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1. Einleitung 
 
1.1. Rheumatoide Arthritis 
 

In Deutschland leidet etwa jeder dritte Erwachsene über 20 Jahren und jeder 

zweite Erwachsene über 40 Jahren an chronischen Gelenkschmerzen. Eine der 

häufigsten Ursachen dieser Schmerzen ist mit einer Prävalenz von 0.5% bis 

0.8% der erwachsenen Bevölkerung die Rheumatoide Arthritis. Frauen sind 

insgesamt zwei- bis viermal häufiger betroffen als Männer.1 

Die Rheumatoide Arthritis ist eine chronisch-entzündliche Systemerkrankung, 

die schubweise progredient verläuft. Durch Synovialitis kommt es zu Arthritis, 

Bursitis und Tendovaginitis. Meist besteht initial ein symmetrischer Befall der 

kleinen Gelenke an Händen und Füßen, insbesondere der Metacarpo-

phalangealgelenke und proximalen Interphalangealgelenke. Die chronische 

Entzündungsreaktion führt zu Pannusbildung, progredienter Knorpelzerstörung 

und Knochenerosionen. Die dadurch verursachten klinischen Symptome 

reichen von Schmerzen, Gelenkdeformation und funktioneller Beeinträchtigung 

bis hin zur Invalidität. Außerdem können neben unspezifischen 

Allgemeinsymptomen wie Abgeschlagenheit, nächtlichem Schwitzen und 

Myalgien auch Rheumaknoten, Nagelveränderungen sowie fakultative 

extraartikuläre Organmanifestationen auftreten. Die systemischen 

Auswirkungen der Rheumatoiden Arthritis umfassen unter anderem 

kardiovaskuläre, hämatologische, pulmonale, psychologische und skelettale 

Erkrankungen. Durch die Rheumatoide Arthritis werden jährlich erhebliche 

sozioökonomische Kosten verursacht.2-5 

Unbehandelt verläuft die Rheumatoide Arthritis rasch progredient. Noch vor 25 

Jahren wurde die Diagnose erst nach durchschnittlich zwei Jahren gestellt. Der 

Grundsatz der konventionellen Therapie war die „Behandlungspyramide“. Die 

konventionelle Therapie der Rheumatoiden Arthritis bestand darin, dass die 

therapeutischen Maßnahmen im Krankheitsverlauf entsprechend den klinischen 

Symptomen intensiviert wurden.6 Hierbei wurde bis in die fortgeschrittenen 

Stadien der Erkrankung nur ein DMARD (engl. disease modifying antirheumatic 
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drug) eingesetzt. In den 1960er und 1970er Jahren waren die einzigen 

vorhandenen DMARDs Gold und Penicillamin.7 Das konventionelle 

Therapieregime war unzufriedenstellend. Trotz der Therapie mit einem DMARD 

führte die Rheumatoide Arthritis weiterhin häufig zu Invalidität, chronischen 

Schmerzen und Frühberentung. Auch die Mortalität lag bei 20% innerhalb von 

10 Jahren nach Krankheitsbeginn.8 

In den 1980er Jahren wurde Methotrexat (MTX) als neues DMARD entdeckt. 

Methotrexat vermochte die Knochenerrosionen hinauszuzögern und diese 

sogar zu verhindern.9 In verschiedenen Studien wurde nun der frühzeitige und 

aggressive Einsatz von Methotrexat innerhalb der ersten Monate nach 

Diagnosestellung untersucht. Es konnte eine signifikante Reduktion der 

beschriebenen Auswirkungen der chronischen Entzündungsreaktion festgestellt 

werden.10-13 Daraufhin wurden die Therapieempfehlungen für die Rheumatoide 

Arthritis grundlegend überarbeitet und angepasst. Methotrexat wurde zum First-

Line-DMARD der Rheumatoiden Arthritis.7 

Durch eine gemeinsame Arbeitsgruppe des American College of Rheumatology 

(ACR) und der European League Against Rheumatism (EULAR) wurde 2010 

schließlich ein neuer Ansatz zur Klassifikation der Rheumatoiden Arthritis 

entwickelt. Hierbei wurde der Focus auf die Erkennung der Symptome in frühen 

Stadien der Erkrankung gelegt, die mit einem erosivem Krankheitsverlauf oder 

einer Krankheitspersistenz verbunden sind. Die Kriterien umfassen das 

Auftreten von Synovitis in mindestens einem Gelenk in Abwesenheit einer 

anderen Diagnose, welche die Beschwerden besser erklärt, sowie das 

Erreichen von 6/10 Punkten in vier Kategorien: Anzahl und Ort der involvierten 

Gelenke (0-5 Punkte), positive Serologie  (0-3 Punkte), erhöhte Akute-Phase-

Antwort (0-1 Punkt) und Symptomdauer (zwei Level mit 0-1 Punkten). 

Durch diese neue Klassifikation wurde eine frühere Diagnosestellung und der 

frühere Beginn einer effektiven krankheitssupprimierenden Therapie 

ermöglicht.14 Das Ziel der Therapie ist eine klinische Remission der Erkrankung 

zu erreichen, oder zumindest eine Reduktion der Krankheitsaktivität.15, 16 

Da eine Methotrexat-Monotherapie nur bei einem kleinen Teil der Patienten 

effektiv ist, wird diese heute durch zielgerichtete Therapieverfahren mit 
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monoklonalen Antikörpern ergänzt. Diese stellen einen weiteren bedeutenden 

Fortschritt in der Therapie der Rheumatoiden Arthritis dar. 

In den aktuellen Therapieleitlinien der EULAR von 2013 wird als First-Line-

Therapie ein konventionelles synthetisches DMARD, vorzugsweise 

Methotrexat, in Kombination mit Glukokortikoiden empfohlen. Wenn das 

Therapieziel nicht innerhalb von sechs Monaten erreicht werden kann oder sich 

nach drei Monaten kein Ansprechen auf die First-Line-Therapie zeigt, erfolgt 

der Ausbau der Therapie mit einem biologischen DMARD oder einem anderen 

konventionellen synthetischen DMARD (Sulfasalazin, Leflunomid).  

Aktuell verfügbare biologische DMARDs (sog. Biologika) sind TNF-Inhibitoren 

(Adalimumab, Certolizumab Pegol, Etanercept, Golimumab, Infliximab), der T-

Zell-Kostimmulationsinhibitor Abatacept, der IL6-Rezeptor-Blocker Tocilizumab 

und Rituximab. Rituximab wird nur unter gewissen Umständen, insbesondere 

bei einem unzureichenden Ansprechen auf eine TNF-Inhibitor-Therapie oder 

bei Kontraindikationen für andere Biologika als First-Line-Biologikum gegeben. 

Wenn die First-Line-Therapie mit einem biologischen DMARD versagt, kann ein 

anderes biologisches DMARD eingesetzt werden. Darüber hinaus wird in den 

Empfehlungen Tofacitinib, ein synthetisches DMARD, aufgeführt, welches auf 

Janus Kinasen (JAKs) abzielt.17 
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1.2. B-Zellen 

 
1.2.1. B-Zellen als Träger der humoralen Immunität 
Das Immunsystem dient der Erkennung und Elimination körperfremder 

potentiell pathologischer Erreger bei der gleichzeitigen Gewährleistung von 

Toleranz gegenüber körpereigenen Strukturen. Es besteht aus dem 

angeborenen und dem adaptiven Immunsystem.  

Im gesunden Körper besteht ein Gleichgewicht zwischen der Verhinderung 

einer Autoimmunerkrankung und der Aufrechterhaltung der Immunkompetenz. 

Bei Autoimmunerkrankungen kommt dieses Gleichgewicht durch Störung 

einzelner Toleranzmechanismen aus der Balance. Hierdurch werden 

Effektorfunktionen ausgelöst und es kommt zum Auftreten von 

Autoimmunphänomenen. Sind diese Ursache einer Gewebeschädigung, spricht 

man von einer Autoimmunerkrankung.18, 19 

Die angeborenen Abwehrsysteme beruhen auf unveränderlichen Rezeptoren 

(z.B. Toll-like Rezeptoren), die allgemein vorkommende Merkmale von 

Krankheitserregern erkennen können. Die Gene der Rezeptoren des 

angeborenen Immunsystems werden als funktionsfähige Gene weitervererbt. 

Sie können schnell und unspezifisch auf körperfremde, potentiell pathogene 

Erreger reagieren. Sie sind jedoch nicht in der Lage, ein immunologisches 

Gedächtnis zu entwickeln. Die spezifische Reaktion auf einen 

Krankheitserreger und die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses 

zur besseren Reaktion auf eine erneute Infektion sind die einzigartigen 

Merkmale des adaptiven Immunsystems.20  

B-Zellen machen zusammen mit den T-Zellen die wesentlichen Elemente des 

adaptiven Immunsystems aus. T-Zellen sind an der zellvermittelten 

Immunantwort beteiligt, während B-Zellen durch die Produktion von Antikörpern 

die Träger der humoralen Immunantwort sind.21 

Antikörper sind aus zwei leichten und zwei schweren Polypeptidketten 

bestehende, Y-förmige tetramere Proteine, die über Disulfidbrücken verbunden 

sind. Sie sind die sezernierte Form des B-Zell-Rezeptors. Jeder Antikörper hat 

zwei identische Antigenbindungsstellen, die sogenannten variablen Regionen 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Antikörperaufbaus und der 

Effektorfunktionen22  

 

 

des Antikörpers (V-Regionen), auch Fab-Segment genannt. Ihre Aufgabe ist 

einerseits die Antigenbindung und andererseits die Wechselwirkung mit 

Rezeptormolekülen und Zellen. Neben den V-Regionen besteht ein Antikörper 

aus einer konstanten Region, dem sogenannten Fc-Teil, der für 

antikörpervermittelte Effektorfunktionen von großer Bedeutung ist (siehe auch 

Abb. 1).22 Es gibt fünf verschiedene Klassen von Antikörpern: IgM, IgD, IgG, IgA 

und IgE. Die Klassen (Isotypen) und damit die Effektorfunktionen des 

Antikörpers werden durch die schweren Ketten festgelegt. Insgesamt gibt es 

drei Gruppen von Immunglobulinketten: Die schweren Ketten mit fünf Isotypen 

(µ, δ, γ, α und ε) und zwei gleichwertige Typen von leichten Ketten (κ und λ). 

Ein Immunglobulin hat entweder nur λ- oder nur κ-Leichtketten. Das Verhältnis 

von κ zu λ beträgt etwa 2:1.23 

Die V-Gensegmente lassen sich in Familien einteilen, deren Mitglieder 

mindestens 80% der DNA-Sequenz gemeinsam haben. Die V-Gensegmente 

der schweren Kette (VH) und der κ-Leichtkette (Vκ) bestehen aus sieben 

Familien, die der λ-Leichtkette (Vλ) aus zehn Familien.24, 25 Die 

Immunglobulinsegmente, die jede dieser V-Ketten kodieren, liegen in drei 
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Clustern, dem Kappa Lokus, dem Lambda Lokus und dem Lokus für die 

schwere Kette, vor. 

Der Kappa Lokus der leichten Kette befindet sich auf Chromosom 2 (2q11.2).26 

Hinter einer Gruppe von 40 Vκ-Gensegmenten liegt eine Gruppe von 5 Jκ-

Gensegmenten und dahinter ein einzelnes Cκ-Gen. Der Vκ-Lokus lässt sich in 

zwei Kassetten unterteilen. Die eine Kassette liegt proximal zu den 5 Jκ-

Gensegmenten (Downstream-Kassette), die andere liegt distal zu diesen 

(Upstream-Kassette). Der Abstand der Upstream-Kassette von den nächsten 

Jκ-Genen beträgt etwa 1500 bis 2000 kb. Die Upstream-Kassette und die 

Downstream-Kassette liegen zueinander invertiert mit gegenläufiger 5’3’- 

Polarität.27 

Der Lambda Lokus der leichten Kette liegt auf Chromosom 22 (22q11.2). 

Insgesamt gibt es 30 Vλ-Teilgene, die in zehn Vλ-Familien eingeteilt werden. 

Die Vλ-Familien sind in drei Clustern angeordnet: Cluster A (Vλ2 und 3), 

Cluster B (Vλ1, 5, 7 und 9) und Cluster C (Vλ4, 6, 8 und 10), an die sich vier Jλ-

Gensegmente, jedes verbunden mit einem Cλ-Gen, anschließen. Cluster A liegt 

am proximalsten, Cluster C am distalsten mit 600kb Distanz zu den nächsten 

Jλ-Genen.24, 25 

Der Lokus der schweren Kette liegt auf Chromosom 14 (14q32.33) und ähnelt 

in der Organisation der des Kappa-Lokus mit separaten Gruppen von VH-, DH- 

und JH-Gensegmenten sowie von CH-Genen. Ein wesentlicher Unterschied 

besteht jedoch in dem Vorkommen von verschiedenen C-Regionen, die 

hintereinander angeordnet sind und jeweils einem anderen Isotyp entsprechen. 

Die schweren Ketten können aus 65 VH-, 27 D-, und sechs JH-Teilgenen 

zusammengesetzt werden.23, 28 

Die Sequenzvariabilität der variablen Region ist nicht gleichmäßig verteilt, 

sondern konzentriert sich in bestimmten Abschnitten, den sogenannten 

hypervariablen Regionen. In der Tertiärstukur des Antikörpers bilden die 

hypervariablen Regionen die Antigenbindungsstelle, deren Oberflächenstruktur 

sich zum Antigen komplimentär verhält. Daher bezeichnet man sie auch als 

komplimentaritätbestimmende Regionen (complementerity determining regions; 

CDR 1-3).23 Durch B-Zellen können Antikörper sezerniert werden und/oder als 
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membranständiges Oberflächenmolekül exprimiert werden. Bei Exprimierung 

an der Oberfläche der B-Zellen erfolgt durch Assoziation mit dem Heterodimer 

Igα/Igβ die Ausbildung des B-Zell-Rezeptors.29 

 

1.2.2. Entstehung der Immunglobulinvielfalt 
Für die Erzeugung der Immunglobulinvielfalt sind vier grundlegende 

Mechanismen verantwortlich. Zum einen wird das Immunglobulingen durch eine 

zufällige Rekombination von V-, J- und im Falle der schweren Kette D-

Gensegmenten gebildet. Dieser Mechanismus wird V(D)J-Rekombination 

genannt. Die hierdurch entstehende kombinatorische Diversivität ist für einen 

großen Teil der Vielfalt der variablen Regionen der leichten und schweren Kette 

verantwortlich.30 

Außerdem entsteht an den Verknüpfungsstellen zwischen verschiedenen 

Gensegmenten durch Addition und Deletion einzelner Nukleotide während des 

Rekombinationsvorganges zusätzlich eine junktionale Vielfalt.31 

Ein dritter Mechanismus besteht darin, dass sich verschiedene variable 

Regionen der schweren und der leichten Kette in unterschiedlichen 

Kombinationen paarweise zusammenlagern, um die Antigenbindungsstelle im 

Immunglobulinmolekül zu bilden. Somit ist dieser Mechanismus auch 

kombinatorischen Ursprungs. 

Nimmt man nur die beiden kombinatorischen Mechanismen, dann können allein 

durch diese schon 1,9x106 verschiedene Antikörpermoleküle entstehen. 

Zusammen mit der junktionalen Vielfalt entsteht somit ein von naiven B-Zellen 

exprimiertes Rezeptorrepertoire von etwa 1011. Die Gene müssen jeweils 

erfolgreich umgeordnet werden, damit die Zelle in den nächsten 

Entwicklungsschritt eintreten kann. Ein solches Rearrangement wird produktiv 

genannt. Insgesamt ist nur etwa ein Drittel der Rearrangements produktiv.23 

Zusätzlich zu diesen drei Mechanismen, welche in naiven B-Zellen des 

Knochenmarks ablaufen, gilt die somatische Hypermutation als ein weiterer 

wichtiger Mechanismus, der zur Entstehung der Immunglobulinvielfalt beiträgt. 

Diese erfolgt im Keimzentrum in reifen, aktivierten B-Zellen. Hierbei kommt es 

durch Akkumulation von Punktmutationen (Nukleotidtausch) an bestimmten 
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Stellen der variablen Regionen des Immunglobulingens zu Änderungen der 

Polypeptidsequenz des Antikörpers.32, 33 

 

1.2.3. B-Zell-Entwicklung 
 
1.2.3.1. B-Zell-Entwicklung im Knochenmark 
Im Knochenmark entwickeln sich B-Zellen aus hämatopoetischen 

Vorläuferzellen. Die Prä-Pro-B-Zelle ist die früheste Zelle, die der B-Zelllinie 

zugeordnet wird. In diesem Differenzierungsstadium liegen die Immun-

globulingene noch als Gensegmentgruppen in Keimbahnkonfiguration vor.34 

Die nächste Stufe in der Differenzierungsreihe stellen die Pro-B-Zellen dar. In 

den Pro-B-Zellen findet die Rekombination der schweren Ketten statt.  

Zunächst erfolgt in den frühen Pro-B-Zellen die Umordnung der D- und JH-

Gensegmente. Anschließend erfolgt in den späten Pro-B-Zellen die 

Verknüpfung von VH und DJH. Im Falle einer produktiven Rekombination wird 

hierdurch die membrangebundene schwere µ-Kette gebildet, wodurch das 

Stadium der Prä-B-Zelle erreicht wird.35, 36  

Die großen Prä-BI-Zellen (CD20-) exprimieren die schwere µ-Kette zusammen 

mit einem Ersatz für die leichte Kette in Form eines Prä-B-Zell-Rezeptors auf 

der Zelloberfläche. Durch den Prä-B-Zell-Rezeptor wird die Proliferation und 

mehrmalige Zellteilung der großen Prä-BI-Zellen ausgelöst. Die Prä-BI-Zellen 

entwickeln sich schließlich zu den kleinen Prä-BII-Zellen (CD20+). Diese 

exprimieren keinen Prä-B-Zell-Rezeptor mehr und verfügen nur noch über 

intrazelluläre schwere µ-Ketten.35, 37, 38  

In den kleinen Prä-BII-Zellen erfolgt nun die VJ-Rekombination der leichten 

Kette. Nach dem erfolgreichen Umlagern der VL- und JL-Gensegmente geht die 

Prä-BII-Zelle ins Stadium einer unreifen (immature) B-Zelle über. Diese 

exprimiert nun ein IgM-Rezeptormolekül auf der Oberfläche. Die unreifen B-

Zellen verlassen schließlich das Knochenmark und werden als 

Transitionalzellen bezeichnet (siehe Abb. 2).35, 39, 40  
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1.2.3.2. B-Zell-Entwicklung außerhalb des Knochenmarks 

Die Transitionalzellen entwickeln sich in der Peripherie über verschiedene 

Entwicklungsstufen weiter. Reife B-Zellen zeichnen sich dadurch aus, dass bei 

ihnen durch alternatives Spleißen auch IgD-Rezeptoren gebildet werden. 

Zudem wird das bei unreifen B-Zellen noch exprimierte CD10 in reifen B-Zellen 

herunterreguliert. CD19 wird in allen B-Zell-Stadien exprimiert. Bis zu ihrem 

ersten Antigenkontakt werden die reifen B-Zellen als naive B-Zellen 

bezeichnet.35, 41, 42  

In den sekundären lymphatischen Organen, wie Milz und Lymphknoten, sowie 

im peripheren Blut finden sich vor allem naive, follikuläre IgM- und IgD-positive 

B-Zellen (mature naive) und Marginalzone(MZ)-B-Zellen. MZ-B-Zellen werden 

nach ihrer anatomischen Lokalisation in der Marginalzone eines Lymphknotens 

benannt und stellen im Mausmodell eine sessile B-Zell-Subpopulation dar. Sie 

bilden eine erste Abwehr, hauptsächlich gegen T-Zell-unabhängige Antigene 

(siehe Abb. 2).43 

Als T-Zell-unabhängige Antigene kommen vor allem im Blut befindliche 

bakterielle und virale Antigene infrage. MZ-B-Zellen haben die Fähigkeit stark 

auf antigene und polyklonale Aktivatoren zu reagieren, wodurch sie eine 

entscheidende Rolle in der frühen Antwort auf pathogene Keime in der Blutbahn 

spielen. Hierdurch wird die Lücke zur langsameren adaptiven Antikörperantwort 

geschlossen, welche hauptsächlich durch die mehr proliferativen follikulären B-

Zellen erfolgt.43, 44 

Während der T-Zell-unabhängigen Aktivierung der B-Zellen erfolgt allein durch 

eine Kreuzvernetzung der B-Zell-Rezeptoren die B-Zell-Aktivierung, B-Zell-

Vermehrung und Ig-M-Antikörperbildung. Ein Immunglobulinklassenwechsel 

und die Ausbildung von B-Gedächtniszellen unterbleiben.43 

Die T-Zell-abhängige Aktivierung von B-Zellen führt nach dem Antigenkontakt 

naiver B-Zellen mit einem T-Zell-abhängigen Antigen in den Keimzentren der 

sekundären lymphatischen Organe zur Teilung der aktivierten B-Zellen 

(Zentroblasten) in vielfache Zellklone. Diese klonale Expansion wird durch eine 

somatische Hypermutation begleitet.  
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Abbildung 2: Vereinfachtes Schema der B-Zell-Entwicklung mit einer Auswahl 

der exprimierten  Oberflächenmoleküle41 

 

 

Bei der somatischen Hypermutation verändert sich durch die Akkumulation von 

Punktmutationen an bestimmten Stellen der variablen Regionen des 

Immunglobulingens die Polypeptidsequenz der leichten und schweren 

Immunglobulinketten.32, 33 

Die Verteilung der Mutationen während der somatischen Hypermutation 

geschieht nicht zufällig, sondern durch Bevorzugung bestimmter Bereiche, 

welche man Hotspots nennt. Sie bestehen aus kurzen Motiven mit vier 

Nukleotiden und werden als RGYW und dazu komplementär verlaufend WRCY 

bezeichnet (R für Adenin oder Guanin, Y für Cytosin oder Thymidin, W für 

Adenin oder Thymidin, G für Guanin und C für Cytosin).45, 46 Punktmutationen, 

welche die Aminosäuresequenz und damit die Proteinstruktur ändern, werden 

Austauschmutationen (replacement mutations, R) genannt. Findet eine solche 

Punktmutation jedoch innerhalb eines Basentripletts statt, welche zu keiner 

Änderung der Aminosäuresequenz führt, so liegt eine stille Mutation (silent 
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mutation, S) vor. Stille Mutationen sind über die gesamte variable Region 

verteilt.47-49 

Nach dem Ende des Zellzyklus migrieren die B-Zellen als Zentrozyten in einen 

Bereich mit follikulären dentritischen Zellen, welche auf ihrer Oberfläche 

Antigen präsentieren. Zentrozyten, die durch somatische Hypermutation einen 

B-Zell-Rezeptor mit größerer Affinität für das Antigen besitzen, werden nun 

vorwiegend selektiert. Dieses Phänomen bezeichnet man als Affinitätsreifung. 

Hierdurch kommt es zur Ausbildung von B-Zellen mit hochaffinen B-Zell-

Rezeptoren mit der Fähigkeit zur Bildung hochaffiner Antiköper.50 

Anfangs exprimiert jede B-Zelle nur IgM und IgD als Antigenrezeptoren. Der 

erste Antikörper einer Immunantwort ist daher auch immer IgM. Um Antikörper 

ausbilden zu können, die bei gleicher Antigenspezifität verschiedene 

Effektorfunktionen besitzen, wird ein Isotypwechsel vorgenommen. Hierbei wird 

die Cµ-Region des Immunglobulingens durch die C-Region einer anderen 

schweren Kette (δ, γ, α oder ε) ersetzt. Somit können die spezifischen 

Nachkommen einer einzelnen B-Zelle nun auch Antikörper der Klassen IgG, IgA 

und IgE exprimieren.51 

Nach dem Isotypwechsel verlassen die Zentrozyten das Keimzentrum als 

langlebige B-Gedächtniszellen (memory B cells) oder als frühe Plasma-

zellen.52, 53 Die frühen Plasmazellen migrieren in das Knochenmark und in die 

Nischen der sekundären lymphatischen Organe. Dort erfolgt eine 

Differenzierung zu langlebigen Plasmazellen, die hochaffine Immunglobuline 

synthetisieren und freisetzen. Diese terminal differenzierten Plasmazellen 

zirkulieren nicht mehr und haben die B-Zell-spezifischen Antigene CD20 und 

CD19 herunterreguliert.54-58 

Die B-Gedächtniszellen rezirkulieren durch die sekundären lymphatischen 

Organe. Durch die Expression des Markers CD27 können B-Gedächtniszellen 

(CD27+) von naiven B-Zellen unterschieden werden (CD27-) (siehe Abb. 2).59 
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1.2.4. Sekundäre V(D)J-Rekombination und Autoimmunität 

Durch die ungerichteten molekularen Mechanismen zur Generierung von 

Immunglobulinvielfalt kommt es gleichzeitig auch zur Entstehung von 

autoreaktiven Immunglobulinen. Ein autoreaktiver Rezeptor wird von bis zu 

75% aller unreifen B-Zellen des Knochenmarks exprimiert. Mit der 

Differenzierung zu reifen peripheren B-Zellen verringert sich jedoch der Anteil 

an autoreaktiven B-Zellen.18 Als der dominierende Mechanismus zur 

Aufrechterhaltung zentraler B-Zell-Toleranz wurde das „Rezeptor Editing“ 

identifiziert.60 Hierbei kommt es zum Austausch eines autoreaktiven 

Rearrangements durch Rekombination weiter distal liegender Gensegmente. 

Rezeptor Editing wurde im transgenen Mausmodell anhand von B-Zellen, die 

ein autoreaktives Immungloblin produzieren, untersucht. Hier konnte gezeigt 

werden, dass durch Rezeptor Editing ein neues Immunglobulingen entstehen 

kann, welches nicht mehr für einen autoreaktiven Rezeptor kodiert.61-63 

Hierdurch kann die drohende Apoptose der autoreaktiven B-Zelle verhindert 

werden.64, 65 Nach Schätzungen werden bis zu 25% aller Immunglobuline durch 

eine solche sekundäre V(D)J-Rekombination gebildet.66  

Außerhalb des Knochenmarks kann es auch zu einer sekundären V(D)J-

Rekombination in reifen B-Zellen kommen. Dieses Phänomen wird als 

„Rezeptor Revision“ bezeichnet.67 Es wird angenommen, dass unregulierte oder 

aberrante Rezeptor Revision zu der Entstehung autoreaktiver Immunglobuline 

beitragen kann.60, 68 Hinweise für eine aberrante Rezeptor Revision außerhalb 

sekundärer lymphatischer Organe fanden sich bei Patienten mit Systemischem 

Lupus Erythematodes. Es konnte in B-Zellen die gehäufte Verwendung von 

distalen Vκ- und Jκ-Gensegmenten als Anzeichen einer vermehrten 

sekundären V(D)J-Rekombination gefunden werden.69, 70  

Auch bei der Rheumatoiden Arthritis fanden sich in Studien Hinweise auf eine 

aberrante Rezeptor Revision. So wurden in den B-Zellen des Synovialgewebes 

Anzeichen einer aktiven Rezeptor Revision gefunden.71, 72 Im Blut dieser 

Patienten fanden sich vermehrt B-Zellen, die nach sekundärer V(D)J-

Rekombination ein Immunglobulin und einen Prä-B-Zell-Rezeptor 

exprimierten.73-76 
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1.2.5. B-Zellen und Rheumatoide Arthritis 

In den 1940er Jahren wurde durch die Entdeckung des Rheumafaktors und des 

gehäuften Vorkommens von Plasmazellen und aktivierten B-Lymphozyten in 

der Synovia von Patienten mit Rheumatoider Arthritis die Bedeutung von B-

Zellen in der Pathogenese dieser Autoimmunerkrankung erstmals erkannt.77 

Nachdem sich jedoch gezeigt hatte, dass der Rheumafaktor nur eine geringe 

Sensitivität und Spezifität aufweist, ließ der Forschungsdrang für B-Zellen und 

von ihnen produzierte Autoantikörper nach. Der Fokus wanderte zu anderen 

Komponenten des Immunsystems wie T-Zellen, Makrophagen, dentritischen 

Zellen und Fibroblasten.78  

Das erneute Interesse für die Rolle der B-Zellen in der Pathogenese der 

Rheumatoiden Arthritis wurde durch die Entdeckung von Autoantikörpern gegen 

zyklische citrullinierte Peptide (anti-CCP) ausgelöst.79 Es zeigte sich, dass die 

Produktion von Rheumafaktoren und anderen Autoantikörpern, wie anti-CCP, 

direkt oder als Immunkomplex zu einer synovialen Entzündungsreaktion und 

Gewebeschädigung führen können.80-82 

Darüber hinaus besitzen B-Zellen die Möglichkeit die Pathogenese der 

Rheumatoiden Arthritis durch weitere Mechanismen zu beeinflussen. B-Zellen 

können als Antigen präsentierende Zellen agieren und dadurch das 

Immunsystem modulieren. Über MHC-II-Moleküle werden Autoantigene 

präsentiert und es kommt zu einer Heraufregulierung von kostimulatorischen 

Molekülen (CD80/B7.1, CD86/B7.2). Hierdurch kann es zu einer T-Zell-

Aktivierung kommen, wobei die membranständigen, autoreaktiven 

Immunglobuline die Rezeptoren zur Antigenbindung bilden.83-88 

B-Zellen können außerdem die Entzündungsreaktion beeinflussen, indem sie 

proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-(IL)-6, TNF-α und Lymphotoxin-β, 

produzieren.89-91 Zudem können B-Zellen Chemokine produzieren, welche die 

Migration und die Funktion von dendritischen Zellen und CD4+ T-Zellen 

modulieren (vergleiche Abb. 3).92, 93 

Es konnte gezeigt werden, dass Rheumafaktor produzierende B-Zellen 

besonders effektiv Immunkomplexe für T-Zellen präsentieren können.94 Zudem 

kann durch den Rheumafaktor die B-Zell-Aktivierung gefördert werden, wodurch  



14 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der verschiedenen Funktionen von B-

Zellen in der Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis106  

 

 

wiederum die Produktion des Rheumafaktors aufrechterhalten wird. Zusammen 

mit der Immunkomplex vermittelnden Komplementaktivierung könnte dies zur 

Unterhaltung der lokalen Entzündungsreaktion und somit zur 

Gewebezerstörung beitragen.82  

Bei bis zu 40% der Patienten mit Rheumatoider Arthritis konnten ektopische 

lymphatische Strukturen nachgewiesen werden. Diese können von kleineren 

Ansammlungen an T- und B-Zellen bis zu ausgeprägten follikelartigen, keim-

zentrumsähnlichen Strukturen reichen, die in engem Kontakt mit der Synovial-

membran stehen. In diesen Aggregationen werden von verschiedenen 

Zelltypen Lymphotoxine und B-Zell-spezifische Chemokine wie CXCL13, 

CXCL12 und CCL19 produziert. Diese fördern die Migration von B-Zellen, die 

Akkumulation im Gewebe und die Bildung von Keimzentren innerhalb der 

Synovia.95 Eine höheres Grundlevel an CXCL13 scheint mit einer niedrigeren 

Effektivität der durch Rituximab induzierten peripheren B-Zell-Depletion und 



15 

einer schnelleren Regeneration der B-Zellen nach Depletion assoziiert zu 

sein.96 

Der erfolgreiche Einsatz B-Zell-gerichteter Therapieverfahren hat entscheidend 

zum wachsenden Verständnis bezüglich der zentralen Rolle der B-Zellen in der 

Pathogenese von Autoimmunerkrankungen beigetragen.97-101 

Insbesondere der erfolgreiche klinische Einsatz des B-Zell-depletierenden Anti-

CD20-Antikörpers Rituximab bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis stellte 

einen entscheidenden Durchbruch in der Therapie von Autoimmun-

erkrankungen dar.102 Neue, gegen B-Zellen gerichtete Therapieansätze zeigen 

in der Therapie der Rheumatoiden Arthritis, aber auch in der Therapie von 

anderen Autoimmunerkrankungen, wie Kollagenosen, systemischen 

Vaskulitiden oder der Multiplen Sklerose Erfolg.97, 103-105  

Neben Rituximab befinden sich weitere technisch modifizierte Anti-CD20-

Antikörper in der klinischen Entwicklung, wie zum Beispiel Ocrelizumab 

(humanisierter Antikörper)107, Ofatumumab (humaner Antikörper)108 oder 

TRU015, ein sogenanntes SMIP109 (small modular immuno-pharmaceutical), 

welches nach Bindung an das CD20-Antigen zu einer dosisabhängigen B-Zell-

Depletion führt. Neben einer besseren CD20-Bindung erhofft man sich durch 

die Anti-CD20-Antikörper der zweiten Generation eine reduzierte Antigenität.41 

Zusätzlich werden auch neue Strategien in der B-Zell-gerichteten Therapie der 

Rheumatoiden Arthritis verfolgt. Diese beinhalten zum einen ein direktes 

Targeting weiterer B-Zell-Oberflächenmarker wie CD19, CD20 und CD22 sowie 

zum anderen ein indirektes Targeting, beispielsweise durch eine Blockade von 

Zytokinen und Wachstumsfaktoren.110-113 
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1.3. Rituximab 

 
1.3.1. Rituximab und Rheumatoide Arthritis 
Der anti-CD20 Antikörper Rituximab (MabThera®, Rituxan®) war das erste B-

Zell-spezifische Therapeutikum, das für die Behandlung von Patienten mit 

Rheumatoider Arthritis zugelassen wurde. Rituximab ist ein gentechnisch 

produzierter chimärer, monoklonaler anti-CD20 Antikörper. Er besteht aus einer 

murinen variablen Region, welche an humanes Immunglobulin G gekoppelt ist 

(vergleiche Abb. 4).115 

Durch die selektive Bindung von Rituximab an das CD20-Antigen auf der B-

Zelle wird eine B-Zell-Depletion ausgelöst, von deren Wirkung die frühen 

Vorläufer-B-Zellen im Knochenmark (Prä-BI) und die terminal differenzierten 

Plasmazellen aufgrund der fehlenden CD20-Expression ausgespart 

bleiben.116,.117  

Die Erstzulassung für Rituximab erfolgte 1997 für die Therapie rezidivierender 

oder therapierefraktärer niedrig maligner Non-Hodgkin Lymphome. Zwischen 

1999 und 2002 wurden erste Fallberichte und kleinere Studien bei Patienten mit 

Rheumatoider Arthritis publiziert.118-120 

 

 

 

Abbildung 4: Die chimärische Struktur von Rituximab114 
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Im Jahr 2004 wurde schließlich die erste randomisierte, doppelblinde Phase-IIa-

Studie zum Einsatz von Rituximab bei Rheumatoider Arthritis publiziert.102 

Rituximab wurde in einer Dosierung von zweimal 1000 mg i.v. im Abstand von 

zwei Wochen in Kombination mit Methotrexat eingesetzt und erwies sich als 

effektiv.  

Die Zulassung erfolgte im Jahr 2006 in Kombination mit Methotrexat für die 

Behandlung von Patienten mit mäßiger bis schwerer Rheumatoider Arthritis und 

ungenügendem Ansprechen oder Intoleranz auf mindestens einen TNF-

Inhibitor. Bestehen Kontraindikationen für eine TNF-Inhibitor-Therapie, darf 

Rituximab auch primär eingesetzt werden.121 Die Zulassung basierte auf den 

Ergebnissen der REFLEX-Studie, einer randomisierten, doppelblinden Phase-

III-Studie.122  

Bei Patienten mit inadäquatem Ansprechen auf eine TNF-Inhibitor-Therapie 

zeigte sich die zweimalige Gabe von 1000 mg Rituximab im Abstand von zwei 

Wochen in Kombination mit Methotrexat einer Behandlung mit Placebo in allen 

klinischen Parametern überlegen. Durch radiologische Daten konnte belegt 

werden, dass Rituximab in der Lage ist, die Gelenkzerstörung effektiv zu 

hemmen. Diese Ergebnisse wurden inzwischen durch weitere Studien 

bestätigt.102, 116, 122-127 

In der DANCER-Studie, einer randomisierten, doppelblinden Phase-IIb-Studie, 

wurden unterschiedliche Rituximab-Dosierungen und die Rolle der 

Glukokortikoide evaluiert. Rituximab wurde in zwei verschiedenen Dosierungen 

(500 oder 1000 mg) zweimal als intravenöse Infusion an Tag eins und Tag 15 in 

Kombination mit Methotrexat gegeben und mit der Gabe von Placebo und 

Methotrexat verglichen. In der Gruppe mit Gabe von 1000 mg Rituximab fand 

sich häufiger eine nahezu vollständige klinische Remission als in der Gruppe 

mit Gabe von 500 mg Rituximab.124 

Die Verträglichkeit von Rituximab wird insgesamt als relativ günstig 

eingeschätzt. Bei bis zu 35% der Patienten wurden als häufigste Nebenwirkung 

insbesondere bei der Erstgabe von Rituximab Infusionsreaktionen beobachtet. 

Die Rate an Infusionsreaktionen konnte durch eine Prämedikation mit Steroiden 

um 30% gesenkt werden. In randomisierten Studien zeigte sich die Rate an 
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schweren Infektionen im Vergleich zum Placebo leichtgradig erhöht. Insgesamt 

liegt der Anteil an schweren Infektionen aber in einem vergleichbaren Bereich 

mit anderen Biologika. Am häufigsten wurden Infektionen des oberen 

Respirationstraktes, Nasopharyngitiden, Sinusitiden, Bronchitiden und 

Harnwegsinfektionen beobachtet.122, 124, 128  

Es wurde auch untersucht, ob es vorteilhaft ist bei dem Versagen der primären 

TNF-Inhibitor-Therapie auf Rituximab zu wechseln oder einen zweiten TNF-

Inhibitor zu geben. Gemäß den Daten einer Beobachtungsstudie erscheint es 

bei unzureichendem Ansprechen der primären TNF-Inhibitor-Therapie nach 

acht bis 16 Wochen effektiver, das Therapieregime auf Rituximab zu ändern, 

anstatt mit einem zweiten TNF-Inhibitor weiterzufahren.129  

In der IMAGE-Studie wurde der Einsatz von Rituximab mit Methotrexat bei 

Patienten mit Methotrexat-naiver Rheumatoider Arthritis untersucht. Hier konnte 

bei Patienten mit schlechter Prognose eine signifikante Verbesserung der 

Krankheitsremission, eine Prävention von Gelenkschäden und eine 

Verbessserung funktioneller Fähigkeiten im Vergleich zur Standardtherapie mit 

Methotrexat erzielt werden.130  

Zudem konnte in der GERINSIS-Studie gezeigt werden, dass bei Patienten mit 

Methotrexat Intoleranz eine Rituximab-Monotherapie oder  Rituximab in 

Kombination mit Leflunomid als suffizienter Ersatz dienen kann.131 

Nach der ersten Therapie mit Rituximab sollte eine Wiederbehandlung nach 

etwa sechs bis zwölf Monaten erwogen werden. Als Kriterien für eine 

Wiederbehandlung gelten eine Restaktivität (DAS-28 ≥3,2) nach primärem 

Ansprechen auf die Therapie und/oder eine erneute klinische Verschlechterung. 

Die Entscheidung zur Wiederbehandlung sollte sich an der Krankheitsaktivität 

und nicht am Verlauf der peripheren B-Zellzahl orientieren. Während der 

Therapiepause ist eine genaue Beobachtung des Patienten erforderlich, um 

einen erneuten Schub der Erkrankung zwischen den Therapiezyklen zu 

vermeiden.81, 121, 132, 133  

Bisher liegen Daten zur Wiederbehandlung für bis zu 17 Behandlungen über 

einen Zeitraum von bis zu 9,5 Jahren vor. Sie zeigen bei weiterhin guter 
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Verträglichkeit eine anhaltende und teilweise sogar verbesserte Effektivität von 

Rituximab.116, 128, 131, 134, 135 

 

1.3.2. B-Zell-Depletion durch Rituximab 
Die durch Rituximab induzierte CD20+ B-Zell-Depletion dauert in der Regel 

sechs bis neun Monate an. Die Pro-B-Zellen und Prä-BI-Zellen sowie die 

terminalen Plasmazellen werden dabei ausgespart, da sie CD20 nicht auf ihrer 

Oberfläche exprimieren.116, 117 

Die B-Zell-Depletion durch Rituximab wird durch verschiedene Mechanismen 

vermittelt. Daten aus der Untersuchung von Lymphomzellen zeigen, dass der 

Hauptmechanismus der durch Rituximab induzierten B-Zell-Depletion über die 

kompliment- und antikörperabhängige Zytotoxizität vermittelt wird. Bei der kom-

plementabhängigen Zytotoxizität kommt es durch die Bindung an das 

Komplementprotein C1q zur Zerstörung der Zellmembran und zur Lyse der 

Zelle. Hingegen wird die antikörperabhängige Zytotoxizität über Fcγ-Rezeptoren 

vermittelt und führt zu konsekutiver Membranschädigung.  

Fcγ-Rezeptoren finden sich auf der Oberfläche von Granulozyten, 

Makrophagen, zytotoxischen T-Zellen und natürlichen Killer-Zellen.137 

Außerdem trägt Apoptose, welche nach Bindung von Rituximab an das CD20-

Antigen auf den B-Zellen direkt vermittelt wird, zur B-Zell-Depletion bei (siehe 

Abb. 5).138 

Im peripheren Blut führt Rituximab zu einer Depletion der CD20+ B-Zellen auf 

weniger als fünf B-Zellen pro Mikroliter.139 Etwa sechs bis neun Monate nach 

Rituximabinfusion sind gewöhnlich keine CD20+ B-Zellen mehr im Blut 

nachweisbar.117 Teilweise können erst nach über zwei Jahren wieder CD20+ B-

Zellen im Blut nachgewiesen werden.140 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die B-Zell-Subpopulationen im 

peripheren Blut nach der CD20+ B-Zell-Depletion nach einem bestimmten 

Muster regenerieren. Die CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen regenerieren am 

langsamsten und verzögert.117  
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Abbildung 5: Übersicht über die unterschiedlichen Wirkmechanismen von 

Rituximab136 

 
 
Hingegen zeigt sich im synovialen Kompartiment sowie in den sekundären 

lymphatischen Organen nach Rituximabgabe nur eine unvollständige und 

zeitlich verzögerte B-Zell-Depletion.141 

Auch im Tiermodell zeigten sich vor allem die Keimzentrum-B-Zellen und die 

MZ-B-Zellen relativ resistent gegenüber Anti-CD20-Antikörpern. Somit scheinen 

Lokalisation und Milieufaktoren für die Suszeptibilität gegenüber Anti-CD20-

Antikörpern eine entscheidende Rolle zu spielen.142 
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1.4. Fragestellungen  

 

Bei der Analyse der VH-Genrepertoires nach B-Zell-Depletion durch Rituximab 

konnten umfassende Veränderungen identifiziert werden.143  

Das Leichtkettenrepertoire ist im Vergleich zum VH-Genom durch seine 

Genstruktur komplexer organisiert und schwieriger zu analysieren. Hierzu lagen 

bisher keine Untersuchungen vor. In dieser Arbeit soll der Einfluss von 

Rituximab auf das Kappa- und Lambda-Leichtkettenrepertoire in CD19+CD27+ 

B-Gedächtniszellen des peripheren Blutes bei einer Patientin mit aktiver 

Rheumatoider Arthritis vor und nach der B-Zell-Depletion durch Rituximab 

untersucht werden, um mögliche Veränderungen im regenerierten 

CD19+CD27+ B-Gedächtniszellrepertoire zu identifizieren. Hierzu wurden 

folgende Fragestellungen untersucht:  

 

1. Gibt es Veränderungen des Kappa- und Lambda-Leichtkettenrepertoires der 

CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen nach B-Zell-Depletion durch Rituximab? 

Kommt es zu einer polyklonalen Neubildung des Leichtkettenrepertoires?  

Stellt sich die Nutzung der Gensegmente wie bei einem Gesunden dar oder 

ist sie restringiert? 

2. Gibt es Veränderungen in dem Mutationsmuster des Kappa- und Lambda-

Leichtkettenrepertoires der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen nach B-Zell-

Depletion durch Rituximab? 

3. Gibt es Anzeichen für Rezeptor Revision im Kappa- und Lambda-

Leichtkettenrepertoire der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen vor und nach 

B-Zell-Depletion durch Rituximab? 

 

Es wurden zwei Untersuchungszeitpunkte gewählt. Der erste Zeitpunkt lag 

unmittelbar vor der Rituximabgabe, der zweite Zeitpunkt lag in der 

Regenerations-phase sieben Monate nach B-Zell-Depletion. 
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2. Material und Methoden 
 
2.1. Patient 
 

Die 35-jährige Patientin gab ihr Einverständnis zu dem Protokoll der Studie, 

welches in der Ethikkomission der Universität Würzburg beraten 

(Bearbeitungsnummer 2/08) und gemäß der Deklaration von Helsinki verfasst 

wurde. Die Diagnose aktive Rheumatoide Arthritis wurde nach den Kriterien des 

American College of Rheumatology (ACR) gestellt.144 Die Patientin war 

Rheumafaktor positiv und sprach nicht auf die Standardtherapie mit DMARDs 

an. Vor der zweimaligen Gabe von 1000 mg Rituximab im Abstand von zwei 

Wochen erfolgte die Therapie mit Methotrexat. Während der Studie wurden 

außer Methotrexat und Rituximab (MabThera®) keine weiteren 

antiinflammatorisch oder immunsuppressiv wirkenden Arzneimittel gegeben. 

Die Krankheitsaktivität wurde mit dem Disease Activity Score (DAS-28), der 

Messung der Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und durch das Bestimmen 

des CRP-Wertes erfasst.  

 
2.2. Sortierung von Einzelzellen  
 

2.2.1. Vorbereitung der Zellen 
Es wurden mononukleare Zellen des peripheren Blutes (sog. peripheral blood 

mononuclear cells, PBMCs) verwendet. Zu deren Isolierung aus venösen Blut 

wurden 10 ml EDTA-Blut mit 10 ml NaCl 0,9% verdünnt, über 20 ml Ficoll-

Paque® geschichtet und anschließend bei 2290 rpm unter Raumtemperatur für 

25 Minuten zentrifugiert. Durch die Zentrifugation wurden die Blutbestandteile 

nach ihrer Dichte aufgetrennt. Aufgrund ihrer größeren Dichte reicherten sich 

die mononuklären Zellen in einer schmalen, ringförmigen Schicht zwischen 

Ficoll-Paque® und Blutplasma an, während Erythrozyten, Thrombozyten, 

polymorphkernige Leukozyten und tote Zellen durch das Ficoll-Paque® hindurch 

zentrifugiert wurden. Als nächstes konnte der Überstand abpipettiert und die mit 
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mononuklären Zellen angereicherte Schicht mit einer Pasteurpipette vorsichtig 

isoliert werden.  

Anschließend wurden die CD19+ und CD27+ Oberflächenantigene der B-

Gedächtniszelle mit den entsprechenden fluoreszensmarkierten Antikörpern 

APC+ und PE angefärbt. Zu 1x107 PBMCs wurden jeweils 50 µl jedes 

Antikörpers gegeben und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde der Mix 

zweimal mit 10 ml RPMI Kulturmedium, bestehend aus 10% hitzeinaktiviertem 

fetalem Kälberserum (FCS), 1% Penicillin-Streptomycin und 1% L-Glutamin, 

gewaschen und jeweils bei 1500 rpm für zehn Minuten zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen und das angefärbte Zellpellet in einem RPMI-

Zellkulturmedium mit 50% RPMI und 40% FCS resuspendiert und über Miltenyi- 

Säulen mit einem Porendurchmesser von 30 µm gefiltert. Abschließend wurden 

die Zellen bei -80° C aufbewahrt.  

 

2.2.2. Einzelzellsortierung 
Zunächst wurden 3 ml des Lyse-Puffers aus DTT, Rinderserum-Albumin (BSA, 

bovine serum albumine), 10%-igem Triton, RNAsin, Oligo dT15 Primer und 

destilliertem Wasser hergestellt und pro Well einer 96-Well-Platte je 30 µl des 

Lyse-Puffers pipettiert (siehe auch Tab. 1).  

Mit einem FACS DiVa Einzelzellsortierer wurde nun automatisch je Well eine 

CD19+CD27+ B-Gedächtniszelle auf eine 96-Well-Platte sortiert.  

 

 

Komponenten Konzentration 
Volumen 

für 100 Wells 

Endkonzentration 

pro Well (= 30 µl) 

DTT  100 mM/ µl 150 µl 5 mM/ Well 

RNAsen  40 U/ µl  50 µl 20 U/ Well 

BSA  10 µg/ µl   5 µl 0,5 µg/ Well 

Oligo dT15 800 ng/ µl  100 µl 400 ng/ Well 

Triton  10%-ig 300 µl 1%-ig 

RNAse freies H20  --- 2445 µl --- 

Tabelle 1: Komponenten des Lyse-Puffers 
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Der Zellsortierer erkennt die B-Gedächtniszellen aufgrund der durchgeführten 

Anfärbung seiner Oberflächenproteine CD19+ und CD27+ mit den spezifischen, 

fluoreszenzmarkierten Antikörpern APC+ und PE. Nach dem Abschluss des 

Sortiervorganges wurde die 96-Well-Platte kurz zentrifugiert. 

 

2.3. Synthese von cDNA 
 

Als cDNA (complementary DNA) wird eine DNA bezeichnet, die mittels des 

Enzyms Reverse Transkriptase (RT) aus RNA synthetisiert wird. Hierzu wurde 

zunächst der Upper Reaction Mix (URM), bestehend aus RT-PCR Puffer, 

Nucleotiden, reverser Transkriptase und destiliertem Wasser hergestellt (siehe 

Tab. 2). Nun wurden jeweils 20 µl URM zu der herunterzentrifugierten 96-Well-

Platte mit je einer B-Zelle pro Well gegeben. Der RT-PCR Puffer führte zum 

Zerreißen der Zellmembran und zur Freisetzung der mRNA. Die freigesetzte 

mRNA wurde für eine Stunde bei 50° C inkubiert, wodurch der erste cDNA-

Strang aus mRNA durch die im Upper Reaction Mix enthaltene Reverse 

Transkriptase synthetisiert wurde. Anschließend wurde die 96-Well-Platte bis 

zur weiteren Amplifikation bei 4° C im Kühlschrank eingelagert. 

 

 

Komponenten Konzentration 
Volumen 

für 100 Wells 

Endkonzentration 

pro Well (= 30 µl) 

RT-PCR Puffer 5x  400 µl 1x 

dNTPs je 10 mM/ µl 40 µl 0,2 mM/ µl 

Reverse 

Transkriptase 

20 U/ µl  100 µl 20 U/ µl 

RNAse freies H2O --- 1460 µl --- 

Tabelle 2: Komponenten des Upper Reaction Mix  
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2.4. DNA-Amplifikation mittels Nested-PCR 

 

Bei der Nested-PCR wird in einem ersten Schritt ein bestimmtes DNA-

Fragment, dessen Sequenzlänge größer ist als die Länge des gewünschten 

Endprodukts, mittels PCR vervielfältigt. Die hierbei eingesetzten Primer werden 

auch als externe Primer bezeichnet. In einem zweiten Schritt werden 

anschließend die DNA-Produkte aus der ersten PCR einer weiteren PCR 

unterzogen. Diesmal wird ein anderes Primerpaar, sogenannte interne Primer, 

eingesetzt. Diese lagern sich an eine Stelle innerhalb der Sequenz der DNA-

Produkte aus der ersten Reaktion an. Die hieraus gewonnenen Fragmente sind 

das gewünschte Endprodukt. Die Nested-PCR hat zum Vorteil, dass einerseits 

fehlerhafte Sequenzen der ersten PCR aussortiert werden und auch kleinste 

Mengen an Template nachgewiesen werden können.  

 

2.4.1. Nested-PCR der Kappa-Leichtketten-Rearrangements  
Das Template wurde unter einem Laborabzug in den PCR-Ansatz pipettiert. 

Dies erfolgte in einem anderen Raum, um Kontamination zu vermeiden. Für die 

Amplifikation der Immunglobulingene wurden jeweils 5 µl cDNA zum PCR-

Ansatz pipettiert. 

 

2.4.1.1. Primer 
Als externe Primer wurden eingesetzt:  

M267-ExVk1,2-17: GCT CAG CTC CTG GGG CT, 

M268-ExVk3-17: GGA A(AG)C CCC AGC (AGT)CA GC,  

M269-ExVk4,5-19: CT(GC) TT(GC) CT(CT) TGG ATC TCT G, 

M270-EXVk6,7-17: CT(GC) CTG CTC TGG G(CT)T CC, 

 
M271-ExJk2-19: ACG TTT GAT CTC CAG CTT G, 

M272-ExJk5-2: CTT ACG TTT AAT CTC CAG TC.  

 

Als interne (nested) Primer wurden eingesetzt: 

M273-IntVk1-21: CAT CCA G(AT)T GAC CCA GTC TCC, 

M274-IntVk2-23: TCC AGT GGG GAT ATT GTG ATG AC, 
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M275-IntVk3-23: GTC T(GT)T GTC TCC AGG GGA AAG AG, 

M276-IntVk4-22: GAC ATC GTG ATG ACC CAG TCT C, 

M277-IntVk5-22: GGG CAG AAA CGA CAC TCA CGC A, 

M278-IntVk6-23: TCC AGG GGT GAA ATT GTG (AC)TG AC, 

M279-IntVk7-22: GCT GCA ATG GGG ACA TTG TGC T, 

 
M280-IntJk2-21: CAG CTT GGT CCC CTG GCC AAA, 

M281-IntJk5-20: CCA GTC GTG TCC CTT GGC CG. 

 

Die verwendeten Primer besitzen eine 5’- nach 3’-Sequenz. Die externen 

Primer binden an das 5’-Ende der Führungssequenz, die internen (nested) 

Primer binden an das 5’-Ende der Frameworkregion 1. Sie wurden bereits in 

verschiedenen Publikationen beschrieben.145, 146  

 
2.4.1.2. Externe Amplifikation der Kappa-Rearrangements 

Für die externe Amplifikation der Kappa-Rearrangements wurden zunächst 

zwei Reaktionsansätze hergestellt, die sich für eine Platte folgendermaßen 

zusammensetzten: 

Der Lower Reaction Mix (LRM) für Kappa-Rearrangements der externen 

Amplifikation bestand aus: 

1100 µl H2O, 

1120 µl MgCl2 (25 mM), 

  160 µl dNTPs (je 10 mM), 

    40 µl des jeweiligen externen Vκ-Primers (100 µM),    

    40 µl des jeweiligen externen Jκ-Primers (100 µM).  

Der Upper Reaction Mix (URM) für Kappa-Rearrangements der externen 

Amplifikation bestand aus: 

4150 µl H2O, 

  800 µl des 10x Puffer II  und 

    50 µl der AmpliTaq DNA Polymerase (5U/µl). 

 

Anschließend wurden 25 µl des jeweiligen LMR und 50 µl des jeweilige URM 

auf eine neue 96-Well-Platte pipettiert und je Well 5 µl cDNA dazugegeben. 
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2.4.1.3. Interne Amplifikation der Kappa-Rearrangements 

Für die interne Amplifikation der Kappa-Rearrangements wurde ein Lower 

Reaction Mix und ein Upper Reaction Mix hergestellt, mit der nachfolgenden 

Zusammensetzung für jeweils eine Platte: 

Der LRM für Kappa-Rearrangements der internen Amplifikation bestand aus: 

1100 µl H2O, 

1120 µl MgCl2 (25 mM), 

  160 µl dNTPs (je 10 mM), 

    40 µl des jeweiligen internen Vκ-Primers (100 µM),    

    40 µl des jeweiligen internen Jκ-Primers (100 µM). 

Der URM für Kappa-Rearrangements der internen Amplifikation bestand aus: 

4150 µl H2O, 

  800 µl des 10x Puffer II  und 

    50 µl der AmpliTaq DNA Polymerase (5U/µl). 

 

Anschließend wurden je Well 5 µl des Produktes der externen PCR als 

Template dazugegeben. Die internen und externen PCR-Amplifikationen 

wurden mit dem Gene Amp PCR System 2400 durchgeführt. Das verwendete 

Amplifikationsprogramm bestand jeweils aus 36 Zyklen:  

Ein Zyklus mit           

7 min Denaturierung bei 95° C,  

1 min Annealing bei 56° C, 

1 min 30 s Elongation bei 72° C; anschließend 

34 Zyklen mit 

1 min Denaturierung bei 94° C,  

30 s Annealing bei 56° C, 

1 min 30 s Elongation bei 72° C und 

ein Zyklus mit  

1 min Denaturierung bei 94° C,  

30 s Annealing bei 56° C, 

5 min Elongation bei 72° C.  
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Die Produkte der Kappa-Amplifikation wurden anschließend bei 4° C im 

Kühlschrank gelagert. 

 

2.4.2. Nested-PCR der Lambda-Leichtketten-Rearrangements 
2.4.2.1. Primer  

Es wurden folgende externe Primer verwendet:  

M282-ExVl1-17: CCT GGG CCC AGT CTG TG, 

M283-ExVl2-18: CTC CTC A(GC)(CT) CTC CTC ACT, 

M284-ExVl3-18: TC(CT) TAT G(AT)G CTG AC(AT) CAG, 

M285-ExVl4-17: C(AT)G C(CT)T GTG CTG ACT CA, 

M286-ExVl5,9-17: CCC TCT C(GC)C AG(GC) CTG TG, 

M287-ExVl6-19: TCT TGG GCC AAT TTT ATG C, 

M288-ExVl7,8-19: ATT C(CT)C AG(AG) CTG TGG TGA C, 

M289-ExVl10-17: CAG TGG TCC AGG CAG GG, 

 

M290-ExJ1-17: AGG ACG GT(GC) A(GC)C T(GT)G GT. 

 

Als interne Primer wurden verwendet: 

M291-IntVl1-21: CCA GTC TGT G(CT)T GAC (GT)CA GCC, 

M292-IntVl2.1-20: CAG  TCT GCC CTG ACT CAG CC, 

M293-IntVl2.2-21: GTG TC(CT) (AG)GG (GT)CT CCT GGA CAG, 

M294-IntVl3.1-22: TGA CTC AGG ACC CTG CTG TGT C,   

M295-IntVl3.2-22: TGA C(AT)C AGC CAC (CT)CT C(AG)G TGT C, 

M296-IntVl4.1-20: TCT GCC TCT  GC(CT) TCC CTG GG, 

M297-IntVl4.2-20: TCT GCA TCT GCC TTG CTG GG, 

M298-IntVl5,9-20: CAG (GC)CT GTG CTG ACT CAG CC, 

M299-IntVl6-23: CCA ATT TTA TGC TGA CTC AGC CC, 

M300-IntVl7,8-19: CTG TGG TGA C(CT)C AGG AGC C, 

M301-IntVl10-19: CAG GCA GGG C(AT)G ACT CAG C, 

 

M302-IntJl1-21: GGT (GC)AC CTT GGT (GC)CC A(GC)T (GT)CC,  

M303-IntJl2,3-21: GGT CAG CT(GT) GGT (GC)CC TCC (GT)CC. 
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Die verwendeten Primer besitzen eine 5’- nach 3’-Sequenz. Die externen 

Primer binden an das 5’-Ende der Führungssequenz, die internen (nested) 

Primer binden an das 5’-Ende der Frameworkregion 1.  

 

2.4.2.2. Externe Amplifikation der Lamda-Rearrangements 
Für die externe Amplifikation der Lamda-Rearrangements wurden zunächst 

zwei Reaktionsansätze hergestellt, die sich für eine Platte folgendermaßen 

zusammensetzten:  

Der Lower Reaction Mix für Lambda-Rearrangements der externen 

Amplifikation bestand aus: 

1340 µl H2O, 

  640 µl MgCl2 (25 mM), 

  160 µl dNTPs (je 10 mM), 

    40 µl des jeweiligen externen Vλ-Primers (100 µM) und 

    40 µl des jeweiligen Jλ-Primers (100 µM). 

Der Upper Reaction Mix der Lambda-Rearrangements der externen 

Amplifikation bestand aus: 

4150 µl H2O, 

  800 µl des 10x Puffer II und 

    50 µl der AmpliTaq DNA Polymerase (5U/µl). 

 

Anschließend wurden 25 µl des jeweiligen LMR und 50 µl des jeweilige URM 

auf eine neue 96-Well-Platte pipettiert und je Well 5 µl cDNA dazugegeben.  
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2.4.2.3. Interne Amplifikation der Lambda-Rearrangements 

Für die interne Amplifikation der Lambda-Rearrangements wurde ein Lower 

Reaction Mix und ein Upper Reaction Mix hergestellt, mit der nachfolgenden 

Zusammensetzung für jeweils eine Platte: 

Der LRM für Lambda-Rearrangements der internen Amplifikation bestand aus: 

1580 µl H2O, 

  640 µl MgCl2 (25 mM), 

  160 µl dNTPs (je 10 mM), 

    40 µl des jeweiligen internen Vλ Primers (100 µM),     

    40 µl des jeweiligen internen Jλ Primers (100 µM). 

Der URM für Lambda-Rearrangements der internen Amplifikation bestand aus: 

4150 µl H2O, 

  800 µl des 10x Puffer II und 

    50 µl der AmpliTaq DNA Polymerase (5U/µl). 

 

Anschließend wurden in einem anderen Raum je Well 5 µl des Produktes der 

externen PCR als Template dazugegeben. Die internen und externen PCR-

Amplifikationen wurden mit dem Gene Amp PCR System 2400 durchgeführt. 

Das verwendete Amplifikationsprogramm bestand jeweils aus 36 Zyklen:  

Ein Zyklus mit           

7 min Denaturierung bei 95° C,  

1 min Annealing bei 56° C, 

1 min 30 s Elongation bei 72° C; anschließend 

34 Zyklen mit 

1 min Denaturierung bei 94° C,  

30 s Annealing bei 56° C, 

1 min 30 s Elongation bei 72° C und 

ein Zyklus mit  

1 min Denaturierung bei 94° C,  

30 s Annealing bei 56° C, 

5 min Elongation bei 72° C.  
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Die Produkte der Lambda-Amplifikation wurden anschließend bei 4° C im 

Kühlschrank gelagert. 

 

2.5. DNA-Gewinnung aus Agarosegel und Darstellung der PCR-Produkte 
 

2.5.1. Analytisches Gel 
Um die PCR-Produkte analytisch zu trennen, wurde die Gelelektrophorese 

eingesetzt. Zur Herstellung des 1,5%-igen Agarosegels wurden 150 bis 200 ml 

1x TAE Puffer mit Agarose vermischt. Bei 150 ml TAE Puffer wurden 

dementsprechend 2,25 g Agarose verwendet. Danach wurde die Mixtur bis zum 

vollständigen Lösen der Agarose für fünf bis zehn Minuten in der Mikrowelle 

erhitzt. Nach dem Abkühlen der Lösung wurde Ethidiumbromid in einer 

Konzentration von 0,5 µg/ml zugegeben. Anschließend wurden die Agarosegele 

in eine Gelkammer gegossen. Direkt nach dem Gießen der Gele wurden 

Kämme in das Gel eingetaucht, um Geltaschen zu bilden. Nach Abkühlung der 

Gele wurden die Gelkammern mit 1x TAE aufgefüllt. 

Währenddessen wurden je Well einer 96-Well-Platte 2 µl Loading Dye mit 10 µl 

des PCR-Produkts vermischt und 10 µl dieses Gemisches in die entstandenen 

Geltaschen pipettiert. Außerdem wurde bei jeder Elektrophorese in einer der 

äußeren Geltaschen 5 µl eines DNA-Größenstandards gegeben, um später die 

Größenverhältnisse der aufgetrennten DNA besser abschätzen zu können. Zur 

Durchführung der Elektrophorese wurde anschließend für etwa 40 bis 60 

Minuten eine Gleichspannung von 90 bis 120 V an die Gelkammer angelegt. 

Die durch Ethidiumbromid positiv gefärbten Banden (ca. 350 bp) wurden unter 

UV-Licht (λ= 254 nm) sichtbar gemacht und fotografiert. Während des 

gesamten Prozesses wurden die Richtlinien zum Umgang mit Ethidiumbromid 

streng eingehalten. 

 
2.5.2. Präparatives Gel und Aufreinigung der Produkte  
Die PCR-Produkte, die bei der analytischen Trennung positive Banden 

aufwiesen, wurden anhand des Größenstandards identifiziert und mit einem 

Skalpell aus dem Gel extrahiert.  



32 

Anschließend wurden die in den Gelstücken enthaltenen DNA-Produkte mit 

dem MinElute Gel Extraction Kit aufgereinigt. Zunächst wurden zu der Agarose 

drei Gelvolumen einer Pufferlösung (Buffer QG) gegeben und bei 50°C für zehn 

Minuten mit zwei- bis dreiminütigen Vortexen inkubiert. Daraufhin wurde ein 

Gelvolumen 100%-iges Isopropanol zugegeben. Im nächsten Schritt wurde die 

Probe auf eine MinElute Säule aufgebracht und eine Minute zentrifugiert. Dabei 

absorbierte die DNA in die in den Säulen enthaltene Kieselsäuremembran unter 

hochprozentiger Salzsättigung. Gegebenenfalls vorhandene Verunreinigungen 

liefen durch die Säule und wurden entfernt. Dieser Vorgang wurde einmal 

wiederholt. Anschließend wurden die Säulen mit 750 µl Pufferlösung (Buffer 

PE) gewaschen und nach fünf Minuten für eine Minute herunterzentrifugiert. 

Das durchgeflossene Volumen wurde entfernt und nochmals für eine Minute 

herunterzentrifugiert. So wurden Kontaminationen effektiv beseitigt. 

Abschließend wurde 10 µl Pufferlösung (Buffer EB)  hinzugegeben und nach 

einer Minute nochmals eine Minute lang zentrifugiert. Das Ergebnis waren 

gereinigte, hochkonzentrierte DNA-Fragmente in 10 µl Eluat. Alle 

Zentrifugationsschritte wurden mit 13.000 rpm durchgeführt.  

 
2.6. Sequenzierung 
 

Die aus dem Gel extrahierten DNA-Produkte der Vκ/Jκ- und Vλ/Jλ-Familien 

wurden nun mit dem ABI Prism® BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction Kit weiter amplifiziert. 

 

2.6.1. Reaktionskomponenten 
Der Mastermix des Reaktionsansatzes für die Sequenzier-PCR bestand aus 

folgenden Komponenten:  

4 µl  ABI Prism® BigDyeTM Terminator, 

0,5 µl Primer (10 pmol/ µl), 

0,5 µl Pellet Paint Blue und 

12 µl destilliertes Wasser. 
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Diesem Mastermix wurden nun noch etwa 3 µl gereinigtes PCR-Produkt 

zugefügt. Für die Sequenzier-PCR wurden 5’ (V) interne Primer der jeweiligen 

Vκ- und Vλ-Familie verwendet.  

 

2.6.2. Zyklusparameter 
Die Sequenzier-PCR wurde mit einem Thermozykler durchgeführt. Das 

verwendete Programm bestand aus einer Denaturierung bei 95°C für drei 

Minuten, gefolgt von 25 Zyklen Denaturierung bei 95°C für 30 Sekunden, 

Annealing bei 50°C für eine Minute und Elongation bei 60°C für drei Minuten. 

Abschließend erfolgte eine Elongation bei 72°C für fünf Minuten.  

 

2.6.3. Aufreinigung 

Für die Aufreinigung der Produkte wurden AutoSeq G-50 Säulen verwendet. 

Zunächst wurde das Kunstharz der Säulen durch kurzes Vortexen 

resuspendiert und die Säulen eine Minute lang zentrifugiert (2000 x g). Danach 

wurden 20 µl PCR-Produkt auf den Filter der Säule aufgetragen und eine 

Minute zentrifugiert (2000 x g). Hierdurch wurde das überschüssige Big DyeTM 

entfernt. 

 

2.6.4. Isopropanolfällung   

Das Produkt wurde nochmals mit 80 µl des 75%-igen Isopropanol gereinigt. 

Nach einer Inkubationsdauer von 15 Minuten bei Raumtemperatur, wurden die 

Proben bei Maximalgeschwindigkeit (14000 rpm) 20 Minuten lang zentrifugiert. 

Die Überstände wurden verworfen und die Pellets mit 250 µl 75%-igem 

Isopropanol gewaschen. Danach wurden die Säulen wiederum bei 

Maximalgeschwindigkeit zehn Minuten lang zentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Nun wurden die Pellets zwei Minuten auf einem Heizblock bei 37° C 

getrocknet und anschließend in 20 µl HIDI Formamid suspendiert. 

Anschließend wurde die  DNA denaturiert, indem die Proben drei Minuten bei 

95° C inkubiert und unmittelbar danach zwei Minuten auf Eis gestellt wurden. 

Die Sequenzierung wurde mit einem ABI PRISM 310TM durchgeführt. 
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2.7. Auswertung der Sequenzen 

 
2.7.1. Software  
Die Analyse der Gensequenzen erfolgte mit dem Programm JOINSOLVER® 

(http://joinsolver.niams.nih.gov/index.html). Es handelt sich hierbei um ein im 

Internet frei verfügbares Programm zur Analyse von menschlichen 

Immunglobulin-V(D)J-Rekombinationen. 

JOINSOLVER® wurde gemeinschaftlich vom amerikanischen National Institute 

of Health, vom National Institute of Arthritis and Muskuloskeletal and Skin 

Diseases (NIAMS) und dem Center for Information Technology (CIT) entwickelt. 

 
2.7.2. Analyse der Sequenzen 
Die durch die Sequenzierung erhaltenen produktiven Vκ/Jκ- und Vλ/Jλ-

Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms DNASTAR (Version 4.0) mit den 

bekannten Keimbahngenen in der IMGT-Datenbank verglichen. Das Segment 

mit der größten Homologie wurde für die weitere Auswertung berücksichtigt. 

Sequenzen außerhalb des Leserasters und nicht produktive Sequenzen mit 

einem Stopcodon wurden von der Analyse ausgeschlossen. Zusätzliche 

Nukleotide wurden als N-Nukleotide bezeichnet, wenn sie zufällig eingefügt 

waren. Rearrangements, die Pseudogene enthielten, wurden als nicht produktiv 

eingestuft.  

Im untersuchten Repertoire fanden sich vor Therapie insgesamt 22 produktive 

Vλ/Jλ-Gensequenzen und keine nicht produktiven Vλ/Jλ-Gensequenzen, sowie 

21 produktive Vκ/Jκ-Gensequenzen und sieben nicht produktive Vκ/Jκ-

Gensequenzen. Nach Therapie fanden sich insgesamt 57 produktive Vλ/Jλ-

Gensequenzen und eine nicht produktive Vλ/Jλ-Gensequenz, sowie 63 

produktive Vκ/Jκ-Gensequenzen und fünf nicht produktive Vκ/Jκ-

Gensequenzen. Für die weitere Analyse waren nur die produktiven Sequenzen 

der variablen Leichtketten relevant.  
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Es wurden folgende Parameter im Genrepertoire der CD19+CD27+ B-

Gedächtniszellen zu den beiden Untersuchungszeitpunkten (vor und nach 

Rituximabtherapie) analysiert: 

 

Häufigkeitsverteilung der Vκ-/Jκ- und Vλ-/Jλ-Familien und der einzelnen Vκ-/Jκ- 

und Vλ-/Jλ-Gensegmente:  

Die leichten Ketten der Immunglobuline bestehen aus sequenziell 

angeordneten V- und J-Gensegmenten und sind entweder vom Typ κ oder λ. 

Es wurde die  Häufigkeitsverteilung der Vκ-/Jκ- und Vλ-/Jλ-Familien, sowie die 

Verteilung der einzelnen Vκ-/Jκ- und Vλ-/Jλ-Gensegmente zu den beiden 

Untersuchungszeitpunkten analysiert.  

 

Mutationsrate der Vκ- und Vλ-Rearrangements:  

Zur Bestimmung der Mutationsrate der Vκ- und Vλ-Rearrangements der 

leichten Ketten wurden die Mutationszahl der jeweiligen V-Leichtketten  durch 

die Anzahl der Nukleotide in der jeweiligen V-Leichtkette geteilt und mit 100 

multipliziert.  

 
CDR3-Länge der Vκ- und Vλ-Rearrangements:  

Es wurde der Mittelwert der CDR3-Längen der Vκ- und Vλ-Leichtketten-

Rearrangements vor und nach B-Zell-Depletion verglichen. 

 

Mutationen und Mutationsraten in den CDR (1 und 2) und Frameworkregionen 

(1, 2, 3) der Vκ- und Vλ-Rearrangements:  

Zunächst wurde der Anteil an Mutationen bestimmt, der in den CD-Regionen 1 

und 2, sowie in den Frameworkregionen 1-3 lag. Anschließend wurden die 

entsprechenden Mutationsraten gesondert analysiert und verglichen. 

 

Mutationen in RGYW- und WRCY-Motiven der Vκ- und Vλ-Rearrangements:  

Es wurde der Anteil an Mutationen bestimmt, die in den jeweiligen RGYW- und 

WRCY-Hotspots liegen.     
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Verhältnis von Austauschmutationen zu stillen Mutationen (R/S Ratio) der Vκ- 

und Vλ-Rearrangements:  

In den CD- und Frameworkregionen wurden die Austauschmutationen und 

stillen Mutationen bestimmt und aus den erhaltenen Werten das Verhältnis 

Austauschmutationen zu stille Mutationen berechnet.  

 

Häufigkeitsverteilung der Vκ-Gensegmente auf die Upstream- und 

Downstream-Kassette:  

Es wurde die Häufigkeitsverteilung der Vκ-Gensegmente auf die Upstream- und 

die Downstream-Kassette bestimmt. 

 

Häufigkeitsverteilung der Vλ-Gensegmente auf die Vλ-Cluster A, B und C:  

Analog zur Untersuchung der Häufigkeitsverteilung von Vκ-Gensegmenten auf 

die Upstream- und Downstream-Kassette wurde die Häufigkeitsverteilung von 

Vλ-Gensegmenten auf die Vλ-Cluster A, B und C untersucht.  

 

Vergleich der Mutationsraten von Jκ1-4 mit Jκ5-Rearrangements:  

Es wurden die Mutationsraten für Jκ5 und Jκ1-4 bestimmt und miteinander 

verglichen. 

 

Vergleich der Mutationsraten von Jλ1-5 mit Jλ7-Rearrangements:  

Analog zum Jκ-Repertoire wurden die Mutationsraten für Jλ1-5 und Jλ7 

bestimmt und miteinander verglichen. 
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2.8. Statistische Analyse 

 

Für die statistische Analyse wurde die GraphPad Software 

(http://www.graphpad.com, San Diego, CA, USA) verwendet. Der Vergleich des 

Vκ-/Jκ- und Vλ-/Jλ-Genrepertoires vor und nach der Therapie mit Rituximab 

wurde mit dem zweiseitigen Fisher´s Exact Test durchgeführt. Die 

Mutationsraten in Vκ- und Vλ-Leichtketten, RGWY- und WRCY-Mutationen, 

Mutationen in FR1, 2, 3 und in CDR1, 2 und das R/S-Mutationsverhältnis 

wurden mit dem Chi-Square-Test verglichen. Die CDR3-Längen wurden mit 

Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests verglichen. P-Werte ≤0,05 wurden als 

statistisch signifikant angesehen.  

 

2.9. Verbrauchsmaterial und Geräte 
Pufferlösungen: 

TAE Elektrophorese Puffer (50x): 

242 g TrisBase, 57,1 ml Essigsäure 100%, 37,2 g EDTA und 1l  dH2O. 

 

Loading Dye (6x):  

0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylol Cyanol und 30% Glycerin in dH2O. 

 

TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA):  

100 µl EDTA 0,5 M (pH 8,0), 500 µl Tris 1M und 50 ml dH2O.  

 

Agarosegel:  

1,5% Agarose UltraPure, 1x TAE und 0,5 µg/ml Ethidiumbromid. 

 

Medien und Reagenzien: 

10x Puffer II  (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) 

Agarose UltraPure (Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland) 

AmpliTaq DNA Polymerase (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) 

Bromphenolblau (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Desoxynukleotidtriphosphate,dNTPs (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 
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Destilliertes Wasser, dH2O (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 

Dithiothreitol, DTT (Roche-Boehringer, Mannheim, Deutschland) 

DNA-Größenstandard (GibcoBRL, Karlsruhe, Deutschland) 

Essigsäure 100% (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

Ethanol 100% (Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande) 

Ethidiumbromid (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Ethylendiamintetraacetessigsäure, EDTA (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

Fetales Kälberserum, FCS (GibcoBRL, Karlsruhe, Deutschland) 

Glycerin (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Hank's Balanced Salt Solution, HBSS (Gibco BRL, Karlsruhe Deutschland) 

Hi-Di Formamid (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) 

Isopropanol 100% (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

L-Glutamin (Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland) 

Magnesiumchlorid, MgCl2 (Promega, Mannheim, Deutschland) 

Oligo dT15 (Promega, Madison, USA) 

PCR Primer (GibcoBRL, Karlsruhe, Deutschland) 

Pellet Paint Blue (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Penicillin-Streptomycin (Biochrom, Berlin, Deutschland) 

Rinderserumalbumin, BSA (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 

RNAse (Promega, Madison, USA) 

RPMI-Zellkulturmedium (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 

TrisBase (Serva, Heidelberg, Deutschland) 

Triton X-100 (Serva, Heidelberg, Deutschland) 

Trypanblau (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

 

Materialien und Geräte:  

96-Loch-PCR-Platten (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) 

ABI Prism® BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 

(Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) 

AutoSeq G-50 Säulen (GE Healthcare, München, Deutschland) 

FACSDiVa Einzelzellsortierer (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, USA) 

Ficoll-Pague®  (GE Healthcare, München, Deutschland) 
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Gelkammern (Pharmacia, Uppsala, Schweden) 

Gene Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer Applied Biosystems, Weiterstadt, 

Deutschland) 

Genetic Analyzer Puffer (Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland) 

Miltenyi-Säulen (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) 

MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

Pop-6 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) 

Sequenzierer ABI PRISM 310TM (Perkon Elmer Applied Biosystems, 

Weiterstadt, Deutschland) 

Titan One Tube RTPCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) 

Zentrifuge 5415R (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 

Zentrifuge 5804R (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
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3. Ergebnisse  
 
3.1. Klinische Daten 
 

Zur Kontrolle der Krankheitsaktivität wurden der Disease Activity Score 28 

(DAS-28), der CRP-Wert, sowie die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) 

bestimmt. Der DAS-28 dient der quantitativen Beurteilung des 

Krankheitszustandes. In den DAS-28 fließen die Anzahl der 

druckschmerzhaften Gelenke (SJC, 0-28), die Anzahl der geschwollenen 

Gelenke (TJC, 0-28), die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und die 

subjektiven Einschätzungen der Krankheitsaktivität durch den Patienten (VAS-

Score) ein. Ein DAS-28-Wert größer als 5,1 spricht für eine hohe 

Krankheitsaktivität, ein Wert von 3,2 bis 5,1 steht für eine mittlere und ein Wert 

unter 3,2 spricht für eine niedrige Krankheitsaktivität.147  

Die untersuchte Patientin zeigte vor Therapie eine hohe Krankheitsaktivität 

(5,8), sechs Monate nach Therapie eine mäßige Krankheitsaktivität (4,53) und 

sieben Monate nach Therapie, dem Untersuchungszeitpunkt in der 

Regenerationsphase, erneut eine hohe Krankheitsaktivität (5,51).  

Eine Erhöhung der Blutsenkungsgeschwindigkeit (Normwert für eine Frau unter 

50 Jahren <20 mm/h) zeigte eine vorliegende Entzündung  oder vermehrten 

Gewebszerfall. Betrachtet man die BSG zu den beiden 

Untersuchungszeitpunkten getrennt vom DAS-28, so lag der Wert vor Therapie 

bei 33 mm/h und sieben Monate nach Therapie bei 38 mm/h und damit wieder 

über dem Ausgangswert. 

CRP (C-reaktives Peptid, Normbereich < 5mg/dl) ist ein Akute-Phase-Protein, 

welches bei entzündlichen Prozessen im Körper ansteigt. Der CRP-Spiegel lag 

vor Therapie bei 8,71 mg/dl. Nach Therapie stieg er wieder langsam an (nach 

sechs Monaten 3,08 mg/dl, nach sieben Monaten 5,42 mg/dl) und erreichte 

nach acht Monaten wieder annähernd den Ausgangswert von 7,42 mg/dl (siehe 

auch Tab. 3). 

Außerdem wurde der Rheumafaktor bestimmt. Der Rheumafaktor ist ein 

Autoantikörper gegen den Fc-Teil des menschlichen IgG. Der Rheumafaktor 
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kann zur Prognose für den Krankheitsverlauf dienen, jedoch ist er nicht 

geeignet, die Krankheitsaktivität zu beurteilen. Der Rheumafaktor lag vor 

Therapie bei 229 U/ml. Sechs Monate nach Therapie lag er bei 94,9 U/ml, nach 

acht Monaten bei 131 U/ml und nach neun Monaten bei 146 U/ml.  

 

 

Zeitpunkt DAS-28 SJC TJC 
BSG 

(mm/h) 

CRP 

(mg/l) 

vor RTX Therapie 5,8 15 11 33 8,71 

nach RTX Therapie 5,51 12 7 38 5,42 

Tabelle 3: Übersicht klinischer Parameter zur Messung der Krankheitsaktivität  

 

 

3.2. Analyse des Vκ- und Jκ-Genrepertoires der CD19+CD27+ B-

Gedächtniszellen 

 

In der nun folgenden Analyse soll das Ig-Leichtketten-Repertoire der 

CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen vor Therapie und sieben Monate nach 

Therapie mit Rituximab näher untersucht werden, um die durch Rituximab 

induzierten molekularen Veränderungen des regenerierten CD19+CD27+ B-

Zell-Pools zu identifizieren. 

 

3.2.1. Häufigkeitsverteilung innerhalb der Vκ-Familie  

Es wurde zunächst die Häufigkeitsverteilung der einzelnen Vκ-

Familienmitglieder innerhalb des Vκ-Repertoires der CD19+CD27+ B-

Gedächtniszellen untersucht. Das Genrepertoire vor der B-Zell-Depletion 

bestand hauptsächlich aus Gensegmenten der Vκ1-Familie (62%), gefolgt von 

fast gleichen Anteilen an Gensegmenten der Vκ3- (19%) und Vκ2- (14%) 

Familien. Vκ4 war auf niedrigerem Level vorhanden. Es wurden keine Gene der 

Vκ5- und Vκ6-Leichtketten innerhalb der untersuchten Immunglobulin-

sequenzen der Vκ-Familie gefunden.  
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Auch nach einem leichten Abfall des Anteils während der Regenerationsphase 

(62% versus 57%, p=0,8009) blieb die Vκ1-Familie überrepräsentiert. Der Anteil 

der Vκ3-Familie fiel leicht ab (19% versus 16%, p=0,7500), wohingegen der 

Anteil von Vκ2 (14% versus 21%, p=0,7419) leicht anstieg (vergleiche Abb. 6). 

Vκ4 blieb nahezu unverändert (5%, versus 6%, p=1,0000). All diese 

Veränderungen waren nicht statistisch signifikant. Unter 84 analysierten Vκ-

Gensegmenten fanden sich keine Mitglieder der Vκ5- und Vκ6-Familie, weder 

vor noch nach B-Zell-Depletion.   

Insgesamt exprimierten somit die Gensegmente der Vκ-Familie in ähnlicher 

Verteilung im CD19+CD27+ B-Zell-Repertoire vor und nach B-Zell-Depletion.  

 

 

 
Abbildung 6: Häufigkeitsverteilung innerhalb der Vκ-Familie 

 
 
3.2.2. Häufigkeitsverteilung der einzelnen Vκ-Gensegmente 

Bei der Analyse der Häufigkeitsverteilung der einzelnen Vκ-Gensegmente im 

Genrepertoire der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen konnte ein breites 

Spektrum an Ausprägungen der Vκ-Gensegmente beobachtet werden 

(vergleiche Abb. 7). Vor und nach Therapie waren Vκ1-5.03 (24% versus 29%, 

p=0,7824) und Vκ1-39.01 (14% versus 17%, p=1,0000) am stärksten präsent. 
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Nach Therapie wurden beide Gensegmente hochreguliert. Die Veränderungen 

waren nicht statistisch signifikant.  

Die Vκ-Gensegmente Vκ1-9.01 (14% versus 0%, p=0,0140) und das Vκ1-33.01 

(5% versus 0%, p=0,2500) konnten nur vor Therapie nachgewiesen werden. Im 

Gegensatz dazu fanden sich die Vκ-Gensegmente Vκ1-17.01 (0% versus 8%, 

p=0,3247), Vκ1-6.01 (0% versus 2%, p=1,0000) , Vκ2-24.01 und Vκ2-30.01 nur 

nach der B-Zell-Depletion im Genrepertoire. Die Veränderungen waren nicht 

statistisch signifikant.  

Des Weiteren konnten die Vκ-Gensegmente Vκ1-5.01 (5% versus 2%, 

p=0,4398), Vκ3-15.01 (10% versus 3%, p=0,2591), Vκ3-11.01 (5% versus 5%, 

p=1,0000), Vκ3-20-01 (5% versus 8%, p=1,0000) und Vκ4-1.01 (5% versus 6%, 

p=1,0000) detektiert werden. Deren Anteile am Repertoire zeigten keine 

signifikante Veränderung.   

Insgesamt zeigten somit auch die einzelnen Gensegmente der Vκ-Familie zu 

den zwei Untersuchungszeitpunkten ein ähnliches Verteilungsmuster.  

 

 

 
 

Abbildung 7: Häufigkeitsverteilung der einzelnen Vκ-Gensegmente; ★ p<0,05 
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3.2.3. Häufigkeitsverteilung innerhalb der Jκ-Familie    

 
 

 
Abbildung 8: Häufigkeitsverteilung innerhalb der Jκ-Familie 

 

 

Bei der Analyse der Häufigkeitsverteilung des Jκ-Genrepertoires der 

CD19+CD27+ B-Zellen vor und nach Rituximabtherapie wurden Gensegmente 

der Jκ-Familien 1, 2, 4 und 5 detektiert (siehe Abb. 8). Die vorherrschende 

Gruppe war vor und nach B-Zell-Depletion Jκ2 (52,38% vor versus 42,86% 

nach Therapie, p=0,4051). Vor Therapie folgten Jκ1 und Jκ4 mit jeweils 

19,05%. Nach Therapie war Jκ1 die am zweithäufigsten detektierte Familie mit 

30,26% (p=0,4051). Der Anteil von Jκ4 nahm um 4,76% (p=0,0620) ab. Jκ5 

machte nach Therapie hingegen einen größeren Anteil des Repertoires aus 

(9,52% versus 22,22%, p=0,3358). Die Veränderungen in der 

Häufigkeitsverteilung des Jκ-Genrepertoires waren nicht statistisch signifikant. 

Insgesamt exprimierten somit im CD19+CD27+ B-Zell-Repertoire auch die Jκ-

Gensegmente in ähnlicher Verteilung vor und nach B-Zell-Depletion.  
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3.2.4. Häufigkeitsverteilung der einzelnen Jκ-Gensegmente 

 

 

 
Abbildung 9: Häufigkeitsverteilung der einzelnen Jκ-Gensegmente 

 

 

Bei der Analyse der Häufigkeitsverteilung der einzelnen Jκ-Gensegmente der 

CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen  zu den beiden Untersuchungszeitpunkten 

fand sich nur in der Jκ2-Familie eine Aufgliederung in mehrere einzelne 

Gensegmente: Jκ2.01, Jκ2.02, Jκ2.03 und Jκ2.04, wobei Jκ2.04 als einziges 

Gensegment nur in der Regenerationsphase in geringem Ausmaß detektiert 

wurde (4,76%, p=0,2500). Die Jκ-Familien 1, 4 und 5 wurden jeweils nur durch 

ein einzelnes Gensegment repräsentiert (siehe auch Abb. 9). 

Das vorherrschende Gensegment in der Jκ-Familie vor Rituximabtherapie war 

Jκ2.01 mit 38,1% Anteil am Jκ-Repertoire (respektive 20,63% nach Therapie, 

p=0,1462).  Es folgten Jκ1.01 und Jκ4.01 mit jeweils 19,05%. Nach Therapie 

stieg der Anteil an Jκ1.01 und es war das vorherrschende Gensegment in der 

Jκ-Familie (30,16%, p=0,4051). Es folgte Jκ5.01 mit 22,22% (respektive 9,52% 

vor Therapie, p=0,3358). Jκ2.01 wurde nur noch am dritthäufigsten exprimiert. 

Jκ2.03 machte nach Therapie im Vergleich zu dem niedrigen Anteil vor 

Therapie (4,76%) einen deutlich größeren Anteil des Repertoires aus (15,87%, 

p=0,2768). Jκ2.02 wurde vor und nach Therapie in nur geringem Anteil 
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detektiert (4,76% versus  6,35%, p=1,0000). Alle Veränderungen waren nicht 

statistisch signifikant.  

Die Häufigkeitsverteilung der einzelnen Gensegmente der Jκ-Familie im 

CD19+CD27+ B-Zell-Repertoire war somit vor und nach B-Zell-Depletion 

ähnlich. 

 

3.2.5. CDR3-Länge  
Die CDR3-Länge innerhalb der Vκ-Rearrangements der CD19+CD27+ B-

Gedächtniszellen wurde vor und nach Rituximabtherapie verglichen. Durch die 

CD20+ B-Zell-Depletion wurden die CDR3-Längen nicht signifikant verändert 

(27,29 ± 1,31 vor Therapie und 27,29 ± 3,35 in der Regenerationsphase, 

p=0,8729) (siehe auch Übersicht, Tab. 4). 

 

3.2.6. Genmutationsrate  
Bei der Analyse der Mutationsrate des Vκ-Repertoires der CD19+CD27+ B-

Gedächtniszellen konnten verschiedene spezifische Veränderungen im 

Mutationsmuster vor und nach Rituximabgabe gefunden werden. 

Erwartungsgemäß waren annähernd alle Sequenzen mutiert. Die Bandbreite an 

Mutationen reichte von 0 bis 15 je Vκ-Sequenz vor Therapie. Die 

Gesamtmutationsrate betrug 2,29% vor Therapie (siehe auch Tab. 4). 

Durch die B-Zell-Depletion wurden tiefgreifende Veränderungen des 

neugebildeten Vκ-Repertoires der CD19+CD27+ B-Zellen induziert. Dies zeigte 

sich in einer während der Regenerationsphase auf 4,65% (p<0,0001) 

angestiegenen Mutationsrate. Das neugebildete Vκ-Repertoire umfasste 

zwischen 0 und 29 Mutationen je Vκ-Sequenz.  

 

3.2.7. Mutationen in RGYW- und WRCY-Motiven  

Analysen der Mutationen in RGYW- und WRCY-Hotspots des Vκ-Repertoires 

der CD19+CD27+ B-Zellen vor und nach Rituximabtherapie zeigten eine 

signifikante Reduktion der Mutationsrate in diesen Abschnitten während der 

Regenerationsphase. Im Gegensatz zu dem Ausgangswert der Mutationsrate 
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vor Therapie von 70,8% lag der Wert in der Regenerationsphase bei 58,4% 

(p<0,0001) (siehe auch Übersicht, Tab. 4).  

 

3.2.8. Mutationen in CD- und Frameworkregionen 
Die Untersuchung der Mutationen in den CD- (CDR1, 2) und 

Frameworkregionen (FR1, 2, 3) des Vκ-Repertoires der CD19+CD27+ B-Zellen 

zeigte, dass 63% der Mutationen vor Therapie in den Frameworkregionen und 

37% in den CD-Regionen lagen. In der Regenerationsphase befanden sich 

hingegen 85% der Mutationen in den Frameworkregionen (p=0,2831) und 35% 

in den CD-Regionen (p=0,1913). Diese Veränderungen waren nicht statistisch 

signifikant (siehe auch Übersicht, Tab. 4). 

Somit ist der Anteil an Mutationen in den CD- und Frameworkregionen im Vκ-

Repertoire der CD19+C27+ B-Zellen durch die B-Zell-Depletion nicht wesentlich 

verändert worden.  

 

 

CD19+CD27+ B-Zellen 

Vκ-Genrepertoire 

vor Therapie 

(n= 21 Sequenzen) 

Regenerationsphase 

(n= 63 Sequenzen) 

CDR3 Länge +/- SD 27,29 ± 1,31  27,29 ± 3,35  

Mutationsrate 2,29% 4,65%* 

FR Mutationen 62,83% 85,35% 

CDR Mutationen 37,17% 34,79% 

R/S Mutationen: FR 1,84 1,30** 

R/S Mutationen: CDR 6,00 3,12* 

RGYW-/ WRCY-Mutationen 70,80% 58,42%* 

Tabelle 4: Übersicht über das Mutationsmuster des Vκ-Genrepertoires der 

CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen vor Therapie mit Rituximab und in der 

Regenerationsphase (7 Wochen nach Rituximabgabe); ** p<0,0005, * p<0,0001 
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3.2.9. Mutationen in einzelnen CD- und Frameworkregionen 

 

Abbildung 10: Mutationsraten in den einzelnen CD- und Frameworkregionen 

des Vκ-Repertoires; ★ p < 0.0001 

 

 

Die Auswertung der Anzahl an Mutationen in den einzelnen CD- (CDR1, 2) und 

Frameworkregionen (FR 1, 2, 3) des Vκ-Repertoires der CD19+CD27+ B-

Gedächtniszellen zeigte einen Anstieg der Mutationsraten in den beiden CD-

Regionen (CDR1, 2) sowie in allen 3 Framework-Regionen (FR 1, 2, 3) in der 

Regenerationsphase nach Rituximabgabe. Insgesamt zeigte CDR1 die höchste 

Mutationsrate (7,6% vor Therapie versus 12,7% in der Regenerationsphase 

(p<0,0001), gefolgt von CDR2 (4,8% vor Therapie versus 11,6% in der 

Regenerationsphase, p<0,0001). 

Die Mutationsraten in den einzelnen Frameworkregionen wurden ebenfalls nach 

oben reguliert. Allerdings bewegten sie sich insgesamt auf einem niedrigeren 

Niveau und lagen zu den beiden gemessenen Zeitpunkten in allen 

Frameworkregionen unter 5%. Im Einzelnen betrug die Mutationsrate in der 

Frameworkregion 1 vor Depletion 0,7% und in der Regenerationsphase 2,7% 

(p<0,0001).  
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In der Framworkregion 2 betrug die Mutationsrate vor Depletion 2,0% und in der 

Regenerationsphase 4,1% (p<0,0001) und in der Frameworkregion 3 vor 

Depletion 1,9% und in der Regenerationsphase 3,5% (p<0,0001).  

Alle Veränderungen der Mutationsraten in den einzelnen CD- und 

Frameworkregionen der Vκ-Rearrangements der CD19+CD27+ B-Zellen vor 

und nach Rituximabtherapie waren statistisch signifikant (siehe Abb. 10). 

 

3.2.10. R/S Ratio in CD- und Frameworkregionen 

Das Verhältnis von Austauschmutationen (R) zu stillen Mutationen (S) in den 

Frameworkregionen 1 bis 3 des Vκ-Repertoires der CD19+CD27+ B-Zellen 

nahm in der Regenerationsphase im Vergleich zum Ausgangsstatus vor 

Therapie signifikant ab (1,84 vor Therapie versus 1,30 in der 

Regenerationsphase, p=0,0002).  Auch der Wert der R/S Ratio in den CD-

Regionen 1 und 2 (6 vor Therapie versus 3,12 nach Therapie, p<0,0001) war 

signifikant verringert. Somit lagen nach der B-Zell-Depletion verhältnismäßig 

mehr S-Mutationen als R-Mutationen vor (siehe auch Übersicht, Tab.4). 

 
3.2.11. Häufigkeitsverteilung der Vκ-Gensegmente auf die Upstream- und 

Downstream-Kassette 
In dem untersuchten Vκ-Repertoire der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen 

konnten weder vor noch nach Therapie mit Rituximab Vκ-Gene der Upstream-

Kassette (Jκ-distal) detektiert werden. Alle gefundenen Vκ-Gensequenzen 

konnten nur der Downstream-Kassette (Jκ-proximal) zugeordnet werden. Somit 

war anhand der untersuchten Daten kein Vergleich zwischen Vκ-

Gensegmenten der Downstream- und der Upstream-Kassette möglich. 

 
3.2.12. Mutationen in Jκ1-4 und Jκ5-Rearrangements 

Es wurden die Mutationsraten von Jκ1-4 mit Jκ5-Rearrangements des 

CD19+CD27+ B-Zell-Repertoires vor und nach Rituximabtherapie verglichen. 

Hier zeigte sich, dass vor Therapie die Mutationsrate in Jκ5-Rearrangements 

signifikant niedriger war als in Jκ1-4 (Jκ1-4 2,53% versus Jκ5 0,14%, p<0,005). 
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Auch nach Therapie war die Mutationsrate in Jκ5 signifikant niedriger (Jκ1-4 

4,99% versus Jκ5 3,44%, p<0,0001) (siehe Abb. 11). 

 

 

 
Abbildung 11: Vergleich der Mutationsraten von Jκ1-4 und Jκ5-

Rearrangements; ★ p<0,0001,  p<0,005  

 

 
3.3. Analyse des Vλ- und Jλ-Genrepertoires der CD19+CD27+ B-

Gedächtniszellen 
 
3.3.1. Häufigkeitsverteilung innerhalb der Vλ-Familie 

Das Vλ-Genrepertoire der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen bestand vor und 

nach Rituximabtherapie hauptsächlich aus Gensegmenten der Vλ2-Familie 

(59% versus 46%, p=0,3232) jeweils gefolgt von Vλ1 (23% versus 33%, 

p=0,4234). Zusammen bildeten Vλ1 und Vλ2 somit ungefähr 80% des 

Repertoires (82% vor Therapie versus 79% in der Regenerationsphase). Durch 

die B-Zell-Depletion kam es zu keiner signifikanten Veränderung des Anteils der 

Vλ1- und Vλ2-Familie am Vλ-Genrepertoire. An dritter Stelle folgte die Vλ3-

Familie mit einem Anteil von 5% vor Therapie und 14% in der 

Regenerationsphase (p=0,4317).  
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Die Vλ4- (0% versus 2% , p=1,0000) , Vλ6- (9% versus 2%, p=0,1860), Vλ7- 

(5% versus 2%, p=0,4820) und Vλ9-Familien (0% versus 2%, p=1,0000)  waren 

jeweils vor und nach Therapie in weniger als 10% vertreten. Die Vλ-Familien 

Vλ5, Vλ8 und Vλ10 waren nicht im Repertoire vertreten. Es fand sich keine 

statistisch signifikante Modulation der Verteilung der Vλ-Familien im 

CD19+CD27+ B-Zell-Repertoire nach B-Zell-Depletion (siehe Abb. 12). 

 

 

 
Abbildung 12: Häufigkeitsverteilung innerhalb der Vλ-Familie 

 
 
3.3.2. Häufigkeitsverteilung der einzelnen Vλ-Gensegmente 

Bei der Untersuchung der individuellen Gensegmente der Vλ-Familien der 

CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen vor und nach Rituximabtherapie fand sich 

ein polyklonal diverses Genrepertoire. So hatten vor Therapie die Gensegmente 

Vλ2-23.01 (13,6% versus 5,3%, p=0,0633) und Vλ1-40.01 (13,6% versus 1,8%, 

p=0,3403) mit 13,6% jeweils den größten Anteil am Repertoire. Nach der B-

Zell-Depletion war der Anteil von Vλ1-44.01 (4,5% versus 12,3%, p=0,4315) mit 

12,3% am größten. Die übrigen Anteile der einzelnen Vλ-Gensegmente am Vλ-

Genrepertoire lagen vor Therapie und in der Regenerationsphase jeweils unter 

10%.  
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Die Gensegmente Vλ1-51.01 , Vλ3-1.01, Vλ3-19.01, Vλ3-25.01, Vλ4-69.01 und 

Vλ9-49.03 wurden nur in der Regenerationsphase nachgewiesen, allerdings in 

niedriger Menge. Die Veränderungen waren statistisch nicht signifikant. 

Insgesamt zeigten somit die einzelnen Gensegmente der Vλ-Familie im 

CD19+CD27+ B-Zell-Repertoire eine ähnliche Verteilung vor und nach B-Zell-

Depletion (siehe Abb. 13). 

 

 

 
Abbildung 13: Häufigkeitsverteilung der einzelnen Vλ-Gensegmente 

 
 
3.3.3. Häufigkeitsverteilung innerhalb der Jλ-Familie 

Bei der Analyse des Jλ-Genrepertoires der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen 

fand sich vor und nach Therapie mit Rituximab Jλ2 als vorherrschende Familie 

(36,63% vor versus 38,6% nach Therapie, p=1,0000). Darauf folgten vor 

Therapie Jλ1 und Jλ3 mit jeweils 27,27%. Jλ5 wurde nur nach Therapie in 

geringem Ausmaß detektiert. Nach Therapie nahm der Anteil an Jλ1 (19,3%, 

p=0,5429) und Jλ3 (17,54%, p=0,3600) ab, wohingegen Jλ2 und Jλ7 (von 9,9% 

auf 22,81%, p=0,1174) zunahmen. Die Familien Jλ4 und Jλ6 waren nicht im 

Repertoire vertreten. Die Veränderungen im Jλ-Genrepertoire waren nicht 

signifikant (siehe auch Abb. 14). 
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Insgesamt exprimierten somit die Gensegmente der Jλ-Familie in ähnlicher 

Verteilung im CD19+CD27+ B-Zell-Repertoire vor und nach B-Zell-Depletion.  

 

 

 
Abbildung14: Häufigkeitsverteilung innerhalb der Jλ-Familie 

 

 
3.3.4. Häufigkeitsverteilung der einzelnen Jλ-Gensegmente 

Bei der Häufigkeitsverteilung der einzelnen Jλ-Gensegmente der CD19+CD27+ 

B-Gedächtniszellen vor und nach Rituximabtherapie war bis auf die Jλ7-Familie 

mit Jλ7.01 und Jλ7.02 jeweils nur ein Gensegment pro Jλ-Familie im Repertoire 

vertreten. Vor Therapie wurde Jλ1.01 am häufigsten detektiert (13,6% versus 

5,3% nach Therapie, p=0,5429). Nach Therapie war der Anteil an Jλ2.01 mit 

12,3% (versus 4,5% vor Therapie, p=1,0000) am größten. Weiterhin wurde 

auch ein höherer Anteil an Jλ3.02 nach Therapie gemessen (4,5% vor Therapie 

versus 8,8% nach Therapie, p=0,3600). Jλ5.01 war nur nach Therapie im 

Repertoire zu verzeichnen (0% vor Therapie versus 7% nach Therapie, 

p=1,0000). Es fand sich keine signifikante Veränderung in der 

Häufigkeitsverteilung der einzelnen Jλ-Gensegmente (siehe Abb. 15). 

Somit exprimierten die einzelnen Gensegmente der Jλ-Familie der 

CD19+CD27+ B-Zellen in ähnlicher Verteilung vor und nach B-Zell-Depletion.  
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Abbildung 15: Häufigkeitsverteilung der einzelnen Jλ-Gensegmente 

 

 

3.3.5. CDR3-Länge  

Es wurde die CDR3-Länge innerhalb der Vλ-Rearrangements der 

CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen vor und nach Rituximabtherapie verglichen. 

Die CDR3-Länge wurde, wie auch schon im Vκ-Genrepertoire, nicht signifikant 

von der B-Zell-Depletion beeinflusst (31,5 ± 2,74 vor Therapie versus 31,32 ± 

3,21 in der Regenerationsphase, p=0.9283) (siehe Übersicht, Tab. 6). 

 

3.3.6. Genmutationsrate 
Bei der detaillierten Analyse der Mutationsraten des Vλ-Repertoires der 

CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen konnten umfassende Veränderungen 

beobachtet werden.  

Die Genmutationsrate zeigte im Vλ-Repertoire, wie schon im Vκ-Repertoire, 

ebenfalls einen signifikanten Anstieg. Vor Therapie lag sie bei 2,99% und in der 

Regenerationsphase bei 4,72% (p<0,0001). Im Vergleich zum Vκ-Repertoire 

lagen die Mutationsraten von Vκ und Vλ zu den beiden gemessenen 

Zeitpunkten in vergleichbarem Größenbereich (vor Depletion Vλ 2,99%, Vκ 

2,29%; Regenerationsphase Vλ 4,72%, Vκ 4,65%). Wie im Vκ-Repertoire 

waren nahezu alle Vλ-Sequenzen in der Regenerationsphase mutiert. Die 

Bandbreite an Mutationen betrug vor B-Zell-Depletion 0 bis 16 Mutationen je 
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untersuchter Sequenz und in der Regenerationsphase 0 bis 36 Mutationen 

(siehe auch Tab. 6). 

 

3.3.7. Mutationen in RGYW- und WRCY-Motiven 
Die Analyse der Mutationen in den RGYW- und WRCY-Hotspots im Vλ-

Genrepertoire der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen zeigte im Gegensatz zu 

den Ergebnissen des Vκ-Repertoires keine signifikante Veränderung (55,6% 

vor Therapie versus 54,9% in der Regenerationsphase, p=0,6605) (siehe auch  

Übersicht, Tab. 6). 

 

 

CD19+CD27+ B-Zellen 

Vλ-Genrepertoire 

vor Therapie 

(n= 22 Sequenzen) 

Regenerationsphase 

(n= 57 Sequenzen) 

CDR3 Länge +/- SD 31,5 ± 2,74  31,32 ± 3,21  

Mutationsrate 2,99% 4,72%* 

FR Mutationen 71,88% 66,16%** 

CDR Mutationen 28,13% 33,84%** 

R/S Mutationen: FR 1,56 1,62 

R/S Mutationen: CDR 6,5 4,21*** 

RGYW-/ WRCY-Mutationen 55,63% 54,86% 

Tabelle 6: Übersicht über das Mutationsmuster des Vλ-Genrepertoires der 

CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen vor Therapie mit Rituximab und in der 

Regenerationsphase (7 Wochen nach Therapie); *** p<0,01, ** p<0,005, 

* p<0,0001 
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3.3.8. Mutationen in den CD- und Frameworkregionen 

Die Analyse der Mutationen in den CD- (CDR1 und 2) und Frameworkregionen 

(FR1, 2, 3) der Vλ-Rearrangements der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen 

ergab, dass 72% der Mutationen vor Therapie in den Frameworkregionen und 

28% in den CD-Regionen lagen. In der Regenerationsphase entfielen hingegen 

66% der Mutationen auf die Frameworkregionen (p<0,005) und 34% auf die 

CD-Regionen (p<0,005). Die Veränderungen waren statistisch signifikant.  

Somit kam es insgesamt zu einer Abnahme des Anteils an Mutationen in den 

Frameworkregionen  und einer Zunahme an Mutationen in den CD-Regionen 

der Vλ-Rearrangements der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen, wobei weiterhin 

der überwiegende Anteil an Mutationen in den Frameworkregionen lag (siehe 

Tab. 6). 

 

3.3.9. Mutationen in einzelnen CD- und Frameworkregionen 
Bei der Analyse der Mutationen in den einzelnen CD- und Frameworkregionen 

des Vλ-Genrepertoires der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen zeigte sich, wie 

auch schon im Vκ-Repertoire, durchweg ein Anstieg der Mutationsraten in der 

Regenerationsphase. Diese Veränderungen waren statistisch signifikant.  Wie 

im Vκ-Repertoire lagen die Mutationsraten in den CD-Regionen (1 und 2) höher 

als in den Frameworkregionen (1, 2, 3).  

Insgesamt zeigte diesmal CDR2 die höchste Mutationsrate mit 9,6% vor 

Therapie und 14,8% in der Regenerationsphase (p<0,0001). CDR1 folgte mit 

4,5% vor Therapie und einem signifikanten Anstieg auf 10,2% in der 

Regenerationsphase (p<0,0001). 

Bei Betrachtung der Mutationsraten in den einzelnen Frameworkregionen zeigte  

FR2 die höchste Mutationsrate (3,5% vor versus 6,2% nach Depletion, 

p<0,0001), gefolgt von FR3 (2,4% vor versus 3,1% nach Depletion, p<0,001) 

und FR1 (1,7%vor und 2,2% nach Depletion, p<0,05). Die Reihenfolge der 

einzelnen CD- und Frameworkregionen in Bezug auf die Größe der 

Mutationsrate blieb somit jeweils vor und nach B-Zell-Depletion gleich 

(vergleiche Abb. 16). 
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Abbildung 16: Analyse der Mutationsrate in den einzelnen CDR und 
Frameworkregionen des Vλ-Repertoires; ★ p<0,0001, ✪ p=0,001,  p<0,05 
 

 

3.3.10. R/S Ratio in CD- und Frameworkregionen 
Wie schon im Vκ-Repertoire konnten auch im Vλ-Repertoire der CD19+CD27+ 

B-Gedächtniszellen signifikante Veränderungen der R/S-Mutationen in den CD-

Regionen detektiert werden. Nach B-Zell-Depletion zeigte sich eine Abnahme 

der R/S-Mutationen in den CD-Regionen (6,5 vor Therapie versus 4,21 in der 

Regenerationsphase, p<0,01). Die R/S Ratio in den Frameworkregionen blieb 

vor und nach Therapie annähernd gleich. (1,56 vor Therapie versus 1,62 in der 

Regenerationsphase, p=0,6788) (siehe auch Übersicht, Tab. 6).  

 

3.3.11. Häufigkeitsverteilung der Vλ-Gensegmente auf die Vλ-Cluster A, B 

und C  
Das Vλ-Repertoire der CD19+CD27+ B-Zellen lässt sich in die Cluster A, B und 

C einteilen. Abbildung 17 gibt eine Übersicht über die Zuordnung der einzelnen 

Vλ-Gensegmente zu dem jeweiligen Cluster. Hier zeigte sich vor und nach B-

Zell-Depletion eine vergleichbare Häufigkeitsverteilung auf Cluster A, B und C.  
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Abbildung 17: Übersicht der Zuordnung der einzelnen Vλ-Gensegmente zu 

den Vλ-Clustern A, B und C 

 
 
3.3.12. Häufigkeitsverteilung der Vλ-Gensegmente auf die Vλ-Cluster A 

und B+C 
Ein vermehrtes Vorkommen von distal-Jλ-liegenden Vλ-Gensegmenten (Cluster 

B+C) wird als Anzeichen von Rezeptor Revision angesehen. Es wurde daher 

die Häufigkeitsverteilung der Vλ-Gensegmente auf die Cluster A (proximal Jλ) 

und die beiden Cluster B+C (distal Jλ) vor und nach Rituximabtherapie 

analysiert, um mögliche Veränderungen zu detektieren. Vλ-Gensegmente des 

Cluster A waren jeweils vorwiegend im Repertoire vertreten, eine signifikante 

Änderung der Häufigkeitsverteilung lag nicht vor (siehe Abb. 18).  

Somit fand sich eine ähnliche Verteilung der Vλ-Gene auf Cluster A und Cluster 

B+C vor und nach B-Zell-Depletion (p=0,3909).  
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Abbildung 18: Vergleich der Häufigkeitsverteilung der Vλ-Gensegmente auf 

Cluster A und Cluster B+C 

 

 

3.3.13. Mutationen in Jλ1-5 und Jλ7-Rearrangements 

Es wurden nun die Mutationsraten von Jλ1-5-Rearrangements mit Jλ7-

Rearrangements des CD19+CD27+ B-Zell-Repertoires vor und nach 

Rituximabgabe verglichen. Es zeigte sich jedoch weder vor Therapie (2,91% 

Jλ1-3 versus 3,62% Jλ7, p=0,3792) noch nach Therapie (4,63% Jλ1-3 versus 

5,10% Jλ7, p=0,1800) ein signifikanter Unterschied in der Mutationsrate der 

Jλ1-5 und Jλ7-Gensegmente (siehe auch Abb. 19).  
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Abbildung 19: Vergleich der Mutationsraten in  Jλ1-5 und Jλ7-Rearrangements  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

vor Therapie (n = 21 Sequenzen)  Regenerationsphase (n= 63 Sequenzen) 

CD19+CD27+ B-Zellen, Mutationsraten Jλ1-5 und Jλ7 (%) 

Jλ1-5 Jλ7 



61 

4. Diskussion  
 

In den letzten Jahren gewannen B-Zellen aufgrund ihrer zentralen Rolle in der 

Pathogenese von Autoimmunprozessen als therapeutisches Ziel in der 

Behandlung von Autoimmunerkrankungen immer mehr an Bedeutung. Neben 

der Sekretion von Autoantikörpern und proinflammatorischen Zytokinen 

beeinflussen B-Zellen das Immunsystem durch die Präsentation von Antigen 

und die Aktivierung dendritischer Zellen und T-Zellen.83, 139 Deshalb wurden 

verschiedene B-Zell-gerichtete Therapieverfahren entwickelt, welche auf 

direktes oder indirektes Targeting von B-Zellen abzielen.  

Der erste Vertreter B-Zell gerichteter Medikamente war der monoklonale Anti-

CD20-Antikörper Rituximab (Mabthera®). Rituximab hat sich seit der Zulassung 

im Jahr 2006 für die Therapie der Rheumatoiden Arthritis und auch bei der 

Therapie von verschiedenen anderen Autoimmunerkrankungen etabliert. So ist 

Rituximab seit April 2013 auch zur Therapie bei schwerer, aktiver 

Granulomatose mit Polyangiitis (Morbus Wegener) für den europäischen Markt 

zugelassen.103, 148 

Durch die selektive Bindung von Rituximab an das CD20-Antigen der B-Zellen 

kommt es zu einer passageren, in der Regel sechs bis neun Monate 

anhaltenden peripheren B-Zell-Depletion.117 Die frühen Vorläuferzellen der B-

Zellen im Knochenmark und die terminal differenzierten Plasmazellen werden 

aufgrund ihrer fehlenden CD20-Expression von der B-Zell-Depletion 

ausgespart.116, 117 Ein Ziel der durch Rituximab induzierten CD20+ B-Zell-

Depletion ist es, durch sukzessive B-Zell-Regeneration aus Pro-B-Zellen ein 

neues B-Zell-Repertoire zu bilden, welches möglicherweise nicht mehr 

autoimmun geprägt ist.  

B-Gedächtniszellen bilden das immunologische Gedächtnis und liefern somit 

einen entscheidenden Beitrag zur humoralen und protektiven Immunität. Durch 

autoreaktive B-Gedächtniszellen wird jedoch auch die Autoimmunität 

aufrechterhalten. Darauf basiert die Hypothese, dass durch die B-Zell-Depletion 

von CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen auch ein Rückgang der B-Zell-

abhängigen Autoimmunprozesse erreicht werden kann.81  
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Bisher konnte gezeigt werden, dass die B-Zell-Subpopulationen im peripheren 

Blut nach der antiCD20 B-Zell-Depletion nach einem bestimmten Muster 

regenerieren. Nach ein bis zwei Jahren kommt es bei der Mehrzahl der 

Patienten zu einer numerischen Normalisierung der Anzahl an B-Zellen. Die 

CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen regenerieren sich jedoch langsamer und 

verzögert.117 Pre-switch B-Gedächtniszellen sind selbst nach sieben Jahren 

nicht normalisiert, Post-switch B-Gedächtniszellen normalisieren sich erst nach 

einigen Jahren.149   

Darüberhinaus fanden sich Hinweise, dass Rituximab einen Einfluss auf 

molekulare Prägungen (Imprints) in der Ausbildung des Immunglobulinrezeptors 

der schweren Kette mit umfassenden Veränderungen des VH-Genrepertoires 

hat.143 Bisher wurden die molekularen Effekte im VL-Genrepertoire nach 

Rituximabgabe noch nicht im Detail untersucht. In dieser Arbeit wurde daher 

der Einfluss von Rituximab auf das Kappa- und Lambda-

Leichtkettengenrepertoire der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen bei einer 

Patientin mit aktiver Rheumatoider Arthritis vor und nach B-Zell-Depletion durch 

Rituximab untersucht, um mögliche Veränderungen im regenerierten 

CD19+CD27+ B-Zell-Repertoire zu detektieren. 

 
4.1. Gibt es Veränderungen des Kappa- und Lambda-
Leichtkettenrepertoires der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen nach B-Zell-

Depletion durch Rituximab?  
 

Nur Zellen mit einem positiven V(D)J-Rearrangement können ein 

funktionsfähiges Immunglobulin auf ihrer Oberfläche exprimieren und sind 

dadurch den zellulären Selektionseinflüssen ausgesetzt. Bei einem 

unproduktiven Rearrangement kommt es zu einer Verschiebung des 

Leserasters bei der Rekombination der Gensegmente. Dadurch wird kein 

funktionsfähiges Immunglobulin auf der Zelloberfläche exprimiert. Die 

Veränderungen im unproduktiven Genrepertoire auf zellulärer Ebene kommen 

daher eher durch molekulare Mechanismen und weniger durch 

Selektionsmechanismen zustande. Somit eignet sich das unproduktive 
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Genrepertoire weniger zur Untersuchung von Selektionsmechanismen und 

wurde in dieser Arbeit nicht analysiert.145, 150-152  

Zunächst wurde nach Einzelzellsortierung und anschließender Einzelzell-PCR 

die Verwendung verschiedener produktiver Vκ-/Jκ- und Vλ-/Jλ-Gensegmente in 

der CD19+CD27+ B-Zell-Subpopulation des peripheren Blutes vor und nach 

Rituximabgabe untersucht. Die Häufigkeitsverteilung der einzelnen Vκ-

Gensegmente des CD19+CD27+ B-Zell-Repertoires zeigte ein diverses, 

polyklonales Genrepertoire. Vκ1-Familienmitglieder waren mit einem Anteil von 

62% vor und 57% nach der Therapie mit Rituximab dominant exprimiert. Eine 

prädominante Expression von Vκ1-Genen bei Patienten mit Rheumatoider 

Arthritis wurde bereits beschrieben. Hierbei wurde die Synovia eines Patienten 

mit Rheumatoider Arthritis im Vergleich zu einem gesunden Donor 

untersucht.153 

Darüber hinaus ergab die Analyse der Gensegmente, dass einzelne 

Gensegmente nur nach Therapie exprimiert wurden. Insgesamt zeigt das 

regenerierte B-Zell-Repertoire jedoch eine vergleichbar diverse Nutzung der 

Vκ-Gene vor und nach Rituximabgabe.  

Gene der Vκ6- und Vκ7-Familie wurden im untersuchten Genrepertoire zu 

beiden Zeitpunkten nicht detektiert. Vκ7 kann einem einzelnen Gensegment 

(B1) zugeordnet werden. B1 wird als Pseudogen angesehen. Als Pseudogene 

werden DNA-Abschnitte bezeichnet, die strukturell Genen ähneln, aber nicht für 

ein funktionelles Protein kodieren.154 Das Pseudogen B1 fand sich nicht in den 

analysierten Sequenzen.  

Bei Patienten mit Systemischem Lupus Erythematodes konnte das Gen B3, ein 

Mitglied der Vκ4-Familie, als überexprimiert nachgewiesen werden.69 Es wurde 

mit dem Kodieren für Autoantikörper in Verbindung gebracht 74 und es war in 

dem untersuchten Vκ-Repertoire nicht nachweisbar. Dies könnte die Hypothese 

bestätigen, dass bei unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen 

unterschiedliche Gene, die für Autoantikörper kodieren, nachweisbar sind.  

Die Nutzung der Vκ-Gensegmente im Gesunden entspricht einem polyklonalen 

Repertoire.155 Dementsprechend wäre ein restringiert repopulierendes 
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Repertoire nach der CD20+ B-Zelldepletion durch Rituximab ein mögliches 

Zeichen einer Reduktion der Immunkompetenz und der antiinfektiven Antwort.   

Das Genrepertoire der hier untersuchten Patientin zeigte ein polyklonales 

Repertoire mit einer breiten Verwendung von variablen Genen der Vκ-Familien, 

wie es auch bei Gesunden beschrieben wird. Es findet sich somit kein Hinweis 

für ein restringiertes Repertoire.  

Die Analyse der Jκ-Gensegmente des Kappa-Genrepertoires der untersuchten 

CD19+CD27+ B-Zellen zeigte eine ähnliche Verteilung der Jκ-Gensegmente 

vor und nach Therapie mit dem vorherrschenden Vorkommen von Jκ2 zu 

beiden Zeitpunkten, gefolgt von Jκ1 und Jκ4 vor Therapie und Jκ1 nach 

Therapie. Eine Prädominanz von Jκ2 und Jκ1 wurde bereits in mehreren 

Studien über Autoimmunerkrankungen beschrieben. Zum einen in 

autoreaktiven B-Zellen von Patienten mit Systemischem Lupus Erythematosus, 

in neonatalen B-Zellen sowie auch in Patienten mit Juveniler Rheumatoider 

Arthritis.19, 156, 157  

Das prädominante Vorkommen von Jκ1- und Jκ2-Gensegmenten bei 

verschiedenen Autoimmunerkrankungen könnte einerseits das Ergebnis der 

bevorzugten Verwendung während der V(D)J-Rekombination sein. Andererseits 

könnte es auch das Ergebnis einer positiven Selektion auf zellulärer Ebene 

aufgrund einer bevorzugten Bindung an den B-Zell-Rezeptor sein. Die 

beobachtete prädominante Verwendung von Jκ2-Gensegmenten in neonatalen 

B-Zellen war gleichermaßen in produktiven und nichtproduktiven 

Rearrangements aufgetreten. Das würde eher für eine vorrangige Verwendung 

auf molekularer Ebene als auf zellulärer Ebene sprechen.  

Jκ5 gilt als ein wichtiger Indikator für Rezeptor Revision. Bei der Analyse des 

Vκ-Repertoires konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression von Jκ5 

vor und nach Depletion festgestellt werden.  

Bei der Analyse des Vλ-Genrepertoires der CD19+CD27+ B-Zellen wurden die 

Beobachtungen des Vκ-Genrepertoires weitestgehend bestätigt. Es fand sich 

ebenfalls ein polyklonales Genrepertoire in der Regenerationsphase. Hier 

wurden die Leichtkettenfamilien Vλ1 und Vλ2 vorwiegend exprimiert. Die 
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Analyse der Vλ-Gensegmente zeigte ebenfalls, dass einige Gensegmente nur 

nach Therapie exprimiert wurden.  

Die Analyse der Jλ-Gene des Vλ-/Jλ-Repertoires der untersuchten 

CD19+CD27+ B-Zellen zeigte eine vergleichbare Verteilung der Jλ-Gene vor 

und nach Therapie mit dem vorherrschenden Vorkommen von Jλ2.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die gefundenen Daten im 

untersuchten CD19+CD27+ B-Zell-Repertoire für die Neubildung eines 

diversen, polyklonalen Vκ-/Jκ- und Vλ-/Jλ-Genrepertoires nach der durch 

Rituximab induzierten B-Zell-Depletion sprechen. Es ergaben sich keine 

Hinweise, dass eine Therapie mit Rituximab zu einer Restriktion im 

repopulierenden Repertoire führt.   

 

4.2. Gibt es Veränderungen in dem Mutationsmuster des Kappa- und 
Lambda-Leichtkettenrepertoires der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen 

nach B-Zell-Depletion durch Rituximab? 
 

Nach Analyse der Häufigkeitsverteilungen wurden die Mutationsraten des Vκ- 

und Vλ-Leichtkettenrepertoires der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen 

analysiert, um durch die anti-CD20 B-Zell-Depletion induzierte Veränderungen 

des Vκ- und Vλ-Genrepertoires zu identifizieren. Es zeigte sich, dass die 

Mutationsraten in der Regenerationsphase nach Therapie im Vergleich zu den 

Ausgangswerten vor Therapie für Vκ und Vλ angestiegen waren (vor Depletion 

Vλ 2,99%, Vκ 2,29%; Regenerationsphase Vλ 4,72%, Vκ 4,65%).  

Durch das Vorkommen von polyklonalen und hochmutierten Sequenzen in der 

Regenerationsphase wird die Hypothese, dass bei der durch Rituximab 

vermittelten B-Zell-Depletion eine Modulation der leichten und schweren 

Immunoglobulinkette stattfindet, gestützt. Diese Erkenntnisse decken sich mit 

publizierten Erkenntnissen bei der Analyse des Mutationsmusters von 

Immunoglobulin VH4-Genen in einer Gruppe von mit Rituximab therapierten 

Patienten.143  

Die hochmutierten Zellen, welche in der frühen Regenerationsphase nach B-

Zell-Depletion auftraten, könnten einerseits aus einem neugeschaffenen B-Zell-
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Pool stammen, in welchem eine schnelle und intensive somatische 

Hypermutation stattfand. Andererseits könnten die mutierten Zellen aus einem 

Pool von Plasmablasten stammen, die in einer geschützten Nische nicht durch 

Rituximab depletiert wurden.158, 159 Solche Nischen finden sich beispielsweise 

im synovialen Kompartiment sowie in den sekundären lymphatischen 

Organen.141  
Um die Verteilung der Mutationen genauer zu analysieren, untersuchten wir als 

nächstes die Verteilung auf RGYW- und WRCY-Hotspots. In den RGYW- und 

WRCY-DNA-Motiven finden bei gesunden Individuen bevorzugt T-Zell-

abhängige somatische Hypermutationen statt.46, 146 Auch in einer Studie über 

einen X-linked-hyper-IgM-Patienten zeigte sich, dass RGYW-/WRCY-Motive  

bevorzugte Ziele von somatischer Hypermutation während der T-Zell-

abhängigen B-Zellreifung im Keimzentrum sind.160 

Die Vκ-Familie zeigte eine verminderte Verteilung der Mutationen auf RGYW-

/WRCY-Motive nach Rituximabgabe (70,8% vor Therapie, 58,4% in der 

Regenerationsphase). In der Vλ-Familie konnte keine signifikante Modulation 

während der Regenerationsphase beobachtet werden. Eine erniedrigte 

Verteilung auf die RGYW-/WRCY-Motive deckt sich mit vorhergehenden 

Beobachtungen im Ig-VH3- und Ig-VH4-Mutationsverhalten in unserem Labor.143 

Diese Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass die Affinitätsreifung oder 

die Selektion in antigenpräsentierenden Zellen vor und nach B-Zell-Depletion 

unterschiedlich abläuft.  

Als nächstes wurde die Verteilung der Mutationen auf die 

komplementaritätsbestimmenden, hypervariablen Regionen (CDR1 und 2) und 

die zwischen ihnen liegenden Frameworkregionen (FR1-3) analysiert. Sowohl 

im Vλ- als auch im Vκ-Repertoire zeigte sich ein Anstieg der Mutationsrate in 

den CD-Regionen CDR1 und 2 sowie in den einzelnen Frameworkregionen 

FR1, 2 und 3 nach B-Zell-Depletion. 

In der Analyse des Vκ-Genepertoires zeigte CDR1 zu beiden 

Untersuchungszeitpunkten die höchste Mutationsrate (7,6% versus 12,7%), 

gefolgt von CDR2 (4,8% versus 11,6%). Im Vλ-Genrepertoire zeigte CDR2 zu 

beiden Untersuchungszeitpunkten die höchste Mutationsrate (9,6% versus 
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14,8%), gefolgt von CDR1 (4,5% versus 10,2%). Diese Ergebnisse könnten ein 

Hinweis auf signifikante Veränderungen in dem regenerierten Vλ- und Vκ-

Genrepertoire der CD19+CD27+ B-Zellen durch die B-Zell-Depletion sein. 

Daher erfolgte nun die Analyse des Verhältnisses von Austauschmutationen zu 

stillen Mutationen (R/S) in den hypervariablen Regionen (CDRs) des Vλ- und 

Vκ-Repertoires. Durch somatische Hypermutation kommt es hauptsächlich zu 

Punktmutationen, welche entweder Austauschmutationen (R) oder stille 

Mutationen (S) darstellen. Durch die Bestimmung des Verhältnisses von R- zu 

S-Mutationen (R/S Ratio) kann die Antigenselektion in Immunglobulingenen 

evaluiert werden.161 Um die strukturelle Integrität zu wahren und die Funktion 

des Immunglobulinmoleküls zu erhalten, scheinen hingegen in den 

Frameworkregionen höhere S-Mutationsraten und ein Mangel an R-Mutationen 

vorzuliegen.162 

Eine positive Selektion an Austauschmutationen (R) wurde in Analysen des VH- 

und VL-Genrepertoires in gesunden Individuen beschrieben.45, 163, 164 Es wurde 

jedoch auch schon ein Vorkommen von negativer Selektion von 

Austauschmutationen bei Autoimmunität beschrieben.165, 166 In vorausgehenden 

Studien in unserem Labor bezüglich der R/S Ratio bei der Analyse von VH-

Ketten vor und nach Therapie mit Rituximab konnte eine positive Selektion von 

Austauschmutationen gefunden werden.143 

Die R/S Ratio in den CD-Regionen zeigte während der Regenerationsphase in 

Vκ und Vλ eine signifikante Abnahme (R/S CDR in Vλ: 6,5 versus 4,21, R/S 

CDR in Vκ: 1,84 versus 1). Somit fand sich in dem untersuchten Vκ- und Vλ-

Leichtkettengenrepertoire der CD19+CD27+ B-Zell-Subpopulation eine 

negative Selektion von Austauschmutationen. Die Reduktion der R/S Ratio in 

den CD-Regionen könnte auch auf eine niedrigere Affinität von potentiellen 

autoreaktiven Klonen, die während der B-Zell-Regeneration zirkulieren, 

hinweisen. 

Neben der V(D)J-Rekombination wird die Immunglobulinspezifität vor allem 

durch die komplementaritätsbestimmenden Regionen (CDR1-3) determiniert. In 

der CD-Region 3 der leichten Kette ist die Schnittstelle zwischen V und J 

lokalisiert, durch die es zu junktionaler Vielfalt kommt. CDR3 ist entscheidend 
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an der Antigenbindung beteiligt.167 Bei gesunden Menschen scheint die CDR3-

Länge annähernd gleich zu sein.152 Bei Autoimmunität scheint die CDR3-Länge 

verändert zu sein. Diese Alteration entsteht wahrscheinlich durch molekulare 

Mechanismen, wie N- oder P-Addition und somatische Hypermutation. Bei 

Rheumatoider Arthritis konnte in autoreaktiven B-Zell-Populationen eine längere 

durchschnittliche CD-Region 3 nachgewiesen werden.73, 168 

Nun wurde der Einfluss der Rituximab-Therapie auf die CDR3-Länge 

untersucht. Es fand sich jedoch keine signifikante Veränderung der CDR3-

Länge nach Rituximabgabe in dem untersuchten VL-Repertoire der 

CD19+CD27+ B-Zellen. Dies deckt sich mit dem Ergebnis der Analyse des VH-

Repertoires nach Therapie mit Rituximab in vorhergehenden Studien in 

unserem Labor.143 

 
4.3. Gibt es Anzeichen für Rezeptor Revision im Kappa- und Lambda-
Leichtkettenrepertoire der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen vor und nach 
B-Zell-Depletion durch Rituximab?  

 

In einer Studie über die Verwendung der Gensegmente des Kappa-Lokus  nach 

aktiver sekundärer V(D)J-Rekombination konnte die vermehrte Verwendung 

von Jκ distalen Vκ-Segmenten (Segmente der Upstream-Vκ-Kassette) und Vκ 

distalen Jκ-Segmenten identifiziert werden.62 Somit könnte die vermehrte 

Verwendung von distalen Vκ- und Jκ-Segmenten auch bei der Analyse des 

Kappa-Leichtkettenrepertoires einen Hinweis auf vermehrt abgelaufene 

sekundäre V(D)J-Rekombination liefern. Eine solche Tendenz wurde in den B-

Zellen des peripheren Blutes eines Patienten mit Systemischem Lupus 

Erythematosus beobachtet.69 Hier zeigte sich im produktiven Repertoire eine 

vermehrte Verwendung von Vκ-Segmenten der Upstream-Vκ-Kassette und 

eine vermehrte Verwendung der Vκ distalen Jκ-Segmente im Vergleich zu 

gesunden Individuen. Da die Rearrangements dieser Segmente weniger häufig 

mutiert waren als die Rearrangements weiter proximal gelegener Vκ- und Jκ-

Segmente, wurde angenommen, dass sich die sekundäre V(D)J-Rekombination 

bei diesem Patienten nach der somatischen Hypermutation in reifen, peripheren 
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B-Zellen vollzog. Somit wurde die Hypothese aufgestellt, dass B-Zellen des 

peripheren Blutes bei diesen Erkrankten eine vermehrte sekundäre V(D)J-

Rekombination durchführen. Dieser Mechanismus wird als Rezeptor Revision 

bezeichnet. Er findet bei Gesunden vor allem in den Keimzentren statt.169-171 

Rezeptor Revision wurde inzwischen wiederholt mit der Entstehung von 

autoreaktiven Immunglobulinen in Verbindung gebracht.68, 70, 172, 173 Hinweise für 

Rezeptor Revision konnten auch bei der Untersuchung des Vκ-/Jκ-Repertoires 

im peripheren Blut von Patienten mit frühkindlicher oligoarthrikulärer Arthritis 

(EOPA) gefunden werden.19  

In dem untersuchten Vκ-Repertoire der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen 

konnten vor und nach Therapie mit Rituximab ausschließlich Vκ-Gene der 

Downstream-Vκ-Kassette (Jκ proximal) identifiziert werden. Gensegmente der 

Upstream-Vκ-Kassette (Jκ distal) fanden sich nicht im Genrepertoire.  

In weiterführenden Studien in unserem Labor wurde das CD19+CD27- B-Zell-

Repertoire der hier analysierten Patientin, sowie das CD19+CD27- und 

CD19+CD27+ Repertoire einer weiteren Patientin ergänzend untersucht und 

die Immunglobulinsequenzen beider Patienten gepoolt. Die nun gewonnenen 

Daten zeigten, dass die Sequenzen von Vκ-Genen der Upstream-Vκ-Kassette 

nach Therapie im Vergleich zu denen der Downstream-Vκ-Kassette signifikant 

erniedrigt waren. Diese Daten scheinen darauf hinzuweisen, dass Imprints von 

Rezeptor Revision schon vor der Rituximabtherapie nachweisbar waren und 

therapieinduzierte Veränderungen eine potentielle defekte Rezeptor Revision in 

Patienten mit Rheumatoider Arthritis nicht unterstützen. Die Daten lassen 

vermuten, dass Rituximab die B-Zell-Homöostase normalisiert, indem es die 

Imprints der Rezeptor Revision reduziert, welche vor Therapie aktiv gewesen 

sind.174  

Jκ5  ist unter den Jκ-Genen das am weitesten distal in Richtung Vκ gelegene 

Jκ-Gensegment und kann somit auch als ein Indikator für Rezeptor Revision 

gelten. Es konnte jedoch bei der Analyse der Vκ-Repertoires kein signifikanter 

Unterschied in der Expression von Jκ5 vor und nach Depletion festgestellt 

werden.  
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Um weitere Hinweise auf die Beeinflussung der Rezeptor Revision durch 

Rituximab zu erhalten, wurde nun die Mutationsrate von Jκ5 (distal zu Vκ) mit 

Jκ1-4 (proximal zu Vκ) jeweils vor Therapie und in der Regenerationsphase 

miteinander verglichen. Hier zeigte sich, dass vor und nach Therapie die 

Mutationsrate in Jκ5-Gensegmenten im Vergleich zu Jκ1-4-Gensegmenten 

signifikant niedriger war (vor Therapie Jκ1-4 2,53% versus Jκ5 0,14%; nach 

Therapie Jκ1-4 4,99% versus Jκ5 3,44%).  

In dem untersuchten CD19+CD27+ B-Zell-Repertoire lassen sich somit 

Anzeichen für Rezeptor Revision am Kappa-Lokus vor und nach Therapie 

finden. Darüber hinaus ist es wahrscheinlich, dass die Rezeptor Revision in den 

sekundären lymphatischen Organen nach der Initiation von somatischer 

Hypermutation stattgefunden hat, was aufgrund der  geringeren Anzahl an 

Mutationen mit Jk5 vermutet werden kann. 

Es wurden nun analog zum Jκ-Repertoire die Mutationsraten der Vλ-/Jλ-

Rearrangements bezüglich Anzeichen für Rezeptor Revision untersucht. Hierzu 

wurden  Jλ7-Gene (distal Vλ) mit Jλ1-5-Genen (proximal Vλ) verglichen. Jλ7 ist 

innerhalb der Jλ-Familie das am weitesten distal in Richtung Vλ gelegene 

Segment. Sowohl vor als auch nach Therapie fanden sich keine signifikanten 

Veränderungen. Ein möglicher Grund für die fehlende Modulation im Vλ-/Jλ-

Repertoire ist, dass die Rezeptor Revision für Vλ zentral stattfindet. 

Anschließend wurden die Vλ-Gensegmente nach ihrer Lage bezüglich Jλ 

untersucht. Die Vλ-Gensegmente können in drei Cluster (A, B und C) eingeteilt 

werden.25 Cluster A liegt relativ zu den Jλ-Gensegmenten am proximalsten, 

Cluster C am distalsten. Cluster B liegt zwischen Cluster A und C. Eine 

gestiegene Verwendung von Cluster C Vλ-Genen wird als Anzeichen für eine 

vermehrte Rezeptor Revision in Vλ-Rearrangements angesehen.164 

Zunächst wurde die Verteilung auf die drei einzelnen Cluster und anschließend 

die Verteilung auf Cluster A (proximal Jλ) und Cluster B+C (distal Jλ) 

verglichen. Die Verteilung der Vλ-Gene auf die drei Cluster, sowie auf Cluster A 

und Cluster B+C war vor und nach Therapie vergleichbar. Signifikante 

Veränderungen zeigten sich nicht. Es konnten im Gegensatz zu den 
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Ergebnissen aus einer anderen Studie an einem Patienten mit Systemischem 

Lupus Erythematosus keine vermehrte Verwendung von Cluster C Vλ-

Gensegmenten gefunden werden.175  

Somit erscheint es als wahrscheinlich, dass die grundlegenden molekularen 

Mechanismen, welche die Rekombination und die Selektion von Vλ-

Leichtketten-Rearrangements steuern, durch die CD20+ B-Zell-Depletion nicht 

verändert wurden. Des Weiteren ist davon auszugehen, dass ein 

funktionsfähiges Repertoire entsteht, das keine durch Rituximab ausgelöste 

Restriktion für die Infektabwehr aufweist.  
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5. Zusammenfassung 
 

B-Zellen haben in den letzten Jahren als therapeutisches Ziel in der 

Behandlung von Autoimmunerkrankungen aufgrund ihrer zentralen Rolle in der 

Pathogenese von Autoimmunprozessen immer mehr an Bedeutung gewonnen. 

Deshalb wurden verschiedene B-Zell-gerichtete Therapieverfahren entwickelt, 

welche auf direktes oder indirektes Targeting von B-Zellen abzielen. Der erste 

Vertreter B-Zell gerichteter Medikamente war der monoklonale Anti-CD20-

Antikörper Rituximab (Mabthera®), welcher 2006 zur Behandlung der 

Rheumatoiden Arthritis zugelassen wurde. Rituximab induziert eine passagere, 

sechs bis neun Monate anhaltende B-Zell-Depletion. Ein Ziel der durch 

Rituximab induzierten B-Zell-Depletion ist, durch sukzessive B-Zell-

Regeneration aus Pro-B-Zellen ein neues B-Zell-Repertoire zu bilden, welches 

möglicherweise nicht mehr autoimmun geprägt ist.  

In Untersuchungen des VH-Genrepertoires von Patienten mit Rheumatoider 

Arthritis fanden sich umfassende Veränderungen des Genrepertoires. Bisher 

wurden die molekularen Effekte im VL-Genrepertoire nach Rituximabgabe 

jedoch noch nicht im Detail untersucht.  

In dieser Arbeit sollte das Regenerationsmuster nach Rituximabtherapie von 

Immunglobulin Kappa- und Lamda-Leichtkettengenrearrangements der 

CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen bei einer 35-jährigen Patientin mit aktiver 

Rheumatoider Arthritis analysiert werden. Hierzu wurden zwei 

Untersuchungszeitpunkte gewählt: Einmal kurz vor Rituximabgabe und einmal 

in der Regenerationsphase nach sieben Monaten.  

Nach Einzelzellsortierung, Einzelzell-PCR und Sequenzierung der produktiven 

Sequenzen des CD19+CD27+ B-Zell-Repertoires wurde zunächst die 

Verwendung verschiedener produktiver Vκ-/Jκ- und Vλ-/Jλ-Gensegmente in der 

CD19+CD27+ B-Zell-Subpopulation des peripheren Blutes vor und nach 

Rituximabgabe untersucht. Die Häufigkeitsverteilung der einzelnen Vκ- und Jκ-

Gensegmente des CD19+CD27+ B-Zell-Repertoires zeigte ein diverses, 

polyklonales Genrepertoire mit einer vergleichbaren Nutzung der Vκ-Gene vor 

und nach Rituximabgabe und der prädominanten Expression von Vκ1-Genen 
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und Jκ1- und Jκ2-Genen. Die Prädominanz dieser Gene wurde auch schon in 

anderen Studien mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen in Verbindung 

gebracht. Bei der Analyse des Vλ- und Jλ-Genrepertoires der CD19+CD27+ B-

Zellen fand sich ebenfalls ein diverses, polyklonales Genrepertoire. Hier wurden 

die Leichtkettenfamilien Vλ1 und Vλ2 sowie Jλ2 zu beiden Zeitpunkten 

vorwiegend exprimiert.  

Die gefundenen Daten im untersuchten CD19+CD27+ B-Zell-Repertoire 

sprechen somit für die Neubildung eines diversen, polyklonalen Vκ-/Jκ- und Vλ-

/Jλ-Genrepertoires nach der durch Rituximab induzierten B-Zell-Depletion, wie 

es auch bei Gesunden beschrieben wird. Es finden sich keine Hinweise für ein 

restringiert repopulierendes Repertoire.  

Als nächstes wurde das Mutationsmuster des Kappa- und Lambda-

Leichtkettenrepertoires der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen untersucht. Es 

zeigten sich substantielle Veränderungen durch eine erhöhte Mutationsrate in 

der nach B-Zell-Depletion neu erscheinenden CD19+CD27+ B-Zell-Population 

im Vκ- und Vλ-Repertoire. Die detailierte Analyse der Mutationsverteilung auf 

RGYW- und WRCY-Hotspots im Vκ- und Vλ-Repertoire zeigten im Vκ-

Repertoire eine erniedrigte Verteilung der Mutationen auf RGYW/WRCY-Motive 

nach Rituximabgabe. Somit lässt sich vermuten, dass die Affinitätsreifung oder 

die Selektion in Antigen-präsentierenden Zellen vor und nach B-Zell-Depletion 

unterschiedlich abläuft.  
Die Analyse der Verteilung der Mutationen auf die CD- und Frameworkregionen 

zeigte im Vκ- und im Vλ-Repertoire einen Anstieg der Mutationsrate in CDR1 

und 2 nach B-Zell-Depletion, was auf Veränderungen in dem regenerierten Vλ- 

und Vκ-Genrepertoire nach B-Zell-Depletion hinweist. 

Die R/S Ratio in den CD-Regionen des Vλ- und Vκ-Repertoires zeigte eine 

negative Selektion von Austauschmutationen. Eine negative Selektion von 

Austauschmutationen wurde bereits mit Autoimmunität in Verbindung gebracht. 

Es fand sich kein Einfluss der B-Zell-Depletion auf die durchschnittliche CDR3-

Länge.  

Rezeptor Revision wird als wichtiger Regulator der Autoimmunität angesehen 

und wurde als reduziert bei der Rheumatoiden Arthritis beschrieben. In der 
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aktuellen Untersuchung der CD19+CD27+ B-Gedächtniszellen fanden sich zu 

beiden Untersuchungszeitpunkten nur Vκ-Gensegmente der Downstream-

Kassette im Repertoire. In den distalen Jκ-Genen (Jκ5) fand sich zu beiden 

Untersuchungszeitpunkten eine niedrigere Mutationsrate als in den proximalen 

Jκ-Genen (Jκ1-4). Somit konnten Anzeichen für Rezeptor Revision am Kappa-

Lokus vor und nach B-Zell-Depletion gefunden werden. Bei der Analyse des 

Lambda-Repertoires auf Anzeichen für Rezeptor Revision wurden die 

Mutationsraten von distalen Jλ-Gensegmenten (Jλ7) mit proximalen Jλ-

Gensegmenten (Jλ1-5) und die Verteilung der Vλ-Gensegmente auf proximale 

Cluster (A) und distale Cluster (B+C) verglichen. Es fanden sich keine 

Anzeichen für Rezeptor Revision am Lamda-Lokus zu beiden 

Untersuchungszeitpunkten.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die gefundenen Daten im 

untersuchten CD19+CD27+ B-Zell-Repertoire für die Neubildung eines 

diversen, polyklonalen Vκ-/Jκ- und Vλ-/Jλ-Genrepertoires nach der durch 

Rituximab induzierten B-Zell-Depletion sprechen. Es zeigten sich substantielle 

Veränderungen durch eine erhöhte Mutationsrate in der nach B-Zell-Depletion 

neu erscheinenden CD19+CD27+ B-Zellpopulation im Vκ- und Vλ-Repertoire. 

Die weitere detaillierte Analyse der Mutationen spricht dafür, dass bei der durch 

Rituximab vermittelten B-Zell-Depletion eine Modulation der leichten 

Immunoglobulinkette stattfindet. Durch eine erniedrigte Verteilung der 

Mutationen auf RGYW-/WRCY-Motive nach Rituximabgabe lässt sich zudem 

vermuten, dass die Affinitätsreifung oder die Selektion in Antigen-

präsentierenden Zellen vor und nach B-Zell-Depletion unterschiedlich abläuft. 

Des Weiteren fanden sich vor und nach B-Zell-Depletion auch Anzeichen für 

Rezeptor Revision, allerdings lediglich am Kappa-Lokus. 
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6. Abkürzungen 
 
A    Adenin   

Abb    Abbildung 

ACR   American College of Rheumatology 

ANA    Antinukleäre Antikörper 

APC    Allophycocyanin 

bp   Basenpaare 

BSA    Bovine Serum Albumine 

BZR    B-Zell-Rezeptor 

C    Cytosin 

CCL/CXCL  Chemokinligand 

CCP   Cyclisches citrulliniertes Peptid 

CD    Cluster of differentiation 

cDNA    Complentary DNA 

CDR    Complementarity determining region 

CH    Konstante Region der schweren Kette 

CIT   Center of Information Technology 

CL    Konstante Region der leichten Kette 

C-Region  Constant Region (konstante Region) 

D-Segment   Diversity Segment 

DAS   Disease Activity Score 

dH2O   destilliertes Wasser 

DMARD  Disease modifying antirheumatic drug 

DNA    Deoxyribonucleic acid 

dNTP    Deoxynukleotidtriphosphat 

dsDNA   Doppelsträngige DNA Moleküle 

DTT    Dithiotreitol 

EDTA    Ethylendiaminteraacetatessigsäure 

EOPA   Early onset pauciarticular arthritis 

ETBR    Ethidiumbromid 

EULAR   European League Against Rheumatism  
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FACS    Fluorescence activated cell sorting 

FCS    Fetal Calf Serum 

FR   Framework Region 

g   Gramm 

G   Guanosin 

HBSS   Hank's balanced salt solution 

HLA   Humanes Leukozytenantigen 

IFN    Interferon 

Ig    Immunglobulin 

IgH   Schwere Kette des Immunglobulins 

IgL    Leichte Kette des Immunglobulins 

Igα/Igβ   Signaltransduktionseinheit des B-Zell-Rezeptors 

IL    Interleukin 

IMGT   International Immunogenetics Information System 

JAK   Janus Kinase 

J-Segment   Joining Segment 

JH    Joining Region der schweren Kette 

JL   Joining Region der leichten Kette 

l    Liter 

LPS    Lipopolysaccharid 

LRM   Lower Reaction Mix 

M    Mol 

mg    Milligramm 

MgCl2   Magnesiumchlorid 

MHC    Major histocompatibility complex 

min    Minute 

ml    Milliliter 

mM    Millimol 

mRNA   Messanger ribonucleic acid 

MTX    Methotrexat 

MZ   Marginalzone 

NaCl    Natriumchlorid 



77 

NaOH   Natriumhydroxid 

NIAMS  National Institute of Artritis and Muskuloskelettal and Skin 

Disease 

N-Nukleotid  Non-templated Nukleotid 

NSAID   Non-steroidal antiinflammatory drugs 

PBMC   Peripheral blood mononuclear cell 

PBS    Phosphate buffered saline 

PCR    Polymerase chain reaction 

PE    Phycoerythrin 

preBZR   Prä-B-Zell-Rezeptor 

R   Purin 

R-Mutationen Replacement (Austausch-) Mutationen  

RNA    Ribonucleic acid 

rpm   rounds per minute 

RPMI Medium  Rosewell Park Memorial Institute Medium 

RT   Reverse Transkriptase 

RTX   Rituximab 

S-Mutationen Silent (stille) Mutationen  

sek    Sekunde 

SJC   Swollen Joint Count 

SLE    Systemischer Lupus Erythematodes 

SMIP    Small modular immuno-pharmaceutical 

T    Thymin 

Treg   regulatorische T-Zellen 

Tab    Tabelle 

TAE   Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

TJC   Tender Joint Count 

TNF    Tumor Nekrose Faktor 

TZR    T-Zell-Rezeptor 

U    Unit 

URM    Upper Reaction Mix 

UV    Ultraviolett 
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V   Volt 

V-Segment   Variables Segment 

VAS   Visuelle Analogskala 

VC    Konstante Region der schweren Kette 

VH   Variable Region der schweren Kette 

VL    Variable Region der leichten Kette 

Vκ     Variable Region der Kappa-Leichtkette 

Vλ    Variable Region der Lambda-Leichtkette 

W   Adenin oder Thymidin 

Y   Pyrimidin 

κ   Kappa-Leichtketten-Lokus 

λ     Lambda-Leichtketten-Lokus 

µg    Mikrogramm 

µl    Mikroliter 

µmol    Mikromol 
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