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1 Einleitung 

1.1 Das Immunsystem als Beschützer der körperlichen Integrität 

Unter dem Immunsystem wird ein hochdifferenziertes Abwehrsystem verstanden, 

welches dem Menschen hilft, seine körperliche Integrität zu bewahren. Die essentielle 

Aufgabe des Immunsystems ist zwischen fremd und eigen sowie zwischen gefährlich 

und ungefährlich zu unterscheiden. Angriffe durch schädigende Mikroorganismen oder 

Toxine werden durch spezifische zelluläre und humorale Faktoren abgewehrt. 

Es wird das entwicklungsgeschichtlich ältere, angeborene Immunsystem vom 

erworbenen Immunsystem unterschieden. 

Zum Ersteren zählen neben dem Säuremantel der Haut oder der Magensaftproduktion 

auch die Granulozyten, das Monozyten-Makrophagen-System sowie die natürlichen 

Killerzellen. Das Komplementsystem, Akut-Phase-Proteine, Interleukine und 

Interferone gehören zu den humoralen Faktoren. Die angeborene Immunabwehr nutzt 

folglich Entzündungsreaktionen und Phagozytose und stellt eine erste Hürde gegen 

eingedrungene Erreger dar. „Gefährliche“, im Wesentlichen körperfremde 

Bestandteile werden durch Rezeptoren erkannt, die wiederkehrende Muster 

(Pathogen Assoziierte Molekulare Muster, PAMP) erkennen. Die Gene dieser 

Rezeptoren sind in den Zellen eines Individuums konserviert [1]. 

Das erworbene Immunsystem hingegen arbeitet mit Rezeptoren, deren Gene adaptiv 

auf einen Fremdbestandteil geändert werden können und somit unterschiedlich in den 

einzelnen Zellen vorliegen. Die Zellen des adaptiven Immunsystems sind in der Lage, 

ein immunologisches Gedächtnis aufzubauen, um die gleichen Antigene später 

wiedererkennen und schneller auf sie reagieren zu können. Die dafür zuständigen 

Zellen sind die T- und die B-Lymphozyten (auch T- und B-Zellen genannt), die über 

Membran-Rezeptoren passende Antigene erkennen und daraufhin klonal expandieren 

können. B-Zellen können weiter zu Plasmazellen differenzieren, die Antikörper 

produzieren, während sich die T-Zellen zu Effektor-T-Zellen entwickeln und weitere 

Moleküle und Zellen beeinflussen können [2]. 
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Bei der Unterscheidung zwischen eigen und fremd muss das Immunsystem 

körpereigene Strukturen identifizieren und schützen, autoreaktive Zellen allerdings 

entfernen. Dieser als Toleranz bezeichnete Prozess kann jedoch gestört sein, sodass 

autoreaktive Zellen und Autoantikörper überwiegen und Autoimmunopathien 

entstehen können [3,4]. 

1.2 B-Lymphozyten sind die Abwehrzellen der humoralen Immunität 

B-Zellen stellen die Abwehrzellen des humoralen Immunsystems dar, indem sie zu 

Plasmazellen differenzieren und Antikörper produzieren können. Mithilfe ihres 

spezifischen B-Zell-Rezeptors, einer membrangebundenen Variante der 

Immunglobuline, können sie eine äußerst große Fülle verschiedener Antigene 

erkennen. 

Menschliche B-Zellen durchlaufen während der Entstehung und Reifung verschiedene 

Entwicklungsstadien, die durch intrinsische und extrinsische Faktoren beeinflusst 

werden. Kennzeichnend für jedes einzelne Stadium ist dabei die spezifische Expression 

verschiedener Immunglobulinisotypen und Proteine auf der Zelloberfläche (CD-

Moleküle, Cluster of Differentiation) [5]. 

1.2.1 B-Zell-Reifung und Differenzierung im Knochenmark 

B-Lymphozyten entstehen aus pluripotenten hämatopoetischen Stammzellen im 

Knochenmark. Für die Entwicklung sind Signale der Stromazellen des Bindegewebes 

essentiell, die mithilfe von Zytokinen und Chemokinen die Differenzierung positiv 

beeinflussen. Über das Stadium der Progenitor-B-Zelle und der Pro-B-Zelle entwickeln 

sich die Lymphozyten zu Prä-B-Zellen, die durch einen ersten Prä-B-Zell-Rezeptor auf 

ihrer Oberfläche charakterisiert sind. Die großen Prä-B-Zellen teilen sich anschließend 

und differenzieren in kleine Prä-B-Zellen. Nach der Expression von IgM auf der 

Zelloberfläche werden sie nun als unreife B-Zellen bezeichnet. Die Antigenrezeptoren 

werden jetzt erstmalig auf Toleranz gegenüber körpereigenen Antigenen kontrolliert 

(Abbildung 1) [6]. 



 

Abbildung 1: B-Zell-Entwicklung (nach [7])
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Im Rahmen einer Immunantwort treten ortsständige Körperzellen, Dendritische Zellen, 

B-Zellen und T-Zellen miteinander in Kontakt. Dendritische Zellen und B-Zellen 

präsentieren Antigene über MHC-II-Moleküle, welche von CD4+ T-Zellen erkannt 

werden. Über Liganden und Rezeptoren wie beispielsweise CD40 und CD154 (CD40L) 

sowie Interleukine nehmen die B- und die T-Zellen Verbindung auf. Diese 

Wechselwirkung scheint neben der Aktivierung der B-Zellen auch für den 

Immunglobulinklassenwechsel von Bedeutung zu sein (Abbildung 2) [13]. 

 

Abbildung 2: B-Zell-Aktivierung [6] 

 

Einige der aktivierten B-Zellen entwickeln sich zu kurzlebigen Plasmazellen. Die 

anderen B-Zellen wandern in die B-Zell-Follikel der sekundär lymphatischen Organe. 

Dort unterliegen sie einer starken Proliferation, einer Affinitätsreifung, der Expansion 

von antigenspezifischen B-Zell-Klonen sowie der Differenzierung in langlebige 

Gedächtnis- und frühe Plasmazellen [14–16]. 

Die bei dieser Keimzentrumsreaktion entstehenden Gedächtnis-B-Zellen zirkulieren 

durch die sekundär lymphatischen Organe. Die Plasmazellen migrieren in das 

Knochenmark oder verbleiben im MALT oder der roten Pulpa der Milz, wo sie unter 

dem Schutz von Zytokinen zu langlebigen Plasmazellen differenzieren [17]. Sie stellen 

weniger als ein Prozent der Zellen in den lymphatischen Organen. Ihre Vorstufen, 

sogenannte Plasmablasten, sind nur zu einem geringen Anteil im peripheren Blut 

nachzuweisen [18].  
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1.3 Antikörper wirken als lösliche B-Zell-Rezeptoren 

Antikörper stellen die lösliche Form des B-Zell-Rezeptors dar. Sie sind tetramere 

Proteine, die aus zwei schweren (heavy, H-Ketten) und zwei leichten (light, L-Ketten) 

Polypeptidketten bestehen und über Disulfidbrücken miteinander verbunden sind. Die 

beiden leichten und die beiden schweren Ketten sind jeweils in einem Immunglobulin 

identisch.  

Der Aufbau eines Antikörpers ähnelt in der Form einem Y. Die beiden Schenkel des Y 

stellen die variablen Regionen des Antikörpers dar. Diese sogenannten V-Domänen 

binden das spezifische Antigen. Der Fuß des Y bildet die konstante Region, die mit 

weiteren Zellen und Molekülen interagiert und den Immunglobulin-Isotyp definiert. 

Die wichtigsten Immunglobulinklassen sind IgM, IgG, IgA, IgE und IgD [3]. 

Obwohl jede B-Zelle nur einen einzigen molekular gleichartigen Antikörper exprimiert, 

wird die Antikörpervielfalt des Menschen auf 106 Spezifitäten geschätzt. Um diese 

hohe Variabilität im Antikörper-Repertoire zu erreichen, werden verschiedene 

Methoden zur Diversitätserhöhung genutzt. 

Die Gene der leichten und schweren Ketten liegen zunächst in Form multipler 

Gensegmente vor: einer V- (variable), einer D- (diversity), einer J- (joining) sowie einer 

C- (constant) Region. Der Genabschnitt, der bei der leichten Kette für die variable 

Region kodiert, setzt sich dabei aus einem V- und einem J- Segment zusammen, bei 

den schweren Immunglobulinketten aus einem V-, D- und J-Segment. Die einzelnen 

Segmente eines Gens werden dabei zufällig miteinander kombiniert, sodass eine 

Vielzahl verschiedener Möglichkeiten entsteht. Um die einzelnen Elemente 

miteinander in Kontakt zu bringen, müssen mithilfe der RAG-Enzyme (Recombination 

Activating Gene) dazwischen liegende Genabschnitte herausgeschnitten werden. 

Dieser Prozess auf DNA-Ebene wird auch als somatische Rekombination bezeichnet [3]. 

In reifen, aktivierten B-Zellen können durch Punktmutationen außerdem 

Veränderungen in den Genabschnitten eingefügt werden, welche die variablen 

Regionen des Antikörpers kodieren. Dieser Vorgang wird somatische Hypermutation 

genannt. Ferner kann durch zufällige Paarung der leichten und der schweren Ketten 
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die Variabilität weiter erhöht werden. Durch den Antikörperklassenwechsel (class-

switch) kann die konstante Region des Antikörpers und damit auch die biologische 

Funktion verändert werden [3,4]. 

1.4 Durchflusszytometrische Charakterisierung von peripheren B-Zellen 

Um verschiedene Entwicklungsstadien der B-Lymphozyten darstellen zu können, 

eignet sich die Durchflusszytometrie oder auch FACS-Analyse (Fluorescence Activated 

Cell Sorting). Dabei gelingt die durchflusszytometrische Phänotypisierung der 

einzelnen B-Zell-Subpopulationen durch die Kombination verschiedener 

Oberflächenmarker [5]. B-Zellen können beispielsweise aufgrund ihrer Expression von 

CD19, CD20 oder CD22 identifiziert werden. In dieser Arbeit wurde zur Eingrenzung der 

gesamten B-Zell-Population der Oberflächenmarker CD19 in Kombination mit dem 

Marker CD45 für Lymphozyten verwendet.  

1.4.1 Grundlagen der Durchflusszytometrie 

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie können Zellen aufgrund unterschiedlicher 

Oberflächenmoleküle bzw. intrazellulärer Strukturen charakterisiert werden. Dafür 

müssen sie zuvor mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern angefärbt und in 

Einzelzellsuspension gebracht werden, um später im Durchflusszytometer von einem 

Laserstrahl erfasst zu werden. Durch die Anregung kommt es zur Emission von Licht 

einer für den Fluoreszenzfarbstoff charakteristischen Wellenlänge. Trifft der 

Laserstrahl auf die Zellen, wird das Licht zudem gestreut. Dabei werden das nach 90° 

gestreute Licht vom SSC-Detektor (Side Scatter, Seitwärtsstreulicht) und das nach 180° 

gestreute Licht vom FSC-Detektor (Forward Scatter, Vorwärtsstreulicht) 

aufgenommen. Der SSC gibt so Hinweise auf die Granulierung und der FSC auf die 

Größe einer Zelle. Die emittierten Lichtimpulse werden durch ein System aus Spiegeln 

und Filtern gelenkt, bis sie auf einen Detektor stoßen. Dort können die ankommenden 

Signale verstärkt und in Spannungsimpulse umgewandelt werden, die wiederum an 

einem Computer abgebildet werden können (Abbildung 3). Von der Intensität der 

Lichtimpulse kann auf diese Weise auf die Bindungshäufigkeit der Zelle mit dem 
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Antikörper und somit auf die relative Menge des spezifischen Oberflächenmoleküls auf 

bzw. in der Zelle zurückgeschlossen werden. 

 

Abbildung 3: Das optische System [19] 

 

1.4.2 CD27- IgD+ Naive B-Zellen 

B-Zellen können an Hand des Oberflächenmarkers CD27 und des membranständigen 

Immunglobulin D in vier verschiedene Populationen eingeteilt werden: CD27+ IgD+, 

CD27+ IgD -, CD27- IgD+ sowie CD27- IgD- B-Zellen [20–22]. CD27 entspricht einem 

TNF- und CD70-Rezeptor und ist sowohl auf einigen B- als auch T-Zellen anzutreffen 

[4]. 

Die CD27- IgD+ B-Zellen repräsentieren wahrscheinlich die reifen naiven B-Zellen, die 

bisher keinen Antigenkontakt hatten. Aufgrund des fehlenden Oberflächenmarkers 

CD27 können die naiven B-Zellen (CD27-) von den Gedächtnis-B-Zellen (CD27+) 

unterschieden werden [21,23]. Zur Abgrenzung der reifen naiven B-Zellen zu den 

Transitionalzellen und den Gedächtnis-B-Zellen kann offenbar auch die Aktivität des 

ABCB1-Transporters (CD243) genutzt werden. Dieses Transmembranprotein scheint 
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typischerweise in naiven B-Zellen exprimiert zu sein, jedoch nur kaum in 

Transitionalzellen. Bei Gedächtnis-B-Zellen scheint der ABCB1-Transporter zu fehlen 

[24]. 

1.4.3 CD24++ CD38++ Transitionalzellen 

Zur Charakterisierung der Transitionalzellen und der Plasmablasten wurden in dieser 

Arbeit die Oberflächenmarker CD24, ein Zelladhäsionsmolekül und Homolog zum 

murinen hitzestabilen Antigen, sowie CD38, ein transmembranes Glykoprotein als 

Differenzierungsmarker, genutzt [4]. 

Die Transitionalzellen zählen zur Population der naiven B-Zellen. Sie repräsentieren im 

Nabelschnurblut über die Hälfte aller B-Zellen [25]. Obgleich sie die Verbindung 

zwischen den Vorstufen des Knochenmarks und den reifen peripheren B-Zellen 

darstellen, bilden sie eine sowohl funktionell als auch phänotypisch sehr heterogene 

Gruppe [24].  

Womöglich können die Transitionalzellen in weitere Subgruppen unterteilt werden. 

Das meiste dafür erlangte Wissen stammt bisher aus Untersuchungen am Mausmodell. 

So wurden aufgrund der Lokalisation und dem Verhalten bei Antigenkontakt 

verschiedene Transitionalzell-Subtypen bei Mäusen beschrieben. Die sogenannten 

Transitionalzellen 1 (T1) scheinen in der Milz zu Transitionalzellen 2 (T2) zu reifen. Die 

T1 scheinen auf die äußere periarterielle lymphatische Scheide (Periarteriolar 

Lymphoid Sheath, PALS) begrenzt zu sein, während die T2 auch in den Follikeln zu 

finden sind [26]. Die T2 sind womöglich die ersten Zellen, die den BAFF-Rezeptor (B 

Cell Activating Factor) als Schlüsselregulator zum Überleben ausbilden. Die Blockade 

dieses Rezeptors scheint die Differenzierung von T1 zu T2 zu verhindern und eine 

Weiterentwicklung zu den reifen naiven B-Zellen und den Marginalzonen-B-Zellen zu 

unterdrücken [27,28]. Transitionalzellen 1 scheinen bei einer Antigen-Aktivierung über 

den B-Zell-Rezeptor zur Apoptose zu neigen, wohingegen Transitionalzellen 2 

vermutlich durch Signale der T-Zellen Überlebensvorteile erhalten und zur Proliferation 

angeregt werden [29,30]. Eine weitere Population sogenannter Transitionalzellen 3 

wurde von Palanichamy et al (2009) beschrieben [10]. 
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Zur Detektion dieser unreifsten B-Zell-Population des peripheren Blutes beim 

Menschen wurde die Kombination von CD24 und CD38 genutzt. Durch die starke 

Expression von CD24 und CD38 (CD24++ CD38++) können sie von naiven B-Zellen 

(CD24+ CD38+), Gedächtnis-B-Zellen (CD24+ CD38-) und Plasmazellen (CD24- CD38++) 

abgegrenzt werden. Die starke Expression von CD38 scheint bei Plasmazellen sowie bei 

unreifen B-Zellen charakteristisch, wie beispielsweise bei B-Zellen aus dem 

Knochenmark und der Nabelschnur [9]. In Analogie zu den T1- und T2-Populationen 

der Maus scheinen sich auch beim Menschen an Hand der Stärke der Expression von 

CD24 und CD38 innerhalb der Transitionalzellen zwei Populationen abgrenzen zu 

lassen [10]. Ferner kann aufgrund der unterschiedlich starken Expression von CD21 

eine Einteilung in CD21- und CD21+ Transitionalzellen erfolgen. Die CD21- 

Transitionalzellen scheinen dabei unreifer als die CD21+ Transitionalzellen zu sein [31]. 

1.4.4 CD27+ IgD-, CD27+IgD+ und CD27 negative Gedächtnis-B-Zellen 

Die Gedächtnis-B-Zellen werden im Keimzentrum generiert. Sie sind in der Lage, zügig 

zu Plasmazellen zu differenzieren, die wiederum große Mengen von Immunglobulinen 

produzieren. Durch die Expression des Oberflächenmarkers CD27 scheint sich 

womöglich beim Menschen eine große Gruppe an Gedächtnis-B-Zellen abbilden zu 

lassen, da diese CD27+ B-Zellen molekulare Zeichen von Gedächtnis-B-Zellen 

aufweisen (wie somatische Hypermutation und Immunglobulinklassenwechsel) [20]. 

Die CD27+ IgD- B-Zellen des peripheren Blutes haben bereits einen 

Immunglobulinklassenwechsel zu IgA, IgG oder IgE vollzogen und scheinen einer 

Keimzentrumsreaktion aus den sekundär lymphatischen Organen zu entstammen. 

Neben den klassischen CD27+ IgD- Gedächtnis-B-Zellen lassen sich beim Menschen 

auch CD27+ IgD+ B-Zellen nachweisen, die keinen Klassenwechsel durchgeführt haben, 

jedoch das Oberflächenmolekül CD27 exprimieren. Die Immunglobulingene dieser 

Population weisen ebenso Merkmale von Gedächtnis-B-Zellen (somatische 

Hypermutation) auf [21]. Diese CD27+ IgD+ B-Zellen scheinen keine Übergangsform 

zwischen den CD27- IgD+ naiven B-Zellen und den CD27+ IgD- klassengewechselten 

Gedächtnis-B-Zellen zu bilden. Sie scheinen vielmehr eine eigene Zellpopulation mit 

Gedächtniszellfunktionen darzustellen [23,32,33]. Deshalb werden sie auch als nicht-
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klassengewechselte Gedächtnis-B-Zellen bezeichnet. Möglicherweise vollzieht sich die 

somatische Hypermutation in diesen B-Zellen außerhalb einer Keimzentrumsreaktion 

[34]. Es wird vermutet, dass es sich bei dieser B-Zell-Subpopulation auch um 

zirkulierende Marginalzonen-B-Zellen handeln könnte [12]. Neben den CD27+ 

Gedächtnis-B-Zellen ist kürzlich eine CD27 negative B-Zell-Population beschrieben 

worden, die ebenfalls klassische Merkmale von Gedächtnis-B-Zellen aufweist 

(somatische Hypermutation, Immunglobulinklassenwechsel). Diese B-Zellen sind als 

CD27 negative Gedächtnis-B-Zellen oder doppelt-negative (CD27- IgD-) Gedächtnis-B-

Zellen bezeichnet worden [35,36].  

1.4.5 CD21
low

 CD38
low 

B-Zellen 

Bei einigen Autoimmunkrankheiten und Immundefekten sind erhöhte Frequenzen von 

B-Zellen beobachtet worden, die eine verminderte Expression des 

Komplementrezeptors CR2 bzw. C3d-R (CD21) sowie des Differenzierungsmarkers 

CD38 aufweisen (CD21low CD38low B-Zellen) [4]. Die bei Patienten mit Rheumatoider 

Arthritis und variablem Immundefektsyndrom (CVID) beobachteten CD19+ CD21low 

CD38low B-Zellen gehören wahrscheinlich der Population der CD27 negativen naiven B-

Zellen an. Der Phänotyp einer aktivierten B-Zelle mit verminderter Expression von 

CD21 und CD38 ist aber auch bei den CD27 negativen Gedächtnis-B-Zellen bei HIV-

infizierten Patienten und in Tonsillen nachgewiesen worden [35,37]. Vermutlich stellen 

diese CD21low CD38low B-Zellen einen unspezifischen Phänotyp chronisch aktivierter B-

Zellen und weniger ein eigenes Differenzierungsstadium dar [38]. Die CD21low CD38low 

B-Zellen scheinen vermehrt autoreaktive Immunglobuline zu exprimieren [39]. Zudem 

sind sie als gewebeständige B-Lymphozyten mit abgeschwächter Responsivität auf 

Stimulation über den B-Zell-Rezeptor und Charakteristika von Zellen des angeborenen 

Immunsystems beschrieben worden [39–42].  

1.4.6 CD24- CD38++ Plasmablasten 

Die Vorstufen der Plasmazellen, die Plasmablasten, sind bei Gesunden kaum im 

peripheren Blut zu detektieren. Plasmablasten sind proliferierende, Antikörper 

produzierende B-Zellen und besitzen durch die Expression der Chemokin-Rezeptoren 
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CXCR3 und CXCR4 das Potential, die Keimzentrumsreaktion zu verlassen und in das 

Knochenmark oder in entzündetes Gewebe zu migrieren [43]. Vor allem sechs bis 

sieben Tage nach einer Vakzinierung lassen sich größere Mengen der Plasmablasten 

und der Antikörper-produzierenden Plasmazellen im peripheren Blut nachweisen [43].  

Plasmablasten können durch ihre stärkere Expression von CD38 und CD27 im Vergleich 

zu Gedächtnis-B-Zellen charakterisiert werden [44]. 

1.4.7 Reifestadien Bm1-Bm5 

Eine andere Einteilung der B-Zell-Subpopulationen ist von Pascual et al (1994) 

beschrieben worden. Durch unterschiedlich starke Expressionen der 

Oberflächenantigene CD38 und IgD können verschiedene Entwicklungsstadien der B-

Zellen während der Keimzentrumsreaktion dargestellt werden: die Bm1- Bm5 (mature 

B-cells) [45]. Die Bm1 und die Bm2 bilden die Gruppe der naiven B-Zellen. Die prä-

germinalen naiven B-Zellen (CD38- IgD+) werden dann den Bm1 zugeordnet. Die 

größte im peripheren Blut zu detektierende Population entspricht den Bm2, den 

aktivierten naiven B-Zellen (CD38+ IgD+). Als Bm5 werden die post-germinalen 

Gedächtnis-B-Zellen (CD38+/- IgD-) bezeichnet. In einer weiteren Arbeit ist dieses 

Konzept auf die B-Zellen des peripheren Blutes übertragen worden [45,46].  

1.5 B-Zell-Veränderungen bei Immundefekten und Autoimmunkrankheiten 

Bei Gesunden scheint die Verteilung der B-Lymphozyten einer geregelten Homöostase 

zu unterliegen. Im Rahmen von Immundefekten oder Autoimmunerkrankungen treten 

jedoch quantitative oder qualitative Veränderungen in einem oder mehreren 

Kompartimenten des Immunsystems auf. 

Unter primären Immundefekten werden angeborene Störungen des Abwehrsystems 

verstanden, wobei die humoralen Defekte davon die größte Gruppe stellen. Im 

Vergleich zu T-Zell-Defekten oder kombinierten Immundefekten sind vorwiegend die 

B-Zellen betroffen und somit häufig die Antikörperproduktion gestört. Sekundäre 

Immundefekte treten im Rahmen anderer Grunderkrankungen auf [47]. 
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Veränderungen in der B-Zell-Homöostase treten auch nach B-Zell-depletierender 

Therapie, zum Beispiel mit einem monoklonalen Antikörper gegen das B-Zell-

spezifische Antigen CD20, auf. Studien von Lymphompatienten zeigen im Anschluss an 

eine solche Therapie einen drastischen Anstieg der Transitionalzellen 1 und 2. Die 

Population der Gedächtnis-B-Zellen ist im Vergleich dazu bei den betroffenen 

Patienten geringer ausgeprägt als bei Gesunden [48].  

1.5.1 Variables Immundefektsyndrom (CVID) 

Als Beispiel für eine gestörte B-Zell-Differenzierung kann das variable 

Immundefektsyndrom (Common Variable Immunodeficiency, CVID) genannt werden. 

Es zählt zu den humoralen Immundefekten und ist mit einer Häufigkeit von etwa 

1:70 000 anzutreffen. CVID-Patienten fallen klinisch durch rekurrierende bakterielle 

Infektionen, vor allem ungewöhnlich häufig und schwer verlaufende Pneumonien, 

meist zwischen der zweiten und dritten Lebensdekade auf [49].  

Laut der Europäischen Gesellschaft für Immundefizienzsyndrome (ESID) wird dieser 

Immundefekt durch die labordiagnostische Verminderung von mindestens zwei 

Immunglobulin-Isotypen (IgG, IgM, IgA) sowie einer abgeschwächten Immunantwort 

auf Vakzinierung charakterisiert. Spezifische Ursachen für die 

Hypogammaglobulinämie müssen ausgeschlossen sein. Außerdem liegt der 

Krankheitsbeginn dieser Erkrankung charakteristischer Weise bei einem Alter von 

mehr als zwei Lebensjahren [50]. 

Zur Klassifizierung der CVID bei erwachsenen Patienten kann die Durchflusszytometrie 

herangezogen werden. Dafür sind bisher mehrere Klassifizierungssysteme beschrieben 

worden. Warnatz et al (2002) erstellten die Freiburg-Klassifikation, in der die CVID-

Patienten nach der Frequenz der CD27+ IgD- klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen 

und der CD21low CD38low B-Zellen aufgeteilt wurden [51]. In der von Piqueras et al 

(2003) beschriebenen Paris-Klassifikation wurde neben der Frequenz der CD27+ IgD- 

klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen zusätzlich ein Bezug zu den CD27+ IgD+ 

nicht-klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen hergestellt [52]. 
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CD21low CD38low B-Zellen und einer autoimmunbedingten Zytopenie nachgewiesen 

werden [54]. Erhöhte Frequenzen der Transitionalzellen scheinen ferner als 

Risikofaktor für das Auftreten einer 
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1.5.2 Agammaglobulinämie 

Als Beispiel für eine Erkrankung mit kaum nachweisbaren B-Zellen im peripheren Blut 

kann die Agammaglobulinämie aufgeführt werden. Diese durch Defekte in der frühen 

B-Zell-Entwicklung bedingte Krankheit ist durch einen schwer reduzierten 

Serumimmunglobulinspiegel sowie eine deutliche Reduktion oder gar dem Fehlen 

reifer B-Zellen im peripheren Blut gekennzeichnet. Im Knochenmark kommt es zu 

einem Block in der B-Zell-Entwicklung kurz vor der Generierung des Antigenrezeptors 

[55]. 

85% der Patienten weisen Mutationen im Gen der Bruton Tyrosin Kinase (btk) auf. 

Diese Genmutationen sind für die x-chromosomale Agammaglobulinämie M. Bruton 

(X-Linked Agammaglobulinemia, XLA) verantwortlich [56,57].  

Bei einstmals gesunden Neugeborenen fallen vor allem in den ersten fünf 

Lebensjahren rekurrierende Infektionen unter anderem mit Haemophilus influenza, 

Streptococcus pneumoniae oder RSV (Respiratory Syncytial Virus) [58] sowie schwere 

Infektionen mit Pseudomonaden oder Staphylokokken auf [59]. 

1.5.3 Systemischer Lupus Erythematodes 

Der Systemische Lupus Erythematodes (SLE) kann als Prototyp einer klassischen 

Autoimmunkrankheit mit einer B-Zell-Expansion verstanden werden. Er zählt zur 

Gruppe der Kollagenosen und ist mit dem Auftreten zahlreicher Autoantikörper im 

Serum assoziiert. Als systemische Erkrankung können alle Organsysteme betroffen 

sein. Die Patienten leiden insbesondere unter Entzündungen und 

Gewebsdestruktionen der Gelenke und Muskeln, der Nieren, der Lungen und der Haut. 

Typisch sind eine ausgeprägte Photosensibilität sowie schmetterlingsförmige 

Gesichtserytheme [47]. 

Dörner et al (2002) beschrieben, dass Patienten mit SLE verminderte Absolutwerte und 

Frequenzen der naiven B-Zellen aufweisen. Die Population der Antikörper-

produzierenden Plasmablasten sei jedoch deutlich erhöht [60]. Wei et al (2007) fanden 

heraus, dass SLE-Patienten eine höhere Fraktion der CD27 negativen Gedächtnis-B-

Zellen aufweisen, welche bei gesunden Individuen nur geringfügig im peripheren Blut 
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zu detektieren sind. Diese CD27- IgD- B-Zellen sind überdies signifikant mit der 

Krankheitsaktivität, dem Auftreten einer Lupus-spezifischen Nephritis sowie dem 

Vorkommen krankheitsspezifischer Antikörper assoziiert [61]. Auch Transitionalzellen 

scheinen bei SLE-Patienten deutlich vermehrt im Blut nachweisbar [62], wobei die 

Höhe der Transitionalzellen nicht mit der Krankheitsaktivität oder anderen 

krankheitsassoziierten Faktoren zu korrelieren scheint [9,63]. 

1.6 Fragestellungen 

Die Entwicklung und weitere Differenzierung der peripheren B-Zell-Subpopulationen 

des Menschen unterliegen altersabhängigen Änderungen. Da einige immunologische 

Krankheiten durch quantitative Veränderungen der B-Zell-Homöostase charakterisiert 

sind und auch hierüber diagnostiziert oder klassifiziert werden können, sind 

altersbezogene Normwerte verschiedener B-Zell-Subpopulationen essentiell für dieses 

Vorgehen. Die ontogenetischen Veränderungen der B-Zell-Homöostase sind bislang 

allerdings nur unzureichend beschrieben worden.  

Es stellt sich die Frage, ob sich die Relativwerte als auch die Absolutzahlen der 

gesamten B-Zell-Population und der verschiedenen B-Zell-Subpopulationen  

- insbesondere der CD27- IgD+ naiven B-Zellen, der CD27+ IgD+ nicht-

klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen, der CD27+ IgD- klassengewechselten 

Gedächtnis-B-Zellen, der CD27 negativen Gedächtnis-B-Zellen, der CD24++ CD38++ 

Transitionalzellen, der CD21low CD38low B-Zellen sowie der Plasmablasten -  

in den verschiedenen Altersstufen im Kindes- und Jugendalter unterscheiden.  

Zudem sollen Normwerte für verschiedene Altersgruppen generiert werden, um die 

Entwicklung und Differenzierung der B-Zellen besser verstehen und Störungen dieser - 

wie etwa bei Immundefekten und Autoimmunkrankheiten vorkommend - besser 

identifizieren zu können. 

Weiterhin soll untersucht werden, ob die Immunfluoreszenzanfärbung von Zellen aus 

dem Vollblut in diesem Zusammenhang vergleichbare Ergebnisse erbringt wie die 

Färbung von Ficoll-separierten mononukleären Zellen. Es soll festgestellt werden, 

welche dieser beiden Methoden praktikabler bei Routineanalysen einzusetzen ist. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Herkunft der Proben 

Alle untersuchten Blutproben stammen von Patienten der Universitäts-Kinderklinik 

Würzburg, die im Rahmen diagnostischer oder therapeutischer Zwecke gewonnen 

wurden. Hinweise auf immunologische, infektiöse oder hämato-onkologische 

Erkrankungen der Probanden fanden sich nicht. Eine Einverständniserklärung auf 

Grundlage einer ethischen Prüfung durch die Ethikkommission der Medizinischen 

Fakultät lag von den Patienten bzw. ihren Sorgeberechtigten vor. 

2.2 Isolierung von mononukleären Zellen 

Die mononukleären Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) wurden mit Hilfe einer 

Ficoll-Hypaque-Zuckerlösung (FicoLiteH, Linaris, Wertheim-Bettingen) mit einer Dichte 

von 1,077g/ml durch eine Dichtegradientenzentrifugation isoliert.  

Zunächst wurden 750µl heparinisiertes Blut mit 250µl 0,9% NaCl-Lösung verdünnt. 

Weiterhin wurden 500µl Ficoll-Paque-Lösung in einem 1,5ml Eppendorf-

Reaktionsgefäß vorgelegt, welches dann mit der Blutzellen-Suspension überschichtet 

wurde. Anschließend wurde dies mit einer Geschwindigkeit von 1500U/min (ohne 

Bremse) 5min lang bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der entstandene weißliche Ring 

aus PBMC zwischen Ficoll-Paque und Serum wurde daraufhin aufgenommen und mit 

1ml FACS-Puffer (Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS) + 1% Rinderserumalbumin 

(BSA), pH 7,4) in ein neues Eppendorf-Reagenzgefäß gegeben (Abbildung 5). Dieser 

Ansatz wurde erneut bei 1300U/min für 3min zentrifugiert, der Überstand abgeworfen 

und das entstandene Zellpellet in 500µl FACS-Puffer resuspendiert. Die 

mononukleären Zellen standen nun zur Anfärbung bereit. 
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Abbildung 5: Gewinnung der PBMC mit Ficoll-Hypaque [6] 

 

2.3 Färbeprotokoll 

100µl der durch Dichtegradientenzentrifugation vorseparierten Zellen wurden jetzt mit 

je 2µl Antikörper (Tabelle 1) laut Färbeansatz (Tabelle 2) in einem Eppendorf-

Reaktionsgefäß für 20min bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 500µl FACS-

Puffer gewaschen, um nicht gebundene Antikörper zu entfernen. Die Suspension 

wurde nun bei 1300U/min für 3min zentrifugiert, der Überstand abgeworfen und das 

Pellet noch einmal in 500µl FACS-Puffer aufgenommen. 

Bei 21 Probanden wurde überdies eine Anfärbung des Vollblutes durchgeführt, um 

diese Methode anschließend mit dem oben genannten Verfahren vergleichen zu 

können. Das Vollblut wurde zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden dann in 

PBS und 0,5% BSA resuspendiert und danach wie oben beschrieben gefärbt. Nach dem 

Anfärben wurden die Erythrozyten mit einer Lyselösung (FACSLysing Solution, BD 

Biosciences) entsprechend den Herstellerangaben lysiert. 



18 

 

Bindungsstelle Fluorochrom Klon Verdünnung Hersteller 

CD 19 APC SJ25-C1 1:50 Caltag 

CD21 FITC 1F8 1:50 Dako 

CD24 FITC SN3 1:50 Caltag 

CD27 FITC LT27 1:50 Caltag 

CD38 PE HIT2 1:50 Caltag 

CD45 PerCP TU116 1:50 BD Biosciences 

IgD PE IA6-2 1:50 BD Biosciences 

Tabelle 1: Liste der verwendeten Antikörper 

Allophycocyanin (APC), Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP), Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), 

Phycoerythrin (PE) 

Farbansatz 1 CD19 APC CD27 FITC 

CD45 PerCP IgD PE 

Farbansatz 2 CD19 APC CD24 FITC 

CD45 PerCP CD38 PE 

Farbansatz 3 CD19 APC CD21 FITC 

CD45 PerCP CD38 PE 

Tabelle 2: Färbeansätze 

Allophycocyanin (APC), Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP), Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), 

Phycoerythrin (PE) 

2.4 Durchflusszytometrie 

2.4.1 Technische Einstellungen 

Um die Größe, Granulierung und die Intensität von vier verschiedenen Fluorochrom 

gekoppelten Antikörpern zu bestimmen, wurde eine 6-Kanal-Analyse (FSC, SSC, 

Fluoreszenzkanäle FL1-4) verwendet. Zur Erfassung sämtlicher 

durchflusszytometrischer Ergebnisse wurde ein FACSCalibur (Becton Dickinson, 

Heidelberg) genutzt. Die Signale wurden linear (Streulicht) sowie logarithmisch 

(Fluoreszenz) verstärkt. Um den bestmöglichen Wert der Spannung an den jeweiligen 
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Detektoren zu ermitteln, wurden zuvor Gegenproben mit den einzelnen Fluoreszenz-

Antikörpern und Isotypenkontrollen durchgeführt. Die Detektoren wurden daraufhin 

gegenseitig so kompensiert, dass die Emission eines bestimmten Antikörpers in den 

anderen Detektoren so gering wie möglich gehalten wurde, damit eindeutige Signale 

im Laufe der Messung erfasst werden konnten. Die ermittelten Daten wurden 

abschließend mit einer Software (Cellquest Version 3.1, Becton Dickinson, Heidelberg) 

analysiert. 

2.4.2 Auswertungs-Strategien 

Die Auswertungs-Strategien werden in Abbildung 6 gezeigt. Anhand des Side Scatters 

(SSC) und der Expression von CD45 wurde die Lymphozyten-Population innerhalb der 

PBMC charakterisiert (R1). Die CD19 exprimierenden Zellen der Lymphozyten-

Population wurden als B-Zellen (R2) definiert. Die CD19+ B-Zellen wurden weiterhin 

nach CD27 und IgD, CD24 und CD38 sowie nach CD21 und CD38 aufgetrennt. Dabei 

wurden folgende B-Zell-Subpopulationen analysiert (Abbildung 6): CD27- IgD+ (R3, 

naive B-Zellen), CD27+ IgD+ (R4, nicht-klassengewechselte Gedächtnis-B-Zellen), 

CD27+ IgD- (R5, klassengewechselte Gedächtnis-B-Zellen), CD27- IgD- (R6, CD27 

negative Gedächtnis-B-Zellen), CD24++ CD38++ (R7, Transitionalzellen), CD24- CD38++ 

(R8, Plasmablasten) und CD21low CD38low B-Zellen (R9). 

Die absolute Anzahl der Zellen wurde durch Multiplikation der relativen B-Zell-

Population mit der absoluten Anzahl der Lymphozyten errechnet, welche im 

Differenzialblutbild automatisch ausgewertet worden ist.  
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Abbildung 6: Auswertungs-Strategien zur Charakterisierung der B-Zell-Subpopulationen 

Lymphozyten (R1), B-Zellen (R2), CD27- IgD+ (R3, naive B-Zellen), CD27+ IgD+ (R4, nicht-

klassengewechselte Gedächtnis-B-Zellen), CD27+ IgD- (R5, klassengewechselte Gedächtnis-B-

Zellen), CD27- IgD- (R6, CD27 negative Gedächtnis-B-Zellen), CD24++ CD38++ (R7, 

Transitionalzellen), CD24- CD38++ (R8, Plasmablasten), CD21low CD38low B-Zellen (R9) 

2.5 Statistische Auswertungen 

Die Daten wurden mit GraphPad Prism, SAS/ STAT und Microsoft Office Excel 

analysiert. Altersabhängige Veränderungen der B-Zell-Populationen wurden durch ein 

generalisiertes additives Modell (GAM) dargestellt. Durch eine nicht-parametrische 

Regressionsanalyse wurde eine Spline-Kurve ermittelt. Es wurden Referenzwerte für 

sieben Altersgruppen generiert, für welche sowohl Mediane als auch die 25. und 75. 

Perzentile errechnet wurden. Statistische Abhängigkeiten zwischen zwei Variablen 

wurden mithilfe des Spearmans Rangkorrelationskoeffizient getestet. P-Werte < 0,05 

wurden dabei als statistisch bedeutsam betrachtet. 
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2.6 Materialien und Geräte 

Isotonische Kochsalzlösung Fresenius AG, Bad Homburg, Deutschland 

Rinderserumalbumin (BSA) Boehringer, Ingelheim, Deutschland 

Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS) Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Ficoll-Paque-Zuckerlösung Linaris, Wertheim-Bettingen, Deutschland 

FACSLysing Solution BD Biosciences, Deutschland 

1,5ml Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipetten verschiedener Größen Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5804R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Durchflusszytometer FACSCalibur Becton Dickinson, Heidelberg Deutschland 
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3 Ergebnisse 

Die ontogenetischen Veränderungen der B-Zell-Subpopulationen von der Kindheit bis 

zum Erwachsenen wurden bisher nur unzureichend charakterisiert. Um Normwerte für 

verschiedene Altersklassen zu generieren, wurde eine durchflusszytometrische Analyse 

der B-Zell-Populationen aus dem peripheren Blut von Kindern und Erwachsenen 

durchgeführt.  

3.1 Probanden und Altersgruppen 

221 Kinder und Erwachsene, vom Neugeborenen bis zu einem Alter von 50 Jahren 

(medianes Alter 10,1 Jahre), wurden in diese Arbeit einbezogen. Die Kohorte wurde in 

sieben Altersgruppen unterteilt, wobei die Alterseinschränkung im frühen Kindesalter 

enger und mit steigendem Alter etwas größer gefasst wurde: Altersgruppe von 0 bis 

< 1,0 Jahr (n=31), 1,0 bis < 3,0 Jahre (n=29), 3,0 bis < 5,0 Jahre (n=19), 5,0 bis < 10,0 

Jahre (n=28), 10,0 bis < 18,0 Jahre (n=51), 18,0 bis < 25,0 Jahre (n= 31) und 25,0 bis 

< 50,0 Jahre (n=32). Die Geschlechtsverteilung war dabei in allen Altersgruppen 

annähernd gleich (Gesamtkohorte: m=107, w=114). 

3.2 Relativ- und Absolutwerte der B-Zell-Subpopulationen 

Die altersabhängigen Frequenzen und Absolutwerte der gesamten B-Zellen als auch 

ihrer Subpopulationen sind in Abbildung 7 und Abbildung 8 grafisch dargestellt. Die 

Absolutwerte der verschiedenen B-Zell-Subpopulationen sind dabei einerseits 

abhängig von der relativen Frequenz jeder B-Zell-Subpopulation, andererseits auch 

abhängig von den Veränderungen der gesamten B-Zell-Population. 

In Tabelle 3 und Tabelle 4 werden die Frequenzen und Absolutwerte der 

verschiedenen B-Zell-Subpopulationen sowohl als Mediane als auch mit der 25. und 

75. Perzentile aufgeführt. Die Frequenzen und Absolutzahlen der CD21low CD38low B-

Zellen wurden dabei in einer nach Alter stratifizierten Untergruppe von Patienten 

(n=64) analysiert. 
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Es wird deutlich, dass die B-Zell-Subpopulationen altersabhängige Veränderungen 

zeigen, die vor allem in den ersten fünf Lebensjahren am prägnantesten sind. Diese 

Veränderungen sollen nun im Detail erläutert werden. 

3.2.1 CD19+ B-Zellen 

Die Population der gesamten B-Zellen wurde anhand ihrer Expression von CD45 und 

CD19 erfasst (siehe Abbildung 6). Wie Abbildung 7 und Abbildung 8 zeigen, nahm 

sowohl die relative Häufigkeit der CD19+ B-Zellen innerhalb der CD45+ 

Lymphozytenpopulation als auch die absolute Anzahl der CD19+ B-Zellen mit 

zunehmendem Alter ab. Abbildung 8 verdeutlicht, dass die Absolutwerte der CD19+ B-

Zellen insbesondere in den ersten zehn Lebensjahren auf weniger als die Hälfte des 

Ausgangswertes abfielen und sich danach stabil hielten. Diese Tendenz spiegelt sich 

auch in den generierten Medianen der verschiedenen Altersgruppen wieder.  

3.2.2 CD27- IgD+ Naive B-Zellen und CD24++ CD38++ Transitionalzellen 

Wie Abbildung 7 und Abbildung 8 verdeutlichen, zeigte sich in der untersuchten 

Kohorte mit zunehmendem Alter eine Verminderung sowohl der relativen Frequenzen 

als auch der Absolutwerte der CD24++ CD38++ Transitionalzellen und der CD27- IgD+ 

naiven B-Zellen.  

Die Frequenz der CD24++ CD38++ Transitionalzellen von allen CD19+ B-Zellen fiel von 

10,9% im ersten Lebensjahr auf 2% bei Erwachsenen älter als 25 Jahre (Altersgruppen 

bezogener Median, Tabelle 3). Die Altersgruppen mediane Anzahl der CD27- IgD+ 

naiven B-Zellen lag im ersten Lebensjahr bei 860 Zellen pro µl Blut und fiel auf 131 

Zellen pro µl Blut bei Erwachsenen älter als 25 Jahre (Tabelle 4). 

3.2.3 CD27+ IgD-, CD27+IgD+ und CD27 negative Gedächtnis-B-Zellen 

Abbildung 7 zeigt, dass die relative Häufigkeit der CD27+ IgD- klassengewechselten und 

der CD27+ IgD+ nicht-klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen innerhalb der CD19+ 

B-Zellen mit zunehmendem Alter anstiegen. In Tabelle 3 ist erkennbar, dass der 

Altersgruppen bezogene Median der Frequenz CD27+ IgD- klassengewechselter 

Gedächtnis-B-Zellen an den CD19+ B-Zellen von 1% im ersten Lebensjahr auf 13,2% bei 
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> 25-Jährigen anstieg. Die mediane relative Häufigkeit CD27+ IgD+ nicht-

klassengewechselter Gedächtnis-B-Zellen zeigte einen Anstieg von 2,5% im ersten 

Lebensjahr auf 15,2% bei > 25-Jährigen.  

3.2.4 CD21
low

 CD38
low 

B-Zellen 

Sowohl die relative als auch die absolute Häufigkeit der CD21low CD38low B-Zellen 

waren in allen Altersgruppen gering. Beide Parameter schienen keine wesentlichen 

altersbezogenen Veränderungen aufzuweisen. 

3.2.5 CD24- CD38++ Plasmablasten 

Plasmablasten waren im peripheren Blut nachzuweisen und schienen keine 

altersbezogenen Veränderungen ihrer Häufigkeit aufzuweisen (Abbildung 7 und 

Abbildung 8). Die mediane relative Häufigkeit der Plasmablasten überstieg dabei nicht 

1,5% der CD19+ B-Zellen (Tabelle 3). 
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Abbildung 7: Relative Häufigkeit der verschiedenen B-Zell-Subpopulationen über das Alter 
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Abbildung 7: Die relative Häufigkeit der gesamten B-Zellen wird als Prozentangabe der 

gesamten Lymphozytenpopulation wiedergegeben. Die verschiedenen B-Zell-Subpopulationen 

werden als Prozentangabe der CD19+ B-Zellen von jedem Probanden in Abhängigkeit zum 

Alter gezeigt. Die durchgezogenen Linien stellen dabei die Spline-Kurve aus dem 

generalisierten additiven Modell dar und die gepunkteten Linien entsprechen dem 95%-

Konfidenzintervall. Die B-Zell-Populationen wurden entsprechend der in Abbildung 6 

abgebildeten Auswertungsstrategie analysiert. 
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Abbildung 8: Absolutwerte der verschiedenen B-Zell-Subpopulationen über das Alter 
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Abbildung 8: Die Absolutwerte der gesamten B-Zell-Population sowie der verschiedenen B-

Zell-Subpopulationen pro µl Blut von jedem analysiertem Individuum werden in Abhängigkeit 

zum Alter wiedergegeben. Die durchgezogenen Linien stellen dabei die Spline-Kurve aus dem 

generalisierten additiven Modell dar und die gepunkteten Linien entsprechen dem 95%-

Konfidenzintervall. Die B-Zell-Populationen wurden entsprechend der in Abbildung 6 

abgebildeten Auswertungsstrategie analysiert. 
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Alter (in Jahren) 

(Anzahl Individuen) 

0 - < 1,0 

(n = 31) 

1,0 – < 

3,0 

(n = 29) 

3,0 – < 

5,0 

(n = 19) 

5,0 – < 

10,0 

(n = 28) 

10,0 – < 

18,0 

(n = 51) 

18,0 – < 

25,0 

(n = 31) 

25,0 – < 

50,0 

(n = 32) 

CD45+ 

Lymphozyten 

60.9 

53.0-68.1 

54.7 

50.2-61.1 

44.0 

32.3-50.4 

38.2 

29.5-43.3 

35.3 

29.8-39.6 

32.1 

25.5-39.4 

32.9 

29.8-45.6 

CD19+ 

B-Zellen 

13.3 

10.2-18.5 

20.8 

16.5-25.8 

16.1 

13.4-21.1 

12.2 

9.8-17.7 

13.3 

10.2-15.4 

9.1 

6.6-10.8 

9.2 

7.2-11.2 

CD27- IgD+ 

Naive B-Zellen 

93.7 

90.9-96.2 

85.9 

83.4-90.1 

81.3 

76.3-84.9 

75.4 

69.4-80.4 

80.8 

75.2-86.7 

74.7 

65.6-79.6 

65.1 

58.0-72.1 

CD27+ IgD+ 

Nicht-

klassengewechselte 

Gedächtnis-B-Zellen 

2.5 

1.6-4.1 

5.4 

4.2-6.9 

6.5 

4.1-9.0 

10.0 

7.5-12.4 

7.3 

4.6-10.2 

11.7 

7.4-13.9 

15.2 

13.4-21.4 

CD27+ IgD- 

Klassengewechselte 

Gedächtnis-B-Zellen 

1.0 

0.1-1.9 

2.6 

1.5-4.1 

5.6 

3.3-7.4 

6.5 

5.2-12.1 

5.4 

3.3-9.6 

9.4 

7.2-12.7 

13.2 

9.2-18.9 

CD27- IgD- 

CD27 negative 

Gedächtnis-B-Zellen 

1.5 

0.9-2.4 

2.5 

1.6-3.6 

4.5 

3.4-6.1 

5.0 

3.5-6.6 

3.7 

2.3-5.5 

3.2 

2.1-4.4 

3.3 

2.1-5.3 

CD24++ CD38++ 

Transitionalzellen 

10.9 

8.3-15.8 

8.7 

5.1-10.7 

7.3 

5.4-9.2 

6.0 

4.5-9.2 

5.6 

3.9-7.8 

4.7 

3.0-5.9 

2.0 

1.0-3.6 

CD21low CD38low 

 

1.7 

0.3-4.0 

2.6 

1.8-3.6 

3.7 

1.8-5.2 

2.3 

0.9-3.5 

2.4 

0.9-3.3 

2.7 

0.9-3.1 

2.4 

1.8-4.7 

CD24- CD38++ 

Plasmablasten 

0.4 

0.2-1.0 

1.1 

0.6-2.3 

1.4 

0.8-2.7 

1.5 

0.7-3.5 

1.0 

0.3-1.7 

1.2 

0.6-1.6 

1.0 

0.6-1.6 

Tabelle 3: Relative Häufigkeit der B-Zell-Subpopulationen in verschiedenen Altersgruppen 

Die Frequenz der CD45+ Lymphozyten wird prozentual von allen Leukozyten, die Frequenz der 

CD19+ B-Zellen wird prozentual von allen Lymphozyten und die Frequenz der B-Zell-

Subpopulationen wird prozentual von allen CD19+ B-Zellen für die jeweiligen Altersgruppen 

angegeben. Dargestellt ist der altersbezogene Median sowie in der zweiten Reihe die 25. und 

75. Perzentile. 
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Alter (in Jahren) 

(Anzahl Individuen) 

0 - < 1,0 

(n = 31) 

1,0 – < 

3,0 

(n = 29) 

3,0 – < 

5,0 

(n = 19) 

5,0 – < 

10,0 

(n = 28) 

10,0 – < 

18,0 

(n = 51) 

18,0 – < 

25,0 

(n = 31) 

25,0 – < 

50,0 

(n = 32) 

CD45+ 

Lymphozyten 

 

6763 

4947-

8001 

4895 

3852-

6037 

3355 

2594-

4830 

2617 

2058-

3039 

2128 

1849-

2788 

2182 

1614-

2462 

2364 

1943-

2790 

CD19+ 

B-Zellen 

 

924 

549-1225 

978 

670-1619 

590 

402-784 

289 

228-516 

304 

226-370 

165 

133-

255 

199 

169-271 

CD27- IgD+ 

Naive B-Zellen 

860 

537-1179 

863 

571-1323 

461 

334-611 

220 

133-389 

230 

171-293 

119 

92-199 

131 

112-169 

CD27+ IgD+ 

Nicht-

klassengewechselte 

Gedächtnis-B-Zellen 

21 

12-36 

53 

38-90 

40 

25-60 

37 

22-43 

24 

12-32 

19 

12-34 

35 

22-54 

CD27+ IgD- 

Klassengewechselte 

Gedächtnis-B-Zellen 

7 

1-16 

23 

13-42 

26 

16-44 

24 

16-31 

17 

10-29 

15 

10-31 

29 

18-40 

CD27- IgD- 

CD27 negative 

Gedächtnis-B-Zellen 

10 

6-15 

25 

16-39 

30 

14-36 

15 

10-24 

10 

7-19 

5 

4-10 

7 

4-13 

CD24++ CD38++ 

Transitionalzellen 

94 

29-157 

80 

56-101 

46 

23-71 

17 

13-36 

14 

10-24 

8 

5-13 

4 

2-6 

CD21low CD38low 

 

11 

3-35 

26 

15-36 

10 

8-23 

4 

3-4 

6 

2-12 

10 

6-17 

6 

4-11 

CD24- CD38++ 

Plasmablasten 

4 

1-7 

13 

4-19 

8 

5-15 

5 

2-12 

3 

1-4 

2 

1-3 

2 

1-3 

Tabelle 4: Absolutwerte der B-Zell-Subpopulationen in verschiedenen Altersgruppen 

Die Absolutwerte der CD45+ Lymphozyten, der totalen CD19+ B-Zellen und die der B-Zell-

Subpopulationen pro µl Blut werden mit dem altersbezogenen Median sowie in der zweiten 

Reihe mit der 25. und 75. Perzentile für jede Altersgruppe dargestellt.  
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3.3 Vergleich der Immunfluoreszenzfärbung von PBMC und Vollblut 

Die zuvor beschriebenen Daten der ontogenetischen Veränderungen der B-Zell-

Subpopulationen wurden durch durchflusszytometrische Bestimmung von durch 

Dichtegradientenzentrifugation separierten PBMC gewonnen. Weitaus praktikabler 

erscheint die Methode der Immunfluoreszenzfärbung im Vollblut mit anschließender 

Erythrozytenlyse. Deshalb wurde die Immunfluoreszenzfärbung der beschriebenen B-

Zell-Subpopulationen bei 21 Individuen mit beiden Färbemethoden durchgeführt und 

die jeweiligen Werte bezüglich einer möglichen Korrelation analysiert. Die relative 

Häufigkeit jeder einzelnen B-Zell-Subpopulation zeigte eine statistisch relevante 

positive Korrelation zwischen beiden Verfahren (Abbildung 9). 

Zusätzlich wurde analysiert, ob sich die relative Häufigkeit der CD19+ B-Zellen in 

Abhängigkeit zweier verschiedener Auswertungs-Strategien für das 

Lymphozytenfenster unterscheiden. Die Auswertungsstrategien waren: FSC/ SSC 

(Vorwärtsstreuung/ Seitwärtsstreuung) und CD45/ SSC (CD45/ Seitwärtsstreuung). Die 

relative Häufigkeit der B-Zellen zeigte dabei eine signifikante Korrelation zwischen 

beiden Auswertungsstrategien. Das galt sowohl für die Vollblutmethode (r=0,98, 

p<0,001) als auch für das Verfahren mit separierten PBMC (r=0,99, p<0,001). 
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Abbildung 9: Vergleich der Immunfluoreszenzfärbung von PBMC und Vollblut 
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Abbildung 9: Vergleich der durchflusszytometrischen Analyse der B-Zell-Subpopulationen 

mittels der Immunfluoreszenzfärbung im Vollblut und anschließender Erythrozytenlyse sowie 

der Immunfluoreszenzfärbung der durch Dichtegradientenzentrifugation separierten PBMC. 
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4 Diskussion 

B-Lymphozyten sind die zellulären Träger der humoralen Immunität des adaptiven 

Immunsystems. Die Entwicklung und Differenzierung der B-Zellen unterliegen einer 

geregelten Homöostase. Störungen dieser Homöostase können die Grundlage von 

Immundefekten und Autoimmunerkrankungen darstellen.  

In den letzten Jahren sind durch spezialisierte durchflusszytometrische und 

molekularbiologische Untersuchungstechniken bereits verschiedene B-Zell-

Populationen charakterisiert worden, welche altersabhängigen Veränderungen 

unterliegen [9–12,21,24,33,35,36,42,45,61]. Gleichzeitig sind B-Zell-

Entwicklungsstörungen und B-Zell-Verteilungsstörungen bei verschiedenen 

immunologischen Krankheiten beschrieben worden [41,64,65]. Von altersbezogenen 

Normwerten der unterschiedlichen B-Zell-Subpopulationen ist bisher allerdings nur 

unzureichend berichtet worden [66]. 

In dieser Arbeit sollen daher ontogenetische Veränderungen in den einzelnen 

peripheren B-Zell-Subpopulationen von der Kindheit bis ins Erwachsenenalter 

charakterisiert und altersabhängige Referenzwerte generiert werden. 

4.1 Analysestrategie der B-Zell-Subpopulationen des peripheren Blutes 

Zur Darstellung der unterschiedlichen Subpopulationen der B-Lymphozyten des 

peripheren Blutes ist eine durchflusszytometrische Phänotypisierung von 

immunfluoreszenzgefärbten PBMC durchgeführt worden. Die B-Zellen sind dabei durch 

die Kombination der Oberflächenmarker CD19 und CD45 charakterisiert worden (siehe 

Abbildung 6). Durch die Expression weiterer Oberflächenmoleküle wie IgD, CD21, 

CD24, CD27 und CD38 können die CD19+ B-Zellen in unterschiedliche B-Zell-

Subpopulationen eingeteilt werden. 

Die frühesten B-Zellen, die in der peripheren Blutzirkulation zu detektieren sind, 

werden als Transitionalzellen bezeichnet [9–11]. Zur Charakterisierung dieser B-Zell-

Population sind bereits verschiedene durchflusszytometrische Ansätze vorgeschlagen 

worden. Unter anderem können diese Zellen an Hand der Oberflächenmarker CD5 und 
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CD10, der starken Expression von CD24, CD38 und IgM sowie dem Fehlen von CD27 

von anderen B-Zell-Subpopulationen abgegrenzt werden [9–11,41]. Zur 

Diskriminierung zwischen Transitionalzellen und reifen naiven B-Zellen kann auch die 

Aktivität des ABCB1-Transporters genutzt werden. Dabei handelt es sich um ein ATP-

bindendes Transmembranprotein, welches typischerweise bei naiven B-Zellen 

exprimiert wird, jedoch bei Transitionalzellen nur wenig und bei Gedächtnis-B-Zellen 

gar nicht zu finden sein scheint [24].  

Obwohl in der letzten CVID-Klassifikation die starke Expression von IgM und CD38 zur 

Bestimmung der Transitionalzellen vorgeschlagen worden ist [41], sind in dieser Arbeit 

die Marker CD24 und CD38 zur Detektion der CD24++ CD38++ Transitionalzellen 

verwendet worden. Die CD24/ CD38- Methode scheint nämlich zur Differenzierung 

weiterer Reifestadien der Transitionalzellen vorteilhaft zu sein. Palanichamy et al 

(2009) berichten an Hand der unterschiedlich starken Expression von CD38 und CD24 

von zwei unterschiedlichen Populationen der Transitionalzellen: T1 (CD24+++ 

CD38+++) und T2 (CD24++ CD38++). Eine weitere Population mit einer ähnlich den 

naiven B-Zellen geringen Expression von CD24 und CD38 jedoch fehlender ABCB1-

Transporteraktivität wurde als sogenannte T3-Transitionalzelle bezeichnet [10]. Lee et 

al (2009) beschreiben eine CD5 positive unreife B-Zell-Population, die eine 

intermediäre Expression von CD38 aufweist und CD10 exprimiert. Diese B-Zellen 

werden als prä-naive B-Zellen bezeichnet, da sie ein Entwicklungsstadium zwischen 

den Transitionalzellen und den naiven B-Zellen darzustellen scheinen [11]. Neben der 

Charakterisierung der Transitionalzellen können an Hand der Färbung von CD24 und 

CD38 auch CD24- CD38++ Plasmablasten detektiert werden. 

Menschliche Gedächtnis-B-Zellen können durch die Expression von CD27 von reifen 

naiven CD27- IgD+ B-Zellen abgegrenzt werden [21]. Mithilfe des membranständigen 

IgD können weitere Subgruppen der Gedächtnis-B-Zellen unterschieden werden: die 

CD27+ IgD- klassengewechselten, die CD27+ IgD+ nicht-klassengewechselten und die 

CD27- IgD- Gedächtnis-B-Zellen. Vermutlich unterscheiden sich die 

Differenzierungswege der CD27+ IgD+ nicht-klassengewechselten von denen der 

CD27+ IgD- klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen. Die CD27+ IgD- 
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klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen haben wahrscheinlich eine 

Keimzentrumsreaktion durchlaufen. Die CD27+ IgD+ nicht-klassengewechselten 

Gedächtnis-B-Zellen scheinen sich hingegen unabhängig von der 

Keimzentrumsreaktion zu entwickeln [12,34]. Es wird angenommen, dass die CD27+ 

IgD+ nicht- klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen die zelluläre Grundlage für die T-

Zell-unabhängige humorale Immunität darstellen. Die Immunität vor allem gegenüber 

bekapselten Bakterien könnte auf die Anwesenheit dieser Gedächtnis-B-Zellen 

zurückzuführen sein [67]. Neben den CD27+ Gedächtnis-B-Zellen können im 

peripheren Blut als auch in den Tonsillen CD27 negative Gedächtnis-B-Zellen detektiert 

werden. Diese B-Zell-Population exprimiert nicht den Oberflächenmarker CD27, weist 

jedoch andere Merkmale von Gedächtnis-B-Zellen (wie somatische Hypermutation und 

Immunglobulinklassenwechsel) auf [35,36]. Die Rolle dieser B-Zell-Subpopulation im 

physiologischen Kontext ist bisher allerdings nur unzureichend aufgeklärt.  

In dieser Arbeit sind folglich die Marker CD27/ IgD zur Charakterisierung der 

verschiedenen Gedächtniszellpopulationen genutzt worden. Auch bei der CVID-

Klassifikation wird diese durchflusszytometrische Charakterisierung verwendet [41], 

die vor allem Wert auf die Frequenz der CD27+ IgD- klassengewechselten Gedächtnis-

B-Zellen legt. 

Bei verschiedenen Immundefekten und Autoimmunerkrankungen sind erhöhte 

Frequenzen von CD21low CD38low B-Zellen beobachtet worden [39–42]. In der 

EuroClass-Klassifikation der CVID werden CD21low CD38low B-Zellen miterfasst, da sie 

mit einer erhöhten Prävalenz einer Splenomegalie zu korrelieren scheinen [41]. Die 

Farbkombination der Oberflächenmarker CD21/ CD38 ist demgemäß auch in dieser 

Arbeit verwendet worden.  

4.2 Unterliegen die B-Zell-Subpopulationen ontogenetischen Veränderungen? 

Bezugnehmend auf die oben erwähnten immunphänotypischen 

Untersuchungsmethoden konnten ontogenetische Veränderungen in der 

Zusammensetzung der peripheren B-Zell-Population beobachtet werden. Diese sind 
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vor allem in den ersten fünf Lebensjahren am auffälligsten (siehe Abbildung 7 und 

Abbildung 8). 

Die Gesamtanzahl der CD19+ B-Zellen fällt mit steigendem Alter ab. Eine Verschiebung 

von den in der Kindheit vorherrschenden CD24++ CD38++ Transitionalzellen und den 

CD27- IgD+ naiven B-Zellen zu den Gedächtnis-B-Zellen im Erwachsenenalter ist 

erkennbar. Während der relative Anteil der CD27+ IgD+ nicht-klassengewechselten 

und der CD27+ IgD- klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen mit dem Alter 

zunehmend ansteigt, verhält sich die absolute Anzahl dieser Gedächtnis-B-Zellen 

relativ stabil über das Alter hinweg (siehe Abbildung 7 und Abbildung 8). Die relative 

Häufigkeit der CD27 negativen Gedächtnis-B-Zellen scheint dagegen nur in den ersten 

fünf Jahren des Lebens anzusteigen und bleibt danach stabil (siehe Abbildung 7).  

Die Verminderung der CD19+ B-Zellen nach den ersten fünf Lebensjahren könnte mit 

der Reduktion der CD24++ CD38++ Transitionalzellen und der CD27- IgD+ naiven B-

Zellen im Zusammenhang stehen. Ein Grund dafür könnte ein verminderter Ausstoß 

unreifer B-Zellen aus dem Knochenmark sein. Die Frequenzzunahme der Gedächtnis-B-

Zellen innerhalb der B-Zell-Population kann mit der Ausbildung eines immunologischen 

Gedächtnisses erklärt werden. Die Zunahme der Gedächtnis-B-Zellen mit dem Alter 

scheint mit der allgemein beobachteten Abnahme der Häufigkeit von Infektionen 

insbesondere ab dem Kleinkindesalter einherzugehen. Der Anteil der Gedächtnis-B-

Zellen könnte dabei aufgrund des ständigen Antigenkontakts mit steigendem Alter 

zunehmen.  

Die CD21low CD38low B-Zellen sowie die CD24- CD38++ Plasmablasten können nur in 

geringer Anzahl im peripheren Blut nachgewiesen werden. Sie scheinen jedoch keinen 

signifikanten ontogenetischen Veränderungen zu unterliegen (siehe Abbildung 7 und 

Abbildung 8). 

Untersuchungen von Patienten mit einer B-Zell-Depletion einhergehenden Therapie 

zeigen ähnliche der in dieser Arbeit beschriebenen zeitlichen Veränderungen der B-

Zell-Populationen und können die Hypothese der ontogenetischen Veränderungen der 

B-Zell-Subpopulationen bestätigen. So zeigen sich hohe Frequenzen von CD27- IgD+ 
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naiven B-Zellen und niedrige Frequenzen von CD27+ Gedächtnis-B-Zellen im 

peripheren Blut von stammzelltransplantierten Patienten [68]. Auch bei Patienten mit 

einem B-Zell-Lymphom ist nach einer Behandlung mit dem gegen CD20 gerichteten, 

monoklonalen Antikörper Rituximab unmittelbar nach der B-Zell-Depletion ein starker 

Anstieg der CD24++ CD38++ Transitionalzellen beobachtet worden [48]. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Verteilung der B-Zell-

Subpopulationen des peripheren Blutes ontogenetischen Veränderungen unterliegt. 

Dies betrifft vor allem die CD24++ CD38++ Transitionalzellen, die CD27- IgD+ naiven B-

Zellen, die CD27+ IgD- klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen, die CD27+ IgD+ nicht-

klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen sowie die CD27- IgD- Gedächtnis-B-Zellen. 

Die Häufigkeit der Plasmablasten und CD21low CD38low B-Zellen unterliegt nur geringen 

altersabhängigen Veränderungen. 

4.3 Welche Störungen der B-Zell-Homöostase finden sind bei Immundefekten und 

Autoimmunkrankheiten? 

Neben einer gestörten B-Zell-Homöostase bei Autoimmunkrankheiten scheinen auch 

die Entwicklung und die Differenzierung der B-Zellen bei verschiedenen 

Immundefekten beeinträchtigt zu sein [55]. So sind charakteristische Muster einer 

gestörten B-Zell-Homöostase bei verschiedenen Immundefekten und 

Autoimmunerkrankungen nachgewiesen worden. Die dabei betroffenen B-Zell-

Subpopulationen sind eben solche, die nachweislich ontogenetischen Veränderungen 

unterliegen. Bei der Beurteilung einer gestörten B-Zell-Homöostase müssen daher 

altersbezogene Referenzwerte herangezogen werden. Im Folgenden sollen 

charakteristische Verteilungsmuster verschiedener B-Zell-Subpopulationen bei 

einzelnen immunologischen Erkrankungen diskutiert werden. 

Als Beispiel für eine gestörte B-Zell-Differenzierung eignet sich das variable 

Immundefektsyndrom (CVID). Dieser Immundefekt zeichnet sich durch eine 

Panhypogammaglobulinämie und eine gestörte Immunantwort auf Vakzinierung aus 

[50]. Bei einigen CVID-Patienten stellt vermutlich eine verminderte Anzahl von 

Gedächtnis-B-Zellen ein erhöhtes Risiko für einen schweren Krankheitsverlauf dar [65]. 
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Diese Gedächtnis-B-Zellen scheinen auch ein prognostischer Marker für den Verlauf 

der Hypogammaglobulinämie im Säuglingsalter zu sein [69]. Es wird vermutet, dass 

sich durch die Anzahl der Gedächtnis-B-Zellen die klinische Prognose bei der CVID 

genauer abschätzen ließe als durch die Konzentration der Immunglobuline im Serum 

[70]. Auch erhöhte Frequenzen von CD21low B-Zellen und Transitionalzellen sind beim 

variablen Immundefektsyndrom beschrieben worden [41,54]. 

Bei Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise dem Systemischen Lupus 

Erythematodes aber auch bei anderen systemischen Autoimmunerkrankungen scheint 

die Expansion der Plasmablasten ein charakteristisches Bild darzustellen [62]. Die 

(erhöhte) Frequenz der Plasmablasten im Blut von Patienten mit Systemischen Lupus 

Erythematodes scheint mit der Krankheitsaktivität zu korrelieren [64]. 

Transitionalzellen scheinen bei SLE-Patienten ebenso mit einer erhöhten Frequenz 

aufzutreten [62]. Die Höhe der Frequenz der Transitionalzellen scheint jedoch nicht mit 

der Krankheitsaktivität oder anderen krankheitsassoziierten Faktoren in Verbindung zu 

stehen [9,63]. Außerdem scheinen aktivierte CD27 negative Gedächtnis-B-Zellen 

vermehrt bei systemischen Autoimmunprozessen und chronischen 

Infektionskrankheiten wie HIV und Malaria vorzukommen [36,37,71].  

Infolgedessen betreffen die Veränderungen der B-Zell-Homöostase bei 

Autoimmunerkrankungen und Immundefekten diejenigen B-Zell-Subpopulationen, die 

auch ontogenetischen Veränderungen unterworfen sind. Diese Beobachtungen 

betreffend scheint die Etablierung altersabhängiger Referenzwerte für verschiedene B-

Zell-Subpopulationen von großer Bedeutung.  

4.4 Sind die Referenzwerte zur Klassifikation der CVID im Kindesalter anwendbar? 

Während der Entstehung dieser Arbeit sind von drei unabhängigen Gruppen 

altersabhängige Frequenzen peripherer B-Zell-Subpopulationen von Kindern ≤ 18 Jahre 

publiziert worden [66,72,73]. In dieser Arbeit sind zusätzlich zu den Referenzwerten 

verschiedener B-Zell-Subpopulationen für Kinder auch solche für Erwachsene bis zu 

einem Alter von 50 Jahren generiert worden. Vergleichend mit den bereits 

veröffentlichten Arbeiten bestätigen sich die Ergebnisse und damit auch die 
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Reproduzierbarkeit der durchflusszytometrischen Methode [66,72,73]. Wie bei Smet 

et al (2010) werden in dieser Arbeit zusätzlich altersabhängige Referenzwerte für 

CD24++ CD38++ Transitionalzellen sowie für CD21low CD38low B-Zellen repräsentiert 

[73]. Beide B-Zell-Subpopulationen sind, ebenso wie die CD27+ IgD- 

klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen, in die neueste CVID-Klassifikation 

(EuroClass-Klassifikation) aufgenommen worden (siehe Abbildung 4) [41]. Die dort 

beschriebenen Ober- und Untergrenzen für bestimmte B-Zell-Populationen 

entstammen allerdings vor allem der Analyse erwachsener Individuen.  

Laut der European Association for Immunodeficiencies (ESID) kann die Diagnose einer 

CVID bei einem signifikanten Immunglobulinmangel, einer abgeschwächten 

Impfantwort sowie bei Krankheitsbeginn nach dem zweiten Lebensjahr nach 

Ausschluss anderer Ursachen gestellt werden [50]. In dieser Arbeit soll folglich 

überprüft werden, ob die Grenzwerte für die in der EuroClass-Klassifikation 

aufgeführten B-Zell-Subpopulationen (CD27+ IgD- klassengewechselte Gedächtnis-B-

Zellen, CD24++ CD38++ Transitionalzellen, CD21low CD38low B-Zellen) insbesondere für 

Kinder älter als zwei Jahre geeignet erscheinen [41].  

Entsprechend der erstellten Referenzwerte (siehe Tabelle 3 und Tabelle 4) scheint es 

offensichtlich, dass Frequenzen von ≥ 2% der CD27+ IgD- klassengewechselten 

Gedächtnis-B-Zellen (wie in der EuroClass-Klassifikation beschrieben) nicht für Kinder 

unter drei Jahren angewandt werden können. In der Arbeit von Smet et al (2010) 

wurde diese Altersgrenze auf ein Alter größer als ein Jahr ermittelt [73]. Die 

Obergrenze der CD21low CD38low B-Zellen von 10% (wie bei EuroClass angegeben) 

scheint auch im Kindesalter anwendbar zu sein, da sich niedrigere Frequenzen 

altersunabhängig nachweisen lassen [41,73]. Die Obergrenze von 9% für die CD24++ 

CD38++ Transitionalzellen (wie bei EuroClass vorgeschlagen) sind hingegen erst bei 

Erwachsenen ab einem Alter von 18 Jahren anwendbar, da sich gerade im 

Kleinkindesalter eine scheinbar physiologische Expansion der Transitionalzellen 

beobachten lässt (siehe Tabelle 3) [41].  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die von der EuroClass vorgeschlagenen 

Referenzwerte der B-Zell-Subpopulationen nicht zwangsläufig auf das Kindesalter 
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übertragbar sind. Wie bereits erwähnt, unterliegen die CD27+ IgD- 

klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen und die CD24++ CD38++ Transitionalzellen 

altersabhängigen Veränderungen. Die Grenzwerte der CD27+ IgD- 

klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen scheinen ab einem Alter von drei Jahren 

wahrscheinlich anwendbar zu sein. Die CD24++ CD38++ Transitionalzellen zeigen 

hingegen im Kindesalter physiologisch Frequenzen über der vorgeschlagenen oberen 

Grenze, sodass die von der EuroClass-Klassifikation vorgegebenen Werte erst ab einem 

Alter von 18 Jahren genutzt werden können. Zusätzlich zu der Diskussion um die 

formelle Anwendbarkeit dieser Grenzwerte muss bedacht werden, dass die CVID im 

Kindesalter möglicherweise pathophysiologische und auch ätiologische Unterschiede 

zu der des Erwachsenenalters zeigt. Die auf der Beschreibung einer CVID-Kohorte mit 

überwiegend erwachsenen Patienten beruhende EuroClass-Klassifikation könnte somit 

per se nicht auf das Kindealter übertragbar sein. 

Yong et al (2010) beschreiben bei der CVID im Kindesalter eine Subgruppe von 

Patienten mit einer verminderten Anzahl von CD27+ IgD- klassengewechselten 

Gedächtnis-B-Zellen (< 5 Zellen pro µl Blut). Die Reduktion dieser Gedächtnis-B-Zellen 

scheint mit einem erhöhtem Risiko für Autoimmunität und schweren Infektionen 

einherzugehen [65]. Da die Anzahl der CD27+ IgD- klassengewechselten Gedächtnis-B-

Zellen bei gesunden Individuen diesen Grenzwert normalerweise bereits nach dem 

ersten Lebensjahr übersteigt (siehe Tabelle 3 und Tabelle 4), scheint der 

vorgeschlagene Grenzwert geeignet, auch im Kindesalter eine beeinträchtigte B-Zell-

Differenzierung von einer normalen zu unterscheiden.  

4.5 Gibt es Unterschiede in der Immunfluoreszenzfärbung von PBMC und Vollblut? 

Die in dieser Arbeit erstellten Daten basieren auf einer durchflusszytometrischen 

Analyse von mittels Dichtegradientenzentrifugation separierten PBMC. Es wird gezeigt, 

dass das Anfärben im Vollblut vergleichbare Ergebnisse liefert und daher praktikabler 

für Routineanalysen eingesetzt werden kann (siehe Abbildung 9). Außerdem wird 

demonstriert, dass die Anwendung des Oberflächenmarkers CD45 bei der Abgrenzung 

der Lymphozyten von anderen Leukozyten nicht unbedingt notwendig erscheint. CD45 
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kann allerdings hilfreich zur Definition von Lymphozyten sein, wenn die 

Erythrozytenlyse oder die Separation von PBMC nur unvollständig durchgeführt 

werden konnte. 

Abschließend kann festgestellt werden, dass weitere Bemühungen unternommen 

werden sollten, um quantitative Veränderungen der peripheren B-Zell-

Subpopulationen als Hinweise für Krankheitsprognosen von Autoimmunkrankheiten 

und Immundefekten mit Beginn im Kindesalter eindeutiger erkennen und bestätigen 

zu können. Obwohl die unterschiedlichen Arbeitsgruppen ähnliche Ergebnisse liefern 

und so für eine hohe Reproduzierbarkeit der Methode der durchflusszytometrischen 

Charakterisierung von B-Zell-Subpopulationen sprechen, sollte eine weitere 

Standardisierung bei der Durchflusszytometrie und vor allem bei der Analyse der 

Zellen angestrebt werden [66,72,73]. 
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5 Zusammenfassung 

B-Lymphozyten sind die zellulären Träger der humoralen Immunität des adaptiven 

Immunsystems. Sie spielen eine wesentliche Rolle bei Immundefekten und 

Autoimmunprozessen. 

In den letzten Jahren wurde bereits über verschiedene sich abhängig vom Lebensalter 

entwickelnde B-Zell-Subpopulationen berichtet. Jedoch wurden altersbezogene 

Referenzwerte dieser B-Zellen, insbesondere für das Kindes- und Jugendalter, kaum 

beschrieben. In dieser Arbeit sollten daher Entwicklungsveränderungen der peripheren 

B-Zell-Subpopulationen von der Kindheit bis zum Erwachsenenalter charakterisiert und 

altersabhängige Referenzwerte generiert werden. In einer durchflusszytometrischen 

Analyse wurden dafür sowohl relative als auch absolute Häufigkeiten für naive B-

Zellen, Gedächtnis-B-Zellen, Transitionalzellen, Plasmablasten und CD21low CD38low B-

Zellen vom Neugeborenen bis zu einem Alter von 50 Jahren untersucht und eine 

Normwerttabelle erstellt.  

Die meisten B-Zell-Subpopulationen des peripheren Blutes zeigen spezifische 

ontogenetische Veränderungen. So nimmt die Frequenz der CD19+ B-Zellen mit dem 

Alter ab. Während die periphere B-Zell-Population im Kindesalter vor allem von 

Transitionalzellen und naiven Zellen dominiert wird, steigt mit zunehmendem Alter die 

Fraktion der Gedächtnis-B-Zellen graduell an. CD21low CD38low B-Zellen und 

Plasmablasten weisen keine wesentlichen altersbezogenen Veränderungen der 

Häufigkeit auf. 

Ein Vergleich zwischen der Immunfluoreszenzfärbung von mittels 

Dichtegradientenzentrifugation separierten mononukleären Zellen des peripheren 

Blutes und des Vollblutes erbrachte vergleichbare Ergebnisse. Die Färbung im Vollblut 

mit anschließender Erythrozytenlyse ist daher als praktikablere Methode zur Analyse 

der B-Zell-Subpopulationen zu empfehlen. 

Die in dieser Arbeit erbrachten Referenzwerte der B-Zell-Subpopulationen ermöglichen 

eine bessere Interpretation von B-Zell-Entwicklungs- und Verteilungsstörungen. 
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6 Abkürzungen 

ABCB1 ABC-Transporter, ATP-Bindendes 

Transmembranprotein der Gruppe B (CD243) 

APC     Allophycocyanin 

BAFF-R     B Cell Activating Factor- Rezeptor 

BCR     B-Zell-Rezeptor 

Bm 1-5     Mature B-Cells 

BSA     Bovine Serum Albumine 

btk     Brutons Tyrosin Kinase 

C3d-R     Komplementrezeptor 3d (CD21) 

CD     Cluster of Differentiation 

CD40L     CD40-Ligand 

C-Region Konstante Region 

CR2 Komplementrezeptor 2 (CD21) 

CVID Common Variable Immunodeficiency 

CXCR     Chemokinrezeptor 

D-Region    Diversity Region 

ESID European Society for Immunodeficiencies 

FACS     Fluorescence Activated Cell Sorting 

FITC     Fluorescein-Isothiocyanat 

FSC     Forward Scatter 

g     Gramm 

GAM     Generalisiertes Additives Modell 

H-Kette    Schwere Kette (heavy) 

Ig     Immunglobulin 

IL     Interleukin 

J-Region    Joining Region 

L-Kette     Leichte Kette (light) 

m     Männlich 
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M     Mol 

MALT     Mucosa Associated Lymphoid Tissue 

MHC     Major Histocompatibility Complex 

min     Minute 

ml     Milliliter 

µl     Mikroliter 

MZ-B     Marginalzonen-B-Zelle 

NaCl     Natriumchlorid 

PALS     Periarteriolar Lymphoid Sheath 

PAMP Pathogen Assoziierte Molekulare Muster 

PBS Phosphate Buffered Saline 

PE     Phycoerythrin 

PerCP     Peridinin Chlorophyll Protein 

PBMC     Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 

RSV     Respiratory Syncytial Virus 

SLE     Systemischer Lupus Erythematodes 

SSC     Side Scatter 

T1/2     Transitionalzelle 1/2 

TNF     Tumor-Nekrose-Faktor 

U     Unit 

V-Region    Variable Region 

w     Weiblich 

XLA     X-Linked Agammaglobulinemia M. Bruton 
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