-10 dazugegeben. Zu den Konzentrationen siehe Kapitel 2.7, die Stimulanzien werden in 1.1.2
erlautert.

Es ergaben sich funf unterschiedliche Stimulationsansétze und zusétzlich je ein Kontrollansatz fir T-Zell-
depletierte und nicht-depletierte PBMCs mit IMDM-Medium ohne Zugabe von Stimulanzien:
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T-Zell-depletierte PBMCs ohne Stimulanzien

T-Zell-depletierte PBMCs mit SAC, PWM

T-Zell-depletierte PBMCs mit CpG

T-Zell-depletierte PBMCs mit CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 (T-Zell-Faktoren)
T-Zell-depletierte PBMCs mit CpG, SAC, PWM, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 (Vollstimulation)
Gesamt-PBMCs ohne Stimulanzien

Gesamt-PBMCs mit CpG, SAC, PWM, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 (Vollstimulation)

N o g &~ D

Die Zellen im Stimulationsmedium wurden fiir 7 Tage bei 37 °C und 5 % CO, verteilt auf Wells einer 24-
Well-Platte inkubiert. Am siebten Tag wurden sie geerntet. Das Stimulationsmedium-\Volumen wurde mit
Hilfe einer Mikropipette und die Zellkonzentration in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt, so dass eine
absolute Zellzahl berechnet werden konnte. Die Uberstinde (abzentrifugiert mit 1300 UpM, 10 min, RT)
wurden abgenommen und bei -20 °C, spater -80 °C zur spateren Analyse eingefroren. Die
Zellkonzentration wurde zum weiteren VVorgehen auf 1x10%/100 pl in RPMI-FCS-P/S-Medium eingestellt
um die gewiinschten Zellzahlen fiir die Durchflusszytometrie und den ELISpot abnehmen zu kdnnen.

3.4.2 Zellkultur unter Einfluss von Rapamycin

Der Einfluss von Rapamycin auf die Abldufe der in vitro Stimulationen ,,Vollstimulation* mit Gesamt-
PBMCs und T-Zell-depletierte PBMCs mit ,,T-Zell-Faktoren* wurde fiir die Konzentrationen von 20 und
100 mmol/I durch Zugabe entsprechender Mengen von Rapamycin tberprift. Das Rapamycin wurde zu
Beginn der Stimulation in das Kulturmedium gegeben, alle weiteren Schritte erfolgten wie vorangehend

und nachfolgend beschrieben.

3.5 ELISpot

Die Enzyme Linked Immuno Spot (ELISpot)-Technik ist ein sehr sensitives Verfahren, um
Zellaktivierung und dadurch bedingtes Sekretionsverhalten auf Einzelzellniveau in vitro zu messen. Die
Technik basiert auf der Fixierung und Detektion von Sekretionsprodukten. Auf einer
Polyvinylidenfluorid-Membran einer ELISpot-Platte werden Antigene oder spezifische Antikorper
immobilisiert. Die Fixierung des Sekretionsproduktes erfolgt entweder Uber die Bindung des Antigens
durch spezifische Antikérper oder durch Bindung des immobilisierten Primérantikrpers an das
Sekretionsprodukt (bei Sekretion von Antikérpern oder anderen Produkten). Da die zu untersuchenden

Zellen fir einen Zeitraum von mehreren Stunden auf die Membran gebracht werden, lagern sie sich ab
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und die Fixierung des Sekretionsprodukts am direkten Ort der Freisetzung wird ermdglicht. Nach
grundlicher Entfernung der Zellen wird mit einem fur das Sekretionsprodukt spezifischen
Sekundérantikorper inkubiert. Dieser kann Biotin-konjugiert sein oder Gber andere Bindungsstellen oder
direkte Konjugation in den nachsten Schritten eine visuelle Detektion der Sekretionsstellen etwa per
Enzymreaktion oder Fluoreszenz ermdglichen. Somit ist die funktionelle Analyse auf Einzelzellebene
bzw. auf Ebene sog. Spot-Forming Units, also zusammenhédngender Zellgrippchen, gegeben und auch
seltene Zellpopulationen kdénnen Uber ihre spezifischen Sekretionsprodukte in einer groRen

Zellpopulation nachgewiesen werden.

3.5.1 Detektion unspezifischer und spezifischer ASZ

Fur diese Arbeit sollte die Zahl der ASZ fur IgM, IgA und IgG ermittelt werden, sowie die Produktion
spezifischer Antikorper gegen Tetanus-Toxoid (TT) und den bakteriellen Zellwandbestandteil
Pneumokokken-Polysaccharid (PnPS) Typ 19F. Dafiur wurden die Primarantikérper Anti-humanes-IgM
(20 pg/ml), -1gA (15 pg/ml) und -1gG (1,2 pg/ml) sowie die Antigene TT (5-10 pg/ml) und PnPS (10
pg/ml) auf einer 96-Well-Mikrotiter-ELISpot-Platte immobilisiert. Am ersten Tag erfolgte die
Immobilisierung der Primarantikorper und Antigene iiber Nacht (UN) bei 4 °C. Am Folgetag wurden
freie Bindungsstellen durch 30-minttige Inkubation mit 100 pl/Well RPMI-FCS-P/S-Medium bei 37 °C
und 5 % CO, geblockt, um den Anteil unspezifischer Bindungen zu verringern. AnschlieBend wurde
dreimal mit 200 pl/Well 1x PBS gewaschen um dann die Zellen am siebten Tag der Stimulation

auszusaen.

In 100 pl RPMI-FCS-P/S-Medium wurden die Zellen wie folgt auf die Wells verteilt. Fiir den Nachweis
der unspezifischen IgM, IgA und IgG wurden Zellen in einer dreistufigen Verdiinnungsreihe ausgesét
(12500, 6250, 3125 Zellen/100 pl pro Well fir IgM und IgA; 6250, 3125, 1563 Zellen/100 pl pro Well
fir 19G). 1x10°-10° Zellen (in seltenen Fallen weniger) wurden pro TT- und PnPS-Well ausgesit. Um
unspezifische Bindungen zu verhindern, wurde zu den Zellen in den PnPS-Wells PnPS Typ 22F und
Zellwandpolysaccharid (je 5 pg/ml) hinzugefiigt. Als Negativkontrolle wurden 3125 Zellen/100 pl pro
Well in nicht antikdrper- oder antigenbedeckte, geblockte Wells ausgesét, jeweils fir IgM, 1gA und IgG.
Im Verlauf wurde mit den Negativkontroll-Wells wie mit den Ubrigen verfahren. Nach drei Stunden
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, wurden Zellen und ungebundene Sekretionsprodukte mit Waschpuffer
(PBS, 0,05 % Tween 20, 1 % Albumin Fraktion V) in sechs Waschschritten entfernt. 1 pg/ml Biotin-
konjugierte Anti-Human-IgM, -IgA und -IgG Antikérper wurden in 100 ul Waschpuffer/Well
(sterilfiltriert durch 0,2 um Whatman-Spritzenfilter) in die entsprechenden Wells gebracht. Nach
gleichem Vorgehen wurden TT-spezifische IgG und PnPS-spezifische 1gG und IgM markiert. Die
Inkubation erfolgte bei 4 °C UN, nachfolgend dreimaliges Waschen mit 200 pl Waschpuffer/Well und die

43



Inkubation mit Meerrettichperoxidase-konjugiertem Streptavidin (2,5 pg/ml) in 100 pl Waschpuffer/Well
(sterilfiltriert durch 0,2 um Whatman-Spritzenfilter) fur 45 min bei RT. Im Anschluss wurde dreimal mit
200 pl 1x PBS/Well gewaschen und 100 pl/Well AEC-Farbsubstrat zugegeben (0,1 M Acetatpuffer pH
5,0, 1:30 3-Amino-9-Ethylcarbazol, sterilfiltriert durch 0,2 um Whatman-Spritzenfilter, dann 1:100 3 %
H,O,). Die Uber den Streptavidin-Biotin-Komplex spezifisch gebundene Meerrettichperoxidase
ermdglichte innerhalb von 3-5 min eine Farbumsetzung der Lésung mit Einfarbung der Membran und
somit die Detektion der Spots. Die Plastikabdeckung auf der Unterseite der Platte wurde entfernt und die
Reaktion durch Abwaschen der Lésung unter flieBendem Wasser gestoppt, anschlieRend wurde die Platte
an der Luft getrocknet. Die Auszéhlung der Spots erfolgte am ELISpot-Reader ImmunoSpot® mit Hilfe
der ImmunoSpot® 5.1 und ImmunoCapture™ 6.4 Software. Die Ergebnisse wurden iiber die ebenfalls

erfolgte FACS-Analyse der verwendeten Zellen in Spots/10° B-Zellen berechnet.

3.5.2 Desorption von Tetanustoxoid

Fur die Bestimmung der Tetanus-spezifischen ASZ im ELISpot-Verfahren wurde der Tetanus Adsorbat-
Impfstoff ,,Mérieux“ von Sanofi Pasteur MSD aufgereinigt um TT flr die Bedeckung der ELISpot-
Platten-Membran zu gewinnen. Nach Herstellerangaben enthdlt eine Impfung mindestens 40
Internationale Einheiten (IE) TT und 1,25 mg Al(OH)s. Zur Desorption von TT wurden 500 pl Impfstoff
zentrifugiert (1200 G, 10 min, RT). Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in frischem Mix
aus einem Teil (3,3 ul) von 56 g/l Di-Natrium-Ethylendiamintetraessigsaure-Lésung (EDTA) und 49
Teilen (163,3 ul) von 90 g/l Di-Natriumhydrogenphosphat-Lésung (beides geldst in Aqua dest.)
resuspendiert. Die Inkubation erfolgte fiur 6 h bei 37 °C. Nach Zentrifugation (1200 G, 10 min, RT)
wurde der klare Uberstand mit dem gelésten TT abgenommen und bei -80 °C gelagert.

3.6  Statistische Analysen

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software GraphPad Prism (Version 5.00.288).
Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 gilt als schwach statistisch signifikant (*), p<0,01 als
signifikant (**) und p<0,001 (***) als stark signifikant. Unterschiede wurden unter Annahme eines nicht-
gauss'schen Verteilungsmusters mit einem Mann-Whitney-U-Test untersucht. Die Daten wurden einzeln
oder als Mittelwert plus/minus den Standardfehler angegeben. Zur grafischen Darstellung der Daten

wurden in GraphPad Balkendiagramme und Scatter-Plots generiert.

4. Ergebnisse
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4.1  Klinische und laborchemische Charakterisierung der SIgMID-Patienten

Es wurden klinische Daten von 20 bzw. laborchemische Daten von 21 SigMID-Patienten erhoben. Das
mittlere Alter der Patientengruppe zum Zeitpunkt der Erfassung betrug 41 Jahre (Median 42, Spannweite
22-65 Jahre), mit zehn mannlichen und elf weiblichen Patienten. Tab. 3 zeigt die wichtigsten
Charakteristika.

Die Klinische Befunderhebung erfolgte im Rahmen der ambulanten Vorstellung der Patienten durch das
arztliche Personal der Immundefekt-Ambulanz fir Erwachsene des Instituts fur Medizinische
Immunologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin. Dabei wurden auch anamnestische Angaben
fruherer Arztbesuche berlcksichtigt.

Tabelle 3: Charakteristika der SIgMID-Patienten. IgM-Wert zum Zeitpunkt der Erstvorstellung. m = mannlich; w = weiblich;
GI = Gastrointestinaltrakt; rez. = rezidivierend; AW = Atemwege; chron. = chronisch. n=21.

Patient | Alter | Geschlecht | Beschwerdebild IgM (g/l)

1 33 m Rez. Infektionen (obere AW, chron. Sinusitiden, Mukositiden, 0,46
Otitiden), chron. Prostatitis, chron. Osteomyelitis, Pulmonale
Granulome, rez. Herpes labialis, GI-Beschwerden (chron.
Obstipation), Fatigue

2 24 w Rez. Infektionen (obere AW), GI-Beschwerden (Tenesmen, 0,25
Meteorismus, Diarrhoe), Unvertraglichkeiten (Fructose,
Histamin)

3 25 m Rez. Infektionen (obere AW), GI-Beschwerden 0,27
(Meteorismus), div. Allergien

4 46 m Protrahierte Infektionen (obere AW), Allergien 0,31

5 57 w Rez. Infektionen (obere, untere AW), Myalgien, Allergien, 0,46
Psoriasisarthritis, Hashimoto-Thyreoiditis

6 45 w Rez. Infektionen (obere AW), rez. Zystitiden, Gl- 0,33
Beschwerden (Diarrhd, Ubelkeit), rez. Herpes labialis

7 42 m Keine Angaben 0,36

8 42 m Rez. Infektionen (obere AW), Harnwegsinfektion, Gl- 0,24
Beschwerden (Obstipation), Arthralgien

9 29 w Rez. Genitalabszesse, rez. anokutaner Soor, rez. Hordeola, 0,39
rez. kutane Noduli mit spontaner blutig-seréser Drainage

10 22 w Rez. Infektionen (obere AW), Herpes zoster, rez. 0,34
Harnwegsinfektionen, Allergien

11 63 w Rez. Infekionen (untere AW) 0,23

12 48 w Rez. Infektionen (obere AW), Gl-Beschwerden (Ubelkeit, 0,29
Erbrechen, Diarrhoe, Refluxbeschwerden), rez. Zystitiden

13 27 w Fatigue, rez. Infektionen (obere AW, GI) 0,25

14 33 m keine vermehrten Infektionen 0,32

15 49 m Rez. Infektionen, chron. Sinusitis mit rez. Polypen, Fatigue 0,19

16 25 w Atopische Diathese 0,32
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17 37 w Rez. Infektionen (obere AW), rez. Lymphadenitis, Fatigue 0,31
18 62 w Rez. Infektionen (obere AW) 0,37
19 50 m Rez. Infektionen (obere AW), chron. Bronchitis, rez. enoraler 0,28
Soor, Allergien
20 65 m Rez. Infektionen (obere, untere AW), chron. Sinusitis, 0,31
infektionsassoziierte Effloreszenzen, einmalige
Harnwegsinfektion, Meningitis als Kind
21 27 m Rez. Infektionen (obere AW) 0,33
411 Krankheitsbild

Die vorherrschende Manifestation der SIgMID war das Auftreten von Infektionen (90 % der Patienten),
die oftmals protrahiert, rezidivierend (rez.) oder chronisch (chron.) verlaufen. Bei 75 % waren die oberen
Atemwege betroffen, was hauptséchlich Rhinitiden, Pharyngitiden, Tonsillitiden und Sinusitiden
umfasste. Bei mind. 25 % lag eine chron. Sinusitis-Symptomatik vor, teilweise mit rez. polypdsen
Raumforderungen (15 %), in einem Fall durch Aspergillus species (5 %). Rez. Infektionen der unteren
Atemwege lagen bei 20 % der Untersuchten vor, darunter ein Patient mit einmaliger ambulant erworbener
Pneumonie. Das Auftreten von Harnwegsinfektionen wurde mit 25 % angegeben, 10 % entfielen auf
méannliche Patienten. Des Weiteren zeigten Patienten rez. Haut- und Weichteilinfektionen mit
Abszedierung (Hautinfektionen insgesamt 25 %), enoralen bzw. anokutanen Soor, Herpes-Simplex-
Virus-Reaktivierungen (labial, mental; je 10 %) und einzelne Patienten berichteten (iber chron. Prostatitis
und Osteomyelitis, Herpes zoster und als Kind stattgehabte Meningitis.

Wiederkehrende gastrointestinale Beschwerden wurden bei 30 % der Patienten beobachtet, in erster Linie
Diarrhoe und Ubelkeit, weiterhin Meteorismus und Obstipation. Dabei schienen fiir einige Patienten auch
die Diat bzw. ausgepragte Nahrungsmittelunvertraglichkeiten eine ausschlaggebende Rolle zu spielen (15
%). Starke Abgeschlagenheit oder eine Fatigue-Symptomatik war bei 20 % der Patienten vorhanden.
Allergien bzw. eine atopische Diathese lag bei 40 % vor.

Erkrankungen mit autoimmunologischem Hintergrund lagen bei 15 % der Patienten vor: Arthritiden
(Psoriasisarthritis und nicht naher bezeichnet, 10 %) und bei einzelnen Patienten eine Hashimoto-
Thyreoiditis bzw. Psoriasis. Ebenfalls bei einzelnen Patienten wurde iber Mamma-Karzinom, pulmonale
Granulome, unspezifische Hauteffloreszenzen, Fibromyalgie, berichtet (je 5 %). Bei mehreren Patienten
lagen psychiatrische Beschwerden vor, diese wurden jedoch nicht strukturiert eruiert und nicht naher
bezeichnet.

Bei 10 % der untersuchten Patienten lag keine erhohte Infektneigung vor. Tab. 4 fasst die Ergebnisse

Zusammen.

Tabelle 4: Diagnosen bzw. Symptome mit immunologischer Assoziation der untersuchten SigMID-Patienten. n=20.
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Befund Betroffene (n=20) | % der Patienten
Rezidivierende Infektionen 18 90
Infektionen der oberen Atemwege 15 75
Harnwegsinfektionen 5 25
Infektionen der unteren Atemwege 5 25
Enoraler/anokutaner Soor 2 10
Haut-/Weichteilinfektionen 2 10
Herpes simplex 2 10
Chronische Osteomyelitis 1 5
Herpes Zoster 1 5
Meningitis 1 5
Mukaositis 1 5
Otitis media 1 5
Prostatitis 1 5
Allergien/Atopie 8 40
Allergien 8 40
Asthma bronchiale 2 10
Gastrointestinale Beschwerden 6 30
Diarrhoe 3 15
Ubelkeit 3 15
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten 3 15
Meteorismus 2 10
Obstipation 1 5
Autoimmunitat 3 15
Arthritiden 2 10
Hashimoto-Thyreoiditis 1 5
Psoriasis 1 5
Malignome 1 5
Mamma-Karzinom 1 5
Sonstige Befunde
Fatigue 4 20
Diabetes mellitus, nicht naher bezeichnet 1 5
Fibromyalgie 1 5
Hauteffloreszenzen, nicht naher bezeichnet 1 5
Pulmonale Granulome, nicht néher bezeichnet | 1 5

Bei der Einzelbetrachtung der Krankengeschichten fallt auf, dass die Verteilung der Symptome und
Befunde interindividuell ungleich ist. So gab es Patienten ohne eine erhéhte Infektneigung, solche mit
leicht protrahiertem Verlauf der oberen Atemwegsinfektionen als einzigem Befund und andere, die unter

chronischen Infektionen multipler Lokalisationen litten.

4.1.2 Immunglobulin-Spiegel
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Es wurden die IgM-Werte bei Erstvorstellung und im Verlauf, sowie IgG-, IgA- und IgE-Werte erfasst.
Die Ergebnisse zeigt Tab. 5.

Tabelle 5: Mittlere und mediane Serumspiegel der vier Antikérperhauptklassen von SIgMID-Patienten. Referenzwerte
nach Angaben des durchfithrenden Labors. n=21.

Antikorperklasse | Mittlerer Serumspiegel | Median | Referenzwert | Einheit
IgM 0,31 0,31 0,4-2,3 o/l

[e[€} 10,04 10,06 7-16 g/l

IgA 2,41 2,54 0,7-4 g/l

IgE 160 37 <100 ku/l

Der IgM-Spiegel lag bei den 21 Patienten im Mittel und Median bei 0,31 g/l mit einem Referenzbereich
von 0,4-2,3 g/l. Drei Einzelwerte von drei unterschiedlichen Patienten waren im Verlauf niedrig normal
(0,45; 0,46; 0,46 g/l), der niedrigste gemessene Wert insgesamt lag bei 0,19 g/l (49 Messpunkte
insgesamt). Der 1gG-Spiegel lag mit 10,04 g/l Mittelwert im Referenzbereich (7-16 g/l). Zwei Patienten
zeigten einen 1gGs-Subklassenmangel. 1gA lag mit 2,4 g/l (0,7-4 g/l) ebenfalls im Referenzbereich. Die
Erhoéhung des IgE-Wertes von 160 kU/I ergab sich aus erhéhten Werten von fiinf Patienten (100; 162;
282; 293; 188 kU/I), ohne diese betrug der Mittelwert 31,8 kU/I und bewegte sich somit im Normbereich.
Vier dieser finf Patienten litten an multiplen Allergien bzw. zeigten eine atopische Diathese, der fiinfte
litt an unklaren rez. Hautekzemen. Bei drei weiteren von Allergien betroffenen Patienten wurden

hingegen normwertige IgE-Spiegel gemessen.
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Abbildung 10: IgM-Serumspiegel im Verlauf. Es wurden der Wert bei Erstvorstellung (1.) sowie die zwei Folgewerte (2. und
3.) in mindestens 3-monatigen Abstanden erfasst. Die gestrichelte Linie markiert die Untergrenze des Referenzbereichs (0,4-2,3
g/l). n=12.

Die Verlaufskurven der 1lgM-Serumspiegel in Abb. 10 zeigen eine weitestgehend konstant erniedrigte

Konzentration  des  Antikorpers  mit  individuell  geringer =~ Schwankungsbreite.  Drei
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Einzelwertbestimmungen lagen im niedrigen Referenzbereich, jedoch bei erniedrigten Zweit- und
Drittbestimmungen.

4.2 Phanotypische Charakterisierung von Lymphozyten und dendritischen Zellen

Um den lymphozytéren Phanotyp der einzelnen SIgMID-Patienten und somit auch die Verteilung der
Haupt- und Subpopulationen von B- und T-Zellen im Patientenkollektiv zu ermitteln, wurde eine
durchflusszytometrische Analyse von PBMCs durchgefiihrt, denn mdogliche Abweichungen von
Populationsverteilung oder -zellzahlen konnten von pathogenetischer Relevanz sein. Das
Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf der Untersuchung der B-Zellen mit ihren Subpopulationen. Neben
den Lymphozyten wurden auch dendritische Zellen untersucht.

Im Rahmen der ambulanten Patientenvorstellung wurde unter anderem ein Differentialblutbild erstellt,
das in diesem Zusammenhang mit betrachtet wird. Auch die Berechnung absoluter Zellzahlen aus den
eigenen Messungen beruht auf diesen Bestimmungen. Bis zu elf Patienten wurden in die Analysen

eingeschlossen, sie waren Teil der in 4.1 beschriebenen Kohorte.

421 Differentialblutbild

Es wurden die Zahlen der Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile,
Basophile und unreife) in einem externen Labor bestimmt. Die Gesamtleukozytenzahlen zeigten keine
wesentlichen gquantitativen Abweichungen bei SlgMID-Patienten (n=11) im Vergleich zu den gesunden
Kontrollprobanden (n=13). Sie lagen bei den Patienten im Durchschnitt bei 6,4 Zellen/nl im Vergleich zu
5,8 bei den Kontrollprobanden (s. Abb 11, A). Lymphozyten- und Monozytenzahlen zeigten keine
wesentlichen Abweichungen zwischen den beiden Gruppen. Lediglich ein Patient zeigte erniedrigte
Werte flr die Gesamtlymphozytenzahl, dies schlug sich auch in den B- und T-Zellwerten nieder (siehe
4.3.2), wo jeweils der niedrigste Messwert auf ihn entfiel. Die Granulozytenwerte waren insgesamt
unauffallig, Neutrophile lagen bei den Patienten im Mittel mit 3,9 Zellen/nl leicht Gber dem Mittleren-

Kontroll-Wert von 3,2 (nicht dargestellt). Keine der Unterschiede waren statistisch signifikant.
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Abbildung 11: Zellzahlen von Leukozyten, B-, T- und dendritischen Zellen im peripheren Blut. Lymphozyten und
Monozyten wurden durchflusszytometrisch bestimmt (A). CD19* B-Zellen (B), CD3* T-Zellen mit der Aufteilung in CD4" T-
Helfer-Zeller und CD8" zytotoxische T-Zellen (C), myeloide (mDZ) und plasmazytoide dendritische Zellen (pDZ) (D) wurden
bei Patienten (n=11) und Kontrollprobanden (n=13) aus isolierten PBMCs durchflusszytometrisch bestimmt und die
Konzentrationen im peripheren Vollblut berechnet. Werte der Kontrollprobanden sind als Kreise, der SIgMID-Patienten als
Quadrate dargestellt. Striche und Balken kennzeichnen die mittlere Zellzahl + SEM.

4.2.2 Lymphozytare Hauptpopulationen und dendritische Zellen

Um mogliche Storungen in der Leukozytenhomoostase zu erkennen, wurden aufbauend auf dem
Differentialblutbild die Hauptpopulationen der Lymphozyten und dendritische Zellen von SIgMID-
Patienten und gesunden Kontrollprobanden verglichen, dies zeigt Abb. 11, B-D. Die Isolierung der
PBMCs zur durchflusszytometrischen Analyse erfolgte aus den selben Blutproben, mit denen das
Differentialblutbild extern angefertigt wurde, was eine Berechnung absoluter Zellzahlen auch fur die B-,

T- und dendritischen Zellen erméglichte.

Mit einer Streuungsbreite zwischen 17 und 235 Zellen/ul Blut bei den Patienten war die B-Zell-Zahl recht
variabel, was sich bei den Kontrollprobanden jedoch in vergleichbarer Weise zeigte.

Die T-Zell-Zahlen zeigten sich insgesamt ebenfalls ohne nennenswerte Abweichungen, auch in der
Aufteilung in CD4" Helfer- und CD8" zytotoxische T-Zellen. Nicht gezeigt ist das Verhaltnis der
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Zellzahlen/ul Blut von CD4/CD8" T-Zellen, das bei Patienten und gesunden Kontrollen bestimmt wurde.
Es lag im Mittel bei 3,47 (Kontrollen) und 2,91 (SIgMID) (Median 2,57 und 2,54) und war damit weder
verschoben noch im Vergleich signifikant unterschiedlich.

Uber die Expression der Marker CD303 und CD11c konnten plasmazytoide und myeloide dendritische
Zellen identifiziert werden. Die Bestimmung der dendritischen Zellen zeigte neben einer etwas grofieren
Spannweite vergleichbare Mittelwerte fur beide Subpopulationen.

Alle in Abb. 11 dargestellten Werte zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen gesunden
Kontrollprobanden und SIgMID-Patienten.

4.2.3 T-Zell-Subpopulationen

Zur Uberpriifung rein quantitativer Auffalligkeiten wurden aus PBMCs jeweils fiir CD4" T-Helfer-Zellen
und CD8" zytotoxische T-Zellen Zentrale- (ZG) und Effektor-Gedachtnis-Zellen (EG) sowie naive T-
Zellen identifiziert.

Zellzahlen und Streuungsbreite waren bei allen Subpopulationen vergleichbar, wie Abb. 12 zeigt.
Lediglich bei den EG und Naiven der zytotoxischen T-Zellen zeigten sich fir einige wenige SIgMID-
Patienten leicht verminderte Werte.

Es gab keine signifikanten Zellzahlunterschiede der T-Zell-Subpopulationen zwischen Gesunden und
Patienten.
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Abbildung 12: Zellzahlen der T-Zell-Subpopulationen im peripheren Blut. Fiir CD4" T-Helfer-Zellen und CD8"
zytotoxische T-Zellen wurden jeweils die Subpopulationen CD45RA'CCR7" zentrale Gedachtnis-T-Zellen (ZG), CD45RA
CCR7" Effektor-Gedéchtnis-T-Zellen (EG) und CD45RA'CCR7" naive T-Zellen aus PBMCs durchflusszytometrisch bestimmt
und die Konzentrationen im peripheren Vollblut von Patienten (n=8) und Kontrollprobanden (n=7) berechnet. Werte der
Kontrollprobanden sind als Kreise, der SigMID-Patienten als Quadrate dargestellt. Striche und Balken kennzeichnen die mittlere
Zellzahl = SEM.
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4.2.4 Verteilung der B-Zell-Subpopulationen

Um eine moglichst umfassende Charakterisierung der B-Zellen des peripheren Blutes unter quantitativen
und somit auch schon bedingt funktionellen Gesichtspunkten zu erreichen, wurden folgende
Subpopulationen erfasst: Transitionale, Naive, Marginalzonen-&hnliche, Doppelt-negative, Isotyp-
gewechselte, B1-B-Zellen sowie Plasmablasten. Fir die Ergebnisse s. Abb. 13.

Signifikant waren die Erhéhungen der Zellzahlen von MZ-éhnlichen B-Zellen mit 17 + 3,6 Zellen/ul
gegeniiber 6,4 + 1,8 Zellen/ul bei den Kontrollprobanden (p=0,021). Auch die Transitionalen B-Zellen
zeigten sich signifikant vermehrt im peripheren Blut der Patienten, das Mittel lag bei 4,4 + 0,5 Zellen/ul
im Vergleich zu 2,2 £ 0,6 Zellen/ul bei den Gesunden (p=0,0106).

Bei den weiteren Subpopulationen zeigten sich vereinzelte Abweichungen bei den Patienten: Naive B-
Zellen waren bei drei Patienten erhoht, dadurch auch im Mittel etwas angehoben. Ein &hnliches Bild
zeigte sich bei den Isotyp-gewechselten GZ, DN B-Zellen und Plasmablasten. Bei Letzteren ist auch die
Messung von zwei erniedrigten Werten erwahnenswert. Signifikanzen wurden durch die einzelnen
Abweichler nicht erreicht. Auch der Mittelwert der B1-B-Zellen war gegenuiber den gesunden Kontrollen

leicht erhoht, jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 13: Zellzahlen der B-Zell-Subpopulationen im peripheren Blut. Aus CD19* B-Zellen wurden acht verschiedene
Subpopulationen von SIgMID-Patienten (n=11) und Kontrollprobanden (n=12-13) bestimmt: CD27 1gD*CD38*CD24"" Naive,
CD27°IgD* MZ-ahnliche, CD27*1gD" Isotyp-gewechselte GZ, CD27*IgD IgM* IgM-only GZ, CD27'1gD" DN, CD38"CD24"
Plasmablasten, CD27'1gD*CD38"CD24" Transitionale, CD20*CD27'CD43'CD70" B1-B-Zellen. Die Bestimmung erfolgte
durchflusszytometrisch aus PBMCs, die Konzentrationen wurden fiir peripheres Vollblut berechnet. MZ-dhnliche =
Marginalzonen-ahnliche B-Zellen; Isotyp-gew. = Isotyp-gewechselt; GZ = Geddchtnis-B-Zellen; DN = Doppelt-negative B-
Zellen. Werte der Kontrollprobanden sind als Kreise, der SIgMID-Patienten als Quadrate dargestellt. Striche und Balken
kennzeichnen die mittlere Zellzahl = SEM. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen SIigMID-Patienten und
Kontrollprobanden sind dargestellt (*p<0,05).
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4.2.5 IgM-Expression der Gesamt-B-Zellen

Der Anteil oberflachlich IgM-exprimierender B-Zellen ist in Abb. 14, A dargestellt. Im Mittel waren 73,5
% der Gesamt-B-Zellen der Patienten und 72,4 % der Kontrollprobanden IgM®. Der nach unten
abweichende Einzelwert von 44 % erklart sich durch einen niedrigen Anteil an Naiven und MZ-&hnlichen
B-Zellen bei diesem Patienten.

Auf den IgM™ B-Zellen wurde die Expressionsdichte des membrangebundenen IgM durch die Ermittlung
der IgM-abhangigen Mittleren Fluoreszenzintensitdt (MFI) untersucht. Anders als beim Nachweis der
verschiedenen Marker (s. unten) wurde fur die extrazellulare IgM-Farbung keine Isotypkontrolle
eingesetzt, was die Abhéngigkeit der Messergebnisse von Kompensations- und Lasereinstellungen des
Durchflusszytometers erhoht.

Die gemessenen MFI-Werte zeigen grundsatzlich eine relativ hohe Streuungsbreite, s. Abb. 14, B. Die
Oberflachen-lgM-Expression der IgM™ B-Zellen der Patienten war signifikant erniedrigt. Die Mittelwerte
lagen bei 36.242 fur die Kontrollprobanden und 23.942 fir die SIgMID-Patienten (p=0,0276).
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Abbildung 14: IgM-Expression der Gesamt-B-Zellen. Der Anteil oberflichlich IgM-exprimierender CD19" B-Zellen (A)
wurde durchflusszytometrisch bestimmt; ebenso die IgM-Expressionsdichte auf IgM* B-Zellen (B), die (iber die IlgM-assoziierte
Mittlere Fluoreszenzaktivitat (MFI) ermittelt wurde. Kontrollprobanden n=13; SIgMID n=12. Werte der Kontrollprobanden sind
als Kreise, der SIgMID-Patienten als Quadrate dargestellt. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert + SEM. Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen SIgMID-Patienten und Kontrollprobanden sind dargestellt (*p<0,05).

4.2.6 IgM-Expression der B-Zell-Subpopulationen

Der signifikante Unterschied in der IgM-Expressionsdichte der IgM* Gesamt-B-Zellen lieR die Frage
aufkommen, wie sich das verminderte Oberflachen-IgM in den B-Zell-Subpopulationen widerspiegelt. In
einem explorativen Ansatz konnte fiir vier der in 4.2.6 untersuchten Patienten die IgM-Expression auf

Subpopulationsebene ermittelt werden.
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Die IgM* Anteile der einzelnen Subpopulationen zeigten sich weitestgehend ohne nennenswerte
Unterschiede. MZ-ghnliche, Naive und Transitionale exprimierten erwartungsgeméal zu nahezu 100 %
IgM. Einzig die DN zeigten im Mittel mit 23,7 % einen statistisch signifikant geringeren Anteil IgM*
Zellen gegeniiber 47,7 % der Gesunden. Eine etwas hohere Streuungsbreite beim Anteil der

Plasmablasten der Gesunden fiel ebenfalls auf.

Die IgM-Expressionsdichte auf den IgM* B-Zellen der Subpopulationen war bei den SigMID-Patienten
im Vergleich mit den Kontrollen unauffallig. Einzig flr die DN B-Zellen lasst sich eine Tendenz zur
reduzierten IgM-Expression festhalten. Bemerkenswert ist auch die hohe Expressionsdichte der DN B-
Zellen im Vergleich zu den anderen Subpopulationen, nur die Transitionalen zeigten im Durchschnitt eine

hohere Dichte. Keine der Abweichungen waren statistisch signifikant.
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Abbildung 15: IgM-Expression der B-Zell-Subpopulationen. Der Anteil oberflachlich IgM-exprimierender B-Zellen
innerhalb der Subpopulationen wurde durchflusszytometrisch bestimmt (A). Die IgM-Expressionsdichte auf IgM* B-Zellen der
Subpopulationen wurde Uber die IgM-assoziierte Mittlere Fluoreszenzaktivitat (MFI) ermittelt (B). Kontrollprobanden n=9;
SIgMID n=4. Isotyp-gew. GZ = Isotyp-gewechselte Gedachtnis-B-Zellen; DN = Doppelt-negative B-Zellen; MZ-dhnliche =
Marginalzonen-ahnliche B-Zellen. Werte der Kontrollprobanden sind als Kreise, der SIgMID-Patienten als Quadrate dargestellt.
Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert + SEM. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen SigMID-Patienten und
Kontrollprobanden sind dargestellt (*p<0,05).

4.2.7 Anteil Marker-exprimierender B-Zellen und Subpopulationen

Zur weiteren phanotypischen Charakterisierung der B-Zellen im peripheren Blut von SIgMID-Patienten
wurde die Expression verschiedener Marker untersucht, die Hinweise zu Reifung (HLA-DR),
Aktivierung und Apoptose (CD86, CD95, CD178), Differenzierung und Uberlebens- (Taci, BAFF-R)
sowie Migrationsverhalten (CXCR3, CXCR4, CXCR5, CCR7) geben kénnen. Diese Analyse des B-Zell-
Status kann moglicherweise vorliegende Storungen der B-Zell-Entwicklung und -Funktion offenlegen,

die mit der symptomatischen IgM-Defizienz mittelbar oder unmittelbar zusammenhangen kénnten.
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Der Anteil CD86-exprimierender Zellen war bei Patienten und Kontrollprobanden relativ grof3en
interindividuellen Schwankungen unterworfen, wie Abb. 16 zeigt. Unterschiede von etwa 40-60 %
fanden sich in allen Populationen. Im Vergleich der beiden Gruppen zeigte sich auf den DN B-Zellen eine
signifikant hohere CD86-Expression (p=0,0256). Auf den Plasmablasten konnten mit Medianwerten von
86,1 (Kontrollprobanden) bzw. 87,9 % (SIgMID) die mit Abstand hdchsten Expressionswerte gemessen

werden.
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Abbildung 16: Expression der Aktivierungs-, Uberlebens- und Differenzierungsmarker CD86, CD95, CD178 und Taci
auf B-Zellen und B-Zell-Subpopulationen. Aus Vollblut isolierte PBMCs wurden mit entsprechenden Antikdrpern markiert,
um B-Zell-Populationen und, unter Verwendung von Isotypkontrollen (Taci: Fluorescence Minus One = FMO-Abgleich), die
dargestellten Marker durchflusszytometrisch detektieren zu kdnnen. Dargestellt ist jeweils der Marker-exprimierende Anteil der
entsprechenden Population in % aller Zellen der Population. Kontrollprobanden n=13-15 bzw. n=5-7 (Taci); SIgMID n=8-11.
Isotyp-gew. = Isotyp-gewechselte; GZ = Gedéchtnis-B-Zellen; DN = Doppelt-negative B-Zellen; MZ-&hnliche = Marginalzonen-
&hnliche B-Zellen. Die Boxen beinhalten die 25. bis 75. Perzentile, der Strich zeigt den Medianwert an, die Balken markieren die
Maximal- und Minimalwerte. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen SlgMID-Patienten und Kontrollprobanden sind
dargestellt (*p<0,05; **p<0,01).

Fur die Expression von CD95 (Fas) konnte ein signifikant erniedrigter Wert fir die MZ-ahnlichen B-

Zellen gemessen werden (p=0,016). Ein tendenziell erhdhter, jedoch nicht signifikanter Wert zeigte sich
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fiir die DN B-Zellen der Patientengruppe. Die Plasmablasten stellten die Subpopulation mit dem hdchsten
Anteil CD95" Zellen, sie lag im Median bei 93,7 (Kontrollprobanden) bzw. 96,4 % (SIgMID).

CD178 (Fas-Ligand) wurde auf allen analysierten Populationen bei den Patienten von einem geringeren
Anteil der Zellen exprimiert. Eine statistische Signifikanz (p=0,0079) ergab sich fiir die MZ-&hnlichen B-
Zellen der Patienten mit einem Median von 11 % im Vergleich zu 26,4 % bei den Kontrollprobanden.

Der Anteil Taci® Zellen zeigte sich fir die MZ-dhnlichen Zellen der Patienten deutlich statistisch
signifikant erniedrigt (p=0,0017). Der Median lag bei 50,8 % im Vergleich zu 90,5 % bei den
Kontrollprobanden. Des Weiteren war bei Plasmablasten und Transitionalen der Patienten ein erhohter

Anteil Taci-exprimierender Zellen zu beobachten, ohne statistisch signifikant zu sein.

Bei der Analyse der Expression des homdostatischen Chemokinrezeptors CCR7 féllt eine weitere
Streuungsbreite der Patientenwerte bei allen Populationen auf, s. Abb. 17. Diese kommt zustande durch
eine Aufspaltung der Patientengruppe in einen Teil mit hoheren, teilweise etwas Uber den
Kontrollprobanden liegenden Werten, und eine Gruppe von hauptséchlich drei Patienten mit niedrigeren
Werten. Die Medianwerte zeigen somit keine relevanten Abweichungen.

Fur den homdostatischen Chemokinrezeptor CXCR4 ergaben sich bei den Patienten gemessen an den
Medianwerten tendenziell etwas hohere Anteile exprimierender Zellen im Vergleich zu den
Kontrollprobanden. Statistisch signifikant (p=0,0073) war ein erhéhter Anteil bei den MZ-ahnlichen mit
einem Median von 94,4 gegeniuber 77,4 %. Auch die Erhéhung bei den IgM-only GZ erreichte eine
statistische Signifikanz (p=0,0127) mit den Medianwerten bei 81,6 bzw. 67 %. Bei den Plasmablasten
bewirkten drei deutlicher erhthte Patientenwerte eine Tendenz nach oben, die (ibrigen Populationen sind
als gleichwertig zu beurteilen.

Die Expression des inflammatorischen Chemokinrezeptors CXCR3 stellte sich im Vergleich von
Patienten und Probanden unaufféllig dar. Einzig ein geringerer Anteil von CXCR3-tragenden MZ-
ahnlichen B-Zellen ist mit einem Median von 15,9 % bei den Patienten im Vergleich zu 37,3 %

erwahnenswert.
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Abbildung 17: Expression der migrationsrelevanten Chemokinrezeptoren CCR7, CXCR4 und CXCR3 auf B-Zellen und
B-Zell-Subpopulationen. Aus Vollblut isolierte PBMCs wurden mit entsprechenden Antikérpern markiert, um B-Zell-
Populationen und, unter Verwendung von Isotypkontrollen, die dargestellten Marker durchflusszytometrisch detektieren zu
kdénnen. Dargestellt ist jeweils der Marker-exprimierende Anteil der entsprechenden Population in % aller Zellen der Population.
Kontrollprobanden n=12-15; SIgMID n=11. Isotyp-gew. = Isotyp-gewechselte; GZ = Geddchtnis-B-Zellen; DN = Doppelt-
negative B-Zellen; MZ-&hnliche = Marginalzonen-ahnliche B-Zellen. Die Boxen beinhalten die 25. bis 75. Perzentile, der Strich
zeigt den Medianwert an, die Balken markieren die Maximal- und Minimalwerte. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen
SIgMID-Patienten und Kontrollprobanden sind dargestellt (*p<0,05; **p<0,01).

Die Analyse der anteiligen Expression der Marker HLA-DR (ein MHC-I1-Molekdl), BAFF-R (Rezeptor
fir Uberlebenssignale) und CXCR5 (homdoostatischer Chemokinrezeptor) auf den bestimmten

Populationen zeigte keine nennenswerten Unterschiede oder Auffalligkeiten zwischen Patienten und

Kontrollprobanden (nicht gezeigt).

4.2.8 Expressionsdichte der Marker auf B-Zellen und Subpopulationen

Auf den Zellen aller zuvor bestimmten B-Zell-Subpopulationen, die einen jeweiligen Marker
exprimierten, wurde die mittlere Fluoreszenzaktivitat dieses Markers durchflusszytometrisch bestimmt.
Bei allen gemessenen Markern (siehe 4.2.8) zeigten sich vergleichbare Werte fir SigMID-Patienten und

Kontrollprobanden. Auffallige Tendenzen oder statistisch signifikante Unterschiede wurden nicht

gemessen (nicht gezeigt).
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4.3  Funktionelle Charakterisierung von PBMCs und B-Zellen

Im Anschluss an sieben verschiedene in vitro Stimulationen wurden die Zellantworten analysiert:
Untersucht wurde die Féhigkeit zur Expansion, Differenzierung und Dynamik innerhalb der B-
Zellsubpopulationen einschlieflich der IgM-Expression, sowie Antikdrpersekretion auf zellularer Ebene.
Im Hinblick auf eine mogliche Beteiligung des T-Zell-Systems an der Pathogenese der SIgMID wurden
Stimulationen mit T-Zell-depletierten und nicht-depletierten PBMCs durchgefiihrt und gleichermafen
ausgewertet, um in der Endbetrachtung auf T-Zell-Einflisse riickschlieRen zu kénnen.

Zwecks differenzierter und individualisierter Analyse der Ergebnisse sind den Messwerten der
Patientengruppe durchgehend patientenspezifische Symbole zugeordnet. Zu den Stimulationsprotokollen
s. 3.4.

43.1 Expansionsverhalten der PBMCs

Aufgrund leicht differierender Ausgangszellzahlen wurden die Werte im Sinne der Vergleichbarkeit als
Prozentwerte der zu Beginn der Stimulation eingesetzten Zellzahlen dargestellt (,,% der Zellzahl an Tag
0%).

Es wurden die lebenden PBMCs nach siebentdgiger Kultur ausgezahlt, s. Abb. 18. Es zeigte sich eine
Abnahme der gemittelten Zellzahlen Uber den Zeitraum der Stimulation, mit Ausnahme der Gesamt-
PBMCs in Vollstimulation. Bei den T-Zell-depletierten PBMCs erwies sich expansiv am schwéchsten
wirksam die Stimulation mit SAC und PWM (Mittelwerte der Kontrollen und SIgMID bei 25,9 bzw. 25
%), gefolgt vom Ansatz ohne Stimulanzien, dem CpG- und dem T-Zellfaktoren-Ansatz (CD40L,
Interleukine). Die Vollstimulation brachte mit 66,7 bzw. 61,4 % der ausgesidten PBMC-Zahl nach
Stimulation die hochsten Expansionswerte.

Die Gesamt-PBMCs lieRen sich ohne Stimulanzien (56,8 bzw. 71,9 %) und in der Vollstimulation (132,1
bzw. 124 %) durchweg besser expandieren als die T-Zell-depletierten. Bei durch einzelne Messwerte
bedingten relativ grof3en Streuungsbreiten zeigte sich im Vergleich der Kontroll- und Patientengruppe ein
weitestgehend gleichwertiges Bild ohne bedeutende Abweichungen der Expansionsfahigkeit fiir beide

Stimulationen.
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Abbildung 18: Expansion von PBMCs unter verschiedenen in vitro Stimulationen von T-Zell-depletierten und Gesamt-
PBMCs. Die Zellen wurden sieben Tage bei 37 °C ohne bzw. unter Zugabe der angegebenen Stimulanzien kultiviert und
anschlieRend mikroskopisch ausgezéhlt. Auf der x-Achse sind die Stimulationsansétze aufgefuhrt, auf der y-Achse ist die
PBMC-Zahl der jeweiligen Stimulation in Prozent der Ausgangs-PBMC-Zahl aufgetragen. Vollstimulation = SAC, PWM, CpG,
CD40L, IL-2, IL-10, IL-21. Kontrollprobanden n=7 bzw. n=3 (SAC, PWM ); SIgMID n=5-7. SAC = Staphylokokkus aureus
Cowan Strain I; PWM = Pokeweed mitogen; CpG = Cytosin-Phosphat-Guanosin-Oligodesoxyribonukleotid; CD40L = Cluster of
Differentiation 40 Ligand; IL = Interleukin. Werte der Kontrollprobanden sind als ausgefiillte Kreise, der SIgMID-Patienten als
ibrige Symbole dargestellt. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert + SEM.

4.3.2 Expansionsverhalten der B-Zellen

Aus der PBMC-Expansion und den durchflusszytomtrischen Daten wurde die CD19" B-Zellzahl nach
Stimulation bestimmt und rechnerisch auf die zu Beginn der Stimulation ausgesate B-Zellzahl bezogen,
die Ergebnisse zeigt Abb. 19.

Die auffalligsten Ergebnisse ergab die B-Zellexpansion mit T-Zellen in der Kultur: Bei den gesunden
Probanden war sie eindeutig am effektivsten (727,8 % + 223,6 %), mit einem T-Zell-assoziierten
mittleren Zugewinn von etwa 570 %. Ganz im Gegensatz zu den meisten Patienten, bei denen die
Zunahme der Expansion unter T-Zelleinfluss im Vergleich zur Vollstimulation T-Zell-depletierter
PBMCs nahezu ausblieb (237,2 % + 120,9 %). Der Unterschied der Mittelwerte beider Gruppen erwies
sich mit einem p-Wert von 0,0530 als annahernd statistisch signifikant. VVon den sechs Kontrollprobanden
fand sich lediglich einer im Bereich der sechs Patienten mit niedrigen Werten, die tbrigen lagen héher.
Einzig Patient 3 zeigte mit 939,6 % ein hoheres Ergebnis als die Ubrigen und lag damit im weiter

gestreuten Bereich der Kontrollprobanden.

Vergleicht man die Effektivitdt der sonstigen Stimulationen untereinander, so zeigt sich die Reihenfolge
wie in 4.3.1 beschrieben: SAC, PWM mit der schwéchsten (Probanden und SIgMID bei 29,5 bzw. 19,4 %)
und die Vollstimulation mit der starksten (155,3 bzw. 149,6 %) B-Zellexpansion bei den T-Zell-

depletierten Ansdtzen. GroRere Mittelwertabweichungen zwischen Kontrollen und Patienten ohne T-
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Zellen wurden bei SAC, PWM (siehe oben) und CpG (89,1 bzw. 70,2 %) gemessen, ohne bei teilweise
niedrigen n-Werten (n=3 bei Kontrollen von SAC, PWM) statistisch signifikant zu sein.

In der Stimulation mit CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 lieR sich bei den Patienten eine Vierergruppe mit
niedrigen Werten abgrenzen, auf diesem Niveau fand sich lediglich ein Kontrollproband. Zwei weitere
Patienten lagen im hoheren Bereich der Kontrollprobanden und Patient 6 hebt sich mit 223,1 % von allen
tibrigen Messwerten ab.
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Abbildung 19: Expansion von B-Zellen unter verschiedenen in vitro Stimulationen von T-Zell-depletierten und Gesamt-
PBMCs. Die Zellen wurden sieben Tage bei 37 °C ohne bzw. unter Zugabe der angegebenen Stimulanzien kultiviert und
anschliefend mikroskopisch ausgezahlt. Auf der x-Achse sind die Stimulationsansétze aufgefiihrt, auf der y-Achse ist die B-
Zellzahl der jeweiligen Stimulation in Prozent der Ausgangs-B-Zellzahl aufgetragen. Vollstimulation = SAC, PWM, CpG,
CDA40L, IL-2, IL-10, IL-21. Kontrollprobanden n=7 bzw. n=3 (SAC, PWM ); SIgMID n=5-7. Werte der Kontrollprobanden sind
als ausgefillte Kreise, der SIgMID-Patienten als tbrige Symbole dargestellt. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert +
SEM.

4.3.3 Verteilung der B-Zell-Subpopulationen nach in vitro Stimulationen

Zum Vergleich ist in den Abbildungen neben den Populationsverhéltnissen nach Stimulation (,,Tag 7%)
auch die Verteilung im peripheren Blut der Probanden und Patienten unmittelbar nach Abnahme bzw. vor

Beginn der Stimulation (,,Tag 0, siche 4.2.4) dargestellt.

T-Zell-depletierte PBMCs

Der Ansatz Ohne Stimulanzien zeigte die Dynamik der B-Zellpopulationen, wenn keine stimulierenden
Agenzien zum Kulturmedium gegeben wurden: GZ, MZ und Naive stellten wie an Tag 0 die starksten
Populationen, eine Differenzierung in Richtung Plasmablasten fand kaum statt. Statistisch signifikante

Unterschiede waren nicht zu beobachten.
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Abbildung 20: Die Verteilung der B-Zell-Subpopulationen nach verschiedenen in vitro Stimulationen von T-Zell-
depletierten PBMCs. Die Zellen von SlgMID-Patienten und Kontrollprobanden wurden nach CD3" T-Zell-Depletion fiir sieben
Tage bei 37 °C ohne bzw. unter Zugabe der verschiedenen Stimulanzien kultiviert, anschlieBend mikroskopisch ausgezéhlt und
durchflusszytometrisch analysiert. Auf der y-Achse ist die Zellzahl im peripheren Blut vor Stimulation (Titel Tag 0) bzw. die B-
Zellzahl nach der jeweiligen Stimulation in Prozent der Ausgangs-B-Zellzahl (Titel Tag 7) aufgetragen. Vollstimulation = SAC,
PWM, CpG, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21. Fir Tag 7: Kontrollprobanden n=6-7 bzw. n=3 (SAC, PWM); SIgMID n=5-6. Isotyp-
gew. GZ = Isotyp-gewechselte Gedachtnis-B-Zellen; DN = Doppelt-negative B-Zellen; MZ-ghnliche = Marginalzonen-ghnliche
B-Zellen. Logarithmisch nicht darstellbare Nullwerte in SAC, PWM (1x SIgMID Plasmablast). Werte der Kontrollprobanden
sind als ausgefillte Kreise, der SIgMID-Patienten als ibrige Symbole dargestellt. Striche und Balken kennzeichnen den
Mittelwert £ SEM. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen SIgMID-Patienten und Kontrollprobanden sind dargestellt

(*p<0,05; **p=<0,01).
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Im Ansatz SAC, PWM zeigte sich eine dem Ansatz Ohne Stimulanzien vergleichbare B-Zellantwort. Bei
lediglich drei Kontrollwerten gab es keine relevanten Unterschiede zwischen den beiden
Vergleichsgruppen zu benennen.

Die Stimulation mit CpG bewirkte eine deutliche quantitative und qualitative Verschiebung der B-
Zellverteilung ausgehend von ,,Tag 0. Die Patienten wiesen statistisch signifikant weniger GZ (13,7 +
2,9 %; p=0,0140) und etwas geringere Plasmablastenzahlen (19,2 %) auf. Bei den Probanden machten die
GZ im Mittel den gréBten Anteil aus (27,6 + 3,9 %) gefolgt von den Plasmablasten (24,9 %), wahrend bei
den Patienten die Plasmablasten vor den GZ lagen. Die weiteren Subpopulationen zeigten sich
unauffallig.

Der Stimulationsansatz CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 legte diverse Abweichungen offen: GZ, MZ und Naive
waren bei den Patienten statistisch signifikant erniedrigt. Es wurden weniger GZ bei den Patienten (8,2 +
1,6 %) gegentber den Probanden (17,7 £ 2,6 %) gemessen (p=0,0043); ebenso MZ (9,1 + 3 bzw. 1,6 £
0,4 %; p=0,0022) und Naive (7,8 + 2,2 bzw. 2,3 = 0,4 %; p=0,0152). DN waren tendenziell ebenfalls
erniedrigt. Die grote Population stellten bei Probanden und Patienten die Plasmablasten (35 + 9,6 bzw.
56,6 + 27,1 %). Bei deutlicher Erhdhung des Mittelwertes der Patienten lag keine Signifikanz vor, da sich
die Messwerte der Patienten gruppenartig in drei niedrige, unterhalb der Kontrollwerte liegende, und drei
hohere Werte aufteilten.

In der Vollstimulation zeigte sich ein deutliches Bild bei Probanden und Patienten im Sinne der
Differenzierung hin zu Plasmazellen (93,5 bzw. 102 %) und der Abnahme IgD-exprimierender Zellen
(MZ, Naive) auf Werte unter 4 %. Die einzige nennenswerte Abweichung zeigte sich in einer
Erniedrigung bei den GZ der Patienten mit 28,2 % im Mittel gegentiber 46,3 %.

In der Zusammenschau der obigen Beschreibungen kann man mit Blick auf die drei aussagekraftigsten
Ansitze CpG, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 und Vollstimulation festhalten, dass die GZ die auffélligste
Subpopulation bei den Patienten bildeten. Sie zeigten sich bei allen drei Ansdtzen erniedrigt, in zwei
Fallen signifikant. DN und MZ zeigten, am deutlichsten im Ansatz CD40L, IL-2, IL-10, IL-21, ebenfalls
niedrigere Werte, die sich jedoch meist im Bereich unter 10 % bewegten und somit einen vergleichsweise
kleinen Teil der Gesamt-B-Zellen ausmachten mit entsprechend geringeren Differenzwerten. Die
Plasmablasten lieRen keinen eindeutigen Trend erkennen. Am auffélligsten war hier die Aufspaltung der
Patientengruppe im Ansatz CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 in einen Teil mit erniedrigten und einen Teil mit

hohen Zellzahlen.

Gesamt-PBMCs
Das Bild der Subpopulationsverteilung nach Vollstimulation unter T-Zell-Einfluss zeigte sich passend zur

eingeschrankten Expansion der Gesamt-B-Zellen (s. 4.3.2), wie Abb. 21 zeigt. Erniedrigte Zellzahlen der

62



Probanden und Patienten waren bei allen Populationen erkennbar: So lag der Mittelwert der Probanden
fur Plasmablasten bei 4345 % und fir die Patienten bei 152,2 %, was den Grofteil des
Expansionsdefizits ausmacht. Der Unterschied war mit p=0,0513 fast statistisch signifikant. Die
schwachere Expansion der Patienten-B-Zellen zeigte sich weiterhin in den Zahlen der GZ (216,4 bzw.
81,5 %) und DN (58 bzw. 20,5 %), sowie im fur die Gesamtzellzahl kaum noch bedeutenden Bereich bei
Naiven (5,4 bzw. 1,5 %) und statistisch signifikant bei den MZ (13 £ 2,8 bzw. 2,2 + 1 %; p=0,0047).
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Abbildung 21: Die Verteilung der B-Zell-Subpopulationen nach in vitro Stimulation von Gesamt-PBMCs. Die Zellen von
SIgMID-Patienten und Kontrollprobanden wurden fiir sieben Tage bei 37 °C mit und ohne Zugabe der Stimulanzien SAC, PWM,
CpG, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 (Vollstimulation) kultiviert und anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert. Auf der y-
Achse ist die Zellzahl im peripheren Blut vor Stimulation (Titel Tag 0) bzw. die B-Zellzahl nach Stimulation in Prozent der
Ausgangs-B-Zellzahl (Titel Tag 7) aufgetragen. Fur Tag 7: Kontrollprobanden n=7; SIgMID n=6. Isotyp-gew. GZ = Isotyp-
gewechselte Geddchtnis-B-Zellen; DN = Doppelt-negative B-Zellen; MZ-dhnliche = Marginalzonen-&hnliche B-Zellen.
Logarithmisch nicht darstellbare Nullwerte in der Vollstimulation (1x SIgMID MZ, 1x Kontrolle Naive). Werte der
Kontrollprobanden sind als ausgefiillte Kreise, der SlgMID-Patienten als Ubrige Symbole dargestellt. Striche und Balken
kennzeichnen den Mittelwert £ SEM. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen SlgMID-Patienten und Kontrollprobanden
sind dargestellt (*p<0,05; **p<0,01).
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4.3.4 IgM-Expression nach in vitro Stimulationen

Es wurde der Anteil oberflachlich IgM-exprimierender Zellen nachgewiesen (s. Abb. 22). Die MZ und
Naiven zeigten nach allen Stimulationen eine IgM-Expression im Bereich gegen 100%, einzelne
Abweichungen unter 90% bildeten die Ausnahme. Auf sie wird im Folgenden aus diesem Grund nicht
gesondert eingegangen.

T-Zell-depletierte PBMCs

Der deutlichste Befund zeigte sich nach Stimulation mit CD40L, IL-2, IL-10, IL-21: ein statistisch
signifikant verringerter Anteil IgM* B-Zellen (48,1 + 52 bzw. 23,7 + 8,4 %; p=0,0360). Das
Zustandekommen der verringerten IgM-Expression erklart sich zum einen durch geringere Anteile IgM”*
GZ und DN, zum anderen durch den geringeren Anteil an MZ und Naiven nach dieser Stimulation (s.
Abb. 20), die als IgM-tragende Zellen einen wichtigen Teil der gesamten IgM™ B-Zellpopulation bilden.
Der Ansatz Ohne Stimulanzien hatte kaum einen Effekt auf die extrazellulare IgM-Expression im
Vergleich zum Ausgangsbild vor Stimulation. Lediglich die DN zeigten leicht gestiegene Werte.
Zwischen Probanden und Patienten waren insgesamt keine bedeutenden Unterschiede zu beobachten.
Auch der Ansatz SAC, PWM zeigte bei den Probanden keine deutlichen Unterschiede im Vergleich zur
IgM-Expression an ,,Tag 0. Einige Patienten hatten jedoch einen erniedrigten Anteil IgM-exprimierender
B-Zellen insgesamt, wobei die groRte Differenz auf DN (63,9 bzw. 45,5 %) und GZ (34,6 £ 2,8 bzw. 20 +
4,1 %) entfiel. Letztere zeigten sogar statistische Signifikanz (p=0,0303).

Der Ansatz CpG bewirkte als einziger eine durchgehend unauffallige IgM-Expression bei den Probanden.
Der Anteil IgM* B-Zellen lag bei Probanden und Patienten mit 71,7 bzw. 72,4 % so hoch wie nach keiner
anderen Stimulation und knapp tber den Werten vor Stimulation.

Aus der Vollstimulation ergab sich ein recht gleichwertiger Anteil IgM* Gesamt- und DN B-Zellen bei
Probanden und Patienten. Die Plasmablasten zeigten einen im unteren Bereich der Probanden gelegenen

IgM™ Anteil, die GZ waren im Mittel reduziert.

Betrachtet man die IgM-Expression der Subpopulationen mit Blick auf die vier Stimulationsansatze, so
ist der reduzierte Anteil IgM* GZ und DN durchgehend am auffalligsten. Die Stimulation mit CpG im
Vergleich zu den tbrigen Stimulationen, wie auch in Bezug auf die beiden Gruppen, konnte am ehesten
das Bestehen bzw. die Differenzierung IgM-exprimierender Zellen bei Probanden und Patienten

gleichermalen bewirken.

64



Tag 0 - Vor Stimulation Tag 7 - Ohne Stimulanzien

1001 1001
"y A W s, L 2 ®  Kontrolle
4 Yy .
g0 *"® o - 80- o . ] Patient 1
B .;.qr . =S . © A Patient2
c . £ e '{ v Patient 3
- - o
§ 60 g § € ':' F * Patient 4
= = e -
i o™ Ly b 5 puens
S [ . o . s (] 3
2 204 k2 a2 2 204 A
° . L) ®
® C L
C T T T T T T T C T T T T T T
ARy & & d T
QQ? N N &\(\\ S © & N N X\Q\ S
\\Qo 6&0 g @,\/;’b é\c) & é& *QQ é\/yzy
A %o\ N 19 o@ %o\
4 N Q N
Tag 7 - SAC, PWM Tag 7-CpG
100- 100- o
g YA L. -
v
S 804 . . v X 804 ':f o® '-E
= ;A. It = %A ol m
= 604 40 c 601 '.L . o
i) O * Q ooe .
= e L]
I S S | S ) . £
+ g = v +
= . . * = o
2 904 v 'I' v ? 2 704 .
(;t; o
ol —** . . . 01— . . . . .
& & T ¢ W© & & T ¢ W
S & & & &9
R & R &
2 \O 90\ [2 NG (90\
Q N < N
Tag 7 - CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 Tag 7 - Vollstimulation
100+ - i A 100+ *® =i
* N o
s 801 . g 804 *y e
£ . £ M ;I- Y
c 604 o™ o? - 604 v
2 -_1_‘ = 2 . 'i.
a
s . . & s . “'i' S O
D 2] e .# ..JI- 2 204 -E .
. Ao o 'o'o{’
ol — = . . . 0l— .D. . .
,0@& (9@‘\ & _@}\Q’ ?}\\@ @@‘ &S o A\é@ ,»3‘
& & & &
> & " & & A
< ; () Q ;
Q;\,?}\ N ~ Q;\,@\ & 6o6 ~

Abbildung 22: Der Anteil oberflachlich IgM-exprimierender B-Zellen und Subpopulationen nach verschiedenen in vitro
Stimulationen von T-Zell-depletierten PBMCs. Die Zellen von SIgMID-Patienten und Kontrollprobanden wurden nach CD3*
T-Zell-Depletion fiir sieben Tage bei 37 °C ohne bzw. unter Zugabe der verschiedenen Stimulanzien kultiviert und anschlieend
durchflusszytometrisch analysiert. Fiir Gesamt-B-Zellen und Subpopulationen wurde der %-Anteil IgM* Zellen der jeweiligen
Population ermittelt. Vollstimulation = SAC, PWM, CpG, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21. Fir Tag 7: Kontrollprobanden n=7-9 bzw.
n=5 (SAC, PWM); SIgMID n=5-6. Isotyp-gew. GZ = Isotyp-gewechselte Gedachtnis-B-Zellen; DN = Doppelt-negative B-
Zellen; MZ-ghnliche = Marginalzonen-ahnliche B-Zellen. Werte der Kontrollprobanden sind als ausgefiillte Kreise, der SIgMID-
Patienten als (ibrige Symbole dargestellt. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert £ SEM. Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen SIgMID-Patienten und Kontrollprobanden sind dargestellt (*p<0,05).
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Gesamt-PBMCs

Die Vollstimulation mit T-Zellen in der Kultur bewirkte bei den B-Zellen insgesamt und bei den
einzelnen Subpopulationen einen hoheren Anteil IgM* Zellen als die Vollstimulation ohne T-Zellen, dies
galt besonders fiir die Probanden (s. Abb. 23). Bei der Patientengruppe konnte dieser Effekt nicht bei
allen Subpopulationen festgestellt werden und teilweise sogar niedrigere IgM* Anteile unter T-
Zelleinfluss (GZ, DN) bedingten starkere Abweichungen der IgM-Expression zwischen den beiden
Gruppen: Die Probanden hatten im Mittel statistisch signifikant héhere Anteile IgM™ B-Zellen als die
Patienten (47,2 = 4,6 bzw. 28,8 + 6,8 %; p=0,0426). Dies zeigte sich ebenfalls mit statistischer

Signifikanz bei den DN (77,3 £ 5 bzw. 41,6 = 11,6 %; p=0,0293), tendenziell bei den GZ (59,8 bzw. 30,1
%) und den Plasmablasten.
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Abbildung 23: Der Anteil oberflachlich IgM-exprimierender B-Zellen und Subpopulationen nach in vitro Stimulation von
Gesamt-PBMCs. Die Zellen von SIgMID-Patienten und Kontrollprobanden wurden fiir sieben Tage bei 37 °C mit und ohne
Zugabe der Stimulanzien SAC, PWM, CpG, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 (Vollstimulation) kultiviert und anschliefend
durchflusszytometrisch analysiert. Fiir Gesamt-B-Zellen und Subpopulationen wurde der %-Anteil IgM* Zellen der jeweiligen
Population ermittelt. Fir Tag 7: Kontrollprobanden n=7-8; SIgMID n=6. Isotyp-gew. GZ = Isotyp-gewechselte Gedachtnis-B-
Zellen; DN = Doppelt-negative B-Zellen; MZ-&hnliche = Marginalzonen-&hnliche B-Zellen. Werte der Kontrollprobanden sind
als ausgefllte Kreise, der SIgMID-Patienten als tibrige Symbole dargestellt. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert +
SEM. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen SIgMID-Patienten und Kontrollprobanden sind dargestellt (*p<0,05).
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Im Ansatz Ohne Stimulanzien zeigte sich eine IgM-Expression, wie sie in vergleichbarer Weise vor
Stimulation bestand, ohne relevantere Abweichungen zwischen Probanden und Patienten.

4.35 Intrazelluldre IgM-Expression nach in vitro Stimulationen

Die Stimulationen (hier die Vollstimulationen) erfolgten wie oben beschrieben mit T-Zell-depletierten
und Gesamt-PBMCs. Zur durchflusszytometrischen Analyse der IgM-spezifischen mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) der CD19°IgM" B-Zellen wurde ein Teil der Zellen anschlieRend der

intrazellularen IgM-Farbung zugefihrt.

Die poststimulatorische intrazellulare IgM-Expression war im Gesamtbild unauffallig (s. Abb. 24). Nach
der Stimulation T-Zell-depletierter PBMCs zeigten die IgM™ B-Zellen von Probanden und Patienten im
Mittel und auch im Einzelabgleich vergleichbare IgM-assoziierte MFI (96929 bzw. 111678). Die
Stimulation mit Gesamt-PBMCs ergab bei insgesamt etwas niedrigeren Werten bei Probanden und
Patienten (75847 bzw. 101047) ein &hnliches Bild, wobei die Differenz der Mittelwerte vor allem durch
die héheren Werte der Patienten 2 und 5 bedingt war.
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Abbildung 24: Mittlere intrazelluldre IlgM-Fluoreszenzintensititen der IgM™ B-Zellen nach in vitro Stimulation. T-Zell-
depletierte und Gesamt-PBMCs wurden nach siebentégiger Kultur bei 37 °C (mit SAC, PWM, CpG, CD40L, IL-2, IL-10, I1L-21)
fixiert und permeabilisiert, um nach Farbung mit Anti-lgM-Antikorpern durchflusszytometrisch die IgM-assoziierte Mittlere
Fluoreszenzaktivitat (MFI) der CD19"IgM* B-Zellen zu bestimmen. Kontrollprobanden n=9; SIgMID n=6. T-Zell-depl. = T-
Zell-depletiert. Werte der Kontrollprobanden sind als ausgefiillte Kreise, der SIgMID-Patienten als sonstige Symbole dargestellt.
Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert + SEM.
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4.3.6 Antikorper-sezernierende Zellen nach in vitro Stimulationen im ELISpot-Verfahren

Es wurden Zellen nachgewiesen, die unspezifische IgM, IgA und 1gG (4.3.5.1 und 4.3.5.2) sowie PnPs-
und Tetanustoxoid-spezifische IgM und 1gG (4.3.5.3 und 4.3.5.4) sezernierten. Die Auszahlung erfolgte
in Form sog. Spots, diese stehen in der vorliegenden Untersuchung fur einzelne oder zusammenhéngende
Zellen, die den nachzuweisenden Ig-Isotyp sezerniert haben, also Antikdrper-sezenierende Zellen (ASZ).

Spots und ASZ werden hier vereinfachend synonym verwendet.

Die Zellen fur dieses Experiment stammten aus den zuvor besprochenen in vitro Stimulationen. Fur die
Durchfilhrung des Assays wurden stets gleiche Zellzahlen eingesetzt, anhand der ebenfalls
durchgefuhrten Durchflusszytometrie mit Ermittlung des B-Zell-Anteils konnten die Spot-Zahlen dann
auf eine definierte B-Zellzahl (hier 10°) bezogen werden, um Abweichungen in der Zusammensetzung
der PBMCs zu nivellieren. Die BezugsgréRe war zum einen die B-Zellzahl nach durchgefihrter
Stimulation (Tag 7), um die Sekretionsleistung der B-Zellen ungeachtet vorangegangener Proliferations-
und Apoptosegeschehen isoliert zu betrachten. Zum anderen wurden die Spot-Zahlen auf die B-Zellzahl
zu Beginn der Stimulation (Tag 0) bezogen, um das Expansionsverhalten zu inkludieren und somit ein in-

vivo-néheres Szenario zu simulieren bzw. das tatséchliche quantitative Outcome zu ermitteln.

43.6.1 ASZ nach in vitro Stimulationen

In diesem Abschnitt wird die ASZ-Differenzierung unabh&ngig von der Expansionsleistung in Bezug auf
die B-Zellzahlen nach Stimulation (Tag 7) betrachtet.

T-Zell-depletierte PBMCs

Probanden und Patienten zeigten insgesamt kaum relevante Unterschiede im ASZ-Anteil der B-Zellen
nach den Stimulationen.

Im Kontrollansatz Ohne Stimulanzien konnten ASZ aller Isotyp-Klassen nachgewiesen werden (s. Abb.
25). Probanden und Patienten zeigten durchweg vergleichbare Werte, die Rate der IgM-ASZ lag bei 3669
bzw. 2760 pro 10° B-Zellen an Tag 7 und damit im Vergleich zu den weiteren Stimulationen sehr niedrig,
gleiches gilt fiir IgA und IgG.

In der Stimulation SAC, PWM wurden ebenfalls Ig der drei Isotypen nachgewiesen (IgA mit Probanden
n=2 nicht gezeigt) ohne dass Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen feststellbar wurden.

Die Stimulation mit CpG zeigte eine eindeutige Préferenz fur die Bildung von IgM-ASZ. Probanden und
Patienten lagen hier in etwa auf einem Niveau (167.206 bzw. 183.370 ASZ/10°), wahrend IgA- und IgG-

ASZ von beiden Gruppen gleichermalRen in geringerem Umfang ausgebildet wurden.
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Nach CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 zeigte sich 1gG als stérkster Isotyp mit hoherem Mittelwert und groferer
Streuungsbreite bei den Patienten (141.801 bzw. 236.754 ASZ/10°). Auch die Werte fiir IgM und 1gA
waren bei den Patienten mit erneut groRerer Streuungsbreite im Vergleich etwas héher (IgM 8.082 bzw.
19.940 ASZ/10°%).
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Abbildung 25: Nachweis unspezifischer Antikérper-sezernierender Zellen (ASZ) der Isotypen IgM, IgA und IgG nach in
vitro Stimulationen CD3" T-Zell-depletierter PBMCs im ELISpot-Verfahren. Die Zellen von SlgMID-Patienten und
Kontrollprobanden wurden nach CD3" T-Zell-Depletion fiir sieben Tage bei 37 °C ohne bzw. unter Zugabe der verschiedenen
Stimulanzien kultiviert und anschlieRend zur CD19" B-Zell-Detektion durchflusszytometrisch analysiert. Per ELISpot wurde die
ASZ-Zahl des jeweiligen Isotyps iiber die Spot-Zahl pro 10° B-Zellen nach Stimulation bestimmt. Vollstimulation = SAC, PWM,
CpG, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21. Kontrollprobanden n=7 bzw. n=3 (SAC, PWM); SIgMID n=6. Werte der Kontrollprobanden
sind als ausgefiillte Kreise, der SlgMID-Patienten als sonstige Symbole dargestellt. Striche und Balken kennzeichnen den
Mittelwert = SEM.
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In der Vollstimulation zeigte sich die effektivste Differenzierung von ASZ fur alle drei Isotypen. Die
Patienten wiesen durchweg héhere Mittelwerte auf, bei IgA (87.967 bzw. 129.884 ASZ/10°% und IgG
(257.106 bzw. 344.586 ASZ/10° am deutlichsten, jedoch nicht statistisch signifikant. IgM lag bei
162.356 bzw. 187.841 ASZ/10°.

Gesamt- PBMCs

Im Kontrollansatz Ohne Stimulanzien konnten ASZ aller Isotyp-Klassen nachgewiesen werden (s. Abb.
26). Die Patienten zeigten dabei durchgehend geringere Anteile von ASZ. Wéhrend die
Mittelwertabweichung bei den IgM-ASZ noch vor allem durch zwei hohe Einzelwerte der Probanden
entstand (13.617 bzw. 4.534 ASZ/10° B-Zellen an Tag 7), war die Tendenz bei den IgA- (18.769 bzw.
6.367 ASZ/10° und 1gG-ASZ (17.545 bzw. 11.145 ASZ/10°% etwas eindeutiger, jedoch statistisch nicht
signifikant.

Nach der Vollstimulation war die Spot-Bildung in beiden Gruppen am Mittelwert gemessen gleich
effektiv. Die IgM-Werte der Patienten zeigten jedoch eine Aufspaltung in hohe (Patient 1, 4) und niedrige
(Patient 2, 3, 6) Werte (Patient 5 aufgrund fehlerhafter durchflusszytometrischer Analyse an Tag 7 nicht
gezeigt). Es wurden ahnlich viele IgM- (254.589 bzw. 244.719 ASZ/10%), IgG- (267.118 bzw. 275.782
ASZ/10°%) und IgA-Spots (72.013 bzw. 94.490 ASZ/10° bei Probanden und Patienten detektiert.
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Abbildung 26: Nachweis unspezifischer Antikérper-sezernierender Zellen (ASZ) der Isotypen IgM, IgA und IgG nach in
vitro Stimulationen von Gesamt-PBMCs im ELISpot-Verfahren. Die Zellen von SIgMID-Patienten und Kontrollprobanden
wurden fiir sieben Tage bei 37 °C ohne bzw. unter Zugabe der Stimulanzien SAC, PWM, CpG, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21
(Vollstimulation) kultiviert und anschlieRend zur CD19* B-Zell-Detektion durchflusszytometrisch analysiert. Per ELISpot wurde
die ASZ-Zahl des jeweiligen Isotyps Gber die Spot-Zahl pro 10° B-Zellen nach Stimulation bestimmt. Kontrollprobanden n=5-7;
SIgMID n=5-6. Werte der Kontrollprobanden sind als ausgefiillte Kreise, der SIgMID-Patienten als sonstige Symbole dargestellt.
Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert + SEM.

In der Gesamtbetrachtung der Stimulationen und Isotypen kann man festhalten, dass Probanden und
Patienten ein weitgehend (gleichartiges Bild abgaben. Ungeachtet der vorangegangenen

Expansionsleistung hatten die B-Zellen von Patienten und Probanden also etwa gleiche Anteile
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unspezifischer ASZ. Besonders unter Beteiligung der T-Zellfaktoren zeigte sich ein gleichwertiger bis
tendenziell erhdhter ASZ-Nachweis bei den Patienten.

Die Vollstimulation mit T-Zellen bewirkte bei den Probanden insgesamt eine etwas effektivere IgM-ASZ-
Bildung im Vergleich zur Vollstimulation ohne T-Zellen. Fur den Patient 1 galt dies ebenfalls, nicht
jedoch fiir die Patienten 2, 3 und 6. Die erhohte 1gG-ASZ-Frequenz der Patienten bei T-Zell-Depletion
war unter T-Zell-Einfluss aufgehoben und ohne den Einfluss weiterer Stimulanzien war die ASZ-Bildung

der Patienten unter T-Zell-Einfluss eingeschrankt.

4.3.6.2 ASZ nach in vitro Stimulationen unter Bertcksichtigung der Expansion

In diesem Abschnitt wird die ASZ-Differenzierung abhéngig von der Expansionsleistung in Bezug auf

die B-Zellzahlen vor Stimulation (Tag 0) betrachtet.

T-Zell-depletierte PBMCs

Wird die Expansion durch Bezugnahme auf die B-Zell-Anteile vor Stimulation mit einbezogen, andert
sich am Gesamtbild der ASZ-Bildung nach Stimulationen T-Zell-depletierter PBMCs nicht viel,
entsprechend der Ausgangsdaten aus ASZ-Frequenz und Expansion (s. 4.3.6.1 und 4.3.2) sind kaum
relevante Abweichungen zwischen Patienten und Probanden zu verzeichnen. Abb. 27 zeigt die Ergebnisse
im Uberblick.

Die Ansdtze Ohne Stimulanzien und SAC, PWM zeigten weiterhin den schwéchsten Effekt auf die ASZ-
Differenzierung, durch die Berlcksichtigung der niedrigen Expansionswerte lagen die Zahlen in &hnlicher
Verteilung wie bei Bezug auf Tag 7, jedoch auf niedrigerem Niveau.

Aufgrund der im Mittel schlechteren Expansion und eines hohen Einzelwertes der Probanden war die
IgM-ASZ-Bildung nach CpG-Stimulation bei den Patienten niedriger (161.075 bzw. 112.408 ASZ/10°),
im Einzelwertabgleich jedoch eher gleichwertig. Auch CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 bewirkte eine
weitgehend ausgeglichene ASZ-Bildung bei Probanden und Patienten.

In der Vollstimulation war die Tendenz der Patientengruppe zur oben beschriebenen erhéhten Spot-
Bildung bei Betrachtung unter Einschluss der Expansionsleistung kaum mehr auszumachen. Die IgM-
ASZ-Bildung bewegte sich auf vergleichbarem Niveau (254.584 bzw. 219.115 ASZ/10°), hohe Werte von
Patient 6 bewirkten erhohte Mittelwerte bei IgA und 1gG bei ansonsten gleichwertiger Verteilung.

Keine der genannten Unterschiede waren statistisch signifikant. Im Vergleich der Stimulationseffektivitat

war die Vollstimulation durch die hohen Expansionszahlen weit tiberlegen.
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Ohne Stimulanzien SAC, PWM
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Abbildung 27: Nachweis unspezifischer Antikdrper-sezernierender Zellen (ASZ) der Isotypen IgM, IgA und IgG nach in
vitro Stimulationen CD3" T-Zell-depletierter PBMCs im ELISpot-Verfahren unter Beriicksichtigung der Expansion. Die
Zellen von SlgMID-Patienten und Kontrollprobanden wurden nach CD3* T-Zell-Depletion fiir sieben Tage bei 37 °C ohne bzw.
unter Zugabe der verschiedenen Stimulanzien kultiviert und anschlieRend zur CD19" B-Zell-Detektion durchflusszytometrisch
analysiert. Per ELISpot wurde die ASZ-Zahl des jeweiligen Isotyps iiber die Spot-Zahl pro 10° B-Zellen zu Beginn der
Stimulation bestimmt. Vollstimulation = SAC, PWM, CpG, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21. Kontrollprobanden n=7 bzw. n=3 (SAC,
PWM); SigMID n=6. Werte der Kontrollprobanden sind als ausgefiillte Kreise, der SIgMID-Patienten als sonstige Symbole
dargestellt. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert + SEM.
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Gesamt-PBMCs

In der Differenzierung von IgM- und 19G-ASZ zeigten sich eindeutige Unterschiede zwischen Probanden
und Patienten in der Vollstimulation, s. Abb. 28. Auch bedingt durch einen hohen Einzelwert stand ein
Mittelwert der Kontrollgruppe von 2.175.130 IgM-ASZ/10° B-Zellen an Tag 0 dem Patienten-Mittel von
793.178 ASZ/10° gegeniiber. Besonders wenige ASZ wurden bei den Patienten 2, 4 und 6 gezahlt, die
tibrigen lagen im Bereich der Kontrollgruppe. Der Unterschied war mit p=0,0734 statistisch nicht
signifikant. Dies traf allerdings auf die 19G-ASZ zu: Im Mittel 1.831.610 + 214.488 ASZ/10° der
Probanden waren bei weniger grofler Streuungsbreite als bei vielen zuvor besprochenen Messungen
statistisch signifikant mehr als die 795.111 + 299.687 ASZ/10° der Patienten (p=0,0260). Die IgA-ASZ
waren bei den Patienten tendenziell ebenfalls vermindert.

Dass die grofRen Differenzen zwischen den Vergleichsgruppen, vor allem bei den IgG-ASZ, in erster
Linie auf die niedrigere Expansionsrate der Patienten-B-Zellen zurtickzufuhren sind, wird beim Vergleich
mit dem Bild nach Vollstimulation mit Bezugnahme auf die B-Zellzahl an Tag 7 klar (Abb. 26).
Unterschiede zwischen den Mittelwerten liegen im Ansatz Ohne Stimulanzien zwar vor, sind angesichts
hoher Einzelwerte bei den Probanden aber kaum relevant. Bei vergleichbarer Expansion sind die
Unterschiede hier auf eine teilweise anteilig verminderte ASZ-Differenzierung der Patienten-B-Zellen
bei T-Zell-Beteiligung zurtickzufiihren.
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Abbildung 28: Nachweis unspezifischer Antikdrper-sezernierender Zellen (ASZ) der Isotypen IgM, IgA und IgG nach in
vitro Stimulationen von Gesamt-PBMCs im ELISpot-Verfahren unter Berlcksichtigung der Expansion. Die Zellen von
SIgMID-Patienten und Kontrollprobanden wurden fiir sieben Tage bei 37 °C ohne bzw. unter Zugabe der Stimulanzien SAC,
PWM, CpG, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 (Vollstimulation) kultiviert und anschlieRend zur CD19* B-Zell-Detektion
durchflusszytometrisch analysiert. Per ELISpot wurde die ASZ-Zahl des jeweiligen Isotyps (iber die Spot-Zahl pro 10° B-Zellen
zu Beginn der Stimulation bestimmt. Kontrollprobanden n=6-7; SIgMID n=6. Werte der Kontrollprobanden sind als ausgefullte
Kreise, der SIgMID-Patienten als sonstige Symbole dargestellt. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert £ SEM.
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen SIgMID-Patienten und Kontrollprobanden sind dargestellt (*p<0,05).
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4.3.6.3 PnPS-spezifische ASZ nach in vitro Stimulationen

Es erfolgte der Sekretionsnachweis Pneumokokkenpolysaccharid-spezifischer Antikorper der Klassen
IgM und IgG im ELISpot-Verfahren nach verschiedenen in vitro Stimulationsansatzen mit CD3" T-Zell-
depletierten und Gesamt-PBMCs. Zellen aus den in 4.3.1 beschriebenen siebentégigen Stimulationen
wurden auch fur diese Untersuchung verwendet. Aus den Kontrollansétzen Ohne Stimulanzien konnten
bei zwei Kontrollprobanden keine spezifischen ASZ nachgewiesen werden, weshalb der Ansatz nicht
weiter verfolgt wurde. Unter SAC, PWM zeigte sich eine schwache oder keine Differenzierung
spezifischer ASZ bei Probanden und Patienten, die Daten sind nicht dargestelit.

Die Vergleichsmdglichkeiten zwischen Probanden- und Patientengruppe sind begrenzt und statistische
Berechnungen nicht méglich, da nur 2-3 Probandenwerte vorliegen. Eine grobe Orientierung zur
spezifischen ASZ-Bildung wird jedoch ermdglicht, wie auch ein Vergleich der Auswirkungen

verschiedener Stimulationen untereinander.

Abb. 29 zeigt den Nachweis PnPS-spezifischer IgM- und IgG-ASZ nach in vitro Stimulationen unter
Berticksichtigung der B-Zell-Expansion. Durch die Stimulation mit CpG konnte eine Induktion von
PnPS-1gM-ASZ erzielt werden. Die Patienten lagen im Mittel (1928 ASZ/10° B-Zellen an Tag 0) etwas
iiber den beiden Probanden (785 ASZ/10°). Unter CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 war die Effektivitat uRerst
gering (Hoéchstwert 310 ASZ/10°), zwei von drei Probanden und drei von sechs Patienten zeigten
tiberhaupt PnPS-spezifische ASZ. Effektiver zeigten sich die Vollstimulationen T-Zell-depletierter (CD3-
Vollstimulation) und nicht-depletierter (CD3+ Vollstimulation) PBMCs. Ohne T-Zellen zeigte sich eine
durchweg gute Antwort der Patienten, im Mittel besser als die drei Probanden (7446 bzw. 14597
ASZ/10°%. Mit T-Zellen war eine Aufteilung der Patientengruppe zu beobachten, mit zwei hohen Werten
iiber 60.000 und drei niedrigen unter 3.500 ASZ/10° (Probandenmittel 17.034 ASZ/10°).

Die Bildung von PnPS-spezifischen 1gG-ASZ fand im Vergleich zu den IgM-Isotypen deutlich weniger
statt. Nach CpG und CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 konnten bei den meisten Probanden und Patienten keine
ASZ nachgewiesen werden. Die CD3- Vollstimulation ohne T-Zellen zeigte sich etwas effektiver: Neben
zwei Patienten ohne PnPS-1gG-ASZ gab es vier mit einer Antwort auf Probandenniveau, der Mittelwert
lag etwas niedriger (639 bzw. 407 ASZ/10%). Unter Beteiligung von T-Zellen in der CD3+
Vollstimulation zeigten vier Patienten keine Aktivitit im Sinne der Fragestellung, bei zwei waren ASZ
nachweisbar. Zwei von drei Probanden entwickelten PnPS-1gG-ASZ, allerdings in grdRerer Zahl, der
Mittelwert lag entsprechend hoher (2302 bzw. 219 ASZ/10°).
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Abbildung 29: Pneumokokken-Polysaccharid (PnPS)-spezifische IgM- und 1gG-Antikdrper-sezernierende Zellen im
ELISpot-Verfahren nach in vitro Stimulationen von PBMCs unter Beriicksichtigung der Expansion. CD3" T-Zell-
depletierte PBMCs (Ansétze CpG; CD40L, ILs; CD3- Voll.) und Gesamt-PBMCs (Ansatz CD3+ Voll.) von SIigMID-Patienten
und Kontrollprobanden wurden fiir sieben Tage bei 37 °C unter Zugabe der verschiedenen Stimulanzien kultiviert. Per ELISpot
mit immobilisiertem PnPS-Antigen wurde die Zahl spezifischer ASZ der Isotypen IgM und 1gG iiber die Spot-Zahl pro 10° B-
Zellen zu Beginn der Stimulation (Tag 0) bestimmt. CD40L, ILs = CD40L, IL-2, IL-10, IL-21; CD3- = T-Zell-depletierte
PBMCs; CD3+ = Gesamt-PBMCs; Voll. = Vollstimulation (SAC, PWM, CpG, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21). Kontrollprobanden
n=3 bzw. n=2 (CpG); SIgMID n=6. Werte der Kontrollprobanden sind als ausgefillte Kreise, der SIgMID-Patienten als sonstige
Symbole dargestellt. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert £ SEM.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Stimulationen CpG und CD3- Vollstimulation bei den
Patienten eine homogene Differenzierung von PnPs-spezifischen IgM-ASZ bewirkten, wahrend sich
unter T-Zell-Einfluss ein heterogenes Antwortverhalten mit neben effektiver auch schlechterer ASZ-
Bildung zeigte. Die Bildung PnPs-spezifischer 1gG-ASZ war insgesamt schwacher als von IgM-ASZ,
unter T-Zell-Beteiligung wurden keine oder wenige spezifische-ASZ in der Patientengruppe, mehr in der
Probandengruppe nachgewiesen. Die Stimulation mit CD40L, IL-2, IL-10, IL-2 hatte die schwéchste
Induktionswirkung fur PnPS-spezifische IgM- und 1gG-ASZ.

4.3.6.4 TT-spezifische ASZ nach in vitro Stimulationen
Es erfolgte der Sekretionsnachweis Tetanustoxoid-spezifischer Antikorper der Klasse 1gG im ELISpot-

Verfahren nach verschiedenen in vitro Stimulationsansatzen mit CD3" T-Zell-depletierten und Gesamt-

PBMCs. Tetanustoxoid (TT) wird als Impfantigen bei der Tetanusvakzinierung verwendet und ruft bei
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intakter Immunantwort die Bildung langlebiger TT-spezifischer Geddachtnis-B-Zellen hervor. Alle
untersuchten Probanden und Patienten wurden innerhalb der letzten zehn Jahre gegen Tetanus geimpft.

In Abb. 30 ist der Nachweis TT-spezifischer 1gG-ASZ nach in vitro Stimulationen unter
Berticksichtigung der B-Zell-Expansion dargestellt. CpG konnte keine oder nur eine schwache Antwort
der TT-spezifischen GZ auslésen (Mittelwerte Probanden 56 bzw. Patienten 82 ASZ/10° B-Zellen an Tag
0). Die Stimulation mit CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 war erfolgreicher, vier der sechs Patienten lagen im
Bereich der Probanden. Zwei Patienten zeigten sogar eine gréfRere Anzahl TT-spezifischer B-Zellen (292
bzw. 968 ASZ/10°).

Nach der CD3- Vollstimulation ohne T-Zellen war bei den Patienten eine tendenziell geringere Anzahl
von TT-spezifischen ASZ nachzuweisen. Bei im Mittel 704 ASZ/10° lagen finf der sechs Patienten
unterhalb der Hauptgruppe der Probanden, Patient 1 deutlich dariiber. Die Probanden zéhlten im Mittel
1152 ASZ/10°, mit nur einem niedrigeren Wert auf Hohe der Patientengruppe (123 ASZ/10°).

Als effektivste Stimulation der Anti-TT-Sekretion erwies sich die CD3+ Vollstimulation unter
Beteiligung der T-Zellen. Die homogene Probandengruppe lag mittelwertig bei 3822 ASZ/10°, wahrend
funf von sechs Patienten unter den Probandenzahlen lagen, Patient 6 jedoch sehr hoch. Daraus ergab sich
der vergleichbare Mittelwert von 3488 ASZ/10°. Betrachtet man die Gruppe der lebenden B-Zellen an
Tag 7 (nicht gezeigt), stellt man fest, dass der Anteil der TT-spezifischen ASZ auf einem Niveau liegt.
Der Unterschied zwischen Probanden- und Patientengruppe resultiert in diesem Fall also nahezu
ausschlieBlich aus der schlechteren Expansion der Patienten-B-Zellen. Fir die CD3- Vollstimulation trifft

dies nicht in gleicher Weise zu.
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Abbildung 30: Tetanustoxoid (TT)-spezifische 1gG-Antikdrper-sezernierende Zellen im ELISpot-Verfahren nach in vitro
Stimulationen von PBMCs unter Beriicksichtigung der Expansion CD3" T-Zell-depletierte PBMCs (Ansatze CpG; CD40L,
ILs; CD3- Voll.) und Gesamt-PBMCs (Ansatz CD3+ Voll.) von SIgMID-Patienten und Kontrollprobanden wurden fur sieben
Tage bei 37 °C unter Zugabe der verschiedenen Stimulanzien kultiviert. Per ELISpot mit immobilisiertem TT-Antigen wurde die
Zahl spezifischer 1gG-ASZ iiber die Spot-Zahl pro 10° B-Zellen zu Beginn der Stimulation (Tag 0) bestimmt. CD40L, ILs =
CDA40L, IL-2, IL-10, IL-21; CD3- = T-Zell-depletierte PBMCs; CD3+ = Gesamt-PBMCs; Voll. = Vollstimulation (SAC, PWM,
CpG, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21). Kontrollprobanden n=3 bzw. n=2 (CpG); SIgMID n=6. Werte der Kontrollprobanden sind als
ausgefillte Kreise, der SIgMID-Patienten als sonstige Symbole dargestellt. Striche und Balken kennzeichnen den Mittelwert +
SEM.
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4.4  Einfluss von Rapamycin auf B-Zellsubpopulationen, IgM-Expression und
Differenzierung von Antikorper-sezernierenden Zellen bei in vitro Stimulationen

Bei Betrachtung und Auswertung der vorangehend besprochenen Daten ist die schlechtere B-Zell-
Expansion unter T-Zell-Beteiligung (Vollstimulation der Gesamt-PBMCSs) bei sechs von sieben Patienten
einer der auffalligsten Befunde. Die Patienten 1 und 7 zeigten beide ausgepragte und &hnliche klinische
Beschwerdebilder, bei Patient 1 bestétigte sich die schlechte B-Zell-Expansion in einer wiederholten
Messung (Daten nicht gezeigt). Darlber hinaus fielen bei Patient 1 wiederholt erniedrigte B-Zellzahlen in
vivo auf. Da eine eingeschrankte B-Zell-Expansion in dieser Auspragung und bei fast allen Patienten
unter T-Zelleinfluss beobachtet wurde, ware eine Beteiligung der T-Zellen an einem verursachenden
Mechanismus naheliegend. Eine T-Zell-vermittelte Inhibition wére beispielsweise ebenso denkbar wie

eine UberschielRende Stimulation, die in der vorzeitigen Apoptose der B-Zellen endet.

Um einen moglicherweise pathogenetisch relevanten T-Zell-Einfluss experimentell zu Uberprifen,
wurden zwei der schon etablierten in vitro Stimulationen ohne und mit dem Immunsuppressivum
Rapamycin (Sirolimus) durchgefiihrt: T-Zell-depletierte PBMCs unter Zugabe von CD40L, IL-2, IL-10,
IL-21 und Gesamt-PBMCs unter Zugabe von SAC, PWM, CpG, CD40L, IL-2, IL-10, IL-21
(Vollstimulation). Erstere beinhaltete zwar T-Zellfaktoren, aber keine T-Zellen, wahrend Letztere beides
vereinte. Die Stimulationen wurden auch in dieser Form durchgefiihrt, um Vergleichsmdglichkeiten mit
den vorigen Ergebnissen zu erhalten. Rapamycin ist ein potentes Immunsuppressivum, dass durch die
Inhibition der Kinase mTOR (engl. Mammalian Target of Rapamycin) intrazelluldre Signalwege u.a. in
B- und T-Zellen blockiert.

Je Stimulation wurde ein Kontrollansatz ohne Immunsuppressivum, ein Ansatz mit 20 nM und ein Ansatz
mit 100 nM Rapamycin versetzt. Die Zellen wurden wie gehabt sieben Tage bei 37 °C inkubiert und
anschliefend gezéhlt und durchflusszytometrisch analysiert, um die Expansion der B-Zellen mit
Verteilung der B-Zell-Subpopulationen und den Anteil der IgM-exprimierenden B-Zellen zu ermitteln.
Des Weiteren wurde ein Teil der Zellen abgezweigt, um im ELISpot die Antikdrpersekretion zu

tberprifen.

44.1 Verteilung der B-Zellen und Subpopulationen

Nach durchgefiihrten in vitro Stimulationen wurden die absoluten Zellzahlen durch Z&hlung in der
Neubauerzéhlkammer ermittelt und B-Zellen mit ihren Subpopulationen in der durchflusszytometrischen

Analyse detektiert. Abb. 31 zeigt die Zahlen der B-Zellen und Subpopulationen in Bezug auf die B-

Zellzahl zu Stimulationsbeginn. Bei der Betrachtung der Rapamycineffekte ist auf die Gesamttendenz
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und die Verschiebung der Subpopulationsverhdltnisse zu achten. In beiden Stimulationen war ein
positiver Effekt von Rapamycin auf das Expansionsverhalten zu beobachten.

In der Stimulation mit CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 zeigten sich im Vergleich zur Kontrollgruppe bei den
Patienten 1 und 7 erniedrigte B-Zell-Expansionswerte (5,5 bzw. 11,1 % der B-Zellzahl an Tag 0), die sich
unter Rapamycin tendenziell erhdhten. Bei Patient 1 erzielte der Ansatz mit 20 nM die besten Ergebnisse
(15,9 %), wéhrend 100 nM nahezu Ausgangswerte erbrachte. Bei Patient 7 war kaum ein Effekt des
Immunsuppressivums auf die Expansion nachweisbar, 14,1 % war der Hochstwert unter 100 nM
Rapamycin. Die Kontrollprobanden lagen im Mittel bei 65,7 %. Mit Blick auf die Subpopulationen wird
ein Effekt besonders deutlich: Unter hoher Rapamycin-Dosierung sind die wenigsten Plasmablasten
nachweisbar, dafur mehr GZ, DN, MZ und Naive (bei Patient 1 letztere unter 20 nM hoher). Das
Verhaltnis der Subpopulationen aulier Plasmablasten bleibt dabei weitestgehend unbeeinflusst.

Nach der Vollstimulation mit T-Zellen war bei beiden untersuchten Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine erniedrigte B-Zell-Expansion messbar (28,4 bzw. 113,9 gegeniiber 727,6 %).
Rapamycin hatte bei Patient 1 einen proexpansiven Effekt (bis 65,8 %), bei Patient 7 waren kaum
Auswirkungen beobachtbar (bis 117,5 %). Im Gegensatz zur zuvor besprochenen Stimulation ohne T-
Zellen war keine Reduktion der Plasmablastenzahl unter Rapamycin nachweisbar, sondern die erhdhte B-
Zellzahl verteilte sich auf alle Subpopulationen. Bei Patient 1 war insgesamt ein starkerer Einfluss des
Rapamycins zu erkennen. Beide Patienten blieben jedoch mit Blick auf die Kontrollprobanden auch unter

Rapamycin-Einfluss unterhalb der Vergleichswerte.
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Abbildung 31: Die Verteilung der B-Zell-Subpopulationen nach verschiedenen in vitro Stimulationen von T-Zell-
depletierten und Gesamt-PBMCs mit und ohne Zugabe von Rapamycin. CD3"* T-Zell-depletierte PBMCs (Ansatz CD40L,
IL-2, I1L-10, IL-21) und Gesamt-PBMCs (Ansatz Vollstimulation) von SigMID-Patienten und Kontrollprobanden wurden fir
sieben Tage bei 37 °C unter Zugabe der angegebenen Stimulanzien ohne, mit 20 nM sowie 100 nM Rapamycin kultiviert,
anschlieend mikroskopisch ausgezahlt und durchflusszytometrisch analysiert. Auf der y-Achse ist die B-Zellzahl nach der
jeweiligen Stimulation in Prozent der Ausgangs-B-Zellzahl (Tag 0) aufgetragen. Vollstimulation = SAC, PWM, CpG, CD40L,
IL-2, IL-10, IL-21. Kontrollprobanden n=6-7; lbrige SIgMID n=6. Isotyp-gew. GZ = Isotyp-gewechselte Gedachtnis-B-Zellen;
DN = Doppelt-negative B-Zellen; MZ-ahnliche = Marginalzonen-ahnliche B-Zellen. Logarithmisch nicht darstellbarer Nullwert
bei Vollstimulation/MZ-ghnliche. Werte der Kontrollprobanden in weilRen, Ubriger Patienten in grauen Boxen. Die Boxen
beinhalten die 25. bis 75. Perzentile, der Strich zeigt den Medianwert an, die Balken markieren die Maximal- und Minimalwerte.
Werte von Patient 1 sind als Kreise, von Patient 7 als Dreiecke dargestellt: nicht gefiillt = ohne Rapamycin; halb gefullt = 20 nM
Rapamycin; ausgefiillt = 100 nM Rapamycin.
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4.4.2 IgM-Expression

In der durchflusszytometrischen Analyse wurde auch die IgM-Expression untersucht, um die Anteile
IgM* B-Zellen zu bestimmen. Unter beiden Stimulationen zeigte sich ein erhohter Prozentsatz IgM-
exprimierender B-Zellen, der sich rechnerisch Gber zwei Mechanismen zusammensetzte: Die durch
Subpopulations-Verhéltnisse (z.B. absolut mehr Naive) bedingte und die populationsspezifisch-erhéhte
(z.B. mehr IgM™ unter den Plasmablasten) IgM-Expression, die Ergebnisse sind Abb. 32 zu entnehmen.

Nach CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 ohne Rapamycin lagen die Anteile IgM™ B-Zellen bei Patient 1 mit 49,1
% der B-Zellen nahe dem Mittel der Probanden (48,1 %), steigerten sich bei 20 nM kaum, aber mit 100
nM deutlich auf 80,1 %. Patient 7 lag ohne Suppression mit 19,1 % unterhalb des Normbereichs,
Rapamycin bewirkte einen abgestuften Anstieg auf 55,2 %. Der Mehranteil IgM* Zellen setzte sich
zusammen aus einer verhaltnismaRig und absolut groReren Anzahl der annahernd zu 100 % IgM™ Naiven
und MZ, sowie mehr DN und GZ, wie in 4.4.1 besprochen. All diese Populationen haben héhere Anteile
IgM* Zellen als Plasmablasten, welche sich unter Rapamycin eher vermindert bildeten. Zusatzlich zu
diesem Verteilungseffekt gab es unter Rapamycin besonders bei den GZ und DN mehr Zellen, die IgM-

exprimierten.
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Abbildung 32: Der Anteil oberflachlich IgM-exprimierender B-Zellen und Subpopulationen nach verschiedenen in vitro
Stimulationen von T-Zell-depletierten und Gesamt-PBMCs mit und ohne Zugabe von Rapamycin. CD3* T-Zell-depletierte
PBMCs (Ansatz CD40L, IL-2, IL-10, IL-21) und Gesamt-PBMCs (Ansatz Vollstimulation) von SlgMID-Patienten und
Kontrollprobanden wurden fiir sieben Tage bei 37 °C unter Zugabe der angegebenen Stimulanzien ohne, mit 20 nM sowie 100
nM Rapamycin kultiviert und durchflusszytometrisch analysiert. Fir Gesamt-B-Zellen und Subpopulationen wurde der %-Anteil
IgM* Zellen der jeweiligen Population ermittelt. Vollstimulation = SAC, PWM, CpG, CD40L, IL-2, I1L-10, IL-21.
Kontrollprobanden n=7-9; Ubrige SIgMID n=6. Isotyp-gew. GZ = Isotyp-gewechselte Gedéchtnis-B-Zellen; DN = Doppelt-
negative B-Zellen; MZ-&hnliche = Marginalzonen-&hnliche B-Zellen. Werte der Kontrollprobanden in weiRRen, tibriger Patienten
in grauen Boxen. Die Boxen beinhalten die 25. bis 75. Perzentile, der Strich zeigt den Medianwert an, die Balken markieren die
Maximal- und Minimalwerte. Werte von Patient 1 sind als Kreise, von Patient 7 als Dreiecke dargestellt: nicht gefillt = ohne
Rapamycin; halb gefiillt = 20 nM Rapamycin; ausgefiillt = 100 nM Rapamycin.

Die Vollstimulation brachte ohne Rapamycin im Vergleich zum Probandenmittel (47,2 %) nur geringe

Anteile IgM* B-Zellen hervor. Patient 1 lag bei 17,4 % und zeigte im Ansatz mit 100 nM eine maRige
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Steigerung auf 27,2 %, Patient 7 stieg von 8,3 % nur leicht auf 13,9 % unter hdchster Rapamycin-
Konzentration. Diese leichten Steigerungen erklaren sich unter anderem durch etwas héhere Anteile IgM-
exprimierender GZ und Plasmablasten, wobei GZ zusétzlich insgesamt die gréfite Zunahme unter
Rapamycin zeigten (siehe 4.4.1). Die Antwort der DN in Bezug auf IgM-exprimierende Anteile war
uneindeutig (Patient 1 bei max. 73,8 % unter 100 nM, Patient 7 bei max. 57,7 unter 20 nM), mit leichter
Tendenz zu hoherer IgM-Quote unter Rapamycin-Einfluss. Die MZ von Patient 7 zeigten von
ungewohnlich niedrigen 79,8 % ausgehend einen IgM-Zugewinn auf 95,3 %. Die Verhaltnisse der
Subpopulationen zueinander blieben unter Suppression weitestgehend unverandert, was keine Zunahme
der IgM-starken Populationen Naive und MZ gegeniiber IgM-schwécheren bedeutete und somit zum im
Vergleich zu CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 weniger ausgepragten Rapamycin-vermittelten IgM-Anstieg
beitrug.

4.4.3 ASZ nach in vitro Stimulationen unter Bertcksichtigung der Expansion

Mit den T-Zell-depletierten bzw. Gesamt-PBMCs wurde nach den in vitro Stimulationen eine ELISpot-
Analyse durchgefiihrt, um die Differenzierung intakter IgM- und 1gG-ASZ unter Rapamycin zu
untersuchen. Bei Einsatz gleicher Zellzahlen im Experiment wurden anhand des per Durchflusszytometrie
ermittelten B-Zell-Anteils die Spot-Zahlen auf die Ausgangs-B-Zellzahlen riickgerechnet (B-Zellen an
Tag 0), dies zeigt auch Abb. 33.

Die Anzahl der IgM-ASZ nach CDA40L, IL-2, IL-10, IL-21 lag bei beiden Patienten im Bereich der
Probandengruppe (Pat. 1 5319 bzw. Pat. 7 1903 ASZ/10° B-Zellen an Tag 0). 20 nM Rapamycin in der
Kultur zeigte kaum einen Effekt, wahrend bei 100 nM Patient 1 noch 324 und bei Patient 7 nur noch 1
ASZ/10° nachgewiesen werden konnten.

Firr die IgG-ASZ ergab sich ein vergleichbares Bild: Ohne (Pat. 1 39607 bzw. Pat. 7 58296 ASZ/10°) und
unter kaum effektiven 20 nM Rapamycin waren die Patientenwerte unaufféllig, wahrend bei 100 nM eine
klare Abnahme der IgG-ASZ (3028 bzw. 8161 ASZ/10°%) zu verzeichnen war.

Die Spotbildung nach Vollstimulation fand im Vergleich zum Probandenkollektiv nur eingeschrankt statt.
Die Patienten 1 und 7 lagen im rapamycinfreien Ansatz beim Nachweis von IgM-ASZ unterhalb der
Probanden (Mittelwert 2.203.260 ASZ/10° B-Zellen an Tag 0) und der (ibrigen Patienten (793.178
ASZ/10°% bei 33.620 bzw. 24.116 ASZ/10°. Unter 20 und 100 nM waren nur leichte Veranderungen
nachweisbar: Patient 1 sank stufenweise auf 20.800 ASZz/10° unter 100 nM, Patient 7 stieg
entgegengesetzt leicht an auf max. 48.372 ASZ/10°.

Die Bildung von 1gG-ASZ wurde hingegen bei beiden Patienten positiv von Rapamycin beeinflusst. Etwa
vom Niveau der (ibrigen Patienten ausgehend (Pat. 1 77.937 bzw. Pat. 7 253.739 ASZ/10°) stieg die Zahl
der 1gG-ASZ mit zunehmender Konzentration bis auf 162.241 bzw. 452.093 ASZ/10° an. Patient 7 zeigte
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durchgehend eine bessere Spotbildung als Patient 1, der Mittelwert der Probanden lag mit 1.831.610
ASZ/10° immer noch tiber den Maximalwerten der Patienten.

CD40L, IL-2, IL-10, IL-21 Vollstimulation
1.0x108 1.0x10%7 *
=4 = — /1 Kontrolle
©  1.0x10° <
% PN £ 0 =3 SigMID
S 1ox104{dly . A S 10x10% ®  Patientl
29 A A ® 29 A )
l% i 1.0x10°% . (% 3 a A A Patient 7
h h L)
o 10x10? 0 10x10% .
© © L]
3 1.0x10* 3 o A
o ° oo
= 1.0x1004— . . x T = 1.0x10%4 41— . . x x x
¢ & & & & & 3 & &
& S @Q l,l/Q \/QQ Q/Q @Q O’o (,‘9 \,Q
) o ) o
© \Q\‘\ \&\ © \QO © \Q\‘\ \&“ AII) \QO

Abbildung 33: Nachweis unspezifischer Antikorper-sezernierender Zellen (ASZ) der Isotypen IgM und IgG nach in vitro
Stimulationen von T-Zell-depletierten und Gesamt-PBMCs mit und ohne Zugabe von Rapamycin im ELISpot-Verfahren
unter Beriicksichtigung der Expansion. CD3" T-Zell-depletierte PBMCs (Ansatz CD40L, IL-2, IL-10, IL-21) und Gesamt-
PBMCs (Ansatz Vollstimulation) von SigMID-Patienten und Kontrollprobanden wurden fur sieben Tage bei 37 °C unter Zugabe
der angegebenen Stimulanzien ohne, mit 20 nM sowie 100 nM Rapamycin kultiviert. Per ELISpot wurde die ASZ-Zahl des
jeweiligen Isotyps iiber die Spot-Zahl pro 10° B-Zellen zu Beginn der Stimulation (Tag 0) bestimmt. Kontrollprobanden n=6-7;
SIgMID n=6. Isotyp-gew. GZ = Isotyp-gewechselte Gedachtnis-B-Zellen; DN = Doppelt-negative B-Zellen; MZ-dhnliche =
Marginalzonen-ahnliche B-Zellen. Werte der Kontrollprobanden in weifen, ubriger Patienten in grauen Boxen. Die Boxen
beinhalten die 25. bis 75. Perzentile, der Strich zeigt den Medianwert an, die Balken markieren die Maximal- und Minimalwerte.
Werte von Patient 1 sind als Kreise, von Patient 7 als Dreiecke dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen brigen
SIgMID-Patienten und Kontrollprobanden sind dargestellt (*p<0,05).
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5. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche Untersuchungen durchgefiihrt, deren gemeinsames
Ziel die weiterfuhrende immunologische Charakterisierung von SIgMID-Patienten war. Die Ergebnisse
dieser Arbeit sollen hier kritisch hinterfragt und eingeordnet werden, um daraus die moglichen
Schlussfolgerungen zu ziehen. Grundlage fir die letztlich angestrebte Etablierung effektiver
Therapiemdglichkeiten ist das Verstdndnis der pathologischen Zusammenhénge, die zur klinischen
Symptomatik bzw. dem Befund der IgM-Defizienz fihren. Dabei spielt besonders unter klinischen
Gesichtspunkten die Frage nach Ursachen und Wirkungen dieser beiden Komponenten eine zentrale
Rolle, da die Kausalitat von erniedrigtem IgM-Spiegel bzw. assoziierter Beschwerden keinesfalls als

belegt betrachtet werden kann.

5.1 Klinische Préasentationen der SIgMID

Das klinische Présentationsbild von 20 SlgMID-Patienten wurde durch Auswertung von
Krankenunterlagen und Absprache mit den behandelnden Arzten retrospektiv zusammengetragen.
Gesammelte Erwachsenen-Fallstudien von dieser GréfRenordnung sind nur aus zwei Verdffentlichungen
bekannt (82, 92), was der vorliegenden Arbeit eine grofle Bedeutung in der weitergehenden klinischen
Beschreibung der SIgMID zukommen lasst. Das retrospektive Vorgehen hat sich bei der Untersuchung
seltener Erkrankungen bewahrt, da eine prospektive Datenerhebung unter erheblichen zeitlichen und
finanziellen Aufwendungen praktisch nicht durchfiihrbar wére. Es sei jedoch auf die statistische
Verzerrung hingewiesen, die durch die Dokumentation von Beschwerden bzw. den Einschluss von
Patienten mit Untersuchungs- und Behandlungsbedarf gegeniiber der naturgemaf weniger grindlichen
oder nicht erfolgenden &rztlichen Erfassung der beschwerdefreien Patienten entsteht. Aufgrund der
begrenzten Datenlage basieren die Angaben zur SIgMID auRerdem auf relativ Kleinen und fir die
Gesamtbevolkerung begrenzt représentativen Patientenkollektiven und es ist mit der Haufung bestimmter
Préasentationen abhangig von den Schwerpunkten der behandelnden Einrichtung zu rechnen. Solcherlei
Tendenzen lassen sich nur tiber groRe Ubersichtsbetrachtungen normalisieren.

Die Erfassung der Patienten erfolgte aufgrund erniedrigter IgM-Spiegel bei Erstvorstellung. Eine
international einheitliche Anwendung einer gemeinsamen Definition hat sich bislang jedoch nicht
durchgesetzt. So wird die Unterschreitung des Mittelwertes um die zweifache Standardabweichung
ebenso angewendet wie festgelegte Grenzwerte. Aufgrund labortechnischer Unterschiede sind
einheitliche Standards ohnehin kaum realisierbar und die Diagnosestellung wird meist die
Berticksichtigung der klinischen Prasentation mit einschlielen. Diese Vorgehensweise muss mangels

objektiverer Alternativen hingenommen werden.
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In der Ubersicht stimmt die Gesamtheit der klinischen Manifestationsformen in der untersuchten Kohorte
durchaus mit den in der Literatur beschriebenen Fallsammlungen tberein. Die Hauptbeschwerdebilder
waren die gleichen, lediglich die Pravalenz unterschied sich in einigen Punkten. Am hdufigsten waren
rezidivierende Infektionen, mit 90 % waren in der untersuchten Kohorte etwas mehr Patienten betroffen
als zuvor beschrieben, wobei gleichfalls am haufigsten die oberen Atemwege betroffen waren. Eine
atopische Diathese mit allergischen Beschwerden und Asthma bronchiale wurde in der Literatur wie in
der vorliegenden Arbeit am zweithdufigsten beobachtet. Beschwerden mit autoimmunologischer Genese
zeigten 15 % der Patienten, was ebenfalls vergleichbar mit den in der Vergangenheit berichteten Werten
ist (82, 92). Eine in der Literatur weniger erwahnte Entitat stellen die Harnwegsinfekte dar, immerhin 25
% der Patienten bzw. zwei Méanner und drei Frauen waren betroffen, ebenso haufig lagen Hautinfektionen
vor. Ein weiterer Beschwerdekomplex stand in dieser Arbeit stiarker im Vordergrund als zuvor
dokumentiert: Uber gastrointestinale Beschwerden wurde am dritth4ufigsten berichtet, 30 % der Patienten
klagten tiber Diarrhoen, Obstipation, Ubelkeit oder Meteorismus.

Kaum Erwahnung findet in frilheren umfassenden Ubersichtsarbeiten (82) eine Erschopfungs- und
Schmerzsymptomatik, die mit mehr oder weniger spezifischen Begleitsymptomen wie Arthralgien und
Myalgien einhergeht. Das Beschwerdebild wird als Fibromyalgie-ahnlich mit begleitender Fatigue
beschrieben. In der jlngsten Fallsammlung klagten 28 % der SlgMID-Patienten (ber eben jene
Beschwerden (92), was mit den in der vorliegenden Arbeit ermittelten 25 % bestétigt werden konnte.

Die im Rahmen dieser Arbeit erfassten Hauptmanifestationen lassen sich durch die Einteilung in finf
Komplexe zusammenfassen: Infektneigung, Atopie, gastrointestinale Beschwerden, Fatigue und
Autoimmunitdt. Um die Zusammenhénge des Befundes eines erniedrigten IgM-Spiegels mit dem
Auftreten der Kklinischen Manifestationen né&her zu analysieren, ist es hilfreich, sich die
Schlsselfunktionen des sekretorischen IgM zu vergegenwartigen und mdgliche Auswirkungen eines
Ausfalls dieser Funktionen abzuwagen. Die zentralen Aufgaben sind Protektion, Regulation und Detritus-

Abrdaumung (,,Scavenger“-Funktion) (77).

Infektionen

Die protektive Komponente des IgM in Form der friilhen gezielten Infektabwehr und der konstitutiven
Bereitstellung des unspezifischen ,natiirlichen* IgM steht bei seiner Charakterisierung traditionell im
Vordergrund. Denn als protektiver Faktor kann IgM humoral bzw. systemisch wirksam werden, indem es
sich im Blutstrom, den lymphatischen Geweben und im Interstitium verteilt. Dartiber hinaus ist es dank
seiner Befdhigung zum transepithelialen Transport neben IgA auch Teil der mukosalen Immunabwehr
und kann so bereits die lokale Invasion von Pathogenen verhindern.

Eindeutige klinische Befunde der SlgMID-Patienten weisen darauf hin, dass IgM ein essentieller
Bestandteil der Immunabwehr ist und auch normale 1gG-Spiegel unter Umstédnden die IgM-Defizienz

nicht kompensieren kénnen. Eine direkte Kausalitdt von IgM-Mangel und Infektanfélligkeit lasst sich
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jedoch nicht herstellen. Trotz normaler 1gG-Spiegel kdnnen spezifische Antikdrperantworten gegen
PnPS, TT oder Diphterie beeintrachtigt sein (89, 94), andererseits kdnnen bei nachgewiesener intakter
spezifischer Antikorperproduktion trotzdem rezidivierende Infektionen vorliegen (89). Uber seine
neutralisierenden und agglutinierenden Eigenschaften bildet IgM gleichzeitig eine wichtige Schnittstelle
zu anderen Komponenten der Immunabwehr: In IgM-defizienten M&usen wurden schwerer verlaufende
Infektionen mit Cryptokokkus neoformans auf die eingeschrankte T-Helfer-Zell-Aktivierung durch
Makrophagen bei mangelhafter Phagozytose und Antigenprasentation wegen mangelnder IgM-
Opsonisierung  zuriickgefuhrt  (130). Auferdem war die T-Zell-abhéngige Bereitstellung von
affinitatsgereiftem 1gG bei IgM-defizienten Mausen erheblich verzégert (131). Folglich ist die
Infektionsneigung bei SIgMID vermutlich auf verschiedene Faktoren zurlickzufiihren, an denen IgM
mehr oder weniger Anteil hat.

Die weitaus haufigste Prasentation unter SIgMID ist die Infektion der oberen Atemwege, eines
Kompartiments, das unter dem Schutz des sekretorischen IgA und IgM steht. Ob eine Haufung dieser
Infektionen nun auf den lokalen Mangel von IgM zuriickzufiihren ist, oder Ausdruck einer generellen
Immunschwaéche, die sich lediglich mit einer erhdhten Frequenz und schwererem Verlauf des auch in der
Allgemeinbevdlkerung hdufigen Infektionsgeschehens prasentiert, ist nicht zu belegen. Insbesondere da
noch keine systematische Erfassung der IgM-Sekretionskompetenz bei SIgMID dokumentiert ist. Auch
die zweit- und dritthdufigsten Infektionslokalisationen mit den Harn- und unteren Atemwegen sowie
gastrointestinale Affektionen betreffen ebenfalls Schleimhdute, auf denen IgM eine wichtige protektive
Funktion hat (132). Bei 25 % der Patienten lagen allerdings auch Haut- oder Weichteilinfektionen vor,
hier war also das interstitielle Kompartiment betroffen.

In der Zusammenschau féllt auf, dass lediglich 10 % der Patienten kompliziertere Infektionen
prasentierten (Menigitis und chronische Osteomyelitis, Prostatitis), eine Septikdmie oder Sepsis als
schwere Komplikation einer systemischen Entziindung lag bei keinem Patienten vor. Obwohl IgM u.a. fur
die humorale Abwehr von bekapselten Bakterien wie Pneumokokken von essenzieller Bedeutung ist (29),
scheint diese Funktion zumindest in der systemischen Immunabwehr erhalten zu sein. Dahingegen kann
der Infektionsschutz der Korperoberflachen bei symptomatischen Patienten nur selten aufrechterhalten
werden. Ein weiterer Schritt wére also die genauere Analyse des sekretorischen IgM-Status bei SIgMID
zur Differenzierung von gestorter sekretorischer IgM-Funktion und allgemeiner Immundefizienz
aufgrund eines systemischen IgM-Mangels als Ursache der deutlichen Haufung oberflachenbezogener
Infektgeschehen. Dabei wére auch die Rolle des fur den transepithelialen Ig-Transport verantwortlichen
polimerischen Ig-Rezeptors genau zu beleuchten (132) und eine Beteiligung an beeintrachtigter
mukosaler oder systemischer Abwehr etwa durch verminderte oder sogar erhthte Affinitat zu Gberprifen.
Interessant ist in diesem Zusammenhang ein Blick auf einen weniger gut erforschten Mechanismus der
respiratorisch-mukosalen Immunprotektion durch IgD. In der Schleimhaut des oberen Respirationstraktes
wurde ein nichtkanonischer Klassenwechsel von IgM- zu IgD-sezernierenden B-Zellen nachgewiesen,

der hoch reaktives, protektives IgD bereitstellen soll (133). Bei gestorter Homdostase IgM* B-Zellen
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konnte ein konsekutiver Defekt der IgD-getragenen Schleimhautimmunitat an der Pathogenese SIgMID-
assoziierter Infektionen beteiligt sein.

Gastrointestinale Beschwerden

Die gastrointestinale Mukosa beherbergt mehr als 80 % aller aktivierten B-Zellen eines Erwachsenen in
Form von Plasmablasten und Plasmazellen, was den Verdauungstrakt zum  groften
antikorperproduzierenden Organ des Kdérpers macht (132). Ein Zusammenhang zwischen erniedrigten
IgM-Spiegeln und unspezifischen Magen-Darm-Beschwerden kann auf verschiedenen Ebenen bestehen.
Infektiose Geschehen dirften eine zentrale Rolle spielen, werden jedoch in der ambulanten Praxis meist
nicht mikrobiologisch nachgewiesen, was beweisende Befunde zur Ausnahme macht. Darliber hinaus
wurde bereits mehrfach Uber eine Assoziation von SIgMID und Zoliakie (82) sowie Uber enterischen
Proteinverlust berichtet (94), ohne dass plausible Erklarungsmodelle vorldgen. In der untersuchten
Kohorte litten vier Patienten unter Nahrungsmittelunvertraglichkeiten, die sich in unspezifischen
gastrointestinalen Beschwerden &uferten. Ein Patient zeigte eine nicht ndher bezeichnete
Unvertréaglichkeit von Weizenmehl. Die drei weiteren Patienten waren eine Mutter mit Sohn und Tochter,
die unterschiedlich stark ausgepragte Unvertraglichkeiten présentierten und ber einen Zusammenhang
von Didt und Beschwerden, darunter interessanterweise auch die Infektanfélligkeit, berichteten. Durch
den Verzicht auf verschiedene Nahrungsmittel sei eine deutliche Besserung des Allgemeinzustandes zu
erreichen gewesen. Das Vorliegen einer Zéliakie wurde bei durchaus vereinbarer Klinik, aber fehlendem
Nachweis der entsprechenden Antikoérper, ausgeschlossen. Bei dem Sohn wurde indes per
Diinndarmbiopsie eine unspezifische chronische Entziindung der Mukosa nachgewiesen, die Tochter litt
unter einer Gastroparese. In Anbetracht dieser komplexen Symptom- und Befundkonstellation ist eine
Einordnung der IgM-Defizienz kompliziert. Eine unabh&ngige Koinzidenz ist durchaus denkbar,
insbesondere eine neuromuskuldre Storung des Magens im Sinne einer Gastroparese wirde das
Beschwerdebild zumindest teilweise erklaren. Eine Abhéngigkeit von erniedrigten IgM-Spiegeln lieRe
sich nicht unmittelbar ausmachen. Auch eine unspezifische Entziindungsreaktion der Darmschleimhaut
koénnte fir die Beschwerden urséchlich sein, wobei der Grund fir das Inflammationsgeschehen zwar mit

der IgM-Defizienz zusammenhdngen konnte, faktisch aber unklar bleibt.

Autoimmunitat

Geht man an dieser Stelle von einer autoimmunen Genese aus, stellt sich die selbe Frage nach der
Abhéngigkeit von Autoimmunitdt und Serum-IlgM wie bei der Betrachtung der typischen
autoimmunologischen Manifestationen bzw. Komorbiditdten bei SIgMID: systemischer Lupus
erythematodes (SLE), Arthritiden, Thyreoiditiden und neben weiteren auch die Zoliakie. Eine Kausalkette
zwischen Immundefizienz und Autoimmunitét ist schwer nachzuweisen. In Langzeitstudien sind Falle
beschrieben, bei denen nach primérer SIgMID im Verlauf Autoimmunkrankheiten auftraten (89, 105).

Eine sekundare IgM-Defizienz als Folge autoimmuner Dysregulation ist jedoch ebenso denkbar (102).
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Ein Blick auf die spezifischen Funktionen des IgM kann einen Zusammenhang von Autoimmunitét und
IgM-Defizienz durchaus wahrscheinlich erscheinen lassen. So ist bekannt, dass ,,nattrliches” IgM, wie es
von Bl1-Zellen und MZ-&hnlichen konstitutiv sezerniert werden soll, auch autoreaktive Eigenschaften
zeigt und an der Bindung und dem Abbau von Zellzerfallsprodukten beteiligt ist (77). Dauerhaft
vorliegende Autoantigene konnen die Bildung autoreaktiver Antikdrper oder Effektorzellen begunstigen
(134), was sich auf verschiedenste Weise manifestieren konnte. Die Unterstutzung der Bildung von
hochaffinem IgG durch eine initiale IgM-Bildung unter einer Infektion (74) ist ein weiterer wichtiger
Effektormechanismus von IgM. Findet dieser Prozess bei IgM-Defizienz nicht oder nur unzureichend
statt, konnte die Folge bei ungentgender Antigenabrdumung durch spezifisches 1gG und gleichzeitig
erniedrigtem IgM eine protrahiert verlaufende oder persistierende Infektion sein, die neben den
Primarbeschwerden bei langfristiger Aktivierung von Immunreaktionen auch Autoimmunphanomene zur
Folge haben kdnnte (77).

Im Mausexperiment wurde beschrieben, dass IgM-Defizienz mit einer leicht erhdhten Inzidenz von
Autoimmunitét einhergeht (135, 136). Erhdhte MZ-B-Zellzahlen, die bei IgM-defizienten Méusen — wie
auch bei der in dieser Arbeit untersuchten Patientenkohorte — vorliegen, wurden als Verursacher von
Autoreaktivitat diskutiert (77). AuBerdem konnte uber den Verlust des Fcu-Rezeptors gezeigt werden,
dass IgM bzw. ein intakter Rezeptor fur den Erhalt der Immuntoleranz gegeniiber Autoantigenen
essenziell ist: Im Laufe des Alterungsprozesses entwickelten die Rezeptor-defizienten Mé&use zunehmend
Autoantikorper (137), eine Zunahme von Autoimmunitit im Erwachsenenalter wurde auch bei SIgMID-
Patienten beobachtet (89). Im Umkehrschluss konnte gezeigt werden, dass IgM vor der Entwicklung
SLE-assoziierter Organschaden schiitzt (75). Untersuchungen des Fc-Rezeptorrepertoires und der FCuR-
Expression bei SIgMID stellen somit einen vielversprechenden Ansatz dar, um weiteren Aufschluss tber
die Genese von Autoimmunitat, aber auch tber die SIgMID selbst zu geben. Denn mit dem FcuR-Verlust
gingen auch IgM-Defizienz, verminderte Plasmazell- und GZ-Bildung sowie eingeschrénkte Proliferation
und Uberleben nach in vitro Stimulation einher (137), was neben der Autoimmunitit einige der in dieser
Avrbeit beschriebenen in vitro Befunde miteinschlieft.

Welche der postulierten Mechanismen bestimmend sein kénnten, oder ob womdglich andere, noch nicht
hinreichend bekannte Beziehungen fir die Entstehung autoreaktiver Vorgange verantwortlich sind und
welche molekularen Wechselwirkungen letztlich zur Pathologie fuhren, kénnen nur kommende

Untersuchungen zeigen.

Atopie

Eine fehlregulatorisch gepragte Pathogenese gilt fir allergische Erkrankungen als sicher, auch wenn die
Ablaufe im Detail noch nicht verstanden sind. Uber den Zusammenhang von erniedrigtem IgM-Spiegel
und dem veranderten T-Zell-Antwortverhalten, das bei der Entstehung von allergischen Erkrankungen
eine zentrale Rolle spielt, herrscht Unklarheit und nicht bei allen atopischen SlgMID-Patienten sind in

vorangegangenen Untersuchungen typische Allergie-assoziierte Befunde wie erhdhte IgE-Spiegel und
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Eosinophilie nachweisbar gewesen (89). In der vorliegenden Arbeit zeigten fiinf von acht Betroffenen
erhohtes IgE. Der ermittelte Anteil der Patienten mit atopischer Diathese von 40 % bestatigt die
Ergebnisse anderer Autoren, die bei 33 % (92) sowie 47 bzw. 36 % (82) lagen. Dabei ist jedoch zu
bedenken, dass die Atopie-Prévalenz in der Normalbevolkerung bei etwa 20-30 % liegt (89, 112). Damit
fallt die Haufung bei SIgMID relativ gering aus und sollte entsprechend kritisch betrachtet werden.

Fur IgA konnte eine inverse Korrelation zwischen Serumspiegeln und der Inzidenz von allergischen
Atemwegserkrankungen bzw. ein protektives Potential von mukosalem IgA bei allergischem Asthma
gezeigt werden (138). Ahnliche Zusammenhange konnten auch bei IgM bestehen, wobei ein gestorter
Klassenwechsel hin zu erhéhter IgE™ B-Zellzahl sowohl mit der atopischen Diathese als auch mit der

IgM-Defizienz vereinbar ware (139).

Fatigue

Erst in jlngerer Vergangenheit wurde dem Symptom der Fatigue und unspezifischen, somatisch nicht
zuzuordnenden Schmerzzustdnden eine grofRere gesamtmedizinische Aufmerksamkeit zuteil, was das
Fehlen solcher Beschwerden in dalteren Fallbeschreibungen erklaren kann. Welche Rolle diese
Symptomenkomplexe  bei  Immunschwachen und damit oft  verbundenen  chronischen
Entzlindungszustanden spielen, ist noch nicht hinreichend verstanden (140). So konnten sie als
gewohnliche Begleitsymptome von Infektionen bewertet werden, die entsprechend einer erhohten
Infektfrequenz ebenfalls gehéduft auftreten. Es gibt jedoch auch Hinweise darauf, dass Fatigue-artige
Beschwerden unter Immundefekten, chronischen Virusreaktivierungen oder langanhaltender
Uberstimulation des Immunsystems chronifizieren konnen (140, 141), was die Rolle der reinen
Begleitsymptomatik Ubersteigt und somit die Einordnung als eigenstandige Entitat rechtfertigen wirde.
Diese Betrachtungsweise kénnte nicht zuletzt den Patienten zugute kommen, da sie den Grundstein fiir
eine umfassende ursachen- und symptombezogene Therapie legt und somit das Potential zur
Verbesserung der Lebensqualitat vieler immunologisch beeintrachtigter Patienten birgt. Bei Patienten mit
chronischem Fatigue-Syndrom (CFS) wurde eine direkte Assoziation von IgM-vermittelter
Autoreaktivitdt und Fatigue beschrieben (142). Ebenfalls bei CFS-Patienten wurde eine signifikante
negative Korrelation von Serum-Zinkspiegeln und der Ausprdgung von Fatigue-Symptomen
nachgewiesen (143), was angesichts anamnestisch erniedrigter Zink-Werte bei 45 % der in dieser Arbeit

untersuchten SlgMID-Patienten (Daten nicht gezeigt) erwahnenswert scheint.

Malignome

In der Literatur wurden verschiedene Malignititen mit einem Uberwiegen hamatologischer Neoplasien
bei insgesamt 3 % der SIgMID-Patienten beschrieben (82, 108-111). In der untersuchten Kohorte lag bei
einer Patientin anamnestisch ein Mamma-Karzinom vor, was bei 20 Patienten einer Inzidenz von 5 %
entspricht. Eine deutliche Haufung maligner Entartung ist also nicht erkennbar. Aufschlussreich ware die

Verlaufsbeobachtung der untersuchten Kohorte, die mit einem Durchschnittsalter von 40 Jahren (Median
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40 Jahre) in Bezug auf Malignitatsentwicklung noch recht jung ist, um die Rate an Krebserkrankungen im
Alter im Vergleich zu nicht-lgM-defizienten Probaden zu tberprifen. Zur Auswirkung von erniedrigten
IgM-Spiegeln auf die Entwicklung von malignen Erkrankungen gibt es in den Untersuchungen zu
SIgMID keine gesicherten Erkenntnisse. Insbesondere bei Leukdmien oder Lymphomen muss stets auch
die Maoglichkeit einer Erstmanifestation des neoplastischen Geschehens als verminderter IgM-
Serumspiegel in Betracht gezogen werden.

Nicht alle Patienten sind klinisch gleichermalRen von Begleiterscheinungen der IgM-Defizienz betroffen.
In Intensitdt und Anzahl der Beschwerden bestehen grofle Unterschiede, die von seltenen
lebensbedrohlichen Zustanden (86, 96) bis zur Symptomlosigkeit (88) reichen. Dieses heterogene
Manifestationsmuster lasst auch verschiedenartige Atiologien und daraus resultierende Pathogenesen
vermuten, die ein erniedrigter IgM-Spiegel als gemeinsames Merkmal eint. In der komplexen
Orchestrierung des Immunsystems kann die Veranderung eines einzelnen Parameters zahlreiche Ursachen
und entsprechend vielgestaltige klinische Auswirkungen und Abstufungen haben, wie die Betrachtung der

SlgMID-assoziierten Beschwerden zeigt.

5.2  Immunglobulin-Spiegel

Bei der Bestimmung der IgM-Serumspiegel bei Erstkontakt ergab sich ein Mittelwert von 0,31 g/l fir
einen Referenzbereich von 0,4-2,3 g¢/l. Bei wiederholten Messungen zeigten sich die Werte relativ
konstant, von insgesamt 49 erfassten lagen nur drei im sehr niedrig-normalen Bereich (max. 0,46 g/l). Der
niedrigste gemessene Wert betrug 0,19 g/, was die aulerst geringe Schwankungsbreite verdeutlicht: Alle
Patientenmessungen bewegten sich in einer Spannweite von 0,27 ¢/l bei einer vom Labor definierten
Spanne von 1,9 g/l im Gesunden-Bereich. Beachtlich ist damit zum einen die Konstanz der Werte, die bei
den Patienten offenbar nur geringen Schwankungen unterworfen sind. Zum anderen aber auch die
Tatsache, dass kein Betroffener weniger als 0,19 g IgM/l Serum aufwies, also keine absolute Defizienz
nachgewiesen wurde. Damit stellt sich die Frage, wie eine basale IgM-Produktion tberhaupt erhalten
bleibt und warum die Werte, wenn eine grundsétzliche Synthesefahigkeit erhalten ist, nicht weiter
ansteigen konnen. Erkléaren lieBe sich dies mit einem Modell, das die Gesamt-lgM-Produktion im
Gesunden (mindestens) zwei unterschiedlichen Systemen zuordnet, die zumindest teilweise auch
unabhéngigen Regulationsmechanismen unterliegen. Der Ausfall eines der Systeme kdnnte eine partielle
IgM-Defizienz bedingen, wéhrend die rudimentdre Versorgung erhalten bliebe. Ansatzpunkte fiir eine
solche Theorie bieten etwa bereits beschriebene duale Systeme wie T-Zell-abhdngige und -unabhéngige
IgM-Differenzierung oder ,,natiirliches” und spezifisches IgM. Defekte konnten auf zelluldrer Ebene die
Generierung oder den Erhalt bereitstellender Populationen betreffen oder sich auf regulative Bereiche

innerhalb einer einzelnen Population beziehen und dort nur bestimmte unter mehreren IgM-assoziierten
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Signalwegen beeintrachtigen. Beispiele hierfir sind die Korrelation von IgM-Spiegel und B1-B-Zellzahl
bei CVID-Patienten (119) oder die partielle 1gM-Defizienz bei Mutationen von TLR-assoziierten
Adapterproteinen (127). Folge wére nicht nur ein erniedrigter 1lgM-Spiegel, sondern auch ein partieller
Verlust der IgM-Funktionen, was sich durchaus mit den klinischen Befunden der SigMID-Patienten

decken wiirde.

Die Bestimmung von 1gG und IgA zeigte unaufféllige Werte, wéhrend sich IgE bei funf Patienten erhéht
prasentierte. Interessanterweise hatten diese Patienten auch entsprechende atopische Beschwerden, drei
weitere Patienten mit Atopie zeigten kein erhohtes IgE. Die Rolle des IgE als Vermittler pathologischer
Immunreaktionen im Sinne einer Hypersensibilitat (144) scheint sich in diesem Setting zu bestétigen,
erhohte Werte decken sich mit den klinischen Befunden. Dies stellt an sich keine neuen Erkenntnisse dar,
ist aber diagnostisch relevant und fir das Verstandnis der Allergie- und Asthmapathogenese unter
SIgMID forderlich. Uber erhéhte IgE-Werte bei SIgMID wurde bereits mehrfach berichtet (93, 116, 118,
120).

5.3  Leukozytdre Hauptpopulationen

Die quantitativen Untersuchungen der Leukozyten in SlgMID-Patienten zeigten insgesamt keine
eindeutigen Abweichungen. Einen ersten Uberblick zum leukozytaren Status gibt das Differentialblutbild,
das fur alle untersuchten Patienten und Probanden maschinell erstellt wurde. Die Gesamtleukozytenzahl
sowie Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten zeigten im Mittel keine relevanten Unterschiede zu
den Normwerten. Daraus wird ersichtlich, dass keine grundsétzlichen Stérungen der leukozytaren
Zellzahlregulation vorliegen. Ein rein quantitativer Lymphozytenmangel kann hiermit bereits als Ursache
erniedrigter IgM-Spiegel ausgeschlossen werden. Bestehende normwertige Granulozyten- und
Monozytenzahlen geben ebenfalls Hinweise auf ein intaktes Bestehen zelluldrer Komponenten des
angeborenen Immunsystems. Dies ist auch im Hinblick auf B-Zell-regulatorische Eigenschaften
erwahnenswert: Von NK-Zellen, Granulozyten und dendritischen Zellen vermittelte T-Zell-abhangige
und -unabhéngige B-Zell-Helfer-Signale beeinflussen unter anderem direkt die IgM-Sekretion (1). Auch
in dieser Hinsicht ist ein rein quantitativer Defekt angesichts normaler Helfer-Zellzahlen
unwabhrscheinlich.

Anamnestisch zeigten 35 % der Patienten eine Granulopenie, 30 % eine Lymphopenie. So kdnnten
grundséatzliche regulatorische Stérungen bei einzelnen Patienten durchaus eine Rolle spielen, aufgrund
der Unspezifitat solcher Befunde und natirlicher Schwankungen sind Riickschliisse daraus jedoch kaum

maoglich.
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In einem né&chsten Schritt wurden die fir die adaptive Immunabwehr wichtigsten peripheren Zellen
betrachtet: Die Bewertung des quantitativen B- und T-Zellstatus bildet den Grundstein weiterfiihrender
Untersuchungen und kann bei Auffélligkeiten richtungsweisend fir folgende Analysen sein. Nachdem
Abweichungen der Leuko- und Lymphozytenzahlen ausgeschlossen waren, konnte dies fur B- und T-
Zellen bestatigt werden, was zunéchst eine grundsatzlich intakte Homdéostase des lymphozytaren Systems
belegt. In der Literatur sind normale B-Zellzahlen bei SIgMID mehrfach gezeigt worden (92, 93), aber
auch Ober Patienten mit erniedrigten oder nicht nachweisbaren B-Zellen wurde berichtet (92, 145). Die
myeloiden und plasmazytoiden dendritischen Zellen zeigten sich unaufféllig.

Die Gegenuberstellung der bei Patienten und Kontrollen analysierten T-Zell-Subpopulationen l&sst
mehrmals postulierte T-Zell-Einfliisse auf die Entwicklung der SIgMID (120, 121) zumindest auf
guantitativer Ebene unwahrscheinlicher erscheinen: Es konnte erstmals gezeigt werden, dass die fir die
B-Zell-Interaktion verantwortlichen Subpopulationen der T-Helfer-Zellen, namlich zentrale und Effektor-
Gedéachtnis- sowie naive CD4" T-Zellen, zahlenméaRig unbeeintrachtigt waren. Gleiches wurde fir die
entsprechenden  Subpopulationen der CD8" zytotoxischen T-Zellen gezeigt. Niedrige Zahlen
zytotoxischer T-Zellen, wie sie in der Vorgeschichte durch Einzelmessungen bei 25 % der Patienten
festgestellt wurden, haben ebenfalls nur bedingte Aussagekraft, da sie der klinischen Erfahrung geman
grofRen Schwankungen unterworfen sind. In der Literatur wurde wiederholt Uber erniedrigte sowie
erhohte CD4/CD8-Verhéltnisse berichtet, die tber erhohte bzw. erniedrigte CD4- und CD8-Werte
entstanden (116-118), was in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden konnte. Daraus l&sst sich
schlussfolgern, dass eine diskutierte T-Zell-bezogene Pathogenese der SIgMID sehr wahrscheinlich auf
funktionellen Defiziten beruhen wirde und nicht auf einer eingeschrankten Verfligbarkeit der Zell-Zell-
Interaktion. Der ebenfalls berichtete pathologische Einfluss von vermutlich regulatorischen T-Zellen
(146) ist eine pathogenetische Mdglichkeit, die anhand der durchgefiihrten durchflusszytometrischen
Analysen quantitativ und qualitativ nicht tberpriift werden konnte.

Auf diesen Erkenntnisgrundlagen stellen die weiterhin erfolgten Experimente, zunéchst die
phéanotypische B-Zell-Charakterisierung mit anschlielenden funktionellen Tests unter Einbeziehung und

Ausschluss der T-Zell-Einflusse, néchste sinnvolle Untersuchungsschritte dar.

5.4  B-Zell-Subpopulationen, IgM-Expression und Oberflachenmarker

Subpopulationen

Die Bestimmung des lymphozytaren Phénotyps beschrénkte sich in vorangegangenen Untersuchungen
der SIgMID meist auf CD4" und CD8" T-Zellen, sowie CD19'/CD20" B-Zellen, wie oben bereits
diskutiert. Abgesehen wvon der oberflaichlichen IgM-Expression wurden kaum detailliertere

Charakterisierungen der B-Zell-Populationen durchgefiihrt. In zwei einzelnen Féllen wurde (Uber
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verminderte Gedachtnis-B-Zellen berichtet (114, 145). Somit konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
das periphere B-Zell-Kompartiment erstmals ausfuhrlich charakterisiert werden.

Die deutlichsten Befunde waren signifikant erhdhte Zahlen der MZ und Transitionalen B-Zellen, was
angesichts ihrer theoretischen Fahigkeit zur IgM-Produktion interessant ist. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhthte Zellzahlen lagen nicht bei allen Patienten vor, so dass auch an dieser Stelle zu
diskutierende Schlussfolgerungen nur fiir einen Teil der Untersuchten zutreffen kénnen. Gemeinsam
haben beide Zelltypen neben der IgM-Expression auch die Fahigkeit zur Generierung einer T-Zell-
unabhéngigen Antigenantwort und sie sind potenzielle Produzenten des ,natiirlichen” IgM (36, 147).
IgM-defiziente Mduse haben erhéhte Zahlen von B1- und MZ-B-Zellen, woflr ein kompensatorischer
Mechanismus diskutiert wird: Das Fehlen des ,,natiirlichen* oder auch des spezifischen IgM konnte iiber
noch unbekannte Rickkopplungssignale die Expansion der eigentlich produzierenden Populationen
ankurbeln, oder die Differenzierung etwa in follikulare B-Zellen behindern (131, 148, 149). Unter den
gegebenen Beobachtungen ware ein entsprechendes Szenario durchaus auf SlgMID-Patienten
tibertragbar, jedoch nicht in vollem Umfang, da die B1-Zellzahlen unverandert waren.

Weiterhin ~ kénnten die  Verschiebungen der Populationsverteilung durch  fehlreguliertes
Migrationsverhalten entstehen. Die Untersuchung von Chemokinrezeptoren ermdglichte bei der Maus das
Verstehen von Auswanderung aus dem Knochenmark (Transitionale) und Ansiedlung in der
Marginalzone der Milz (MZ-B-Zellen). Die Ligation von Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren (S1PR)
bewirkt die Migration aus Knochenmarksinus ins periphere Blut, wahrend der Cannabinoid-Rezeptor-2
(CNR2) B-Zellen in die Marginalzone leitet. Fur beide Rezeptortypen wurde gezeigt, dass eine Defizienz
bzw. Blockade oder artifizielle Ligation zu entsprechenden Populationsverschiebungen fiihren kann (32,
150, 151). Die Differenzierung von B-Zellen ist auch vom Kompartiment und dem immunologischen
Milieu abhéngig, insofern konnte eine Dysgammaglobulindmie auch auf solcherlei Migrations- mit
konsekutiven Differenzierungsstdrungen zuriickzufiihren sein (152).

Eine weitere plausibel erscheinende Ursache der Populationsabweichungen kdnnte in der vermehrten
Pathogenexposition unter erhohter Infektinzidenz liegen, im Sinne einer stdndigen Aktivierung des
Immunsystems. Dazu passend wurde gezeigt, dass TLR9-vermittelte Signale, wie sie bei bakteriellen
Infektionen ausgel6st werden, die Differenzierung von Transitionalen zu MZ bewirken und (berdies die
Entstehung von Autoimmunitat befordern (153).

Ob die diskutierten Mechanismen tatséchlich urséchlich oder zumindest beteiligt sind, l&sst sich anhand
der aktuellen Datenlage nicht abschlieffend beurteilen. Wahrscheinlich ist jedoch, dass auch angesichts
des heterogenen Patientenkollektivs verschiedene Fehlfunktionen in die Regulationsmechanismen

eingreifen.
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IgM-Expression

Der Anteil IgM* B-Zellen bei den untersuchten Patienten war unauffallig im Vergleich mit den
Kontrollprobanden. Diese Ergebnisse decken sich gut mit Berichten aus der Literatur, die mehrheitlich
normale Anteile bezeugen, teilweise erhohte und selten erniedrigte (101, 116-118, 120).

Die Analyse der IgM-Expressionsdichte (MFI) ergab eine statistisch signifikant verminderte IgM-
Expression pro B-Zelle. Daraufhin wurde die explorative IgM-MFI-Bestimmung der Subpopulationen bei
vier verfugbaren Patienten durchgefilhrt. Die erniedrigte IgM-Expressionsdichte konnte in diesen
Messungen nicht bestatigt werden. Welche Subpopulationen die verminderte IgM-Expressionsdichte
mittragen, lieR sich also nicht eruieren. Dies zeigt zum einen, dass das IgM-Expressionsmuster innerhalb
des Patientenkollektivs durchaus heterogen ist und weist zum anderen darauf hin, dass zumindest bei
einigen Patienten die Zellanzahl und Dichte der IgM-Expression weitestgehend intakt sind. Innerhalb der
Subpopulationen zeigte sich einzig der Anteil der IgM™ DN erniedrigt, bei einem leichten Trend zu
geringerer IgM-Expressionsdichte. Hinsichtlich der Signifikanz sei hier auf die geringe Anzahl der

Patientenwerte bei einer groRen Streuungsbreite der Kontrollprobandenwerte hingewiesen.

In der Literatur konnten keine vergleichbaren Analysen gefunden werden und der beschriebene Befund
ist schwierig zu interpretieren, wenn auch eine Tendenz zur verringerten IgM-Oberflachenexpression auf
Einzelzellebene — nicht jedoch die Anzahl der positiven Zellen — gezeigt werden konnte. Die Mdglichkeit
eines kompensatorischen Zusammenhangs zwischen reduzierter IgM-Expressionsdichte und erhohten
Zahlen IgM-exprimierender Zellen, wie MZ und Transitionale, kann von dieser Warte nochmals in
Erwégung gezogen werden.

Ableiten I&sst sich aus diesem Befund zumindest, dass die generelle IgM-Expression der Subpopulationen
nicht grundsatzlich gestort ist. Ein GroRteil der peripheren IgM™ B-Zellen sind Naive, MZ, Transitionale
— sie exprimieren zwar, sezernieren jedoch (noch) kein IgM. Die dafur zustandigen Zellen residieren in
der Regel in den lymphatischen Geweben und konnen Uber periphere Blutproben kaum erfasst werden.
Somit lasst das Ergebnis lediglich eine Verlagerung pathogenetisch relevanter Abldufe bzw. das
Wirksamwerden derselben in die Phasen der weiteren Aktivierung, Differenzierung oder Sekretion
vermuten, die vorwiegend abseits des peripheren Blutstroms ablaufen. Folgerichtige Untersuchung ist

daher die Abbildung des Stimulationsprozesses in vitro, wie sie in der Folge durchgefihrt wurde.

Oberflachenmarker

Um die phanotypische Charakterisierung der B-Zellen weiter zu ergidnzen und damit verbundene
Hinweise auf funktionelle Eigenschaften zu erlangen, wurde erstmals die umfassende Detektion diverser
Marker bei SIgMID-Patienten durchgefiihrt. Unter einem funktionellen Gesichtspunkt kann man die
Oberflachenproteine den Komplexen Aktivierung, Uberleben und Migration zuordnen. Neben
konzeptbestatigenden Befunden, wie die erwartungsgemal aktivierten Plasmablasten als Population mit

dem hochsten CD86™ und CD95" Anteil bei Patienten und Kontrollen, waren auch Abweichungen in der
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SIgMID-Gruppe zu verzeichnen. Auffallig war ein Verlust von Aktivierungs- und Uberlebensmarkern auf
den MZ-B-Zellen: Fas®, Fas-Ligand” und Taci* Anteile waren signifikant verringert, was in Bezug auf die
IgM-Defizienz  einige interessante Anlehnungen zuldsst. So konnte ein eingeschrankter
Aktivierungsstatus der MZ etwa durch herabgesetzte Antigenantworten unmittelbar eine verringerte IgM-
Sekretion dieser Population zur Folge haben. Ebenso ware bei gestdrter Homoostase durch mangelnde
Taci-vermittelte Uberlebenssignale eine eingeschrankte IgM-Sekretion unter verkirzter Uberlebenszeit,
mdglicherweise begleitet von einer kompensatorischen Nachbildung der betroffenen Zellen (peripher
nachgewiesene erhohte Transitionale und MZ) denkbar. Ein Verlust der Fas-FasL-vermittelten Apoptose
konnte aber auch das Uberleben nicht-aktivierter, anerger MZ-B-Zellen begiinstigen, mit der Folge einer
verminderten IgM-Produktion dieser Zellen bei erhéhter Anzahl im peripheren Blut.

Diese Uberlegungen konnten durch weitere Befunde gestiitzt werden: Transitionale zeigten eine Tendenz
zu vermehrten Taci® Anteilen, womdglich ebenfalls ein Zeichen kompensatorisch forcierter Neubildung
aus dem Knochenmark. Und die bisher nur unzureichend charakterisierten DN B-Zellen wiesen einen
signifikant hoheren Anteil CD86-exprimierender, also aktivierter Zellen auf, was unter der Annahme,
dass es sich um (Gedéachtnis)-Effektorzellen handelt (35), als ausgleichender Mechanismus betrachtet
werden konnte. Weiterhin wére es jedoch auch als Hinweis auf eine starkere Aktivierung der Mukosa-
assoziierten IgA" DN (32) unter vermehrter Pathogen-Exposition deutbar.

Die Migration von Leukozyten und die Formierung lymphatischer Gewebe wird mafgeblich durch die
Signalvermittlung  Uber  Chemokinrezeptoren  gesteuert. Die  Assoziation von  gestorter
Chemokinrezeptorexpression und priméren Antikdrpermangelsyndromen ist bekannt (154). Auffallig war
bei drei Patienten ein verminderter Anteil CCR7-exprimierender B-Zellen in allen Subpopulationen.
CCRY ist an der Endotheladhésion in den hochendothelialen Venolen beteiligt und leitet die Zellen tber
die Bindung seiner Liganden CCL19 und CCL21 schliellich in die T-Zell-Zone der sekundé&ren
lymphatischen Organe. Die Expression von CCR7 wird bei Naiven B-Zellen durch spezifischen Antigen-
Kontakt induziert (155). Ein CCR7-Mangel konnte also die homdostatische Migration der B-Zellen
beeintrachtigen, bis hin zu einer gestérten T-Zell-Interaktion, was mit konsekutiv vermindertem Serum-
IgM einhergehen konnte. Die Selektivitdt des IgM-Mangels gegentiber normalen Serumspiegeln der
tibrigen Ig-Isotypen l&sst sich damit jedoch nicht unmittelbar erklaren und fehlgesteuerte IgM-spezifische
Regulationsmechanismen missten weiterhin beteiligt sein.

Die CXCR3-Expression war insgesamt unauffallig. Der inflammatorische Chemokinrezeptor wird bei
erfolgreicher Antigenprasentation durch dendritische Zellen auf B-Zellen hochreguliert und bewirkt tber
die Liganden CXCL9, 10 und 11 die Migration zum Entziindungsort. Die Beteiligung an allergischen und
autoimmunen Erkrankungen konnte gezeigt werden (156), scheint im Sinne einer Uberexpression bei
SIgMID aber keine Rolle zu spielen. Bei den MZ allerdings war ein tendenziell geringerer CXCR3*
Anteil zu messen, was zum oben diskutierten Phénotyp der nicht-aktivierten oder anergen MZ-B-Zelle

passen wiirde.
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CXCR4 ist ein homgostatischer Chemokinrezeptor, der von B-Zellen konstitutiv exprimiert wird und
dessen Ligand CXCL12 in vielen lymphatischen Kompartimenten nachgewiesen werden kann. In der B-
Zell-Entwicklung spielt CXCR4 eine tragende Rolle, er bewirkt die Retention bzw. Migration u.a. von
Plasmablasten ins Knochenmark und hat weitere, teilweise redundante homdoostatische Funktionen (157).
Der gemessene signifikant erhohte Anteil von CXCR4" IgM-only GZ und MZ stellt somit einen
vergleichsweise unspezifischen Befund dar, der entsprechend vielgestaltige Beeinflussungen des
Migrationsverhaltens bedingen kdnnte. Bei einigen Patienten zeigten sich gréflere Anteile CXCR4-
tragender Plasmablasten als in der Vergleichsgruppe, was durch eine starkere Knochenmarksassoziierung

der Population mit funktionellen Alterationen einhergehen kénnte.

Uber die MFI wurde auch die Expressionsdichte der Marker bestimmt. Es zeigten sich keine relevant
abweichenden Werte bei den Patienten, was gegen generelle Expressionsdefekte spricht und eher auf
veranderte Regulationsgeschehen hinweist. Angesichts der kausal IgM-fokussierten Diskussion der
Befunde sollte auch bedacht werden, dass Abweichungen im Chemokinexpressionsmuster — wie auch
sonstige phanotypische Veranderungen — ebenso Folge und nicht nur potenzielle Ursache einer SIgMID

sein konnen.

5.5  Expansionsdefizit und IgM-B-Zellmangel — T-Zell-abhangig oder B-Zell-
intrinsisch?

Im ersten Schritt der funktionellen Charakterisierung wurden mit Zellen von sechs bis sieben Patienten
verschiedene in vitro  Stimulationen durchgefiihrt und die Expansion und B-Zell-
Subpopulationsverteilung im Anschluss untersucht. Proliferative Zellantworten wurden im Rahmen von
Fallberichten und bei kleineren Patienten-Kohorten schon mehrfach untersucht. Dabei beobachtete
Stérungen in der Proliferation wurden auf bestimmte Pathomechanismen zuriickgefuhrt: Erhohte T-
Suppressor-Aktivitat (116, 117, 146), verminderte T-Helfer-Aktivitdt (120) und intrinsische B-Zell-
Defekte (118). Daruber hinaus wurde auch unauffalliges Proliferationsverhalten beschrieben (92). In den
vorliegenden Studien wurden meist unspezifische Stimulanzien wie Lektine (PWM, ConA) und
bakterielle Antigene (SAC) verwendet. Fur diese Arbeit wurden unterschiedliche Stimulationsprotokolle
etabliert, darunter auch physiologisch orientierte zytokin- und ligandenbasierte, um unterschiedliche B-
Zell-Aktivierungswege parallel zu Gberprifen.

Die Charakterisierung der B-Zell-Subpopulationen nach in vitro Stimulation stellt in der SIgMID-
Forschung ein Novum dar und kann, mit oder ohne Auffalligkeiten im Expansionsverhalten, weiter

Aufschluss tiber Differenzierungs- und Uberlebensvorgéange geben.
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Expansion

Die Expansion von Gesamt-PBMCs und T-Zell-depletierten PBMCs zeigte sich bei den Patienten in allen
Stimulationen unauffallig. Weiterhin wurde das quantitative Ergebnis der B-Zellexpansion bestimmt, die
in der Vollstimulation (SAC, PWM, CpG, CD40L, IL-2, IL-10, IL21) unter Beteiligung von T-Zellen bei
sechs von sieben Patienten im Vergleich zu den Probanden deutlich herabgesetzt war (p=0,053 im
zweiseitigen Mann-Whitney-Test). Die gleiche Stimulation ohne T-Zellen in der Kultur ergab hingegen
bei Patienten und Probanden ein gleichwertiges Bild, was Hinweis auf eine Fehlfunktion der Patienten-T-
Zellen sein konnte. Dafur spricht ebenfalls der direkte Vergleich der Patienten-B-Zell-Expansion mit und
ohne T-Zellen in den selben Stimulationen, der deutlich fiir ein Ausbleiben der bei den Kontrollen
sichtbaren proexpansiven T-Zell-Einfllsse spricht: Alle Patienten zeigten mit und ohne T-Zellen eine
weitgehend gleichbleibende Expansionsrate; abgesehen vom siebten Patienten, der wie die Kontrollen
unter T-Zell-Beteiligung eine erhhte Expansionsrate zeigte.

Der Bezug zwischen eingeschrankter Expansion und T-Zellen scheint also recht deutlich und ein
Ausbleiben T-Zell-vermittelter Expansionssignale, mdglicherweise auch in Form der klassischen T-Zell-
Hilfe (120), bietet aus dieser Perspektive ein plausibles Erklarungsmodell. Aus dem Vergleich mit
weiteren Stimulationen wird jedoch ersichtlich, dass diese Option eher ausgeschlossen werden kann
(siehe unten). Ein suppressiver T-Zell-Effekt, der spezifisch Expansion oder Uberleben bestimmter
Populationsanteile inhibiert (146) und in der Endsumme damit erfolgte Proliferationen quantitativ

aufhebt, 1&sst sich anhand der Daten ebenfalls in Erwédgung ziehen.

In den beiden T-Zell-Faktor-unabhéngigen Stimulationen mit SAC, PWM und CpG waren im Mittel
leichte Verminderungen der B-Zell-Expansionsantworten zu verzeichnen, was fur SAC oder PWM zuvor
beschrieben wurde (92, 118) und Hinweis auch auf eine B-Zell-intrinsische Expansionseinschrdnkung
sein konnte. Zentral in diesem Zusammenhang ist die Signalvermittlung tber TLR, die T-Zell-
unabhéngig insbesondere IgM-Immunantworten induzieren kann. In Anbetracht der begrenzten
Messwertzahlen (n=3-7) konnen die vergleichsweise geringfugigen Abweichungen jedoch nur
eingeschrénkt Anlass zur Diskussion geben.

Die Stimulation mit T-Zell-Faktoren (CD40L, IL-2, IL-10, IL21) ergab insgesamt betrachtet ein eher
unspezifisches Bild: Vier Patienten zeigten eher niedrige Expansionsantworten, bei einem Patient war sie
deutlich erhoht. In der Gesamtbetrachtung ergab sich ein Mittelwert auf Probandenniveau, als allgemeine

Schlussfolgerungen lasst sich an dieser Stelle nur ein heterogenes Antwortverhalten festhalten.

Subpopulationen nach in vitro Stimulation
Anhand der Phanotypisierung nach Simulation lasst sich eruieren, welche Differenzierungsvorgange
durch die verschiedenen Protokolle ausgelést wurden und welche Populationen bei eingeschréankter

Expansion vermindert waren. Im Fall der reduzierten Expansionsantwort in der Vollstimulation unter T-
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Zell-Einfluss waren verminderte Zellzahlen aller nachgewiesenen B-Zell-Subpopulationen urséchlich fir
die Gesamtverminderung: Plasmablasten, GZ, DN, MZ und Naive. Die Vollstimulation ohne T-Zell-
Einfluss hatte eine nicht signifikante aber tendenziell erkennbare Verminderung der GZ zur Folge, die
tibrigen Subpopulationen, insbesondere die Plasmablasten, zeigten sich unaufféllig, was sich im intakten
Gesamtbild der Expansion niederschlagt. Zur weiteren Abwéagung bietet sich der Blick auf die ubrigen
Stimulationen an. Unter Einfluss der T-Zell-Faktoren ohne T-Zell-Beteiligung (CD40L, IL-2, IL-10, IL-
21) zeigte sich eine Reduktion aller Subpopulationen, nur drei von sechs Patienten zeigten hohe
Plasmablastenzahlen, was die mittlere Expansionsrate an die Werte der Kontrollprobanden anglich (siehe
oben) und die Uberwiegende Reduktion der Subpopulationen in dieser Betrachtung maskierte. Als ersten
putativen Pathomechanismus lieBe sich somit die eingeschriankte T-Helfer-Aktivitat fur die weitere
Diskussion weitestgehend ausschlieRen, denn auch ohne jeglichen T-Zell-Einfluss bleiben eminente
Reduktionen der Subpopulationen — wie in der Vollstimulation mit T-Zell-Einfluss — bestehen. Ein
unmittelbar durch T-Zellen vermittelter inhibitorischer Effekt lasst sich zumindest insoweit eingrenzen,
als dass dieser nicht tiber Zell-Zell-Kontakte vermittelt sein kdnnte (abgesehen vom hier in l6slicher Form
eingesetzten CD40L) und auf die eingesetzten Faktoren beschrankt sein misste. Da bei gleichen
Konzentrationen der gleichen Stimulanzienkombination die Patienten aber reduzierte Populationszahlen
im Vergleich zu den Probanden zeigten, kdnnte die Ursache nicht in den Faktoren selbst, sondern nur im
Antwortverhalten der B-Zellen auf T-Zell-Faktoren liegen. Folgt man dieser Argumentation, scheidet
auch die These der T-Zell-vermittelten Inhibition als solche aus. Es bliebe also noch die Moglichkeit
eines intrinsischen B-Zell-Defekts, fir den weitere Beobachtungen sprechen: So zeigte sich bei
Stimulation mit CpG eine signifikante Erniedrigung der GZ- und tendenzielle Erniedrigung der DN-Zahl.
Da in dieser Stimulation weder T-Zellen noch T-Zell-Faktoren beteiligt waren, kdnnen diese nicht an den
beobachteten Expansionsdefiziten beteiligt sein. Fiir CpG wurde beschrieben, dass es Differenzierungs-
und Uberlebenssignale vermittelt: Rund 50 % der GZ regulieren unter CpG-Stimulation die CD27-
Expression herauf, was per definitionem die Differenzierung zu Plasmablasten bedeutet. Die Ubrigen 50
% zeigen ein verlangertes Uberleben bei Ausbleiben weiterer Differenzierung (36). In der durchgefiihrten
CpG-Stimulation der SIgMID-Zellen zeigten sich keine Defizite in der Plasmablastenzahl, die GZ-
Population war jedoch, wie erwahnt, deutlich erniedrigt und lag auf dem gleichen Niveau wie im
Kontrollansatz ohne Stimulanzien. Dies lasst ein Ausbleiben der CpG-vermittelten Uberlebenssignale in
den Patienten-GZ (und DN) vermuten, Anzeichen fur eine vermehrte Ausdifferenzierung etwa zu
Plasmablasten fehlen. Mit Blick auf die T-Zell-Faktoren-Stimulation und die Vollstimulationen kénnte
dieser Effekt nicht nur auf CpG-vermittelte Signale beschrankt sein, denn ein eingeschranktes B-Zell-
Uberleben bei Stimulation, von dem besonders die GZ betroffen sind, lasst sich bei allen Ansatzen
beobachten. Auch die besonders groRen Unterschiede in der Vollstimulation mit T-Zellen kénnten Folge
einer defekten B-Zell-Antwort auf die fiir gesunde B-Zellen optimalen Uberlebens- und
Differenzierungsbedingungen sein. Die Einordnung der Stimulation mit SAC und PWM ist in diesem

Zusammenhang schwierig und muss bei nur drei Kontrollprobanden von eingeschrénkter Relevanz sein.
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Tendenziell ist auch hier eher ein eingeschranktes Uberleben bzw. Differenzierung zu Plasmablasten
festzuhalten.

Ein intrinsischer B-Zelldefekt, der sich in einer verminderten Expansionsantwort besonders bei T-Zell-
und T-Zell-Faktor-vermittelter in vitro Stimulation zeigt und ein weniger stimulanzienspezifisches GZ-
Uberlebensdefizit bewirkt, scheint in Anbetracht obiger Argumente der plausibelste Erklarungsansatz fiir
die beobachteten Auffélligkeiten zu sein. Gleichzeitig bestehende T-Zell-Defekte, wie eingeschrénkte
Helfer- oder erhdhte Suppressor-Aktivitat, kénnen jedoch nicht ausgeschlossen werden und haben
mdoglicherweise sogar aggravierende Effekte. Wie bereits angemerkt, gibt auch die Heterogenitét in
Expansion und Subpopulationsdifferenzierung Anlass zu der Vermutung, dass zugrundeliegende

Stdrungen bei den Patienten verschiedenartiger Natur sein kdnnten.

IgM-Expression nach in vitro Stimulation

Ein weiterer bedeutender Befund ist der verminderte Anteil IgM-exprimierender B-Zellen nach
Stimulation. Dies zeigte sich bei fast allen durchgefiihrten Protokollen, ausgenommen die CpG-
Stimulation. Dabei war nicht nur der Anteil IgM™ Zellen an den Gesamt-B-Zellen betroffen, der auch
durch den beobachteten Verlust der IgM-tragenden MZ und Naiven bedingt war, sondern auch der Anteil
je Subpopulation war erniedrigt. Bei den GZ war dies konstant in jeder betroffenen Stimulation zu
beobachten (SAC, PWM; T-Zell-Faktoren; Vollstimulationen), DN waren in drei von vier Stimulationen
betroffen, bei den Plasmablasten war der Effekt weniger stark ausgeprdgt. Wurden keine Stimulanzien
zur Kultur gegeben, so war wie bei CpG kein vergleichbarer IgM-Populationsverlust zu beobachten. In
der Schlussfolgerung konnte dies als stimulations- oder aktivierungsinduzierter Verlust (Plasmablasten)
bzw. verminderte Zunahme (GZ, DN) IgM-tragender B-Zellen bezeichnet werden, die nicht von T-Zellen
beeinflusst werden. Es stellt sich die Frage, ob jener Verlust durch ein Nicht-Uberleben der
entsprechenden Zellen oder durch Differenzierungsvorgange, was in diesem Fall einen Klassenwechsel
bedeuten wiirde, hervorgerufen wird. In Anlehnung an den oben postulierten intrinsischen B-Zell-Defekt
hinsichtlich des Antwortverhaltens auf Uberlebenssignale konnte man ein verringertes Uberleben der
IgM™ Populationen vermuten. Fir Naive und MZ konnte dies durchaus der Fall sein, auch angesichts
verminderter anteiliger Expression der Aktivierungs- und Uberlebensmarker Fas, Fas-L und Taci bei MZ.
Fur GZ ergibt sich jedoch aus der CpG-Stimulation der Hinweis, dass der IgM-Verlust eher nicht auf ein
IgM-spezifisches Uberlebensdefizit zuriickzufiihren ist: Als einzige Subpopulation zeigten sich die GZ
hier insgesamt erniedrigt, jedoch lag relativ keine Reduktion des IgM* Anteils vor. Dies wiirde man bei
einem selektiven Verlust IgM-tragender Zellen erwarten, im vorliegenden Fall jedoch ist der GZ-Verlust
eher durch die gleichwertige Verminderung IgM* und IgM™ GZ erfolgt. Auch in den Stimulationen mit
erniedrigter GZ-Zahl und geringerem IgM™ GZ-Anteil kdnnen jene verringerten IgM-Anteile den Verlust
der GZ-Zahl rechnerisch nicht in vollem Umfang erklaren, was darauf hinweist, dass auch GZ anderer
Isotypen verringert sein miissen. Davon abgesehen, wire bei einem IgM-spezifischen Uberlebensdefekt

die Erniedrigung der IgM-Populationen in allen Stimulationen naheliegend. Dies ist jedoch nur bei jenen
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Protokollen der Fall, die potenziell Klassenwechsel-induzierende Stimulanzien beinhalten, also nicht bei
CpG und den Kontrollanséatzen ohne Stimulanzien. Die Expansions- oder Uberlebensdefizite gehen also
nicht zwangslaufig mit dem IgM-Verlust einher bzw. sind nicht durch diesen begriindet. Diese
Uberlegungen lieRen sich auf die Gbrigen Subpopulationen ubertragen, was die Moglichkeit eines
erhohten Klassenwechsels auch bei GZ, DN und Plasmablasten bzw. ihren Vorgangerzellen unter
Stimulation  bedeuten wirde, bei gleichzeitigem Isotyp-unabhangigem  Uberlebens-  bzw.

Expansionsdefizit.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine Defizienz IgM-tragender B-Zellen unter bestimmten
Stimulationsverhaltnissen eintritt. Die Beobachtungen lassen den Rickschluss zu, dass es sich um eine
induzierbare, aber intrinsiche Fehlregulation handelt: Obligat (MZ, Naive) und fakultativ (GZ, teilweise
DN und Plasmablasten) IgM-exprimierende Populationen zeigten sich vermindert unter SAC, PWM und
T-Zell-Faktoren. Dabei mussten T-Zellen an sich nicht beteiligt sein, sie schienen den Anti-lgM-Effekt
jedoch zu verstarken, wie sich im Vergleich der Vollstimulationen zeigt. Eine Aktivierung ber TLR9
durch CpG bewirkt keinen selektiven Verlust von IgM-Populationen. Urséchlich kénnte ein erhohter
Klassenwechsel bei Aktivierung sein.

Passend hierzu liegt die Beschreibung eines Falles von IgM-Defizienz vor, die auf die Uberexpression
des B-Zell-Schliisselenzyms AID (engl. Activation Induced Cytidine Deaminase) (158, 159)
zuriickgefiihrt wurde. Die Patientin zeigte zusatzlich verminderte periphere B-Zellzahlen und hohe 1gG-
und IgA-Spiegel, was als Hinweis auf einen erhohten Isotypklassenwechsel gewertet wurde (111). Im
Mausexperiment wurde ferner gezeigt, dass AID-Expression in B-Zellen im Vergleich zu nicht-
exprimierenden Zellen eine Abnahme von Proliferation und Uberleben bewirkt (160), was
interessanterweise auch zum in dieser Arbeit beobachteten Expansionsdefizit passen wirde. Eine
Uberaktivitat der AID — etwa durch Mutationen im Protein selbst oder Regulationsdefekte in der
vorgeschalteten Signalkaskade — kénnte somit sowohl das beobachtete Expansions- als auch das IgM-

Defizit nach in vitro Stimulation erkléren.

Zusammenfassung zu Expansion und IgM-Expression

Die oben angefiihrten Uberlegungen zu den beobachteten Auffalligkeiten nach in vitro Stimulationen
lassen sich folgendermalRen zusammenfassen: Am wahrscheinlichsten erscheint ein intrinsischer B-Zell-
Defekt, der ein herabgesetztes Proliferations- und/oder Uberlebensverhalten unter bestimmten
Stimulationsreizen bedingt. Ferner besteht bei den durchgefiihrten nicht TLR-9-abhangigen Stimulationen
ein Verlust IgM-exprimierender B-Zellen, der auf einen erhdhten Ig-Klassenwechsel zurtickzufiihren sein
kénnte. Der Zusammenhang von Expansionseinschrankung und IgM-Verlust ist unklar, konnte aber auf
einen gemeinsamen ursdchlichen Defekt zurtickzufuhren sein (z.B. Fehlregulationen der AID). Am

stérksten betroffen von den fehlregulativen VVorgangen sind die GZ-B-Zellen.

98



Andere Pathomechanismen lassen sich jedoch nicht sicher ausschlieen, da in einigen Fallen die
Ergebnisse nicht eindeutig bzw. signifikant sind und zwischen den Werten der einzelnen Patienten grofRe
Unterschiede bestehen konnen. So sind unterschiedliche molekulare Ursachen fir die beobachteten
Abweichungen nicht unwahrscheinlich. AuRerdem kann (ber die genauen Abldufe einer eingeschrankten
Expansionsleistung keine genauere Aussage getroffen werden, denn die gemessene Expansion ist immer
ein Gesamtbild aus Proliferation, Differenzierung und Apoptose. Denkbar sind neben einer
herabgesetzten Suszeptibilitat fiir Uberlebenssignale auch eine Proliferationsinhibition oder direkte
Apoptoseinduktion, sowie eine Uberstimulation mit sukzessivem Zelltod. Denn die angewandte
Methodik schlieft den genauen Nachweis von Proliferations- und Apoptosevorgangen wahrend der
Zellkultivierung nicht mit ein, sondern erlaubt nur Aussagen Uber den Zellbestand nach Ende der

Stimulation.

5.6  Differenzierung der Antikorper-sezernierenden Zellen

Unspezifische ASZ

Im Anschluss an die Expansions- und Phanotypcharakterisierung wurde die Antikdrpersekretionsleistung
der stimulierten B-Zellen per ELISpot Uberprift. Dieses Verfahren ermdglicht quantitative Aussagen auf
Einzelzellebene, also wie hoch der Anteil sezernierender Zellen ist. Nach den in vitro Stimulationen ohne
T-Zell-Beteiligung zeigte sich bei Patienten und Probanden eine weitestgehend gleichwertige ASZ-Zahl.
Die Vollstimulation bewirkte bei den Patienten fir IgG und IgA einen tendenziell héheren Anteil
sezernierender Zellen an der Gesamtheit lebender B-Zellen nach Stimulationsende, die rechnerische
Einbeziehung der vorangegangenen Expansionsraten hob die leichten Unterschiede auf. Ein hoherer
Anteil von Plasmablasten nach Stimulation war nicht nachzuweisen, was bei einigen Patienten eine etwas
hohere Aktivitétsrate unter den bereits ausgebildeten ASZ vermuten l&sst.

In den Kontrollansatzen ohne Stimulanzien bewirkte die Beteiligung von T-Zellen einen Effekt, der in
ahnlicher Weise auch bei der Populationsexpansion beobachtet werden konnte: In der Kultur mit T-Zellen
war der Anteil ,,spontan“ IgM-sezernierender Zellen im Vergleich zum gleichen Ansatz ohne T-Zellen
bei den Gesunden im Mittel etwas hoher, die Patientenzellen reagierten mit einem verminderten IgM-
ASZ-Zuwachs. Eine T-Zell-vermittelte Verstarkung der ,,Autosekretion” wird also von den Patienten-B-
Zellen nicht in der Effektivitat der meisten Gesunden umgesetzt. Der gleiche Effekt wurde in noch
deutlicherer Auspragung bei allen Isotypen in den Vollstimulationen unter Expansionsberiicksichtigung
beobachtet: Unter-T-Zell-Einfluss nahm die ASZ-Zahl bei den Probanden mehr als doppelt so stark zu
wie bei den Patienten. Dies unterstreicht die Rolle des Expansionsdefizits als pathogenetisch leitender
Faktor auch in der ASZ-Bildung. Isoliert betrachtet konnten B-Zell-intrinsische, inhibitorische oder

mangelnde T-Helfer-Effekte ursachlich sein.
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In die Uberlegungen kénnen jedoch weitere Befunde miteinbezogen werden: Ausgehend vom Ansatz
ohne Stimulanzien nahm durch die Zugabe der Stimulanzien der Vollstimulation der ASZ-Anteil an allen
poststimulatorisch lebenden B-Zellen deutlich zu, wobei die Patienten eine sehr groRe Streuungsbreite
mit zwei erniedrigten und einem sehr hohen Wert bei vergleichbaren Mittelwerten aller 1g-Klassen
zeigten. Eine einheitliche Interpretation dieser Ergebnisse ist kaum mdglich und spricht fur die viel
diskutierte &tiologische Heterogenitat solcher Befunde und damit auch der SigMID.

Der Mangel an IgG-ASZ war interessanterweise das einzige signifikant abweichende Ergebnis der
ELISpot-Untersuchungen und gleichzeitig ohne in vivo Korrelat. Ein dhnliches Ergebnis wurde fir
poststimulatorisch erniedrigte 1gG-Konzentrationen bei normalen Serumwerten von Patienten berichtet
(101) und koénnte Hinweis auf weiterreichende Defekte sein, die nur unter bestimmten in vitro
Bedingungen zutage treten und in vivo durch Kompensationsmechanismen aufgefangen werden kdnnen.
Des Weiteren spricht der Befund wiederum gegen eine IgM-spezifische Suppression, die in der Literatur
vorgeschlagen wurde (146). Auf eine generelle Erhéhung des B-Zell-Umsatzes, als mogliche Folge des
hier gezeigten Isotyp-Ubergreifenden ASZ-Expansionsdefizits, kdnnte wiederum die nachgewiesene

erhéhte Anzahl Transitionaler im peripheren Blut der Patienten hinweisen.

Die Ig-Sekretionsféhigkeit wurde im Zuge einiger SlgMID-Fallstudien untersucht, dabei wurden
Konzentrationen von IgM und weiteren Isotypen im Kulturiiberstand gemessen. lg-Sekretionsanalysen
auf zelluldrer Ebene, wie in dieser Arbeit per ELISpot-Verfahren durchgefihrt, sind aus dem SigMID-
Forschungsfeld nicht bekannt. Unter Anwendung unterschiedlicher Stimulationsprotokolle (hauptsachlich
unspezifisch mit PWM, Concanavalin A, SAC u.a.) wurde bei sechs von sechs Analysen eine verminderte
IgM-Produktion festgestellt (101, 116-118, 120, 146). Darunter berichteten zwei von vier Autoren uber
ebenfalls erniedrigte 19G-Konzentrationen und einer von drei Uber erniedrigtes IgA nach den in vitro
Stimulationen. Die Bestimmung der 1g-Konzentrationen der kryokonservierten Kulturliberstande steht fir
diese Arbeit noch aus, da flr die geplante parallele Bestimmung weiterer potenziell pathogenetisch
relevanter Faktoren die Ergebnisse dieser Arbeit und anschlieBender Untersuchungen fir deren
Identifizierung noch abgewartet werden. Ein Vergleich absolut quantitativer Sekretionsleistungen wird
also erst nach Durchfihrung der entsprechenden Analysen mdglich sein. Aufgrund der beschriebenen
durchgéngig erniedrigten IgM-Sekretionswerte nach in vitro Stimulationen in der Literatur waren
&hnliche Befunde auch in dieser Arbeit recht wahrscheinlich. Mit Blick auf das Stimulationsprotokoll
waére allerdings nur der Ansatz mit SAC, PWM hinlénglich vergleichbar, dieser zeigte sich bei niedrigen
Probanden-Zahlen unaufféallig.

Der durchflusszytometrisch erfolgte semiquantitative Nachweis von intrazellularem IgM UGber die mittlere
Fluoreszenzintensitat der Gesamt-B-Zellen nach Vollstimulationen mit und ohne T-Zell-Beteiligung
zeigte normale bis leicht erhohte Werte bei den Patienten. Dies beweist zumindest, dass eine Synthese

grundsétzlich stattfindet, gibt jedoch noch keinen Aufschluss Uber deren Umfang und die Sekretion, die
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gleichwohl eingeschrénkt oder sogar erhoht sein kdnnten. Eine Korrelation zwischen intrazelluldrem
IgM-Gehalt und der IgM-ASZ-Zahl war nicht erkennbar.

Spezifische ASZ

Per ELISpot wurden auch Pneumokokken- (PnPS) und Tetanustoxoid (TT)-spezifische ASZ
nachgewiesen. PnPS-IgM-ASZ waren bei allen Patienten nach der CpG- und Vollstimulation ohne T-
Zellen vorhanden, nach Vollstimulation mit T-Zellen waren bei drei Patienten analog zur Bestimmung
der unspezifischen ASZ, also auch expansionsabhdngig, nur sehr niedrige Werte messbar. Die
erfolgreiche IgM-ASZ-Differenzierung nach CpG konnte ein Hinweis auf intaktes Bestehen der
Hhatiirlichen” IgM-Antwort sein, die moglicherweise nicht in gleichem Mafe expansionsabhédngig ist, wie
die ASZ-Generierung nach Vollstimulation. Auferdem bestatigt es, wie Expansions- und
poststimulatorische Subpopulationsanalyse, die zumindest vergleichsweise gut erhaltene Funktionalitét
dieses Signalweges.

Die Induktion von PnPS-1gG-ASZ war insgesamt weniger effektiv. Unter Vollstimulation chne T-Zellen
zeigten zwei von sechs Patienten keinerlei Antwort, mit T-Zellen vier von sechs und einer von drei
Probanden. Wie zuvor beschrieben, scheint die zusétzliche T-Zellhilfe bei den Patienten im Endergebnis
kaum den prostimulatorischen Effekt zu haben, wie er bei den Probanden zu erkennen ist. Beeintréchtigte
Antikorperantworten auf PnPS bei SIgMID sind bekannt, in einer Untersuchung zeigten 45 % der
Patienten eine verminderte Impf- oder Pathogenkontaktantwort (92). Auch hier wurden jedoch Ig-Titer
und nicht spezifische ASZ detektiert.

Die Anzahl TT-spezifischer 1gG-ASZ war nach CpG- und T-Zell-Faktoren-Stimulation bei Probanden
und Patienten gleichermafen niedrig bis nicht nachweisbar. Die Vollstimulationen mit und ohne T-Zellen
brachten unter Einberechnung der Expansion bei den Patienten groRtenteils weniger TT-ASZ hervor,
unter T-Zell-Beteiligung war dafiir das Expansionsdefizit ursachlich. Dies zeigt abermals die Bedeutung
der herabgesetzten B-Zellzahl fir eine erniedrigte ASZ-Antwort, obwohl die Generierung TT-
spezifischer Effektor-B-Zellen intakt ist. In der Literatur wurde Uber durchgehend vorhandene protektive
TT-Titer bei SIgMID-Patienten berichtet (92, 124).

Inwieweit die gezeigte grundsatzlich intakte TT- und PnPS-spezifische Immunantwort in vivo quantitativ

oder qualitativ beeintréchtigt ist, l&sst sich aus den Ergebnissen nicht ersehen.

5.7  Rapamycin — Therapieansatz oder Forschungsinstrument?

Aus der Beobachtung, dass die stérkste beobachtete Einschrdnkung der B-Zell-Expansion in der in vitro
Stimulation mit T-Zell-Beteiligung einherging, ergab sich der Ansatz tber Hemmung der T-Zell-

vermittelten Signale bzw. direkte Hemmung der T-Zellen mdglicherweise fehlregulatorische Abléufe
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auBer Kraft zu setzen. AulRerdem konnten sich mit diesem Ansatz AlD-vermittelte Abl&ufe supprimieren
lassen, was angesichts der oben diskutierten Assoziation von erhohter AID-Aktivitat und IgM-Defizienz
interessant erscheint (158, 161). Das Immunsuppressivum Rapamycin wird klinisch vor allem nach
allogenen Organtransplantationen eingesetzt, um Absto3ungsreaktionen zu verhindern. Es hemmt die
Wirkung der Kinase mTOR, deren Aktivierung fiir die B-Zellfunktion essentiell ist und u.a. durch die
Bindung von IL-2 an den IL-2-Rezeptor der B-Zelle erfolgen kann. Die Funktion von mTOR ist komplex
und seine Inhibition kann bestimmte B-Zellantworten unterdriicken, wahrend andere geférdert werden.
Auch die Aktivierung und Funktion von Effektor- und regulatorischen T-Zellen wird entscheidend Uber
mTOR vermittelt (162, 163). Aufgrund dieser Eigenschaften schien der Einsatz von Rapamycin geeignet,
um eine mogliche T-Zell- oder T-Zell-Faktor-vermittelte Stérung der B-Zell-Funktion bei den Patienten 1

und 7 zu Uberprifen.

In der Stimulation mit T-Zell-Faktoren bewirkte Rapamycin vor allem einen Differenzierungsblock der
Plasmablasten, die Gesamt-Expansion konnte dosisabhangig maximal nur um etwa 10 % gesteigert
werden. Der Anteil IgM-exprimierender B-Zellen stieg unter Rapamycin hauptsachlich in Folge des
Differenzierungsblocks und damit einhergehenden gréReren Anteilen IgM* Naiver, MZ und DN an. GZ
und DN zeigten auBerdem deutlich erhéhte IgM™ Anteile. Letzteres ist angesichts des bei GZ und DN
besonders ausgeprégten IgM-Verlustes unter den meisten durchgefiihrten in vitro Stimulationen
hervorzuheben. Der ASZ-Nachweis im ELISpot zeigte normale Zahlen fur IgM und 1gG ohne Rapamycin
und kaum einen Effekt unter 20 nM. 100 nM sorgte hingegen flr einen massiven Einbruch der Spot-
Produktion, was zumindest tendenziell mit dem beschriebenen Plasmablasten-Differenzierungsblock
Ubereinstimmt.

In der Vollstimulation mit T-Zellen hatte Rapamycin geringere Auswirkungen. Es flhrte zu erhohten
Zellzahlen in allen Subpopulationen, ein Differenzierungsblock mit erniedrigten Plasmablastenzahlen war
nicht erkennbar. Es konnte ein leichter Anstieg des IgM-Anteils an den Gesamt-B-Zellen verzeichnet
werden, der hauptsachlich auf héheren IgM™ Anteilen der GZ und DN beruhte. Die ASZ-Bildung lag fiir
IgM auf einem sehr niedrigen Niveau, das auch durch Rapamycin nicht entscheidend beeinflusst wurde.
Die 1gG-ASZ waren ebenfalls vermindert, mit ansteigender Rapamycin-Dosis konnten die Zahlen aber
bei beiden Patienten etwa verdoppelt werden, was immerhin zur Ann&herung an den Probanden-Bereich
flhrte.

Die leichte Zunahme der Plasmablastenzahl unter Rapamycin kann die ASZ-Entwicklung nur
unzureichend erklaren. Wahrend bei Patient 1 erh6hte Plasmablastenzahlen mit der 1gG-ASZ-Zunahme
gut vereinbar sind, kann die Reduktion der IgM-ASZ bei jenem Patienten und der 1gG-ASZ-Zuwachs bei
Patient 7 ohne entsprechende Plasmablasten-Erhéhung Uber die Zellzahlen nicht erklart werden.
Wahrscheinlich werden also auch funktionelle Parameter durch das Rapamycin erfasst, die sich nicht in

Zellzahlen ablesen lassen und das Sekretionsverhalten mafigeblich beeinflussen.
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Der Effekt des Rapamycins differierte stark in Abhangigkeit des Stimulationsprotokolls. Dies dirfte
mafgeblich durch die Beteiligung von T-Zellen in der Vollstimulation begriindet sein, deren Beteiligung
an den Expansionsabléufen durch das Rapamycin verandert wurde. Wéahrend die ASZ-Bildung ohne T-
Zell-Hilfe unter Rapamycin stark eingeschrankt wurde, zeigte sich in der Vollstimulation eher ein
positiver Effekt: Die Expansionsraten bzw. Subpopulationszahlen néherten sich den Gesunden-Bereichen
an, einer eindeutig verbesserten 1gG-ASZ-Differenzierung stand nur in einem Fall eine leichte Abnahme
der IgM-ASZ-Zahl gegenlber. Zusammenfassend kann man fir die Vollstimulation, die zumindest
hinsichtlich der T-Zell-Beteiligung eine in-vivo-ahnlichere Situation darstellt, eine stabilisierende
Wirkung des Rapamycins feststellen. Besonders bei hyperinflammatorischen Zustdnden oder einer
generellen Tendenz zu Uberschielenden Immunantworten, wie sie klinisch bei SIgMID-Patienten oftmals
vorliegen, konnte ein stabilisierender Effekt erwinscht sein. Dieser zeichnet sich vor allem durch eine
Verbesserung der B-Zell-Expansion aus — Uber welche Mechanismen, bleibt dabei noch unklar. Um einer
klinischen Anwendung einen Schritt naher zu kommen, missten die Erkenntnisse Uber die SIgMID eine
klarere Identifizierung pathogenetisch wirksamer Mechanismen erlauben, um auch die Rolle der
expansionsbildenden Ablaufe wie Proliferation, Apoptose und Differenzierung einordnen zu kénnen und
so den Effekt des Rapamycins besser zu verstehen. Auch wenn die Wirkung des Rapamycins nicht die
ursachlichen Defekte ausgleichen kann, so ist doch mit der Verbesserung der IgG-ASZ-Differenzierung
und erhohten IgM-B-Zell-Anteilen eine partielle Kompensation der eminentesten in vitro Defizite

gelungen.

5.8  Ausblick

Weiterfihrende Untersuchungen bieten sich auf mehreren Ebenen an. Wichtig ist die Bestimmung der Ig
in den eingefrorenen Zellkulturtberstanden, die Aufschluss lber die quantitative Antikérpersynthese in
Abhangigkeit der unterschiedlichen Stimulationsprotokolle geben kann. Neben der durchgefihrten
Sekretionsanalyse auf Einzelzellebene (ELISpot) sind diese Informationen fur die Bewertung der ASZ-
Funktion von groRer Relevanz. Des Weiteren empfiehlt sich die Bestimmung weiterer 16slicher Faktoren,
angesichts des nachgewiesenen Expansionsdefizits und teilweise erniedrigter Taci-Expression z.B.
Uberlebens- oder Differenzierungsfaktoren wie BAFF, APRIL 0.4. (32). Eine umfassende Erhebung des
Zytokinstatus in Uberstanden und ebenfalls eingefrorenen Serumproben wiirde diesen Ansatz sinnvoll
weiterfiihren. Interessant wére die Bestimmung der IgM-Spezifitaten bzw. die Zuordnung des in vitro
sezernierten oder Serum-IgM der Patienten im Hinblick auf die Verteilung von ,natiirlichem*
polyreaktiven und andererseits affinitatsgereiftem IgM, um mdgliche Defizite der IgM-Produktion weiter

eingrenzen zu kénnen.
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Auch auf zellulérer Ebene wurde mit der Untersuchung von Expression und Funktionalitidt des Fcp-
Rezeptors ein vielversprechender Ansatz herausgearbeitet (s. 5.1), der die Uberprifung eines maglichen
Zusammenhangs von Autoimmunitét und IgM- oder Rezeptor-Defizienz bei SIgMID-Patienten nahelegt
(135-137). AuRerdem waére eine weitergehende Bewertung des Helferzellstatus von Interesse: in Form der
Kokultivierung von jeweils Patienten- und Probanden B- und T-Zellen (116, 118), um T-Zell-Einflisse
weiter zu Uberprifen, sowie eine Funktionsanalyse ,,unkonventionellerer Helferzellen (s. 5.3), wie
Granulozyten, NKT- und dendritische Zellen, die direkten Einfluss auf die IgM-Produktion haben (1).
Aufwandigere immunhistochemische Untersuchungen sekundérer lymphatischer Gewebe koénnten
zunéchst im Mausmodell Erkenntnisse etwa uber Follikel- und Keimzentrumsarchitektur sowie
lymphozytdre Migrations- und Interaktionsverhéltnisse geben, deren Intaktheit Grundvoraussetzung fiir
die Generierung einer umfassenden Immunantwort ist.

Das beobachtete Expansionsdefizit und die verminderten IgM-Zellzahlen nach in vitro Stimulationen
lieBen sich mdglicherweise gestdrten Antworten bestimmter Subpopulationen zuordnen, wenn die
Stimulationen an zuvor gesorteten B-Zell-Subpopulationen (mit und ohne T-Zell-Einfluss) durchgefihrt
wirden. Essenziell ist auch die Entschliisselung des Ablaufs der ,,Expansion”: Ob das in vitro Defizit
durch Stoérungen der Proliferation, Apoptose, Differenzierung bzw. Klassenwechsel erfolgt, lasst sich
anhand der bisher durchgefiihrten Experimente nicht feststellen und kdnnte beispielsweise tber Zell-
Labeling-Techniken, Apoptose-Messung oder zeitlich eng gestaffelte Verlaufsanalysen der Kkultivierten,
bestenfalls gesorteten Zellen gelingen. Eine Untersuchung der in vivo Proliferationsgeschichte der
Subpopulationen kann tber das Sorten und anschlieende KREC (engl. Kappa-deleting Recombination
Excision Circle)-Quantifizierung (164) peripherer B-Zellen gelingen und konnte eine mdglicherweise

auch in vivo vorliegende Expansionsstorung aufdecken.

Die genetische Untersuchung von SlgMID-Patienten stellt eine weitere Mdoglichkeit dar, sich
atiologischen Faktoren zu nédhern. So konnte etwa die AID bzw. Komponenten des assoziierten
Signaltransduktionssystems Ziel solcher Untersuchungen sein. Als besonders wertvoll kénnte sich hier
der weitestgehend unaufféllige Befund der CpG-Stimulation erweisen, da er in weiterfiihrenden
Untersuchungen hilfreich bei der Eingrenzung funktionaler und dysfunktionaler Teilstrecken wvon

Signaltransduktionssystemen sein kdnnte.

Der in vitro Effekt von Rapamycin weist mit der partiellen Kompensation zentraler Defekte zumindest
auf die Moglichkeit einer ursdchlichen Therapie bei SIgMID hin, Vergleichswerte weiterer Patienten und
Kontrollprobanden fiir eine eindeutigere Einordnung stehen jedoch noch aus. Auch die in vitro
Anwendung anderer immunmodulatorischer Agenzien ist angesichts der Rapamycin-Ergebnisse im
weiteren experimentellen VVorgehen denkbar und kénnte flr die Etablierung einer kausalen SIgMID-

Therapie in der Zukunft von Vorteil sein.
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