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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Immunthrombozytopenie (ITP)

Die Immunthrombozytopenie (ITP) kann in eine primédre Form, die nicht durch
eine andere Erkrankung verursacht wird, und in eine sekundare Form, die im
Zusammenhang mit anderen Grunderkrankungen steht, eingeteilt werden [1]. Es
sind sowohl Erwachsene als auch Kinder betroffen [2]. Im Zentrum der
Erkrankung steht die erhohte Blutungsneigung, die durch einen immunologisch
vermittelten Abbau der Thrombozyten, hauptsachlich durch autoreaktive
Antikorper, bedingt ist [3]. Diverse Therapieoptionen, wie die Gabe von
Glucocorticoiden, anderen Immunsuppressiva und B-Zell-depletierenden
monoklonalen Antikérpern sowie, das Verabreichen von Blutplattchenbildung
stimulierenden Substanzen, stehen heutzutage zur Verfiigung. Zusatzlich ist eine

invasive Behandlung der ITP mit der Entfernung der Milz eine Option [4, 5].

1.1.1 Definition und Einteilung der ITP

Bei der primdaren Immunthrombozytopenie werden die korpereigenen
Thrombozyten zum einen durch autoreaktive Antikérper angegriffen und teilweise
zerstort [1, 6], zum anderen spielen auch T-Zell vermittelte (zytotoxische)
Prozesse und Storungen bei der Bildung der Thrombozyten im Knochenmark eine
Rolle [7]. Die Diagnosestellung der ITP ist eine Ausschlussdiagnose, bei der eine
Thrombozytopenie mit einer Blutplattchenzahl von <100x10°/L im Blut auftritt
[6]. Die sekundare ITP wird durch ein multifaktorielles Geschehen bestimmt.
Hierbei sind haufig vererbte oder erworbene Krankheiten pradisponierend, wie
z. B. chronische Infektionskrankheiten durch das Helicobacter pylori-Bakterium
[8], das humane Immundefizienz-Virus  (HIV) [9], aber auch
Autoimmunkrankheiten wie die Rheumatoide Arthritis oder der Systemische
Lupus Erythematodes (SLE). Zusatzlich kann eine sekundare

Immunthrombozytopenie im Rahmen von primaren Immundefekten auftreten.
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Bei etwa 80 % der erkrankten Erwachsenen liegt eine primdre ITP vor [10, 11]. Die
Inzidenz der primaren ITP liegt bei ungefdhr 3,3 auf 100 000 Erwachsenen pro
Jahr, bei einer Pravalenz von 9,5 auf 100 000 Erwachsenen und steigt mit dem
Lebensalter an [12, 13]. Frauen im mittleren Alter sind etwas haufiger betroffen als
Maéanner, wohingegen bei Personen liber 65 Jahren die Verteilung ausgeglichen ist
[14]. Bei Kindern liegt die Inzidenz mit ca. 6 auf 100 000 Kindern pro Jahr
hingegen hoher [11, 13].

Die ITP lasst sich zeitlich in drei Phasen einteilen. Die ersten drei Monate nach der
Diagnose werden als ,neu-diagnostizierte ITP“ bezeichnet, statt frither ,akute ITP“.
Die zweite Phase bis einschliefllich 12 Monate nach der Diagnose wird als
spersistente ITP“ bezeichnet. Dauert die ITP ldnger als 12 Monate an, spricht man
von einer ,chronischen ITP“. Als refraktar wird die Erkrankung bezeichnet, wenn

diese nach Splenektomie weiterhin andauert [6].

1.1.2 Pathophysiologie der ITP

Die primare ITP wird hauptsichlich durch IgG-Autoantikdérper, die sich gegen
korpereigene Thrombozyten und Megakaryozyten richten, verursacht. IgM- und
IgA-Antikorper spielen im Vergleich zu IgG-Antikérpern eine eher untergeordnete
Rolle [15, 16]. Die Autoantikorper binden an bestimmte Glykoproteine (GP) auf
der Zelloberflache der Thrombozyten, wie GPIIbllla und GPIb-IX-V [17]. Solche mit
Autoantikorpern beladene Thrombozyten werden vermehrt abgebaut [18]. Hierbei
scheinen anti-GPIIbllla Antikérper vornehmlich eine Fc-Rezeptor-abhingige
Phagozytose der Thrombozyten in der Milz zu vermitteln, wohingegen anti-GPIb-
IX-V Antikorper eine Desialylierung und einen Fc-Rezeptor-unabhdngigen Abbau
der Thrombozyten in der Leber iiber Ashwell-Morell Rezeptoren induzieren [19,

20].

Bei ITP-Patienten werden nicht nur Autoantikorper gegen Oberflachenstrukturen
der Blutplattchen gefunden, sondern auch gegen zytosolische Proteine. Es wird
vermutet, dass diese gelosten Proteine durch antigenprasentierende Zellen

vermehrt T-Zellen dargeboten werden [21].
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Des Weiteren werden auch Autoantikdrper detektiert, die gegen Megakaryozyten,
den Vorlduferzellen der Thrombozyten im Knochenmark, gerichtet sind. Durch
diese scheinen die Megakaryozyten in ihrem Reifungsprozess gestort zu werden
und die Neubildung von Thrombozyten im Knochenmark wird beeintrachtigt [22,
23]. Durch elektronenmikroskopische Aufnahmen konnte z. B. ein unnatiirlicher
Verlauf der Apoptose und ein verandertes Wachstum der Megakaryozyten in der

Zellkultur gezeigt werden [22, 24].

Neben den autoreaktiven Antikoérpern scheinen auch autoreaktive T-Zellen eine
Rolle in der Verminderung von Thrombozyten und Megakaryozyten in der ITP zu
spielen [25, 26]. So sind bei manchen ITP-Patienten zytotoxische CD8+ T-Zellen,

die Thrombozyten direkt lysieren kdnnen, nachweisbar [27].

Jedoch sind bei ca. 30-40 % der ITP-Patienten keine Autoantikdérper detektierbar
[28]. Daher werden die antithrombozytiren Antikoérper nach internationalen

Leitlinien auch nicht als essentielles Diagnosekriterium der ITP gefordert [29].

1.1.3 Verlauf und Therapie der ITP

Bei der ITP sind Symptome haufig, die aus der Thrombozytopenie resultieren, wie
petechiale Einblutungen, Purpura, Schleimhautblutungen und Epistaxis. Als
gravierendste, aber mit einer Wahrscheinlichkeit von ca. 1,5 % sehr seltene
Komplikation, treten intrakranielle Blutungen auf. Im Vergleich zur
Gesamtbevolkerung ist die Mortalitit von ITP-Patienten um das ca. 1,5-fache

erhoht. [3, 30, 31].

Im Allgemeinen ist bei der Mehrheit der erwachsenen ITP-Patienten eine
medikamentdse Heilung eher selten zu erreichen, sodass die Erkrankung meist in
das chronische Stadium voranschreitet [32]. Dagegen stellt die ITP bei der
Mehrheit der betroffenen Kinder eine selbstlimitierende Erkrankung dar, was ein

Hinweis auf unterschiedliche Krankheitsprozesse bei beiden Gruppen sein kénnte
[2].

Im Therapieregime der ITP besteht die erste Option in der Gabe von

Glucocorticoiden oder intravendsem Immunglobulin, mit dem Ziel, den
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Thrombozytenabbau zu reduzieren [33, 34]. Haufig eingesetzte Glucocorticoide,
wie Dexamethason oder Prednisolon, scheinen die Zusammensetzung des T-Zell-
Kompartiments positiv zu beeinflussen, indem sich die Zahl der regulatorischen T-
Zellen sowie T-1-Helferzellen (Thl) und T-2-Helferzellen (Th2) wieder
normalisiert und die regulatorischen Zytokine Interleukin-10 (IL-10) und

transformierende Wachstumsfaktor-Beta (TGF-3) ansteigen [35, 36].

An zweiter Stelle des Therapieregimes steht die Splenektomie oder die Gabe des
chimdren monoklonalen Antikérpers Rituximab, der sich gegen den
Oberflaichenmarker CD20 der B-Zellen richtet. Hierbei stellt die Splenektomie
bislang den Goldstandard mit Remissionsraten von ca. 60 % dar [37, 38]. Der
Grund dafiir ist, dass durch eine vollstandige Entfernung der Milz der Abbau der
Thrombozyten reduziert wird und keine B- und T-Zell-Autoaktivierung mehr in
dieser stattfindet. In jlingster Zeit wird die Splenektomie als Therapiemethode
allerdings weniger angewandt, da eine Entfernung der Milz mit Langzeitrisiken,
wie erhohter Anfalligkeit fir bakterielle Infektionen bis hin zur Sepsis und einer

erh6hten Gefahr der Thromboembolie, einhergeht [39].

Als neuere Therapieoption stehen die Thrombopoetin-Rezeptor-Agonisten
Romiplostim und Eltrombopag zur Verfiigung, die durch eine vermehrte
Megakaryozytenbildung zu einer Erhohung der Plattchenproduktion im
Knochenmark fiihren [29]. Die Erfolgsrate der Thrombopoetin-Rezeptor-

Agonisten-Therapie liegt nach neuen Studien bei ca. 80-94 % [40].

Allgemein gibt es bei der Therapie der chronischen ITP Hinweise darauf, dass ein
frither und aggressiver Therapieansatz, bestehend aus einer immunmodulierenden
und einer zell-depletierenden Komponente, die beste Wirksamkeit zeigt. Ein
Beispiel dafiir ware die Kombination aus Dexamethason und Rituximab [32, 41].
Schlief3lich hat das jeweilige Krankheitsstadium eine grofle Auswirkung auf die

Prognose bestimmter Therapieregime [42].
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1.2 B-Zell-Entwicklung und -Differenzierung

Die B-Lymphozyten, auch B-Zellen (von Bursa Fabricii oder bone marrow)
genannt, sind ein zentraler Bestandteil des erworbenen, adaptiven Immunsystems
und stellen eine Zellpopulation dar, die in der Lage ist, durch Erkennung
bestimmter Antigene liber B-Zell-Rezeptoren, diese als Antikorper zu produzieren
und ins Blut abzugeben. Defekte in der B-Zellentwicklung, in der Selektion, sowie
in der Funktion kénnen zu Autoimmunerkrankungen, Krebs, Immundefekten und
Allergien fiihren [43]. Einen groben Uberblick iiber die im Folgenden
beschriebenen Schritte der B-Zell-Entwicklung und -Differenzierung liefert

Abbildung 1.
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Abbildung 1: B-Zell-Entwicklung und -Differenzierung.

Aus den hamatopoetischen Vorlauferzellen (HSC) entwickeln sich im
Knochenmark die Pro-B-Zellen (Pro). Die Rekombination der D- und ]-
Gensegmente der schweren Kette findet in diesem Stadium statt. In der frithen Pre-
B-Zellphase (Pre) folgt die Umlagerung des V-Gensegments der schweren Kette.
Diese bildet zusammen mit den V-set-Pre-B-Zell-Ersatz- (V-preB) und lambda-
ahnlichen-Leichtketten den Pre-B-Zell-Rezeptor im Zellinneren. Die erfolgreiche
Umlagerung der kappa- oder lambda-Leichtkettensegmente ersetzt den V-preB-
Teil des Pre-B-Zell-Rezeptors und bildet zusammen mit der schweren Kette das
[gM-Molekiil an der Oberflache unreifer B-Zellen (Unreif).

Die unreifen B-Zellen migrieren in die Milz als sog. Transitional-B-Zellen (TZ). Dort
vervollstandigen sie ihren ersten Entwicklungsschritt je nach Spezifitat ihres B-
Zell-Rezeptors als sog. Marginalzone-B-Zellen (MZ) oder follikuldare B-Zellen (FZ).
Beide Gruppen gehoren zu den sogenannten naiven oder reifen B-Zellen.

6
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Bei Antigenkontakt und mit der Unterstiitzung von neutrophilen B-Helferzellen
entwickeln sich Marginalzone-B-Zellen in kurzlebige Plasmazellen (Kurz PZ), die in
der Lage sind, IgM zu bilden. Follikulare B-Zellen werden durch Bindung von
Antigenen aktiviert und entwickeln sich im Keimzentrum iiber Keimzentrum-B-
Zellen (GC) mit der Unterstiitzung von T-Helferzellen zu Gedachtnis-B-Zellen (Ged.
BZ) oder iiber die Stufe der Plasmablasten zu langlebigen Plasmazellen (Lang PZ),
die IgG-, IgA-, IgE- und IgD-Antikdrper produzieren kénnen.

1.2.1 B-Zell-Entwicklung: Somatische Rekombination und Bildung von B-Zell-

Rezeptoren im Knochenmark

Bei allen Sdugetieren werden die B-Zellen aus hamatopoetischen Stammzellen
(HSC) im Knochenmark oder vor der Geburt in der fetalen Leber gebildet [44, 45].
Hierbei entstehen aus den hdmatopoetischen Stammzellen die Pro-B-Zellen. In
dieser frithen Phase werden im Knochenmark die Gensegmente, die den variablen
Teil des sich spater an der Oberfliche befindenden B-Zell-Rezeptoren kodieren,
funktionell neu umgelagert [46]. Diese als Rearrangement oder Rekombination
bezeichnete Umlagerung, dient dazu, durch Neukombination der VDJ-Regionen der
schweren Kette (H-Kette) ein umfangreiches B-Zell-Rezeptor-Repertoire gegen
auftretende Antigene zu ermoglichen. Diese VD]-Rekombination wird auch als
somatische Rekombination bezeichnet. Zuerst werden bei den Pro-B-Zellen die D-
und J-Gensegmente der schweren Kette neu kombiniert, gefolgt von einer
Neuordnung der V-Segmente an diese DJ]-Gensegmente. Die somatische
Rekombination ermdéglicht somit die Bildung eines grof3en Pools an verschiedenen
B-Zell-Rezeptoren, die rechnerisch in der Lage sind, ca. 5x1013 verschiedene
Antigene zu binden und zu erkennen. Da die B-Zell-Rezeptoren als Vorlage fiir die
spatere Antikorperproduktion fungieren, werden diese oft auch als

,membrangebundene Form des Antikorpers“ bezeichnet.

Nach erfolgreicher VDJ-Genumlagerung der schweren Kette in der Pro-B-Zell-
Phase wird diese als sogenannte schwere-pu-Kette von Pre-B-Zellen in der
Proteinbiosynthese hergestellt. Ziel der Pre-B-Zellphase ist es, die Pre-B-Zell-
Rezeptoren, als Vorstufe der spateren B-Zell-Rezeptoren, zu bilden und
Gensegmente der leichten-Ketten in dieser Phase neu zu kombinieren. Bei Pre-B-
Zellen sind sogenannte Ersatz-leichte-Ketten, bestehend aus lambda-5 (CD179B)-
und V-Pre-B-Zell-Surrogat-Leichtketten (V-PreB; CD179A) vorhanden. Diese

7
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schlieffen sich mit der schweren-pu-Kette und den transitorischen
Signaliibertragermolekiilen Ig-alpha (CD79a) und Ig-beta (CD79b) zusammen und
bilden die Pre-B-Zell-Antigen-Rezeptoren (Pre-BCR) im Zellinneren [45, 47]. Die
Expression des Pre-BCR hat mehrere Auswirkungen: Zum einen werden durch
spezielle Enzyme die Neuordnung und die Expression der Gensegmente der
schweren Kette auf dem homologen Chromosom ausgeschaltet, dies wird allelische
Exklusion genannt. Zum anderen werden durch die Pre-BCR die Umlagerung der
Gensegmente der leichten Kette und die Inaktivierung der Expression der Ersatz-
leichten-Ketten angestofden [48, 49]. Die Pre-B-Zellen teilen sich ein bis zwei Mal,
ordnen die Gensegmente fiir die kappa- oder lambda-Leichtketten neu an, und

bilden schlief3lich Leichte-Ketten-Proteine.

Die nachste Population der unreifen B-Zellen ist durch B-Zell-Rezeptoren an der
Zelloberflache in Form von IgM-Molektilen charakterisiert. Diese ergeben sich aus
dem Zusammenschluss der leichten-Kette-Proteine mit der p-schweren Kette. Die
unreifen B-Zellen proliferieren und differenzieren noch nicht nach Antigen-
Kontakt, sondern miissen zundchst die Stufe der Toleranztestung durchlaufen [49-

51].

1.2.2 B-Zell-Toleranz: Zentrale und periphere Toleranz

Uberschieflende Immunreaktionen gegen korpereigene Zellen resultieren hiufig
aus dem Verlust der immunologischen Toleranz, bestehend aus der zentralen und
peripheren Toleranz. Die zentrale Toleranz findet in den primaren lymphatischen
Organen, d. h. fiir B-Zellen im Knochenmark, statt. Der zentralen Toleranz liegen
die Mechanismen der Rezeptor-Editierung, der klonalen Deletion und der Anergie
zugrunde [52]. Als Rezeptor-Editierung wird die sekundare Rekombination der V-
und J-Gensegmente der leichten Kette von autoreaktiven IgM-positiven-unreifen-
B-Zellen bezeichnet. Dadurch konnen neue, nicht mehr autoreaktive, B-Zell-
Rezeptoren entstehen und es wird verhindert, dass autoreaktive B-Zellen aus dem
Knochenmark in den Blutkreislauf austreten konnen [53-56]. Des Weiteren
konnen autoreaktive unreife B-Zellen im Knochenmark iiber die klonale Deletion
eliminiert werden, dabei werden Apoptosesignale durch Bindung von
korpereigenen Antigenen an den B-Zell-Rezeptor induziert. Bei der zentralen

8
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Toleranz spielen, laut Analysen des B-Zell-Repertoires und dessen Reaktivitat bei
Patienten mit monogenen Defekten (primire Immundefekte), Signalwege des B-
Zell-Rezeptors und der Toll-like-Rezeptoren (TLR) eine wichtige Rolle in der
Kontrolle der Selektion der B-Zellen. Diese werden durch intrinsische B-
Zellfaktoren reguliert. Die unreifen B-Zellen, die den Prozess der zentralen
Toleranz iiberstehen und aus dem Knochenmark in die Peripherie wandern,
werden dann Transitional-B-Zellen genannt [57]. Die periphere B-Zell-Toleranz
besteht aus der Anergie, der fehlenden zellularen Aktivierbarkeit, unter anderem
durch das Fehlen kostimulatorischer Signale, und dem Ausschluss aus den
Lymphfollikeln mit anschliefiender Apoptose. Dieses Konzept wurde in einigen

Mausmodellen bestatigt [58-60].
1.2.3 B-Zell-Reifung und Keimzentrumsreaktion in der Milz

Nach Austritt der unreifen B-Zellen aus dem Knochenmark und nach erfolgreichem
zentralen Toleranzprozess bezeichnet man diese als Transitional-B-Zellen. Diese
wandern durch die Blut- und Lymphgefafse und passieren verschiedene sekundare
lymphatische Organe, wie die Lymphknoten, die Tonsillen, die Peyer-Plaques, die
Schleimhdute und die Milz, wobei in dieser Arbeit die Vorgange im Blut und in der

Milz im Vordergrund stehen.

In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass aufderhalb des Knochenmarks die
Milz den Hauptreifungsort der konventionellen B2-Zellen, die aus dem
Knochenmark stammen, darstellt. Die aus der fetalen Leber stammenden B1-
Zellen, reifen hingegen in Peritoneal- und Pleurahdhlen [61, 62]. Fiir die Migration
der B-Zellen in die Follikel der Milz, fiir die Ausbildung der Keimzentren, und fiir
den Austritt aus Geweben in Blut oder Lymphe sind Adhadsionsmolekiile und
Wechselwirkungen mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren von Bedeutung [63,

64].

Weiterhin konnte in Mdusen gezeigt werden, dass die Marginalzone und die

Follikel der Milz von B-Zellen nach Verlassen des Knochenmarks besiedelt werden,

um dort die vollstindige Reifung in follikuldare B-Zellen oder B-Zellen der

Marginalzone zu vollziehen. Beide gehoren zur Gruppe der naiven bzw. reifen B-

Zellen [57]. Die B-Zellen der Marginalzone und Mukosa sind eng mit der T-Zell-
9
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unabhingigen Immunantwort verkniipft. In der Marginalzone der Milz stellen die
B-Zellen die erste Abwehr gegen aus dem Blut stammende Antigene wie z. B.
Zellwandbestandteile (Polysaccharide, Glykolipide) von Bakterien dar. Dabei
werden innerhalb der ersten drei Tage einer bakteriellen Infektion vermehrt
kurzlebige Plasmazellen produziert mit Hilfe von Signalen aus der Bindung von
Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (PAMPS) an Toll-like-Rezeptoren.
Diese kurzlebigen Plasmazellen bilden, neben einigen IgG-Subtypen, hauptsachlich
IgM-Antikorper und besitzen eine relativ geringe Affinitdt zum Antigen [45, 57,
65].

Die meisten reifen B-Zellen werden auch als follikuldare B-Zellen bezeichnet. Sie
sitzen in den Follikeln der sekunddren lymphatischen Organe und werden dort
durch Protein-Antigene aktiviert. Haufig wechseln die follikuldren B-Zellen
zwischen den lymphatischen Organen und werden auch als rezirkulierende B-
Zellen bezeichnet. Dabei finden die Transitional-B-Zellen den Weg in die Follikel
durch Wechselwirkungen mit ihrem Chemokinrezeptor und den Chemokinen, die
z. B. von den follikularen dendritischen Zellen und Stromazellen sezerniert werden
[45]. Beim Menschen sind die Transitional-B-Zellen sowohl durch IgM- als auch
IgD-B-Zell-Rezeptoren auf ihrer Oberflache gekennzeichnet, wobei beide
Membran-Immunglobuline die gleiche Antigenspezifitit aufweisen. Das
Oberflachenmolekiil CD27 wird auf diesen Zellen nicht exprimiert [66]. Die
Immunglobulin-Rezeptoren werden direkt durch geldste Proteinantigene, oder
indirekt durch Prdsentation von Protein-Antigenen der Antigen-prasentierenden
Zellen wie den dendritischen Zellen, aktiviert. Die follikuldren B-Zellen
internalisieren und verarbeiten das gebundene Antigen weiter, wandern
anschliefiend in die T-Zell-Zone des lymphatischen Organs und préasentieren ihr
gebundenes Protein-Antigen iiber den Haupthistokompatibilititskomplex-II
(MHC-II) an T-Helfer-Zellen, die dann zusatzliche Aktivierungsstoffe, wie Zytokine,
ausschiitten [45, 57].

Nach der Aktivierung der follikuldaren B-Zellen durch die T-Zell-abhdngige
Immunantwort migrieren diese wieder zuriick in die Follikel und bilden dort die

sogenannten Keimzentren aus. In diesen vermehren und differenzieren sich die
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aktivierten follikuldren B-Zellen. Des Weiteren finden hier auch die
Affinitatsreifung und der Immunglobulinklassenwechsel statt. Beim letzteren
werden die Isotypen der schweren Kette von aktivierten IgM- und IgD-
exprimierenden Zellen verandert, um tber unterschiedliche Klassen an schweren
Ketten weitere Immunglobuline, wie IgA, IgE oder IgG, bilden zu konnen. Aus dem
Vorgang der Affinitatsreifung ergibt sich eine Erh6hung der Bindungsaffinitat von
Antikorpern zu einem bestimmten Antigen. Dies wird durch eine somatische
Mutation der Immunglobulin-Gene, mit sich anschliefender Selektion der am
starksten bindenden Antikorper, erreicht. Schliefdlich sind die Keimzentren auch
der Ort der Bildung der Gedachtnis-B-Zellen und Plasmablasten. Ein Teil dieser
kurzlebigen und antikorperbildenden Plasmablasten differenziert weiter zu

langlebigen Plasmazellen [45, 67, 68].

1.2.3 B-Zell-Aktivierung und -Differenzierung zu Plasmablasten und Plasmazellen

Die humorale Immunabwehr mit der Bildung der Antikérper wird ilber die
Erkennung von Antigenen an den naiven (reifen) B-Zellen initiiert. Bei der
primadren Immunantwort binden Antigene an die membrangebundenen IgM- und
IgD-Antigen-Rezeptoren auf naiven B-Zellen und aktivieren diese, wenn zwei oder
mehr Antigen-Rezeptoren durch ein multivalentes Antigen tiberbriickt werden. Die
auf diese Weise, oder mit Hilfe von dendritischen Zellen und T-Helfer-Zellen,
aktivierten naiven B-Zellen kdonnen daraufhin in Keimzentren proliferieren oder
sich iiber die Zwischenstufe der Plasmablasten zu Plasmazellen differenzieren
[45]. Plasmazellen produzieren und sezernieren die Antikoérper und sind somit die
zelluldre Grundlage der humoralen Abwehr des Korpers. Durch diese Antikérper
werden bestimmte Antigene in einer Antigen-Antikorper-Reaktion neutralisiert

[69].

Anhand von Untersuchungen von mit dem B-Zell-Therapeutikum Rituximab
behandelten Patienten wurde festgestellt, dass sowohl kurzlebige Plasmablasten
und Plasmazellen, als auch langlebige Plasmazellen im Menschen vorhanden sind
[70, 71]. Letztere {lberleben hauptsdchlich in speziellen Nischen des
Knochenmarks und entziindetem Gewebe [67, 72] oder differenzieren nach

kontinuierlicher Antigen-Exposition [72, 73]. Des Weiteren wird angenommen,
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dass sich die langlebigen Plasmazellen aus B-Zellen, in Verbindung mit follikuldren
T-Helferzellen, in der Keimzentrumsreaktion entwickeln [74]. Da die langlebigen
Plasmazellen einen Teil der Abwehr vor Reinfektion darstellen, werden Sie auch
Gedachtnis-Plasmazellen genannt, um den Bezug zu den Gedachtnis-B-Zellen
herzustellen [75]. Hierbei sezernieren die langlebigen Plasmazellen, die sich als
nicht-teilende Zellen im Knochenmark befinden, spezielle Antikorper iiber
Zeitraume von bis zu einem Jahr, unabhangig von B-Zell-Aktivierung, T-Zellen oder
Antigenexposition [76]. Dariiber hinaus wurden auch in entziindetem Gewebe
langlebige Plasmazellen gefunden, die durch Autoantikérperbildung die
Entziindung vor Ort weiter verstirken konnen [77]. Allgemein scheinen die
langlebigen Plasmazellen sehr resistent gegeniiber Bestrahlung,
Immunsuppressiva oder Rituximab zu sein [67]. Die kurzlebigen Plasmablasten
und Plasmazellen exprimieren vermehrt das humane Leukozyten Antigen (HLA-
DR) auf ihrer Zelloberfliche [78, 79]. Diese kurzlebigen Zellen sind fiir die
Therapie mit konventionellen Immunsuppressiva wie z.B. Rituximab oder
Cyclophosphamid, leichter = zugdnglich, = wohingegen die langlebigen
Gedachtnisplasmazellen fiir die Chronizitit und Therapierefraktaritait von

Autoimmunerkrankungen mitverantwortlich sind [67].

1.2.4 B-Zell-Aktivierung und -Differenzierung zu Gedachtnis-B-Zellen

Die Gedachtnis-B-Zellen, wie auch die Plasmazellen, differenzieren sich aus naiven
B-Zellen des Keimzentrums nach Einwirkung durch verschiedene Signale [80]. Sie
sind an der sekunddren Immunantwort, d. h. dem Erkennen und Bekdmpfen von
bereits bekannten Antigenen, beteiligt. Dabei konnen sie sehr schnell und leicht
aktiviert werden und bilden nach Differenzierung in Plasmazellen sehr schnell eine
grof3e Menge von Antikorpern. Weitere Merkmale der Gedachtnis-B-Zellen sind
[sotypen- bzw. Immunglobulin-Klassenwechsel und Affinitatsreifung [45, 69]. Die
Ausbildung von sogenannten ,switched memory B cells“, also Gedachtnis-B-Zellen
mit einem Klassenwechsel des Ig-Isotyps, und Gedichtnis-B-Zellen ohne
Klassenwechsel findet hauptsachlich in den Keimzentren der Milz und
Lymphknoten statt. Dies wird durch eine Antigen-induzierte T-Zell-abhangige B-
Zell-Aktivierung ermoglicht [81, 82]. Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass
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Gedachtnis-B-Zellen ohne Ig-Klassenwechsel teilweise T-Zell-unabhdngig und

nicht nur in Keimzentrumsreaktionen entstehen [83, 84].

Im Allgemeinen bendtigen die Gedachtnis-B-Zellen eine erneute Antigen-
Stimulation und koénnen je nach Menge des Antigens reguliert werden [69]. Zum
Teil konnen die Gedachtnis-B-Zellen auch tiber Jahrzehnte nach Antigen-Kontakt
persistieren, z. B. nach Impfungen [85, 86]. Als Grund dafiir werden verschiedene
Moglichkeiten in Betracht gezogen, z.B. da die Gedachtnis-B-Zellen, die durch
persistierende Antigene stindig aktiviert werden und in kurzlebige Plasmazellen
differenzieren, eine lange Immunitit aufrechterhalten [87]. Eine weitere
Moglichkeit besteht in der Bildung von Ersatzrezeptoren fiir den B-Zell-Rezeptor
auf der Zelloberflache von z. B. mit Epstein-Barr-Virus (EBV) infizierten Zellen
[88]. Dadurch wird das Uberleben der Gedichtnis-B-Zellen auch ohne extrinsische
Faktoren ermoglicht [89, 90]. Des Weiteren iiberleben und ruhen Gedachtnis-B-
Zellen in speziellen ,Nischen” im Korper. Sie verbleiben dabei in sekundaren

lymphatischen Organen, v.a. in der Milz, oder migrieren in das Knochenmark [91].

1.2.5 Durchflusszytometrische Phinotypisierung von B-Zell-Subpopulationen

beim Menschen

Die hdamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks exprimieren auf der
Zelloberflache CD34, aber noch kein CD10. Dieses ist hingegen bei der folgenden
Stufe, den Pro-B-Zellen zusammen mit CD34 zu finden. Des Weiteren finden sich
die V-preB und terminale Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) als
intrazellulire Marker und vermehrt CD38, sowie der klassische B-Zell-Marker
CD19, auf der Zelloberflache. Die entstehenden Pre-B-Zellen tragen die gleichen
Marker. An der Oberflaiche wird hier aufderdem vermehrt CD20 exprimiert. Die
danach gebildeten unreifen B-Zellen sind durch Verlust der oben genannten
intrazellulairen Marker und die Expression von IgM und CD21 auf der
Zelloberflache charakterisiert [92]. Die ins Blut abgegebenen Transitional-B-Zellen
tragen, im Vergleich zu den unreifen B-Zellen, weniger CD10 auf der Zelloberflache
und zeigen neben einer hohen Expression von IgM eine niedrige (beginnende)

Expression von IgD. Die in der Milz befindlichen Marginalzone-B-Zellen tragen
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zusatzlich noch IgD auf der Oberflache und die Follikuldren-B-Zellen noch den

Oberflachenmarker CD22 [49].

Beim Durchlaufen der Keimzentrumsreaktion wird die CD27 Expression auf den B-
Zelloberflachen induziert [93]. Nach Herkunft und mit Hilfe von spezifischen
Oberflaichenmarkern lassen sich die Gedachtnis-B-Zellen in drei Untergruppen
einteilen: Die CD27- und IgG+ Gedachtnis-B-Zellen aus der Milz, die
CD27+IgM+IgD- und die CD27+IgM-IgD- IgG+ oder IgA+ Gedachtnis-B-Zellen mit
Klassenwechsel aus den Keimzentren sowie die CD27-IgA+ Gedachtnis-B-Zellen
aus dem Darm. Zum Teil finden sich geringe Mengen an CD27-IgG+ und CD27-
IgA+ Gedachtnis-B-Zellen rezirkulierend im Blut [84, 94]. Die Verteilung der
einzelnen Subpopulationen innerhalb der CD27+ Gedachtnis-B-Zellen im Blut
stellt sich folgendermafden dar: CD27+IgM+IgD- Gedachtnis-B-Zellen (ca. 20 %),
CD27+IgM+IgD+ Gedachtnis-B-Zellen (ca. 40 %) und CD27+IgM-IgD- Gedachtnis-
B-Zellen mit Klassenwechsel (ca. 40 %) [95, 96]. Des Weiteren gibt es eine CD27+
B-Zell Untergruppe, die nur IgD und kein IgM exprimiert und im Blutkreislauf
detektiert werden kann, deren Vorkommen aber nur mit < 1 % beschrieben ist
[95]. Die sich weiter aus Aktivierung und Differenzierung bildenden
antikorperproduzierenden Plasmazellen und Plasmablasten sind durch vermehrte

Expression von CD27, CD38 und HLA-DR gekennzeichnet [49, 97].

Eine vollstiandige Liste aller fiir diese Arbeit relevanten immunphéanotypischen

Marker befindet sich in Tabelle 1.
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Tabelle 1: Intrazelluldre- und Oberflichenmarker in der B-Zell-Entwicklung und -
Differenzierung.

Zellklassen Intrazell. Oberflichenmarker
Marker
TdT | VpreB | CD | CD |CD |CD |CD |CD |CD |CD |Ig |Ig |Ig |Ig | HLA-
10 |19 |20 |21 |22 |27 |34 |38 |M |[D |A |G |DR
Hidmato- CDh
poetische 34
Stammzelle
Pro- TdT | VpreB | CD | CD | CD CD | CD
B-Zelle 10 |19 | 20 34 | 38
low ++
Pre- TdT | VpreB | CD | CD | CD CD
B-Zelle 10 | 19 | 20 38
++
Unreife Ch |CD |CD | CD CD | Ig
B-Zelle 10 {19 | 20 |21 38 | M
++
Transitional CD |CD |CD | CD CD | Ig
B-Zelle 10 {19 | 20 |21 38 | M
+
Reife CD | CD Ig
B-Zelle 19 | 20 M
Marginalzone Ch | CD | CD Ig | Ig
B-Zelle 19 | 20 | 21 M | D
Follikulare CD |CD | CD | CD Ig | Ig
B-Zelle 19 |20 |21 |22 M | D
Gedichtnis CDh | CD | CD CD Ig Ig | Ig
B-Zelle 19 | 20 | 21 27 M A |G
Plasmazelle CD | CD CD CD HLA-
19 | 20 27 38 DR
low low ++ ++
Plasmablast CD CD CD HLA-
19 27 38 DR+
++
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1.3 Arbeitsthema: Verdnderungen der B-Zellreihe in der chronischen ITP

Die chronische ITP stellt eine komplexe Immunerkrankung dar, bei der
hauptsachlich autoreaktive Antikorper des IgG-Typs eine Rolle spielen. Die genaue
Pathophysiologie der ITP ist allerdings noch nicht vollstindig geklart und
Gegenstand aktueller Forschung. Es gibt Indizien dafiir, dass bei ITP-Patienten eine
Erhohung der B-Zellzahl insgesamt und auch einiger B-Zell-Untergruppen wie z. B.
der Plasmazellen vorliegt [98]. Es lassen sich, vor allem in der Milz, erhohte
Proliferationsraten und Vorkommen von B-Zellen nachweisen [99, 100]. Des
Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass die Milz, neben dem Knochenmark, auch

bei der Ausbildung autoreaktiver IgG-Antikorper beteiligt ist [15].

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit soll untersucht werden, ob Unterschiede in
der B-Zell Entwicklung und -Differenzierung zwischen Patienten mit chronischer
ITP und Gesunden bestehen. Zur Untersuchung der Verteilung von einzelnen
Subpopulationen innerhalb der B-Zellreihe wurden deshalb Knochenmark-, Blut-
und Milzproben analysiert. Dafiir wurden die einzelnen Gewebeproben
aufbereitet, die B-Zell-Subpopulationen anhand immunphéanotypischer Marker
gefairbt und mittels durchflusszytometrischer Vermessung charakterisiert.
Dadurch ist es moéglich, Unterschiede und Gemeinsamkeiten in der Entwicklung,
wie auch der Differenzierung, von B-Zellen bei chronischen ITP-Patienten im

Vergleich zu den Gesundkontrollen herauszustellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Alle verwendeten Materialien sind in den nachfolgenden Tabellen aufgelistet.

Tabelle 2: Gerate.

Gerite

Hersteller

Absaugsystem

HLC Biotech, Pforzheim

BD FACSCanto® Il

BD Biosciences, Heidelberg

Centrifuge 5804 R

Eppendorf, Hamburg

EASYstrainer® Zellsiebe 70 pm:
542070

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster

Flussigstickstofftank

German-cryo, Jiichen

Forma Scientific -86C Freezer,
Gefrierschrank: -80 °C

Forma Scientific, Marjetta, Ohio ( USA)

Gelaire® Type BSB6,
Laminar-AirFlow-Werkbank

Flow Laboratories, Meckenheim

Hund Wilovert S Mikroskop

Helmut Hund GmbH, Wetzlar

[KA Minishaker® MS2

[KA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Liebherr® KUw 1740,
Kuhlschrank: 2 °C-8 °C

Liebherr-International AG, Bulle
(Schweiz)

Mr.Frosty® Nalgene Cryo 1C Freezing
Container: 5100-0001

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Neubauer Zahlkammer Thoma,
Kammertiefe 0,1 mm: 0640710

Paul Marienfeld GmbH&Co.KG,
Lauda-Koénigshofen

pH- Meter 09070190

Wissenschaftlich-Technische
Werkstitten, Weilheim

PIPETBOY acu

Integra Biosciences AG, Zizers
(Schweiz)

Pipetten:
0.5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Scotsman® AF 103 Eismaschine

Scotsman Frimon, Mailand (Italien)

Zentrifuge Hettich Mikro 120

Andreas Hettich GmbH & Co0.KG,
Tuttlingen
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Tabelle 3: Einwegmaterialien.

Einwegmaterialien

Hersteller

Biosphere® FilterTips, Pipettenspitzen

mit Filter:
0.5-20 ul, 2-100 ul, 100-1000 pl

Sarstedt, Nimbrecht

Cellstar® Pipette sterile 5 ml, 10 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Cellstar® Tubes 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen

CRYO0.S® Gefrierrohrchen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Falcon® 5 ml Polystyrene Round-
Bottom Tubes

VWR, Darmstadt

Handschuhe:
SensiCarelce® Nitrile
Peha-soft® Nitrile

Medline International Germany GmbH,
Kleve
Paul Hartmann AG, Heidenheim an der
Brenz

Pasteurpipetten Glas

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen:
0.5-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pl

Eppendorf, Hamburg

SafeSeal® Reagiergefafd 1,5 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Skalpell Nr. 22

Feather Safety Razor Co.,Osaka (Japan)

S-Monovette® Ammonium-Heparin-
Rohrchen

Sarstedt, Nimbrecht

S-Monovette® EDTA -Rohrchen
(Ethylendiamintetraacetat)

Sarstedt, Nimbrecht

Vernichtungsbeutel VB20

Hartenstein, Wiirzburg

Tabelle 4: Labormaterialien.

Labormaterialien

Hersteller

3M® Schutzbrille

3M Deutschland GmbH, Neuss

Glaspipetten: 5 ml, 10 ml

Brand, Wertheim

Halterung flir Zentrifugenréhrchen

neoLab, Heidelberg

Kalteschutzhandschuhe

VWR, Darmstadt

Laborflaschen: 50 ml, 100 ml, 250 ml,
500 ml

Schott, Mainz

Reagenzglasgestell

Hartenstein, Wiirzburg

Universal-Rack,
Halterung flir Reagiergefafie

Hartenstein, Wiirzburg
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Tabelle 5: Antikorper.

Antikérper Hersteller Katalognummer
gg;ﬁ;ﬁ: r?:nB(ilgél BioLegend, Koblenz 354905
ﬁfo(il?ZT-Ahuman TdT Antibody, BioLegend, Koblenz 368807
ﬁig{)?&;alglz_nhtll{r?s 29CD19 BioLegend, Koblenz 302218
?grﬁlfg,;g:)%l;tgéi:al\r/l[?l_l\};[l_lggan BioLegend, Koblenz 314515
Zﬁfb?)rét}ifl‘(‘ﬁagﬁgzo BioLegend, Koblenz 302303
gﬁszré?:}gg;?gﬂ)&z_ 1 BioLegend, Koblenz 363507
er;ljcfbir:&}gg;ar;vigzll BioLegend, Koblenz 311103
Goat Anti-Human IgA FITC SouthernBiotech, Eching 2050-02
Goat Anti-Human IgG PE SouthernBiotech, Eching 2040-09
git?ggié};}lgiﬁ;cl?sl[g%a (VpreB) BioLegend, Koblenz 347404
gil;fbpo/ ;;i(foin&h%lzn;in bz7 BioLegend, Koblenz 356407
ziifbpo/ (;Z;TSKISOir:ltsi%hluman D34 BioLegend, Koblenz 343611
E\E{i%};z;?éﬁ;hrﬂrg??ogno BioLegend, Koblenz 312213
gi{l(l:)};z;ngl;hr?n;ﬁ?; D38 BioLegend, Koblenz 303515
E];Oﬁii??miﬂuman gD, BD Biosciences, Heidelberg 555779
Tabelle 6: Chemikalien und Lésungen.
Chemikalien/L6sungen Hersteller Katalognummer
Aqua ad iniectabilia 1000ml f/l'el?sri‘rllrg‘xelsunge“ AG, 160618061
Bovines Serum Albumin (BSA)  Sigma-Aldrich, Miinchen A9647
21;4; (5) g/?imethylsmfo"id) Carl Roth GmbH, Karlsruhe ~ A994.2

— ® ot - =
A
eBioscience® Permeabilization = Thermo Fisher Scientific, 00-8333

Buffer 10x

Dreieich
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Chemikalien/L6sungen Hersteller Katalognummer
FicoLite-H (Human), o .

Dichte: 1,077 g/ml Linaris, Wertheim GTF1511KYA
FBS Superior Biochrom GmbH, Berlin S 0615

Isotonische Kochsalzlosung,

0,9 % NaCl-Losung

Fresenius Kabi Deutschland

GmbH, Bad Homburg 6096595.00.00

PBS Tablets

Life technologies, Darmstadt 003002

RPMI-1640 MEDIUM

(mit L-Glutamine und NaHCO3)

Sigma-Aldrich, Miinchen R8758

Tabelle 7: Puffer und Arbeitslésungen.

Puffer/ Arbeitslésungen

Zusammensetzung

FACS-Puffer
(1x PBS, 0,5 % BSA)

0,5% BSA
PBS-Losung, pH 7,4 bei
2-8 °C gelagert

RPMI-1640 MEDIUM
+10% FBS+1 % PS

10% FBS
1% Penicillin/ Streptomycin
in RPMI-1640 MEDIUM
(mit L-Glutamine und NaHCO3)
bei 2-8°C gelagert

Tabelle 8: Software.

Software Hersteller

BD FACSDIVA®6 BD Biosciences, Heidelberg

Endnote® X8 Thomson Reuters, Philadelphia, PA (USA)
Flow]o®10 Flow]Jo, LLC, Ashland, OR (USA)

GraphPad® Prism 5 GraphPad Software, La Jolla, CA (USA)

Office Excel® 2010

8gi§§ 5?5‘;\:;; l;%iil 8® 2010 Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleifdheim
Office Word® 2010
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2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung

Die verwendeten Blut-, Knochenmark- und Milzproben wurden zunachst mittels
der Dichtegradientenzentrifugationsmethode in die einzelnen Blutbestandteile
aufgetrennt, um so die mononukledren Zellen (Lymphozyten und Monozyten) zu
separieren. Aufderdem wurden dabei die im Plasma gelosten Immunglobuline
abgetrennt, die die folgende Immunfarbung der B-Zellen nachteilig beeinflussen

konnten.

2.2.1.1 Gewinnung von Blut- und Knochenmarkproben

Die vendsen Blutproben von ITP-Patienten und den Gesundkontrollen, ebenso wie
die Knochenmarkproben, wurden mit S-Monovette® Ammonium-Heparin-
Roéhrchen oder Ethylendiamintetraacetat (EDTA) -Roéhrchen antikoaguliert und
innerhalb von 24 Stunden weiterverarbeitet. Hierzu wurden zunichst in einem
50 ml Tube 15 ml Ficoll® (Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer)-Hypaque-
Zuckerlosung (FicoLite-H®) vorgelegt. Ein zweites 50 ml Tube wurde mit dem
Patientenblut befiillt und mit der gleichen Menge 0,9 %-iger isotonischer NaCl-
Losung verdiinnt und vermischt. Im nachsten Schritt wurde in einer 5 ml Pipette
das Blut-Medium-Gemisch aufgezogen und langsam vom Rand aus auf die
Oberflache des schrag gestellten Tubes mit der Ficoll®-Losung appliziert bis das
Blutgemisch die Ficoll®-Flussigkeit tiberlagerte. Zur Trennung des Blutgemisches
wurde nun ein Zentrifugationsschritt angeschlossen. Hierbei wurde fiir 25 min bei

1500 rpm und 21°C ohne Bremse zentrifugiert. Danach ergab sich folgendes Bild:
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Plasma
Blut

Zentrifugieren |
2 [ Mononukledre

Zellen

Ficoll

Ficoll

Erythrozyten/

Monozyten

Abbildung 2: Trennung der mononuklearen Zellen aus einer Blutprobe durch die
Dichtegradientenzentrifugationsmethode.

Die Blutprobe wird tiiber eine vorgelegte Ficoll®-Hypaque-Losung mit einer
definierten Dichte (1,077g/ml) geschichtet. Durch das anschlief3ende
Zentrifugieren wandern bestimmte Zellen des Blutes, je nach Dichtegradienten,
durch das Medium bis zu der Stelle, an der die Dichte der Zellen mit der des
Mediums iibereinstimmt. Dabei ergibt sich folgendes Bild: Zellen, die eine hohere
Dichte als die Ficoll®-Losung haben, wie Erythrozyten und neutrophile
Granulozyten, kommen ganz unten im Réhrchen zum Liegen. Dagegen verbleiben
Zellen mit einer geringeren Dichte als die Ficoll®-Lésung, wie die Thrombozyten
und das fliissige Plasma mit gelosten Stoffen, oben im Rohrchen. Zwischen dieser
obersten Schicht und der Ficoll®-Losung bildet sich eine diinne Schicht mit
mononukledren Zellen, d. h. Monozyten und Lymphozyten.

Die mit mononuklearen Zellen durchsetzte Schicht zwischen dem Plasma und der
Ficoll®-Fliissigkeit wurde mit einer 5 ml Plastikpipette vorsichtig abgenommen
und in ein neues 50 ml Tube tliberfiihrt. Dieses Gemisch von mononukleédren Zellen
wurde in einem sich anschlieffenden Waschschritt mit RPMI-Puffer + 10 %
Fotales Bovines Serum (FBS) und 1 % Penicillin/ Streptomycin (PS) bis auf ein
Volumen von 50 ml aufgefiillt. Danach wurde 10 min lang bei 1500 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der sich dadurch ergebende Uberstand wurde abgesaugt und
verworfen. Anschlieflend wurde, je nach gewilinschter Weiterverwendung, das

librig gebliebene Zellpellet mit unterschiedlichen Puffern versehen. Im Falle der
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sich direkt anschliefenden Farbungen und FACS-Messungen wurde nach dem

unter 2.2.2.1 aufgefiihrten Schema verfahren.

Fiir den Fall der langfristigen Lagerhaltung in einem Tank mit ca. -200 °C kaltem
Fliissigstickstoff wurden folgende vorbereitende Schritte durchgefiihrt. Das
Zellpellet wurde mit einer definierten Menge von 30 ml RPMI-Puffer +10 % FBS
und 1 % PS versetzt und resuspendiert. Nun wurden 10 pl der Losung mittels der
Eppendorf®-Pipette nach kurzem Mischen entnommen und mit 10 pl 3 %-iger
Essigsdure vermischt um verbleibende Erythrozyten zu lysieren. Dann wurden
hieraus 10 pl der Mischung entnommen und die Zellzahl mittels Neubauer-
Zahlkammer mikroskopisch bestimmt. Daraus ldsst sich die Gesamtzellzahl im
Medium berechnen. Erneut wurde wie oben beschrieben zentrifugiert und der
Uberstand abgesaugt um das Zellpellet anschliefend im Einfriermedium (1 Teil
Dimethylsulfoxid (DMSO) mit 9 Teilen FBS) zu resuspendieren. Dabei wurde die
Menge Medium verwendet, um ungefahr auf folgende mononuklearen Zellzahlen
im Gefrierr6hrchen zu kommen: ca. 5-7 x 109/ml bei Blutproben, je 1 x 107/ml bei
Knochenmark- und Milzproben. Im Folgenden wurden die jeweiligen
Zellsuspensionen mittels Eppendorf®-Pipette in ein CRYO.S®-Gefrierr6hrchen
tiberfiihrt und entsprechend beschriftet. Dann wurden diese Gefrierrohrchen in
einem mit Isopropanol befiillten Gefriercontainer eingestellt und fiir drei Tage bei
ca. -80 °C gelagert. Abschliefdend wurden die Proben im Fliissigstickstoff-Tank bei
ca.-200 °C platziert.

2.2.1.2 Gewinnung von Milzproben

Das Milzgewebe der einzelnen Proben wurde mit einem Skalpell zerkleinert und
auf ein Sieb mit der Maschenweite 70 pm, das auf ein 50 ml Tube angebracht
wurde, gegeben. Danach wurde das Milzgewebe durch das Sieb gerieben und mit
dem RPMI-Puffer (+ 1 % PS + 10 % FBS) nachgespilt. Die so erhaltene
Suspension  wurde, wie bereits oben beschrieben, mittels der

Dichtezentrifugationsmethode und einer Ficoll®-Losung weiterverarbeitet.
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2.2.2 Erstellen von Farbeschemata fiir die durchflusszytometrische Analyse

In der Arbeit wurden geeignete Farbeschemata fiir die Blut-, Knochenmark- und
Milzproben etabliert. Dabei wurden Vortestungen mit Blut- oder Tonsillengewebe
vorgenommen, um die passenden Farbemischungen zu erhalten. Die jeweiligen
Farbeschemata der Gewebeproben wurden entsprechend dem untenstehenden
Ablauf angewandt und sind im Folgenden exemplarisch anhand der Blutproben

ausgefiihrt.

2.2.2.1 Vorbereitung der Blutproben fiir die durchflusszytometrische Analyse

Es wurden die eingefrorenen mononuklearen Zellen (ca. 5-7x10° in 1 ml) aus dem
Stickstoff-Tank entnommen und ziigig unter warmem Wasser aufgetaut.
Anschliefend wurde die aufgetaute Zellsuspension in ein 15 ml Tube mit 3 ml
vorgelegtem RPMI-Puffer (+ 10 % FBS + 1 % PS) tiberfiihrt. Hingengebliebene
Zellreste an der Wandung des 1,5 ml Reagiergefafies wurden mit 1 ml RPMI-Puffer
gewaschen und ebenfalls in das Tube iiberfiihrt. Die nun entstandene 5 ml RPMI-
Zellsuspension wurde 10 min bei 4 °C mit 1500 rpm zentrifugiert. Anschlief3end
wurde der Uberstand unter der Sicherheitswerkbank mittels einer Pasteurpipette
abgesaugt. Darauthin wurde das Pellet mit 1ml FACS-Puffer (PBS + 0,5 % Bovines
Serum Albumin (BSA)) aufgenommen und resuspendiert. Nun erfolgte nochmals
der gleiche Zentrifugationsschritt wie oben beschrieben und das erneute Absaugen
des Uberstandes. Das Zellpellet wurde in 40 pl FACS-Puffer aufgenommen,

resuspendiert und in ein beschriftetes 1,5 ml Reagiergefaf? tiberfiihrt.

Parallel zum ersten Zentrifugationsschritt (s.0.) wurde die Oberflachenfarbung
nach der Zusammensetzung der Farbemischung vorbereitet. Dazu wurde die
jeweils benotigte Menge an FACS-Puffer (ad 20 pl) im Reagiergefafd vorgelegt und
im Anschluss die fluoreszenzmarkierten Antikorper der Farbemischung zugegeben
(Tabelle 9). Die fertige Farbelosung wurde mit 40 pl der Zellsuspension gut
vermischt, im Kihlschrank bei 4 °C fiur 15 min inkubiert und mit 1 ml FACS-Puffer
gewaschen. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 1500 rpm fiir 5 min wurde der
Uberstand abgesaugt und das Pellet in 300 pl FACS-Puffer resuspendiert, in ein
Rundboden-Réhrchen  tberfiihrt und bis zu der  anschliefSenden

durchflusszytometrischen Vermessung auf Eis gelagert.
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Tabelle 9: Farbemischung fiir die Oberflachenfarbung von Blutproben.

Ziel Fluorochrom Menge (ul)
CD24 FITC 1,0
IgD PE 0,5
CD21 APC 0,5
CD27 PerCP-Cy5.5 0,5
CD38 PE-Cy7 0,5
CD19 APC-Cy7 0,5
IgM BV421 0,3

2.2.2.2 Vorbereitung der Knochenmarkproben fiir die durchflusszytometrische

Analyse

Die Knochenmarkproben wurden analog zu den Blutproben aufgetaut, und mit
RPMI bzw. FACS Puffer gewaschen, wie bei den Blutproben beschrieben. Im
Anschluss wurde das Zellpellet in 40 ul FACS-Puffer aufgenommen, resuspendiert

und in ein beschriftetes 1,5 ml Reagiergefaf iiberfiihrt.

Die Antikorperverdiinnungslésungen wurden wie in Tabelle 10 beschrieben
vorbereitet und mit FACS-Puffer auf 20 pl erganzt. Im Anschluss wurde die
Farbelosung mit 40 pl der Zellsuspension gut vermischt und im Kiihlschrank bei
4 °C fir 15 min gelagert. Danach wurde 1 ml FACS-Puffer hinzugegeben und das
Rohrchen bei 1500 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt,
das Pellet in 300 pl FACS-Puffer resuspendiert. in ein Rundboden-Réhrchen

tiberfiihrt und bis zur durchflusszytometrischen Messung auf Eis gelagert.

Tabelle 10: Farbemischung fiir die Oberflaichenfarbung von Knochenmarkproben.

Ziel Fluorochrom Menge (ul)
CD20 FITC 0,3
IgD PE 1,5
CD21 APC 0,5
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CD34 PerCP-Cy5.5 1,5
CD10 PE-Cy7 0,5
CD19 APC-Cy7 0,5
IgM BV421 0,3

2.2.2.3 Vorbereitung der Milzproben fiir die durchflusszytometrische Analyse

Die Farbung der Oberflachenstrukturen der Milzproben erfolgte wie bei den Blut-
und Knochenmarkproben beschrieben. Die Herstellung der Farbemischung hierfir

istin Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Farbemischung fiir die Oberflachenfarbung von Milzproben.

Ziel Fluorochrom Menge (ul)
CD24 FITC 1,0
CD86 PE 1,0
CD19 APC-Cy7 1,5
CD27 PerCP-Cy5.5 0,5
CD20 PE-Cy7 0,1
HLA-DR APC-Cy 0,3
CD38 BV421 0,3

Fur die intrazelluldre Farbung und die Farbung der Oberflachenstrukturen wurden
statt 40 pl der gewaschenen Zellsuspension (s.0.) 80 ul Zellsuspension verwendet.
Diese grofiere Menge war notig, da darin zunidchst die Oberflachenfarbung
durchgefithrt wurde. Dafiir wurden die Zellsuspension und die
Oberflachenfarbstoffe aus der Farbemischung in einem 1,5ml Reagiergefaf3
vermischt und im Kiihlschrank bei 4 °C fiir 15 min inkubiert. Dann wurde 1 ml

FACS-Puffer hinzupipettiert und gewaschen. Schlieflich wurde bei
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Raumtemperatur mit 1500 rpm {ber 5 min zentrifugiert und der entstehende
Uberstand abgesaugt, um mit dem Zellpellet weiterzuarbeiten. Dieses Pellet wurde
mit 200 pl Fixations/-Permeabilisierungspuffer versetzt (50 upl + 150 ul),
vermischt und tiber 20 min bei 4 °C im Kiihlschrank stehen gelassen. Dies diente
dem Fixieren der abgelaufenen Oberflachenfarbung. Dann wurden 500 pl des
Permeabilisierungspuffers (10x Puffer 150 pl + 1350 pl Aqua dest.) hinzugegeben,
resuspendiert und erneut zentrifugiert (1500 rpm, 5 min, 4 °C). Der Uberstand
wurde abgesaugt und verworfen. Erneut wurden 500 pl Permeabilisierungspuffer
hinzupipettiert und zentrifugiert (1500 rpm, 5 min, 4°C). Der
Permeabilisierungspuffer erfiillt hier die Aufgabe, die B-Zellen aufzuschlief3en,
damit die intrazelluliren Farbstoffe an die sonst in der Zelle schwer zu
erreichenden Strukturen binden kénnen. Beim Absaugen wurde ein Uberstand von
ca. 50 pl belassen, um damit die intrazellulire Farbung durchzufiihren. Dazu
wurde die Farbemischung, die fiir die Oberflachenfarbung verwendet worden war,
mit den intrazellularen Farbstoffen versetzt und so gebrauchsfertig gemacht. Die
eventuell notigen Vorverdiinnungen fiir die Antikérperfarbungen wurden mit 1:10
Permeabilisierungspuffer angefertigt. Die ca. 50 ul Uberstand wurden mit dem
Zellpellet resuspendiert und komplett in die nun fertige Farbemischung tiberfiihrt,
vermischt und fiir 20 min im Kiihlschrank bei 4 °C farben gelassen. Schliefdlich
wurde ein letztes und drittes Mal mit 500 pl Permeabilisierungspuffer gewaschen
und zentrifugiert (1500 rpm, 5 min, 4 °C). Ein vorsichtiges Absaugen des
Uberstandes und Resuspendieren in 300 pl FACS-Puffer mit Uberfiihrung der
Zellsuspension in das FACS-Glasrohrchen komplettierten diesen letzten

Arbeitsschritt.

Tabelle 12: Farbemischung fiir die intrazelluldre- und Oberfldchenfiarbung von
Milzproben.

Ziel Fluorochrom Menge (ul)
IgA intrazelluldr | FITC 0,05
IgG intrazellular | PE IgG Southern | 0,05
B.
CD19 APC-Cy7 1,5
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CD 27 PerCP-Cy5.5 0,5
CD 38 PE-Cy7 0,3
HLA-DR APC-Cy 0,3
IgM intrazelluldr | BV421 0,2

2.2.3 Datenerhebung und Analysestrategie der durchflusszytometrischen

Messungen

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden mittels des
Durchflusszytometers BD FACSCanto® II durchgefiihrt. Dabei wurden die Rohdaten
mit der Software BD FACSDiva® 6 aufgenommen und zur weiteren Verarbeitung
gespeichert. Vorher wurden mit dem Programm Anpassungen an der Einstellung
des Durchflusszytometers vorgenommen und eine Kompensationsmethode
entwickelt, damit die Ergebnisse mit moglichst hoher Trennschdrfe in den
gewiinschten Zielbereichen lagen. Dies wurde mittels Vortestungen an Blut- und

Tonsillenproben mit den gleichen Farbeschemata wie spater verwendet erreicht.

Die Aufbereitung der Messdaten der FACS-Messungen wurde mit Hilfe des
Programmes Flow]o® Version 10 durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Daten zunachst
importiert und entsprechend bearbeitet. Ausgehend hier von konnten die
relevanten Zielbereiche der jeweils zu untersuchenden Zellpopulation, nach
Gegeniiberstellung von bestimmten Oberflichen- bzw. intrazellularen Markern,
erhalten werden. Die Ergebnisse der in Flow]Jo® angefertigten Zielbereiche der
Zellmessungen wurden in Microsoft Office Excel® exportiert und bearbeitet, um
anschliefdend die Resultate mittels Graphpad Prism® 5 grafisch darzustellen und

zu analysieren.
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3

3.1 Darstellung der Patientenkohorte

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die klinischen Daten der

untersuchten ITP-Patienten.

Tabelle 13: Klinische Daten der Patientenkohorte.
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3.2 Charakterisierung der B-Zell-Subpopulationen des Blutes

Um die B-Zell-Entwicklung und -Differenzierung bei ITP-Patienten mit den von

B-Zell-Subpopulationen

wurden

zu vergleichen,

Individuen

gesunden

unterschiedlicher Entwicklungsstadien des Blutes, des Knochenmarks und der

Milz durchflusszytometrisch untersucht. Hierbei wurden Blutproben von 28 ITP-
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Patienten mit Referenzwerten von altersentsprechenden, gesunden Individuen

verglichen.

3.2.1 Durchflusszytometrische Analysestrategien der B-Zell-Subpopulationen von

Blutproben

Die Aufbereitung der Messdaten der durchflusszytometrischen Messungen wurde
mit Hilfe des Programmes Flow]Jo® Version 10 durchgefiihrt. Hierfiir wurden die
Daten zunachst importiert und wie in Abbildung 3 exemplarisch fiir eine Blutprobe
von ITP-Patienten dargestellt, bearbeitet. Zuerst wurden die Messpunkte der
durchflusszytometrischen Messung auf den relevanten Lymphozyten-Bereich (R1)
hin aus der Menge der vermessenen mononukledren Zellen eingegrenzt (=
,Gating“). Um nur einzelne Zellen zu analysieren, wurden mogliche Dupletten bzw.
Agglomerate von der Analyse ausgeschlossen, indem der Bereich einzelner Zellen
jeweils im Seitwartsstreulicht (SSC=Side Scatter) mit SSC-H gegen SSC-W (R2) und
im Vorwartsstreulicht (FSC= Forward Scatter) mit FSC-H gegen FSC-W (R3)
definiert wurde. Die so erhaltene Population von einzelnen Lymphozyten wurde
mit der Auftragung von CD19 gegen CD27 auf die B-Zell-Population (R4) begrenzt.
Ausgehend hiervon konnten die relevanten B-Zell-Subpopulationen durch

Gegeniiberstellung von bestimmten Oberflaichenmarkern erhalten werden.
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Abbildung 3: Gatingstrategie fiir die Charakterisierung der B-Zell-Subpopulationen
im Blut.

Die Population der Lymphozyten wurde anhand der Signale des
Vorwartsstreulichtes (FSC-A, entspricht Grofde) und des Seitwartsstreulichtes
(SSC-A, entspricht Granularitat) festgelegt (R1, Lymphozyten). Die Einzelzellen der
Lymphozyten wurden im Vorwartsstreulicht mit FSC-H gegen FSC-W (R2) und im
Seitwartsstreulicht mit SSC-H gegen SSC-W (R3) von Dupletten/Aggregaten
getrennt. Die B-Zellen wurden als CD19+ und CD27+ sowie CD27- Zellen definiert
(R4, B-Zellen). Es wurden folgende B-Zell-Populationen definiert: CD27+IgD- (R5,
Gedachtnis-B-Zellen mit Klassenwechsel), CD27+IgD+ (R6, Gedachtnis-B-Zellen
ohne Klassenwechsel), CD27-IgD- (R7, atypische Gedachtnis-B-Zellen), CD27-IgD+
(R8, naive B-Zellen), CD24++CD38++ (R9, Transitional-B-Zellen), CD24-CD38++
(R10, Plasmablasten/Plasmazellen) und CD21-CD38- (R11, CD21low CD38low B-
Zellen).
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3.2.2 Durchflusszytometrische Analyse der B-Zell-Subpopulationen von

Blutproben

Die B-Zell-Subpopulationen von 28 ITP-Patienten im peripheren Blut wurden mit
laboreigenen Normwerten von 220 Gesunden, aus der Publikation ,Reference
values for B cell subpopulations from infancy to adulthood“ von Morbach et al.
verglichen [101]. Dabei wurden die ITP-Patienten und Gesundkontrollen nach
Alter in etwa drei gleich grofde Kohorten eingeteilt. Die erste Kohorte, im Weiteren
als ,Kinder” bezeichnet, besteht aus 8 ITP-Patienten und 105 Gesundkontrollen
mit einer Altersstruktur von 0-8 Lebensjahren. Die zweite Kohorte ,Jugendliche”
setzt sich aus 11 ITP-Patienten und 52 Gesunden zusammen, die eine
Altersverteilung von 9-18 Lebensjahren aufweist. Die dritte Kohorte, die
,Erwachsenen”, besteht aus 9 ITP-Patienten und 63 Gesunden mit einer
Altersstruktur von 19-65 Lebensjahren. Zum Vergleich der Proben wurden aus der
jeweiligen Kohorte die Mittelwerte mit Standardabweichungen (+/-SD) berechnet
und die unabhédngigen, normalverteilten Ergebnisse der Gesundkontrollen mit den
Ergebnissen der ITP-Patienten mittels ungepaartem t-Test verglichen. Das
Signifikanzniveau wurde auf 5 % festgelegt, und somit die Werte mit p < 0,05 als

statistisch signifikant gewertet.

Zunachst wurden die relativen Haufigkeiten der B-Zell-Gesamtpopulation
(CD19+) innerhalb der Lymphozyten im Blut von ITP-Patienten und Gesunden in
den verschiedenen Alterskohorten verglichen (Abbildung 4). Dabei zeigten sich bei
den ITP-Patienten der ersten Kohorte ,Kinder” ein Mittelwert an gemessenen B-
Zellen von 10,6 % (+/-3,4) und bei den Gesundkontrollen ein Mittelwert von 16,8
% (+/-6,8). Hierbei lag der Mittelwert bei den ITP-Patienten um 6,2 % niedriger
als bei den Gesunden und war damit statistisch signifikant (p = 0,012). In der
zweiten Kohorte ,Jugendliche“ lag der Mittelwert bei den ITP-Patienten bei 12,3 %
(+/-6,8), bei den Gesunden bei 13,7 % (+/-5,4) und in der dritten Kohorte
»~Erwachsene” in der ITP-Gruppe bei 9,4 % (+4/-7,1) und bei den Gesunden bei 9,2
% (+/-2,8). Die Auswertung der zweiten und dritten Kohorte zeigte somit keine
signifikanten Unterschiede in den relativen Haufigkeiten der B-Zellen innerhalb

der Lymphozyten, mit p = 0,433 in der zweiten Kohorte und mit p = 0,876 in der
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dritten Kohorte. In der Gesamtschau ist eine stetige Abnahme der B-Zell-Haufigkeit
tber die Alterskohorten bei den Gesunden zu verzeichnen, im Vergleich dazu ist

keine eindeutige Tendenz bei den ITP-Gruppen zu beobachten.

\N) w N
< < e

CD19+/Lymphozyten (%)

[
e

Kontlrolle I'I:P Kontlrolle I'I:P Kontlrolle ITP

0 - 8 Jahre 9-18 Jahre 19 - 65 Jahre

Abbildung 4: Relativer Anteil der B-Zellen im Blut in Abhangigkeit vom Alter.
Vergleich des Anteils von B-Zellen (CD19+) innerhalb der Lymphozyten von
Gesunden (= Kontrolle) und ITP-Patienten (= ITP) in den Alterskohorten von 0-
8 Jahren, 9-18 Jahren und 19-65 Jahren. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte
und Standardabweichungen.

Die kurzlebige Population der Transitional-B-Zellen wurde anhand der
Oberflaichenmarker CD24 und CD38, die auf diesen vermehrt exprimiert werden,
vermessen (Abbildung 5). Im Gesamtbild ergaben sich bei den ITP-Gruppen, im
Vergleich zu den Gesunden, in den Kohorten der Kinder und Jugendlichen
signifikante Verminderungen der relativen Haufigkeiten dieser Zellgruppe mit
p=0,001 und p < 0,0001. In der Kohorte der Erwachsenen lief3 sich die gleiche
Tendenz erkennen, die aber mit p = 0,052 nicht signifikant ist. Die Mittelwerte und
Standardabweichungen der ITP-Gruppen lagen nach Alterskohorten aufsteigend
bei 4,1 % (+/-4,7), 1,7 % (+/-2,2) und 1,9 % (+/-1,7). Die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Gesund-Gruppen lagen nach Alterskohorten
aufsteigend bei 8,9 % (+/-5,0), 5,8 % (+/-2,6) und 3,3 % (+/-2,1).
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Abbildung 5: Relativer Anteil der Transitional-B-Zellen im Blut in Abhdngigkeit
vom Alter.

Vergleich des relativen Anteils der Transitional-B-Zellen (CD24++CD38++)
innerhalb der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-Patienten
(=ITP) in den Alterskohorten von 0-8 Jahren, 9-18 Jahren und 19-65 Jahren.
Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

Die Population der reifen bzw. naiven B-Zellen wurde bei Blutproben der ITP-
Patienten untersucht und ebenfalls mit den B-Zell-Normwerten der gesunden
Alterskohorten verglichen (Abbildung 6). Die Ergebnisse zeigten keine
signifikanten Unterschiede bei den ITP-Gruppen und Kontrollgruppen in den
jeweiligen Kohorten. Die Mittelwerte lagen in der Kinderkohorte bei 79,2 % (+/-
7,7) in der ITP-Gruppe und bei 84,4 % (+/-9,5) in der Kontrollgruppe (p = 0,133).
In der Kohorte der Jugendlichen betrugen die Werte 79,5 % (+/-12,0) in der ITP-
Gruppe und 79,0 % (4+/-10,3) in der Gruppe der Gesunden (p = 0,883). Die
Erwachsenenkohorte zeigte einen Mittelwert von 72,7 % in der ITP-Gruppe (+/-
18,2) und 67,8 % (+/-12,7) in der Gruppe der Gesunden (p = 0,404).
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Abbildung 6: Relativer Anteil der naiven B-Zellen im Blut in Abhdngigkeit vom
Alter.

Vergleich des relativen Anteils naiver B-Zellen (CD27-IgD+) innerhalb der CD19+
B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-Patienten (= ITP) in den
Alterskohorten von 0-8 Jahren, 9-18 Jahren und 19-65 Jahren. Dargestellt sind die
jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

Die Gedachtnis-B-Zellen lassen sich durchflusszytometrisch in drei Gruppen
einteilen. Eine Gruppe mit Immunglobulin (Ig)-Klassenwechsel, die sich durch die
Expression des Gedachtnis B-Zell Markers CD27 und der fehlenden Expression von
IgD auszeichnet, eine Gruppe ohne Ig-Klassenwechsel (CD27+IgD+) und die
Gruppe der doppelt negativen Gedachtnis-B-Zellen mit fehlender CD27- und IgD-
Expression. Diese B-Zell-Subpopulationen wurden ebenso durchflusszytometrisch

untersucht.

Bei den Gedachtnis-B-Zellen ohne Ig-Klassenwechsel (Abbildung 7) zeigten sich in
der Kohorte der Kinder keine signifikanten Unterschiede (p =0,777) zwischen
den ITP-Patienten mit 5,9 % (+/-3,1) im Mittel und der Kontrollgruppe mit 6,3 %
(+/-3,8). Die Kohorte der Jugendlichen zeigte signifikant niedrigere Haufigkeiten
bei der ITP-Gruppe mit 4,8 % (4/-2,2) als bei den Gesunden mit 8,3 % (+/-4,7),

bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p=0,019. Bei der Kohorte der
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Erwachsenen lagen die Werte bei 9,6 % (+/-9,1) in der ITP-Gruppe und bei 14,6 %
(+/-7,0) in der Gesundkontrolle, bei p = 0,056. Insgesamt konnte man hier eine
Tendenz zur geringeren Haufigkeit des Auftretens dieser B-Zell-Subpopulation bei
ITP-Patienten im Vergleich zu Gesundkontrollen beobachten, mit signifikanten

Unterschieden bei den Jugendlichen- und Erwachsenenkohorten.
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Abbildung 7: Relativer Anteil der Gedachtnis-B-Zellen ohne Ig-Klassenwechsel im
Blut in Abhdngigkeit vom Alter.

Vergleich des relativen Anteils der Gedachtnis-B-Zellen ohne Ig-Klassenwechsel
(CD27+1gD+) innerhalb der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und
ITP-Patienten (= ITP) in den Alterskohorten von 0-8 Jahren, 9-18 Jahren und
19-65 Jahren. Dargestellt sind die jeweiligen  Mittelwerte und
Standardabweichungen.

Die Haufigkeit der Gedachtnis-B-Zellen mit Ig-Klassenwechsel (Abbildung 8) zeigte
bei der Kohorte der 0-8 Jahrigen eine signifikante Erhéhung (p = 0,0326) der ITP-
Gruppe mit dem Mittelwert 7,5 % (+/-3,6) gegeniiber der Kontrollgruppe mit
4,2 % (+/-4,2). Die Kohorte der 9-18 Jahrigen zeigte bei den ITP-Patienten mit
einem Mittel von 8,7 % (+/-6,6) und 7,2 % (+/-4,8) bei den Gesunden keinen
signifikanten Unterschied (p = 0,385). Ebenso geringe Unterschiede lieferten die
Ergebnisse der Kohorte der 19-65 Jahrigen mit 13,2 % (+/-9,3) in der ITP-Gruppe
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und 12,7 % (+/-6,5) in der Kontrollgruppe bei einem p = 0,855. Insgesamt lasst
sich eine leicht erh6hte Haufigkeit von CD27+IgD- Gedachtnis-B-Zellen bei ITP-
Patienten im Vergleich zu den Kontrollgruppen feststellen, wobei nur in der

Kinderkohorte der Unterschied signifikant war.

CD27+IgD-/CD19+ (%)

Kontrolle ITP Kontrolle ITP Kontrolle ITP

0 -8 Jahre 9 -18 Jahre 19 - 65 Jahre

Abbildung 8: Relativer Anteil der Gedachtnis-B-Zellen mit Ig-Klassenwechsel im
Blut in Abhdngigkeit vom Alter.

Vergleich des relativen Anteils der Gedachtnis-B-Zellen mit Ig-Klassenwechsel
(CD27+1gD-) innerhalb der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-
Patienten (= ITP) in den Alterskohorten von 0-8 Jahren, 9-18 Jahren und 19-
65 Jahren. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

Als weitere B-Zell-Subpopulation wurde die Gruppe der CD27-IgD- atypischen
Gedachtnis-B-Zellen untersucht (Abbildung 9). Die Kohorte der Kinder mit
p=0,001 und die Kohorte der Jugendlichen mit p= 0,004 zeigten jeweils
signifikant erhohte Haufigkeiten bei den gemittelten Werten der ITP-Gruppen mit
75 % (+/-3,6) und 7,0 % (+/-4,2). Dagegen lagen die Mittelwerte der
Gesundgruppen im Vergleich bei 3,7 % (+/-3,0) und 4,3 % (+/-2,5). In der
Kohorte der Erwachsenen lag der Mittelwert der ITP-Gruppe mit 4,5 % (+/-3,8)
tiber dem Wert der Kontrollgruppe mit 3,6 % (+/-1,9), diese waren aber mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,253 nicht signifikant.
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Abbildung 9: Relativer Anteil der atypischen Gedachtnis-B-Zellen im Blut in
Abhangigkeit vom Alter.

Vergleich des relativen Anteils der atypischen Gedachtnis-B-Zellen (CD27-IgD-)
innerhalb der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-Patienten
(=ITP) in den Alterskohorten von 0-8 Jahren, 9-18 Jahren und 19-65 Jahren.
Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

Im Weiteren wurde die Haufigkeit von sogenannten anergen B-Zellen in
Blutproben von ITP-Patienten im Vergleich zu Gesundkontrollen untersucht
(Abbildung 10). Diese B-Zell-Subpopulation ist durch eine verminderte Expression
von CD21 und CD38 charakterisiert. Sie reagieren vermindert auf eine Aktivierung
iiber den B-Zell-Rezeptor und werden daher auch anerge B-Zellen genannt. In der
Kohorte der Kinder (p < 0,0001) und der Jugendlichen (p = 0,009) fanden sich
signifikant hohere Mittelwerte bei den ITP-Gruppen im Vergleich zu den
Gesunden. Die Mittelwerte der Kinder-Kohorte lagen bei der ITP-Gruppe bei 6,3 %
(+/-2,5), bei den Gesunden bei 2,6 % (+/-1,5), bei der ITP-Gruppe der
Jugendlichen Kohorte bei 6,8 % (+/-3,7), dagegen bei der Kontrollgruppe nur bei
2,1 % (+/-1,3). Die Kohorte der Erwachsenen zeigte keine signifikanten
Unterschiede (p = 0,054) mit Mittelwerten von 4,7 % (+/-2,8) bei ITP-Patienten

und 3,0 % (+/-1,8) bei den Gesunden. Zusammenfassend liegen die Mittelwerte
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der relativen Haufigkeiten der anergen B-Zellen bei allen Kohorten bei der ITP-
Gruppe hoher als bei den Gesundkontrollen, wenn auch bei der dritten Kohorte der

Unterschied nicht signifikant ist.
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Abbildung 10: Relativer Anteil der anergen B-Zellen im Blut in Abhangigkeit vom
Alter.

Vergleich des relativen Anteils der anergen B-Zellen (CD21llow CD38low)
innerhalb der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-Patienten (=
ITP) in den Alterskohorten von 0-8 Jahren, 9-18 Jahren und 19-65 Jahren.
Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

Zuletzt wurde bei den Blutproben noch die Gruppe der antikérperproduzierenden
Zellen, bestehend aus den Plasmablasten und den Plasmazellen, untersucht
(Abbildung 11). Nur die Mittelwerte der Kohorte der Jugendlichen zeigte eine
signifikant erniedrigte Haufigkeit bei der ITP-Gruppe im Vergleich zur Gesund-
Gruppe mit 0,17 % (+/-0,25) zu 1,3 % (+/-1,3) bei p = 0,0037. Die Kinder- und
Erwachsenenkohorten zeigten die gleiche Tendenz (p = 0,30 und p =0,21), die
aber nicht signifikant war. Die Mittelwerte der ITP-Gruppe lagen bei 1,0 % (+/-
1,1) und 0,83 % (+/-0,74), die der Gesundgruppen bei 1,6 % (+/-1,6) und 1,3 %
(+/-1,1).
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Abbildung 11: Relativer Anteil der antikérperproduzierenden Zellen im Blut in
Abhangigkeit vom Alter.

Vergleich des relativen Anteils der antikdrperproduzierenden Zellen (CD24-
CD38++) innerhalb der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-
Patienten (= ITP) in den Alterskohorten von 0-8 Jahren, 9-18 Jahren und 19-
65 Jahren.. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

Insgesamt zeigten sich somit bei der Analyse der B-Zell Subpopulationen des
Blutes quantitative Veranderungen, die vor allem die CD21-CD38- atypischen
Gedachtnis-B-Zellen und die CD27+IgD+ Gedéachtnis-B-Zellen, sowie die

Transitional-B-Zellen betreffen.

3.3 Charakterisierung der B-Zell-Subpopulationen des Knochenmarks

Es wurden Knochenmarkproben von 7 ITP-Patienten mit Kontrollen von

5 Gesunden durchflusszytometrisch vermessen und anschlief3end analysiert.
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3.3.1 Durchflusszytometrische Analysestrategien von B-Zell-Subpopulationen von

Knochenmarkproben

Im Folgenden wird die durchflusszytometrische Analysestrategie exemplarisch an
einer Knochenmarkprobe erlautert (Abbildung 12). Dabei wurde zuerst der
Lymphozyten-Bereich (R1) aus der Menge der vermessenen mononukledren
Zellen eingegrenzt. Anschliefend wurden mogliche Agglomerate eliminiert, indem
der Bereich einzelner Zellen jeweils im Seitwartsstreulicht mit SSC-H gegen SSC-W
(R2) und im Vorwartsstreulicht mit FSC-H gegen FSC-W (R3) festgesetzt wurde.
Die so erhaltene Population von einzelnen Lymphozyten wurde durch die
Auftragung von CD19 gegen CD34 auf die CD19+ B-Zell-Population (R4) begrenzt.
Ausgehend hiervon konnten die relevanten B-Zell-Subpopulationen der B-Zell-
Entwicklung durch Gegeniiberstellung von bestimmten Oberflichen- bzw.

intrazellularen Markern erhalten werden.
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Abbildung 12: Gatingstrategie fiir die Charakterisierung der B-Zell-Entwicklung im
Knochenmark.

Die Population der Lymphozyten wurde anhand der Signale des
Vorwartsstreulichtes (FSC-A, entspricht Grofde) und des Seitwartsstreulichtes
(SSC-A, entspricht Granularitat) festgelegt (R1, Lymphozyten). Die Einzelzellen der
Lymphozyten wurden im Vorwartsstreulicht mit FSC-H gegen FSC-W (R2) und im
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Seitwartsstreulicht mit SSC-H gegen SSC-W (R3) von Dupletten/Aggregaten
getrennt. Die B-Zellen wurden als CD19+ und CD34+ sowie CD34- Zellen definiert
(R4). Die B-Zellen wurden nach den Oberflaichenmarkern CD20 gegen CD10
untersucht. Es wurden folgende B-Zell-Populationen definiert: CD20+CD10-- (R5,
naive B-Zellen), CD20+CD10+ (R6, unreife B-Zellen), CD20+/--CD10+ (R7, Pre-B-
Zellen), CD20-CD10++(R8, Pro-B-Zellen).

3.3.2 Durchflusszytometrische Analyse der B-Zell-Subpopulationen von

Knochenmarkproben

Das Knochenmark stellt den Ort der B-Zell-Entwicklung dar. Es werden aus den
hadmatopoetischen Stammzellen iiber verschiedene B-Zell-Vorstufen reife B-Zellen
gebildet. In dieser Arbeit wurden die B-Zell-Entwicklungsstufen der Pro-B-Zellen
(CD34+CD19+), der Pre-B-Zellen (CD34-CD19+4+CD20-CD10+), der unreifen B-
Zellen (CD34-CD19+CD20+CD10+) wund der reifen B-Zellen (CD34-
CD19+CD20+CD10-) untersucht (Abbildung 13). Daftr wurden
7 Knochenmarkproben von ITP-Patienten mit 5 Proben von
immunologisch/hdmatologisch Gesunden durchflusszytometrisch vermessen.
Anschlief3end wurden in der jeweiligen B-Zell-Entwicklungsstufe innerhalb der
CD19+ B-Zellen, die jeweiligen Mittelwerte mit Standardabweichungen der ITP-
Gruppe und der Gesund-Gruppe verglichen und mittels ungepaartem t-Test auf
Signifikanz hin analysiert. Die frithe Entwicklungspopulation der Pro-B-Zellen
zeigte eine relative Haufigkeit von 3,5 % (+/-3,4) in der ITP-Gruppe und 2,3 %
(+/-1,2) in der Gesundgruppe und damit keinen signifikanten Unterschied
(p=0,493). Bei der Analyse der nachsten Entwicklungsstufe (Pre-B-Zellen)
konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (p =0,727) festgestellt
werden, bei Mittelwerten von 19,4 % (+4/-16,1) in der ITP-Gruppe und 16,1 %
(+/-14,9) in der Kontrollgruppe. Die beiden frithen B-Zell-Entwicklungsstadien
(Pro- und Pre-B-Zellen) zeigten bei den ITP-Patienten eine leicht erhohte, aber
nicht signifikante Tendenz in der Haufigkeit. Bei den Populationen der unreifen
(p=0,700) und reifen (p=0,735) B-Zellen konnten auch keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Patientengruppe und den Gesundkontrollen festgestellt
werden, wobei hier eine Tendenz zu leicht erniedrigten Mittelwerten bei den ITP-

Patienten zu sehen war. Die Mittelwerte der ITP-Gruppe lagen bei den unreifen B-
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Zellen bei 8,1 % (+/-4,8) und bei den reifen B-Zellen bei 63,7 % (+/-19,9). Die
Werte der Kontrollgruppe lagen entsprechend bei 9,6 % (+/-8,1) und 67,6 % (+/-
18,3). Insgesamt ergeben sich somit keine Hinweise auf eine quantitativ

veranderte frithe B-Zell-Entwicklung im Knochenmark der ITP-Patienten.
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Abbildung 13: B-Zell-Subpopulationen im Knochenmark.

Vergleich der B-Zell-Subpopulationen innerhalb der CD19+ B-Zellen von
Gesunden (= Kontrolle) und ITP-Patienten in den Populationen der Pro-B-Zellen
(= pro), der Pre-B-Zellen (= pre), der unreifen B-Zellen (= unreif) und der reifen
B-Zellen (= reif). Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte und
Standardabweichungen.
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3.4 Charakterisierung der B-Zell-Subpopulationen der Milz

Es wurden Milzproben von 12 ITP-Patienten mit Kontrollen von 10 Gesunden

durchflusszytometrisch vermessen und analysiert.

3.4.1 Durchflusszytometrische Analysestrategien der B-Zell-Subpopulationen von

Milzproben

Die Abbildung 14 zeigt die Gatingstrategie fiir die Charakterisierung der B-Zell-
Subpopulationen in der Milz. Dabei wurde zundchst der gesamte Bereich der
Lymphozyten (R1) aus der Menge der vermessenen mononukledren Zellproben
eingegrenzt. Danach wurde der Bereich einzelner Zellen jeweils im
Seitwartsstreulicht mit SSC-H gegen SSC-W (R2) und im Vorwartsstreulicht mit
FSC-H gegen FSC-W (R3) festgesetzt, um mogliche Agglomerate von Zellen zu
eliminieren. Die Population der Gesamt-B-Zellen (R4) wurde durch die Auftragung
von CD19 gegen CD27 erhalten. Ausgehend hiervon konnten die relevanten B-Zell-
Subpopulationen durch Gegeniiberstellung von bestimmten Oberflaichen- bzw.

intrazellularen Markern erhalten werden.
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Abbildung 14: Gatingstrategie fiir die Charakterisierung der B-Zell-
Subpopulationen in der Milz.

Die Population der Lymphozyten wurde anhand der Signale des
Vorwartsstreulichtes (FSC-A, entspricht Grofde) und des Seitwartsstreulichtes
(SSC-A, entspricht Granularitat) festgelegt (R1, Lymphozyten). Die Einzelzellen der
Lymphozyten wurden im Vorwartsstreulicht mit FSC-H gegen FSC-W (R2) und im
Seitwartsstreulicht mit SSC-H gegen SSC-W (R3) von Dupletten/Aggregaten
getrennt. Die B-Zellen wurden als CD19+, CD27+ sowie CD27- Zellen definiert
(R4). Die B-Zellen wurden nach den Oberflichenmarkern CD38 gegen CDZ20
untersucht. Es wurden folgende B-Zell-Population definiert: CD38+CD20- (RS5,
antikorperproduzierende Zellen), CD38+HLA-DR- (R6, Plasmazellen) und
CD38+HLA-DR+ (R7, Plasmablasten).

3.4.2 Durchflusszytometrische Analyse der B-Zell-Subpopulationen von

Milzproben

Die Milz ist der Hauptreifungsort der Transitional-B-Zellen zu reifen, naiven B-
Zellen. Werden die reifen B-Zellen durch Antigen-Kontakt aktiviert, bilden diese
nach Vermehrung, Differenzierung und Affinitatsreifung die Keimzentren aus.
Dabei werden Sie dann als Keimzentrum-B-Zellen bezeichnet. In diesen werden die
kurzlebigen Plasmablasten, die sich zum Teil weiter zu Plasmazellen

differenzieren, sowie die Gedachtnis-B-Zellen gebildet. Letztere lassen sich in zwei
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Untergruppen einteilen, diejenigen mit Immunglobulinklassenwechsel und
diejenigen ohne. In dieser Arbeit wurden die B-Zell-Subpopulationen der Milz von
naiven B-Zellen, von Keimzentrum-B-Zellen, von antikérperproduzierenden
Plasmablasten und von Plasmazellen, sowie von Gedichtnis-B-Zellen mit

Klassenwechsel und Gedachtnis-B-Zellen ohne Klassenwechsel analysiert.

3.4.2.1 Vergleich ITP-Patienten gegen Gesundkontrollen

Zunachst wurde die Population der naiven B-Zellen durch IgM-positive und CD27-
negative Marker charakterisiert. Hierbei zeigten sich bei der Kontrollgruppe mit
einer gemittelten Haufigkeit von 46,0 % (+/-19,7), im Vergleich zu 49,1 % (+/-
24,3) bei den ITP-Patienten keine signifikanten Unterschiede (p = 0,758)
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: Relativer Anteil der naiven B-Zellen in der Milz.

Vergleich des relativen Anteils reifer (naiver) B-Zellen (CD27-IgM+) innerhalb der
CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-Patienten in der Milz.
Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

In der weiteren Analyse wurden die sogenannten Keimzentrum-B-Zellen
untersucht (Abbildung 16). Diese wurden als CD24-CD38+ Zellen charakterisiert.
Die Mittelwerte dieser Population lagen bei den ITP-Patienten mit 0,74 % (+/-
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0,7) gegeniiber 0,48 % (+/-0,5) bei den Gesunden etwas hoher. Dieser

Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant mit p = 0,315.
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Abbildung 16: Relativer Anteil der Keimzentrum-B-Zellen in der Milz.

Vergleich des relativen Anteils der Keimzentrum-B-Zellen (CD24-CD38+)
innerhalb der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-Patienten.
Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

Die Gedachtnis-B-Zellen der Milz lassen sich in eine Population mit Ig-
Klassenwechsel (CD27+IgM-) (Abbildung 17) und eine ohne Ig-Klassenwechsel
(CD27+I1gM+) (Abbildung 18) einteilen. Dabei zeigte sich in der Gruppe mit Ig-
Klassenwechsel bei der Kontrollgruppe ein Wert von 20,5 % (+/-11,8) und bei der
ITP-Gruppe ein Mittelwert von 19,4 % (+/-12,9). Die Werte waren allerdings
statistisch nicht signifikant erhoht mit einem p = 0,845.
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Abbildung 17: Relativer Anteil der Gedachtnis-B-Zellen mit Ig-Klassenwechsel in
der Milz.

Vergleich des relativen Anteils der Gedachtnis-B-Zellen mit Ig-Klassenwechsel
(CD27+IgM-) innerhalb der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-
Patienten. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

Ebenso zeigten sich die Unterschiede der Mittelwerte in der Gruppe ohne
Klassenwechsel als nicht statistisch signifikant mit p = 0,465. Hierbei lagen die

Mittelwerte der Gesunden bei 27,6 % (4+/-9,9) und bei 23,7 % (+/-13,5) bei den
[TP-Patienten.
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Abbildung 18: Relativer Anteil der Gedachtnis-B-Zellen ohne Ig-Klassenwechsel in
der Milz.

Vergleich des relativen Anteils der Gedachtnis-B-Zellen ohne Ig-Klassenwechsel
(CD27+I1gM+) innerhalb der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und
ITP-Patienten.  Dargestellt  sind die  jeweiligen  Mittelwerte  und
Standardabweichungen.

Innerhalb der CD27+IgM- Gedachtnis-B-Zellen wurde die Verteilung von IgA+
bzw. IgG+ B-Zellen genauer untersucht. Der relative Anteil IgG+ B-Zellen
innerhalb der CD27+IgM- Gedachtnis-B-Zellen war zwischen den ITP-Patienten
und den Kontrollen nicht signifikant (p = 0,632) unterschiedlich ((ITP 27,0 %
(+/-14,4); Kontrolle 23,7 % (+/-16,4)) (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Relativer Anteil der Gedachtnis-B-Zellen mit IgG-Klassenwechsel in
der Milz.

Vergleich des relativen Anteils der Gedachtnis-B-Zellen mit IgG-Klassenwechsel
(CD27+1gM-IgG+) innerhalb der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und
ITP-Patienten.  Dargestellt  sind die  jeweiligen  Mittelwerte  und
Standardabweichungen.

Ein dhnliches Bild zeigte sich in der IgA-Klasse mit 13,1 % (+4/-5,7) bei der ITP-
Gruppe und 18,8 % (+/-7,7) bei der Kontrollgruppe. Hier war jedoch eine, wenn
auch nicht signifikante Tendenz, im Sinne eines leicht erhohten Mittelwertes der

Gesunden zu den ITP-Patienten mit p = 0,066 zu erkennen (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Relativer Anteil der Gedachtnis-B-Zellen mit IgA-Klassenwechsel in
der Milz.

Vergleich des relativen Anteils der Gedachtnis-B-Zellen mit IgA-Klassenwechsel
(CD27+I1gM-IgA+) innerhalb der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und
ITP-Patienten.  Dargestellt  sind die  jeweiligen  Mittelwerte  und
Standardabweichungen.

Eine zusatzliche B-Zell-Subpopulation wurde mit der Gruppe der atypischen B-
Zellen, d.h. B-Zellen mit Ig-Klassenwechsel (IgM-), aber ohne Expression des
klassischen Gedachtnis-B-Zell Markers CD27, analysiert (Abbildung 21). In dieser
Gruppe lagen die Mittelwerte bei 5,9 % (+/-3,5) bei den Gesunden und bei 7,8 %
(+/-4,7) bei den ITP-Patienten. Es konnten keine signifikanten Unterschiede

ermittelt werden (p = 0,315).
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Abbildung 21: Relativer Anteil der atypischen B-Zellen in der Milz.

Vergleich des relativen Anteils der atypischen B-Zellen (CD27-IgM-) innerhalb der
CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-Patienten. Dargestellt sind
die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

Die Gruppe der atypischen B-Zellen lasst sich weiter in zwei Untergruppen mit IgG
positiven (Abbildung 22) bzw. IgA positiven (Abbildung 23) Zellen unterteilen. In
der erweiterten Analyse der IgG positiven Untergruppe der atypischen B-Zellen lag
der Mittelwert der Kontrollgruppe bei 2,5 % (+/-1,2), sowie bei 4,2 % (+/-3,3) in
der ITP-Gruppe bei einem p = 0,147.
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Abbildung 22: Relativer Anteil der IgG+ atypischen B-Zellen in der Milz.
Vergleich des relativen Anteils der IgG+ atypischen B-Zellen (CD27-IgM-IgG+)
innerhalb der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-Patienten.
Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

In der IgA-Untergruppe zeigten sich Mittelwerte der Gesundkontrollen von 1,2 %
(+/-0,8) und 1,0 % (+/-0,8) bei den ITP-Patienten. Auch hier waren keine
signifikanten Unterschiede vorhanden (p = 0,655).
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Abbildung 23: Relativer Anteil der IgA+ atypischen B-Zellen in der Milz.
Vergleich des relativen Anteils der IgA+ atypischen B-Zellen (CD27-IgM-IgA+)
innerhalb der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-Patienten.
Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

3.4.2.2 Vergleich der antikérperproduzierenden Zellen in der Milz bei ITP-

Patienten

Zu der Gruppe der antikérperproduzierenden Zellen gehoren die kurzlebigen
Plasmablasten =~ (CD19+CD20-CD38++HLA-DR+) und die langlebigen
Plasmazellen (CD19+CD20lowCD38++HLA-DR-). Beide tragen zur
Antikorperbildung gegen spezifische Antigene bei, wobei die Plasmablasten, im

Gegensatz zu den Plasmazellen, noch proliferieren.

Innerhalb der CD19+ B-Zellen zeigte sich bei den ITP-Patienten im Vergleich zu
den Kontrollen (Abbildung 24) ein statistisch signifikant (p = 0,044) erhohter
Anteil an Plasmablasten (ITP 0,84 % (+/-1,0); Kontrolle 0,15 % (+/-0,1)).
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Abbildung 24: Relativer Anteil der Plasmablasten in der Milz.

Vergleich des relativen Anteils der Plasmablasten (CD38+HLA-DR+) innerhalb
der CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-Patienten. Dargestellt
sind die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

Bei den Plasmazellen (Abbildung 25) zeigten sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede mit p = 0,754. In der Kontrollgruppe lag der Mittelwert bei 0,17 %
(+/-0,2) und 0,21 % (+/-0,3) in der ITP-Gruppe.
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Abbildung 25: Relativer Anteil der Plasmazellen in der Milz.

Vergleich des relativen Anteils der Plasmazellen (CD38+HLA-DR-) innerhalb der
CD19+ B-Zellen von Gesunden (= Kontrolle) und ITP-Patienten. Dargestellt sind
die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

Es wurden die Populationen der Plasmablasten noch weiter entsprechend dem
Isotyp ihres produzierten Antikorpers in IgM+, IgG+ oder IgA+ Zellen unterteilt
(Abbildung 26). Hierbei zeigten sich bei den verschiedenen Isotypen zwischen
Gesundkontrollen und ITP-Patienten keine statistisch signifikanten Unterschiede.
Die Mittelwerte in der IgM-Gruppe lagen bei 28,7 % (+/-11,3) bei den Gesunden
und bei 28,2 % (+/-10,5) bei den ITP-Patienten (p = 0,938). In der IgG-Gruppe
lagen die Mittelwerte bei 49,7 % (+/-14,3) bei den Gesunden und 42,6 % (+/-
10,7) bei den ITP-Patienten (p = 0,352). Schlief3lich zeigten sich in der IgA-Gruppe
Mittelwerte von 15,1 % (+4/-6,3) bei den Gesunden und 14,3 % (+/-10,0) bei den
ITP-Patienten (p = 0,871).
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Abbildung 26: Isotypenverteilung der Plasmablasten in der Milz.

Vergleich des relativen Anteils der (A) IgM+ Plasmablasten (CD38+HLA-DR+),
(B) IgG+ Plasmablasten (CD38+HLA-DR+) und (C) IgA+ Plasmablasten
(CD38+HLA-DR+) von Gesunden (=Kontrolle) und ITP-Patienten. Dargestellt sind
die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

Die Gruppe der Plasmazellen wurde ebenso nach dem Isotyp ihres produzierten
Antikorpers in IgM+, IgG+ oder IgA+ Zellen unterteilt und danach zwischen
Gesunden und ITP-Patienten verglichen (Abbildung 27). Dabei lagen die
Mittelwerte des IgM-Rezeptors bei 12,4 % (+/-1,8) in der Kontrollgruppe und bei
20,4 % (+/-9,1) in der Patientengruppe. Es zeigte sich somit eine leichte, wenn
auch nicht signifikante (p = 0,062) Tendenz zu erh6hten Werten von IgM positiven
Zellen bei der ITP-Gruppe. Bei den IgG positiven Zellen lagen die Mittelwerte der
Kontrollgruppe bei 64,5 % (+/-6,2) und 58,9 % (+/-11,5) in der ITP-Gruppe. Mit
p = 0,315 war hier kein signifikanter Unterschied vorhanden. Schliefdlich lag in der
Gruppe der IgA-positiven Zellen der Mittelwert der Gesunden bei 20,7 % (+/-5,8)
und der ITP-Patienten bei 18,0 % (+/-10,4). Daraus ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p = 0,595).
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Abbildung 27: Isotypenverteilung der Plasmazellen in der Milz.

Vergleich des relativen Anteils der (A) IgM+ Plasmazellen (CD38+HLA-DR-), (B)
IgG+ Plasmazellen (CD38+HLA-DR-) und (C) IgA+ Plasmazellen (CD38+HLA-DR-
) von Gesunden (=Kontrolle) und ITP-Patienten. Dargestellt sind die jeweiligen
Mittelwerte und Standardabweichungen.

Fir den direkten Vergleich der Isotypenverteilung IgM, IgG und IgA in den
Populationen der Plasmazellen und der Plasmablasten innerhalb der
antikorperproduzierenden Zellen der ITP-Patienten wurden diese in Abbildung 28
gegeniibergestellt. Hierbei wurde zur statistischen Auswertung innerhalb der ITP-
Proben der gepaarte t-Test herangezogen. Dabei lag der Mittelwert der IgM-
positiven Plasmablasten mit 28,2 % (+/-10,5) statistisch signifikant hoher
(p = 0,026) gegeniiber dem der Plasmazellen mit 20,4 % (+/-9,1). Bei der Gruppe
der IgG-positiven Zellen zeigten sich dagegen die Haufigkeitswerte der
Plasmazellen im Mittel mit 58,9 % (4/-11,5) signifikant hoher als die der
Plasmablasten mit 42,6 % (+/-10,7). Der p-Wert lag hier bei 0,014. Die Gruppe der
IgA-positiven Plasmablasten und Plasmazellen zeigte im Vergleich keine
signifikanten Unterschiede mit p = 0,148. Die Mittelwerte lagen entsprechend bei

14,3 % (+/-10,0) und 18,0 % (+/-10,4).
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Abbildung 28: Isotypenverteilung der exprimierten Immunglobuline bei
Plasmablasten und Plasmazellen in der Milz.

Vergleich der relativen Anteile der (A) IgM+ Plasmablasten (PB) gegen
Plasmazellen (PZ), (B) IgG+ Plasmablasten gegen Plasmazellen und (C) IgA+
Plasmablasten gegen Plasmazellen in der Milz von ITP-Patienten. Dargestellt sind
die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen.

Plasmablasten sind im Vergleich zu Plasmazellen kiirzlich aktivierte Zellen. Um
den Aktivierungszustand der in dieser Arbeit untersuchten Populationen der
Plasmablasten und Plasmazellen zu ermitteln, wurde als Indikator des
Aktivierungsstatus die durchschnittliche Expressionsstarke (MFI = mittlere
Fluoreszenzintensitit) von CD86, einem auf aktivierten B-Zellen exprimierten
kostimulatorischen Molekiil, verglichen (Abbildung 29). Zur statistischen
Auswertung wurde der gepaarte t-Test herangezogen. Der Mittelwert der MFI von
CD86 lag bei den Plasmablasten der ITP-Patienten bei 392,7 (+/-173,0) und bei
den Plasmazellen bei 189,4 (4+/-55,6). Damit lagen die MFI-Werte fiir CD86 bei
den Plasmablasten im Mittel signifikant hoher als bei den Plasmazellen

(p = 0,020).
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Abbildung 29: Expressionsstarke von CD86 bei Plasmablasten und Plasmazellen in
der Milz.

Vergleich der durchschnittlichen Expressionsstiarke (MFI) von Plasmablasten (PB)
und Plasmazellen (PZ) bei ITP-Patienten. Dargestellt sind die jeweiligen
Mittelwerte und Standardabweichungen.

61



Diskussion

4  Diskussion

In meiner Arbeit untersuchte ich die Verteilung der B-Zell-Subpopulationen in
unterschiedlichen Reifungsstadien von Patienten mit primarer, chronischer ITP im
Vergleich zu Gesundkontrollen, mit dem Ziel, eventuelle Stérungen in der B-Zell-
Entwicklung und -Differenzierung bei ITP-Patienten zu charakterisieren sowie die
Ebene, auf der diese Storungen auftreten, zu definieren. Eine wichtige Grundlage
fiir diese Studien bildet hierbei die Untersuchung verschiedener Gewebeproben
von Organen, die an der B-Zell-Entwicklung beteiligt sind, wie die Milz, das
Knochenmark wund das Blut. Blut- und zu einem gewissem Grad
Knochenmarkproben sind in grofsen Mengen verfligbar. Milzgewebe ist allerdings
nur eher selten untersuchbar, da zum einen die Splenektomie lediglich als Ultima
ratio in der ITP-Therapie angewandt wird und zum anderen die Milzen der
Gesundkontrollen von verunfallten Patienten mit Milzrupturen stammen.
Erschwerend kommt hinzu, dass die Untersuchung einer Autoimmunkrankheit,
wie der primdren, chronischen ITP, sich als schwierig gestaltet, da es sich um eine
seltene Erkrankung mit einer Pravalenz von 9,5 auf 100 000 Erwachsenen handelt
[12, 13]. Zudem ist die primdre bzw. idiopathische und mit mehr als 12 Monaten
bestehende, chronische Form der ITP nicht so haufig anzutreffen. In dieser Arbeit
ist es dennoch gelungen, Proben von 22 Patienten mit chronischer ITP zu
analysieren und somit signifikante Aussagen bezliglich der B-Zell-Entwicklung und
-Differenzierung zu treffen. Um die Proben zu charakterisieren wurden 11
verschiedene Oberflichenmarker verwendet, die es ermoglichten 15 verschiedene
B-Zell-Subpopulationen zu unterscheiden und so einen detaillierten Uberblick
tiber die B-Zell-Entwicklung und -Differenzierung zu erhalten. Allerdings sind die
zu Grunde liegenden Mechanismen noch nicht vollstandig aufgeklart und
Gegenstand aktueller Forschung. Dadurch kénnten sich eventuelle Probleme in der
Zuordnung von Oberflichenmarkern zu neuen Subpopulationen und deren

Abgrenzung ergeben.

Erschwerend kommt hinzu, dass die Wechselwirkungen zwischen den B-Zell-
Subpopulationen und den in der ITP-Therapie eingesetzten Medikamenten

schwierig vorherzusehen sind. Da alle untersuchten Patienten medikamentés
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vorbehandelt worden waren, konnten Unterschiede der in der Arbeit untersuchten
B-Zell-Subpopulationen potentiell auch hierdurch hervorgerufen worden sein.
Eine Kontrollgruppe, anhand derer diese Hypothese verfolgt werden konnte
(behandelte Gesunde bzw. nicht behandelte Erkrankte), stand jedoch nicht zur
Verfiigung. Mogliche Einfliisse im Zusammenhang mit Medikamenteneinnahmen
bei den Gesundkontrollen sind auch nicht mit letzter Sicherheit auszuschlief3en, da

bei einem kleinen Teil der Gesundkontrollen diese Information nicht vorlag.

4.1 Charakterisierung der B-Zell-Subpopulationen des Blutes

Es zeigte sich bei der Analyse der Blutproben der Gesundkontrollen in der Kohorte
der Kinder (0-8 Jahren) eine signifikante Erhéhung des relativen Anteils der B-
Zellen im Vergleich zu den ITP-Patienten. In den anderen beiden Alterskohorten
waren keine signifikanten Unterschiede feststellbar. Diese Ergebnisse stehen im
Widerspruch zu einer Studie von Talaat et al. [102], der B-Zell-Subpopulationen
bei Kindern mit ITP im Vergleich zu Gesunden untersuchte. In dieser Studie lag der
Mittelwert der B-Zellen bei den an ITP erkrankten Kindern statistisch nicht
signifikant hoher als bei den Gesundkontrollen, allerdings war eine Erh6hung als
Tendenz auszumachen. Beachtet werden muss aber zum einen die
unterschiedliche Altersstruktur der Kinderkohorte mit 1-12 Jahren in dieser Studie
im Vergleich zu 0-8 Jahren in meiner Arbeit und zum anderen, dass in dieser Studie
auch akute ITP-Patienten mit eingeschlossen worden waren. Dabei stellte sich
heraus, dass vermehrt akute ITP-Patienten, nicht aber Patienten mit chronischer
ITP, eine erhohte Zahl an B-Zellen aufwiesen. Im Gegensatz zu meiner Arbeit gibt
es auch Studien, die bei Erwachsenen ein signifikant erhéhten Anteil an B-Zellen
bei ITP-Patienten im Blut gegeniiber Gesunden zeigten [103, 104]. Bei Flint et al.
waren, ebenso wie in meiner Arbeit, bei der dort untersuchten
Erwachsenenkohorte keine signifikanten Unterschiede zwischen den ITP-

Patienten und den Gesundkontrollen vorhanden [105].

Bei den Transitional-B-Zellen lagen die Anteile der Gesundkontrollen in der
Kohorte der Kinder und der Kohorte der Jugendlichen (9-18 Jahren) signifikant

hoher als bei den ITP-Patienten. Bei der Erwachsenenkohorte waren keine

63



Diskussion

Unterschiede vorhanden. Im Zusammenhang mit einer Studie uber
CD19+CD24+CD38+ Transitional-B-Zellen, die moglicherweise auch
regulatorische B-Zellen beinhalten, wurden auch keine signifikanten Unterschiede
zwischen den erwachsenen ITP-Patienten und den Gesunden gefunden. Die einzige
Ausnahme stellte dort die Untergruppe der nicht-splenektomierten ITP-Patienten
mit weniger als 50 000 Thrombozyten/ul dar. Dort konnte eine signifikante
Erniedrigung der Transitional-B-Zellen in der ITP-Gruppe im Vergleich zu den

Gesundkontrollen beobachtet werden [106].

Bei der Analyse der Anteile der naiven B-Zellen zeigten sich in meiner Arbeit keine
signifikanten Unterschiede zwischen den ITP-Patienten und Gesunden. Laut einer
Studie von Lyu et al. war der Mittelwert der naiven B-Zellen der
Erwachsenenkohorte bei Patienten mit aktiver ITP, d.h. mit einer
Thrombozytenzahl unter 50 000/pl, gegeniiber den Gesundkontrollen signifikant
erniedrigt [104]. Eine weitere Studie von Martinez-Gamboa et al. zeigte hingegen
keine signifikanten Unterschiede in den relativen Anteilen der naiven B-Zellen der
Erwachsenenkohorte bei ITP-Patienten im Vergleich zu Gesundkontrollen und
stimmt somit mit den Ergebnis meiner Arbeit iibereinln dieser Studie wurde
zusatzlich der Einfluss einer Splenektomie auf einige B-Zell-Untergruppen
untersucht. Dabei zeigte sich innerhalb der Gruppe der ITP-Patienten, als auch der
Gruppe der Gesunden, ein signifikanter Anstieg der naiven B-Zellen in den
Blutproben vor der Splenektomie verglichen mit Blutproben, die zwei Jahre nach
der Splenektomie entnommen wurden [107]. Die Ergebnisse meiner Arbeit
werden ebenso von einer Studie von Flint et al. unterstiitzt. Hier waren bei
erwachsenen ITP-Patienten, im Vergleich zu Gesunden, in den Blutproben auch
keine signifikanten Unterschiede bei den Mittelwerten der naiven B-Zellen

nachweisbar [105].

Des Weiteren zeigten sich in meiner Arbeit bei den Kohorten der Jugendlichen und
Erwachsenen bei den Anteilen der Gedachtnis-B-Zellen ohne Ig-Klassenwechsel
signifikante Erniedrigungen bei den ITP-Patienten im Vergleich zu den
Gesundkontrollen. Die Gedachtnis-B-Zellen mit Ig-Klassenwechsel waren bei den

ITP-Patienten in der Kinderkohorte hingegen signifikant erhoht im Vergleich zu
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den Gesundkontrollen. Auch zeigten sich statistisch signifikante Erhohungen bei
den ITP-Patienten im Vergleich zu den Gesunden in den Kohorten der Kinder und
Jugendlichen bei den atypischen Gedachtnis-B-Zellen. Lyu et al. untersuchte auch
die Gedachtnis-B-Zell-Subpopulation, definiert als CD19+CD27+ Zellen, bei
erwachsenen Patienten mit aktiver ITP. Im Vergleich zu meiner Arbeit konnte eine
signifikante Erhohung dieser B-Zell-Subpopulation bei den ITP-Patienten im
Vergleich zu den Gesundkontrollen festgestellt werden [104]. Allerdings
untersuchte Lyu et al. die gesamte Gedachtnis B-Zell-Population und unterschied
nicht zwischen den einzelnen Untergruppen in der Population wie in meiner
Arbeit. Eine Studie von Martinez-Gamboa et al. untersuchte unter anderem die
verschiedenen Gedachtnis-B-Zellen-Subpopulationen bei erwachsenen ITP-
Patienten und Gesunden. Es wurde hier der Einfluss der Splenektomie auf die
Verteilung der B-Zell-Subpopulationen untersucht. Bei den ITP-Patienten konnte
nur bei den atypischen Gedachtnis-B-Zellen eine signifikante Erhohung im
Vergleich zu den Gesundkontrollen in der jeweiligen Kohorte vor der Splenektomie
beobachtet werden. Die Splenektomie hatte keinen Einfluss auf den relativen
Anteil der Gedachtnis-B-Zellen mit oder ohne Klassenwechsel bei den ITP-
Patienten im Vergleich zu den Gesunden. Interessanterweise konnte aber ein
Einfluss des Zeitpunkts der Blutprobenentnahme innerhalb der Gruppe der ITP-
Patienten im Hinblick auf die Splenektomie beobachtet werden. Dabei zeigte sich
bei den Blutproben, die sechs Monate bzw. mehr als zwei Jahre nach Splenektomie
abgenommen wurden, eine signifikante Erniedrigung der Gedachtnis-B-Zell-
Subpopulationen mit oder ohne Klassenwechsel im Vergleich zu den Proben, die
vor der Splenektomie entnommen wurden [107]. Die Ergebnisse einer Studie von
Flint et al. zeigten in der Kohorte der erwachsenen ITP-Patienten im Vergleich zu
Gesunden bei den relativen Anteilen der Gedachtnis-B-Zellen mit oder ohne
Klassenwechsel sowie den atypischen Gedachtnis-B-Zellen, keine statistisch
signifikanten Unterschiede [105]. Dies war auch in meiner Arbeit bei den
Gedachtnis-B-Zellen mit Klassenwechsel, sowie den atypischen B-Zellen

nachweisbar, nicht jedoch bei den Gedachtnis-B-Zellen ohne Klassenwechsel.

In meiner Arbeit konnte eine signifikante Erhohung der anergen (CD21low

CD38low) B-Zellen bei den Kohorten der Kinder und Jugendlichen innerhalb der
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ITP-Patienten festgestellt werden. Die Studie von Flint et al. betrachtete das
Auftreten von anergen B-Zellen etwas differenzierter. In dieser Studie wurden
Veranderungen der anergen Zellen in den verschiedenen B-Zell-Subpopulationen
bei erwachsenen ITP-Patienten und Gesunden untersucht. Im Gegensatz zu der
Erwachsenenkohorte in meiner Arbeit, bei der sich eine nicht signifikante Tendenz
eines erhohten Mittelwerts bei den ITP-Patienten zeigte, lagen in dieser Studie
statistisch signifikante Erhohungen der anergen B-Zellen in der grofien
Untergruppe der naiven B-Zellen, sowie den CD27+IgD+Gedachtnis-B-Zellen, bei
den ITP-Patienten im Vergleich zu den Gesundkontrollen vor. Es stellte sich
heraus, dass diese Erhohungen der anergen B-Zellen bei den naiven B-Zellen
jedoch nur fir die ITP-Patienten mit messbaren Autoantikorpern gegen
Thrombozyten zutrafen und die Werte sich tendenziell wieder den Gesundwerten
durch Therapien mit Rituximab oder nach Splenektomie anglichen. Weiterhin
zeigte sich in dieser Studie kein Zusammenhang zu der Krankheitsaktivitat,

gemessen an dem Ausmaf der Thrombozytopenie [105].

Bei den antikérperproduzierenden Zellen, bestehend aus den Plasmablasten und
den Plasmazellen, war in meiner Arbeit eine statistisch signifikante Erhéhung
dieser nur bei den Gesundkontrollen in der Kohorte der Jugendlichen feststellbar.
Die Studie von Flint et al. zeigt ebenso keine signifikanten Unterschiede bei der
Erwachsenenkohorte bei den im Blut befindlichen Plasmablasten zwischen ITP-

Patienten und Gesundkontrollen [105].

Zusammenfassend zeigen meine Ergebnisse aus der Untersuchung von Blutproben
von ITP-Patienten, dass diese auf der Ebene der frithen B-Zell-Entwicklung und -
Reifung keine wesentlichen Auffilligkeiten aufzuweisen scheinen, und dass bei der
primaren ITP in diesem Entwicklungsabschnitt moglicherweise keine fiir die B-
Zell-Pathogenese relevanten Storungen auf zellularer Ebene vorliegen. Ein Hinweis
hierfiir ist, dass bei den Erwachsenen keine signifikanten Unterschiede bei den
frisch aus dem Knochenmark kommenden Transitional-B-Zellen und den naiven B-
Zellen, tibereinstimmend mit der Literatur, erkennbar sind. Bei den Kindern und
Jugendlichen zeigte sich jedoch ein verminderter Anteil an Transitional-B-Zellen,

sodass sich die Pathogenese der chronischen ITP bei Kindern/Jugendlichen und
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Erwachsenen moglicherweise unterscheidet. Bei den ITP-Patienten fiel ein
erhohter Anteil an anergen und atypischen Gedachtnis-B-Zellen auf, von denen
allgemein angenommen wird, dass diese aus einer chronischen bzw.
dysregulierten antigen-abhangigen B-Zell-Aktivierung stammen. Somit finden sich,
zumindest im Blut von chronischen ITP-Patienten, erste Abweichungen von der
Norm auf zellularer Ebene erst in den B-Zell-Differenzierungsstadien, von denen
angenommen wird, dass sie nach Antigenkontakt entstanden sind, nicht aber in
den pre-immunen B-Zell-Populationen. Der Vergleich meiner Ergebnisse,
hinsichtlich der Gedachtnis-B-Zell-Subpopulationen und der anergen B-Zellen zur
Literatur gestaltet sich schwierig, da deren relativen Anteile stark von der
durchgefiihrten Therapie wie der Splenektomie oder der Gabe von Rituximab
abhiangen. Aufierdem sollten bereits publizierte Studien kritisch hinterfragt
werden, da selten vorangegangene Therapien in die Interpretation der

Untersuchungen miteinbezogen werden.

4.2 Charakterisierung der B-Zell-Subpopulationen des Knochenmarks

Um mogliche Verdanderungen der frithen, pre-immunen B-Zell-Entwicklung
genauer analysieren zu konnen, wurde die Verteilung von B-Zell-Vorlaufer-
Populationen im Knochenmark von ITP-Patienten untersucht. Die Analyse der
Knochenmarkproben von Gesundkontrollen und ITP-Patienten zeigte keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Verteilung der verschiedenen B-Zell-
Subpopulationen (Pro-, Pre-, unreife und reife B-Zellen). Eine Studie von Alavi et
al. untersuchte die Expression von Markern unreifer B-Zellen (CD10) sowie reifer
B-Zellen (CD19, CD20 und CD22) des Knochenmarks. Es zeigte sich eine signifikant
vermehrte Expression von CD10, CD19 und CD20 bei ITP-Patienten im Vergleich
zu den Gesundkontrollen. Es wurden aber nur Kinder, die im Schnitt vier Jahre alt
waren und unter Prednisolon- sowie Immunglobulintherapie standen, rekrutiert.
Kein signifikanter Unterschied zeigte sich in der Expression von CD22 [108]. Eine
weitere Studie von Guizir et al. unterstiitzt diese Ergebnisse mit einer signifikanten
Erhohung von CD19 und CD10 auf den unreifen B-Zellen im Knochenmark von

ITP-Patienten im Kindesalter zwischen 2-13 Jahren [109].
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Aufgrund meiner Ergebnisse, die keinen signifikanten Unterschied zwischen der
ITP-Gruppe und den Gesunden zeigen konnte, liegt die Vermutung nahe, dass die
B-Zell-Entwicklung im Knochenmark und damit verbunden moglicherweise auch
die zentralen Toleranzmechanismen bei ITP-Patienten nicht gestért werden und
somit nicht Teil der Pathogenese sind. Es sei angemerkt, dass die Untersuchung
von Knochenmarkproben wegen der geringen Aussagekraft standardmaf3ig nicht

zur Diagnose oder Verlaufskontrolle der ITP genutzt wird [110, 111].

4.3 Charakterisierung der B-Zell-Subpopulationen der Milz

Um die spaten Stadien der B-Zell-Differenzierung (auch nach Antigenkontakt) von
Patienten mit chronischer ITP hinsichtlich mdglicher Verdnderungen zu
analysieren wurden Milzproben von splenektomierten ITP-Patienten fiir die
Untersuchungen herangezogen. Die Milz gilt nicht nur als Ort des Abbaus von
Thrombozyten, sondern auch als der Ort der Entstehung autoantikérper-
sezernierender Zellen. Der genaue Phanotyp der autoantikérper-sezernierenden
Zellen ist bei der ITP jedoch nicht bekannt. Die Analyse der Milzproben zeigte bei
den naiven B-Zellen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gesundkontrollen und ITP-Patienten. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit einer
Studie von Aslam et al [112]. Eine Studie von Olsson et al. zeigt lediglich in der
roten Pulpa der Milz von ITP-Patienten erh6hte Anteile an B-Zellen im Vergleich zu

Gesunden [99].

Ebenso zeigten sich in meiner Arbeit keine signifikanten Unterschiede bei den
Keimzentrum-B-Zellen, den Gedachtnis-B-Zellen mit oder ohne Klassenwechsel,
den IgG+ oder IgA+ Gedachtnis-B-Zellen, sowie den IgG+ oder IgA+ atypischen
Gedachtnis-B-Zellen. Im Unterschied hierzu steht eine Studie, die eine signifikante
Erhohung von Keimzentrum-B-Zellen in der Milz bei der Gruppe der ITP-Patienten

gegeniiber den Gesundkontrollen zeigt [113].

Beim Vergleich der antikérperproduzierenden Zellen zeigte sich eine signifikante
Erhohung der Plasmablasten bei den ITP-Patienten gegenliber den
Gesundkontrollen. Aufderdem zeigte sich beim Vergleich der Expressionsstirke
von CD86, als Indikator des Aktivierungsstatus, bei den Plasmablasten und
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Plasmazellen bei ITP-Patienten eine statistisch signifikant hohere Expression bei
den Plasmablasten. Die vermehrte Expression von CD86 auf diesen Zellen im
Vergleich zu Plasmazellen lasst vermuten, dass es sich hierbei um eine erst
kurzlich aktivierte Zellpopulation handelt. Die Analyse der relativen Haufigkeiten
der Plasmazellen bei den ITP-Patienten im Vergleich zu Gesunden lieferte dagegen
keine signifikanten Unterschiede. Dieses Ergebnis stimmt mit der
wissenschaftlichen Literatur liberein. Eine Studie von Mahevas et al. zeigte ebenso
eine statistisch signifikante Erh6hung der Plasmablasten bei der Gruppe der ITP-
Patienten im Vergleich zu den Gesunden. Des Weiteren konnten in dieser Studie,
libereinstimmend mit meiner Arbeit, keine signifikanten Unterschiede bei der

Anzahl von Plasmazellen beobachtet werden [113].

Es zeigte sich in meiner Arbeit bei dem Vergleich der Isotypenverteilung zwischen
den Plasmablasten und Plasmazellen in der Milz von ITP-Patienten eine
signifikante Erhohung des I[gM+ Anteils innerhalb der Plasmablasten, wohingegen
bei den Plasmazellen ein signifikant vermehrter Anteil IgG exprimiert wurde. Bei
dem Anteil IgA positiver Zellen gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Plasmablasten und Plasmazellen. In der Literatur konnte ebenso gezeigt
werden, dass in den Plasmazellen der Milz hauptsachlich der IgG-Isotyp
nachweisbar ist und kaum IgM- und IgA-Isotypen [113]. Als Anmerkung muss hier
jedoch aufgefiihrt werden, dass in dieser Studie die Milzproben von vorher
fehlgeschlagenen Therapien mit Rituximab zur Analyse der Plasmazellzahlen und
deren Isotypenverteilung herangezogen wurden. Die Autoren bezeichnen diese
hauptsachlich IgG+ Plasmazellen als langlebige Plasmazellen, die vermehrt nach
einer Rituximab-Therapie in der Milz auftreten. Die in meiner Arbeit untersuchten

Patienten waren mit Ausnahme eines Patienten nicht mit Rituximab vorbehandelt.

Aus der Analyse der Milzproben in meiner Arbeit kann geschlossen werden, dass
sich bei den chronischen ITP-Patienten auf Ebene der spaten Phase der B-Zell-
Differenzierung, namlich bei der Aktivierung der B-Zelle und Differenzierung zu
Plasmablasten, die meisten Auffélligkeiten zeigen. Deshalb stellt moglicherweise
dies den zentralen Punkt der B-Zell-Pathogenese bei der chronischen ITP dar. Es

sind keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung von naiven B-Zellen und
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den Subpopulationen der verschiedenen Gedachtnis-B-Zellen zwischen der ITP-
Gruppe und den Gesunden in meiner Arbeit sowie in der Literatur feststellbar.
Dagegen zeigte sich bei den ITP-Patienten eine signifikante Erhohung des Anteils
von Plasmablasten, welche sich in der friithen Phase der B-Zell-Differenzierung
unmittelbar nach antigen-abhédngiger Aktivierung befinden. Diese stellen somit
moglicherweise auch das zellulire Korrelat der humoralen Immunantwort
gegeniiber thrombozytarer Antigene bei der ITP dar. Die vermehrte Aktivierung
von B-Zellen und Differenzierung zu Plasmablasten kénnten somit fiir einen Teil
der fehlgeleiteten Antikorperproduktion bei der ITP verantwortlich sein. Bei einer
weiteren Population innerhalb der antikdrperproduzierenden Zellen, den
Plasmazellen, zeigten sich in meiner Arbeit, wie auch in der Literatur keine
signifikanten Unterschiede. Interessanterweise konnte in meiner Arbeit, in
Ubereinstimmung mit der Literatur, jedoch ein signifikant erhohtes Auftreten von
Plasmazellen mit IgG im Vergleich zu Plasmablasten bei den ITP-Patienten
beobachtet werden. Die Vermehrung dieser IgG+ Plasmazellen ist laut Mahevas et
al. [113] hauptsachlich nach erfolgter Rituximab-Therapie nachweisbar und
mitverantwortlich fiir deren Misserfolg. Dieser mogliche Zusammenhang, auch
hinsichtlich des Einflusses weiterer medikamentdser Therapien, auf die Ergebnisse
lasst sich hier nicht abschliefRend kliren und bedarf weitergehender
Untersuchungen. Die Ergebnisse meiner Arbeit deuten auf eine fehlerhafte

periphere Toleranz in der Milz als Pathomechanismus der ITP hin.

4.4 Vergleich der B-Zell-Verteilung der primdren ITP mit ausgewahlten

Beispielen der sekundiren ITP

Die genaue Entstehung und Ursachen der primaren ITP sind nicht vollstandig
geklart und Gegenstand dieser Arbeit sowie weiterer Forschung. Es leiden ca. 80 %
aller ITP Patienten an der primdren Form, aus, wohingegen ca. 20 % der
sekunddren Form angehoren. Eine immunologisch vermittelte Thrombozytopenie
kann als sekundédre ITP bei unterschiedlichen Krankheiten auftreten. Hierzu
gehoren unter anderem Autoimmunkrankheiten wie z. B. der Systemische Lupus

Erythematodes (SLE), primiare Immundefekte wie =z B. das variable
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Immundefektsyndrom (CVID), Lymphozytenproliferative Erkrankungen wie die
Chronische Lymphatische Leukdmie (CLL), Infektionskrankheiten durch z.B.
Helicobacter pylori oder Hepatitis-C-Virus (HCV) aber auch Impfungen wie die
Masern-Mumps-Roteln (MMR)-Impfung [10, 114-116]. Die Ergebnisse meiner
Arbeit Uber die B-Zell-Verteilung der primdren ITP mochte ich kurz mit zwei
exemplarisch angefiihrten Krankheitsbildern, die haufig bei einer sekundaren ITP

vorliegen, vergleichen. Hierbei handelt es sich um den SLE und das CVID-Syndrom.

Das CVID-Syndrom stellt eine heterogene Gruppe von Immundefekten mit einer
eingeschrankten Antikérperproduktion und daraus wiederkehrenden bakteriellen
Infektionen dar [117]. Es ist haufig mit weiteren hdmatologischen
Autoimmunerkrankungen, vor allem der ITP, assoziiert [118]. Einige
Veranderungen in der B-Zell-Reihe im Vergleich zu Gesunden sind bei der CVID
bereits bekannt. Dazu gehort eine signifikante Verringerung der Plasmazellen im
Knochenmark. Diese korreliert mit den niedrigen IgG-Blutspiegeln [119]. In
meiner Arbeit habe ich die Plasmazellen und Plasmablasten als
antikorperproduzierende Zellen im Blut untersucht und konnte nur bei den
jugendlichen ITP-Patienten eine signifikante Verringerung der

antikorperproduzierenden Zellen feststellen.

Bei der Untersuchung der CD21low bzw. anergen B-Zell-Subpopulation zeigte sich
in einer Studie eine Erhohung im Blut von CVID-Patienten im Vergleich zu
Gesunden [120]. Eine andere Studie untersuchte diesen Sachverhalt genauer,
indem sie eine zusatzliche Kohorte aus CVID-Patienten mit ITP hinzunahm. Dabei
konnte eine statistisch signifikante Erh6hung der anergen B-Zellen in der Kohorte
der CVID positiven ITP-Patienten im Vergleich zu CVID-Patienten oder Gesunden
gefunden werden [121]. Interessanterweise konnte in meiner Arbeit eine
signifikante Erhohung der anergen B-Zellen bei der Kohorte der Kinder und
Jugendlichen beobachtet werden, obwohl bei diesen Patienten eine primare ITP
ohne CVID vorlag. Die Erwachsenen zeigten die gleiche Tendenz. Folglich stimmen
die Ergebnisse der Literatur liber das CVID und meiner Arbeit liber die priméare

ITP in diesem Punkt tiberein.
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Des Weiteren zeigten sich die Gedachtnis-B-Zellen mit Ig-Klassenwechsel
(CD27+IgM-IgD-) im Blut der CVID-Patienten im Vergleich zu Gesunden in
mehreren Studien vermindert [122, 123]. Dieses Ergebnis der Literatursuche zeigt
sich gegenteilig zu meiner Arbeit, da hier zumindest bei den Kindern mit ITP eine
statistisch signifikante Erhohung der Gedachtnis-B-Zellen mit Ig-Klassenwechsel

erkennbar war.

Eine weitere haufig mit der ITP vorkommende Erkrankung ist der SLE. Bei dem
SLE tritt eine sekundédre ITP in ca. 7-30 % der Fille auf [124, 125]. Umgekehrt
entwickeln ca. 2-5 % der ITP-Patienten im Verlauf einen SLE [126]. Beim Vergleich
der B-Zell-Subpopulationen des Blutes von SLE-Patienten und Gesundkontrollen
konnten Arce et al. statistisch signifikante Verringerungen der naiven B-Zellen und
der Gedachtnis-B-Zellen aufzeigen. In dieser Arbeit wurden allerdings nur Kinder
untersucht [127]. Im Vergleich dazu waren in meiner Arbeit an der primaren ITP
signifikante Erhohungen der Gedachtnis-B-Zellen, aber nur derer mit Ig-
Klassenwechsel bei der Kinderkohorte festzustellen. Bei den naiven B-Zellen lagen
dagegen keine signifikanten Unterschiede bei den Kindern vor. Allerdings sollte
angemerkt werden, dass in mehreren Studien eine Korrelation der Gedachtnis-B-

Zellen mit der Krankheitsaktivitat des SLE beschrieben wurde [128, 129].

Des Weiteren wurden in der Studie von Arce et al. signifikante Erhéhungen der
Plasmazell-Vorlauferzellen im Blut festgestellt [127]. Gestlitzt wird dieses Ergebnis
durch eine signifikante Erh6hung der antikorperproduzierenden Zellen bei den
SLE-Patienten im Vergleich zu den Gesunden [130]. Bei den in meiner Arbeit
untersuchten antikorperproduzierenden Zellen ist dagegen keine Erhéhung bei
den ITP-Patienten festzustellen. Meine Ergebnisse zur primaren ITP unterscheiden

sich somit sehr von den Ergebnissen zum SLE aus der Literatur.

Aus dem hier gezogenen Vergleich meiner Ergebnisse zur primaren ITP mit CVID
bzw. SLE als Beispiele der sekundaren ITP konnte die Hypothese aufgestellt
werden, dass bei der sekundaren ITP zum einen Verdnderungen in der
Zelldifferenzierung vorhanden sind und zum anderen andere Mechanismen
ursdachlich sein konnten, die zur Entstehung von Autoantikoérpern gegen

Thrombozyten fiihren.
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4.5 Zukiinftige Therapieanséatze bei chronischer ITP

Wie bereits zu Beginn dieser Arbeit erwahnt, gibt es verschiedene
Therapieoptionen zur Behandlung der ITP, angefangen von Glucocorticoiden und
der hochdosierten, polyvalenten Immunglobulingabe, iiber B-Zell-Depletion
mittels Rituximab bis hin zur Splenektomie. Dabei modchte ich basierend auf
meinen Ergebnissen aus der Analyse der Verteilung von B-Zell-Subpopulationen
und der daraus resultierenden Charakterisierung der B-Zell-Entwicklung und -
Differenzierung kurz den Therapieansatz der medikamentdsen B-Zell-Depletion

naher betrachten.

Als Therapieoption hat sich bei der ITP der monoklonale Antikérper Rituximab
etabliert, der sich gegen den Oberflichenmarker CD20 von B-Zellen richtet. Dabei
wird unter Rituximab-Therapie eine B-Zell-Depletion, die haufig 6-12 Monate
andauert, beobachtet. Die Ansprechrate geht nach 5 Jahren Therapie allerdings um
ca. 20-30 % zuriick [131, 132]. In einer multizentrischen, randomisierten, doppelt-
verblindeten und Placebo-kontrollierten-Studie von Ghanima et al. an
112 Patienten konnte nur eine geringfiigig hohere Ansprechrate und -zeit fiir die
Rituximab-Therapie im Vergleich zur Placebogabe beobachtet werden. Langfristig
konnte kein positiver Einfluss von Rituximab im Vergleich zu der Gabe von Placebo

festgestellt werden [133].

Die CD20 Oberflaichenmarker adressierende Therapie richtet sich vor allem gegen
unreife B-Zellen, naive B-Zellen, Transitional-B-Zellen sowie Gedachtnis-B-Zellen,
nicht aber gegen Plasmablasten oder Plasmazellen, die per se kein CD20
exprimieren. In meiner Arbeit sind die naiven B-Zellen aber nicht signifikant
verandert im Vergleich zu den Gesunden. Bei den Transitional-B-Zellen sind
ebenfalls keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen erkennbar. Zieht man das
Ergebnis der Gedachtnis-B-Zellen mit und ohne Ig-Klassenwechsel in Betracht,
stellt man keine klare Tendenz einer Abweichung der ITP-Gruppe zu den
Gesunden fest. Die im Knochenmark befindlichen unreifen B-Zellen zeigen
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. Hingegen sind in meiner Arbeit die
Plasmablasten in der Milz bei den ITP-Patienten signifikant erhoht. Bei den

Plasmazellen konnte kein Unterschied festgestellt werden. Diese Ergebnisse
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konnten eine Erklarung sein warum eine Therapie mit Rituximab langfristig einer

Placebogabe nicht tiberlegen ist.

Ein fiir zukiinftige Therapien interessantes Ergebnis wurde in einer Studie von
Mahevas et al. beschrieben. In dieser Studie wurde ein erhdhter Anteil von
antikérperproduzierenden, langlebigen Plasmazellen in der Milz von ITP-Patienten
nach einer Therapie mit Rituximab, im Vergleich zu unbehandelten ITP-Patienten
und Gesunden, festgestellt. Mahevas et al. sieht in dieser Therapie einer
ungezielten B-Zell-Depletion mit Rituximab einen unterstiitzenden Faktor fiir die
gezielte Selektion von langlebigen Plasmazellen [113]. Plasmazellen und
Plasmablasten werden von Rituximab nicht erfasst, da sie CD20 nicht auf ihrer

Oberflache exprimieren.

Als neuer Ansatzpunkt in der Plasmazell-Depletion kénnte hier der Proteasom-
Inhibitor Bortezomib, der in der Therapie des multiplen Myeloms eingesetzt wird,
eine Rolle spielen. Durch die Inhibition des Proteasoms fallen vermehrt
Proteinabfallprodukte, z. B. in Plasmazellen an, die dann eine Stress induzierte
Apoptose vollziehen. Bortezomib zeigte in mehreren Studien gute Ergebnisse mit
einer Verringerung der Plasmazellzahl, z. B. bei Patienten mit SLE [134, 135]. Des
Weiteren wurde in einer Kklinischen Einzelfallstudie von Beckman et al. ein
erfolgreicher Therapieversuch mit Bortezomib bei einer nach Splenektomie und
Rituximab therapierefraktiren Patientin beschrieben [136]. Wie die hohen
Refraktarraten bei der allgemeinen B-Zell-Depletion mittels Rituximab und die
neuesten Ergebnisse der Literatur, sowie meiner Arbeit zeigen, konnte eine
gezielte Fokussierung auf die kurzlebigen Plasmablasten und langlebigen
Plasmazellen als neues Therapieziel entscheidende Fortschritte in der Therapie

der chronischen ITP bringen.
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5 Zusammenfassung

Die Immunthrombozytopenie ist eine erworbene Autoimmunerkrankung, bei der
sich Autoantikorper gegen Thrombozyten bilden. Dadurch werden diese, unter
anderem in der Milz, vermehrt abgebaut und es treten Blutungskomplikationen
auf. Der fehlgeleiteten Immunabwehr wird versucht mit medikamentdsen
Therapien wie z. B. mit Glucocorticoiden und Rituximab bis hin zur Splenektomie

entgegenzuwirken.

Im Rahmen dieser Arbeit untersuchte ich durchflusszytometrisch die Verteilung
der B-Zell-Subpopulationen bei Patienten mit chronischer, primarer ITP und
Gesunden hinsichtlich einer moglichen Storung in der B-Zell-Entwicklung und -
Differenzierung. Dabei wurden 7 Knochenmark-, 28 Blut- und 12 Milzproben von
ITP-Patienten sowie 5 Knochenmark- und 10 Milzproben von Gesunden
aufbereitet. Anschlieflend wurden die B-Zell-Subpopulationen mittels
immunphéanotypischer Marker  gefarbt um die Proben danach
durchflusszytometrisch zu vermessen und zu charakterisieren. Zusatzlich erfolgte
der Vergleich zu laboreigenen, bereits etablierten Referenzwerten von

220 Blutproben von Gesunden.

Bei den Knochenmarkproben konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Verteilung von Vorlaufer-B-Zellen zwischen den ITP-Patienten und den Gesunden
beobachtet werden, d. h. die frithe B-Zell-Entwicklung im Knochenmark erscheint
bei der ITP auf zellularer Ebene nicht beeintrachtigt. Die Analyse der Blutproben
zeigte, dass auch keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung von naiven B-
Zellen zwischen den ITP-Patienten und den Gesunden vorzufinden sind. Dies
bekraftigt, dass bei der ITP auf zelluldarer Ebene keine Abweichungen in der frithen
pre-immunen B-Zell-Entwicklung vorzuliegen scheinen und eine intakte B-Zell-
Reifung bis hin zur naiven B-Zelle stattfindet. Es zeigte sich jedoch bei den ITP-
Patienten ein erhohter Anteil an anergen B-Zellen und atypischen Gedachtnis-B-
Zellen, von denen allgemein angenommen wird, dass sie aus einer chronischen
bzw. dysregulierten antigen-abhdngigen B-Zell-Aktivierung entstammen. Aus der
Untersuchung der Milzproben zeigte sich zudem, dass bei den ITP-Patienten der

Anteil der antikérperproduzierenden Plasmablasten im Vergleich zu den
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Gesunden erhoht ist. Folglich lassen sich bei der ITP auf zelluldrer Ebene vor allem
Abweichungen in der spaten Phase der B-Zell-Differenzierung nachweisen. Es
kann somit angenommen werden, dass Storungen der B-Zell-Entwicklung, wie sie
auf zellularer Ebene bei verschiedenen mit sekundarer ITP einhergehenden
Erkrankungen (systemischer Lupus erythematodes, variables
Immundefektsyndrom) beschrieben wurden, bei der primaren ITP nicht fiir die
Produktion von antithrombozytdaren Antikérpern notwendig sind. Eine weitere
detaillierte Aufarbeitung, auf welcher Ebene der B-Zell-Differenzierung der
Toleranzverlust gegentiber thrombozytiaren Antigenen auftritt, ist entscheidend

fir die zukiinftige Entwicklung spezifischer, zellgerichteter Therapien.
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Abkiirzung Bedeutung

% Prozent

® registrierte Warenmarke
°C Grad Celsius

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

pum Mikrometer

APC Allophycocyanin

Aqua ad iniectabilia

Wasser fiir Injektionszwecke

Aqua dest. destilliertes Wasser

AZA Azathioprin

BSA bovines Serum Albumin

BZ B-Zelle

ca. circa
Cluster of differentiation, Gruppen

CD immunphanotypischer
Oberflaichenmerkmale

CLL chronisch lymphatische Leukdamie

CSA Ciclosporin A

CVID common variable Immunodeficiency=
Variables Immundefektsyndrom

DMSO Dimethylsulfoxid

EBV Epstein-Barr-Virus

ELT Eltrombopag

et al. et alii

FACS ﬂuorescence-activat_ed cell sorting=
Durchflusszytometrie

FBS fetales Bovines Serum

FITC Fluorescein Isocyanate

FSC Vorwartsstreulicht (FSC= Forward
Scatter)

FZ follikulare B-Zelle

g Gramm

GC Keimzentrumszelle
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Abkiirzung Bedeutung

Ged. BZ Gedachtnis-B-Zelle

GK Glukokortikoide

GP Glykoprotein

HCV Hepatitis-C-Virus

HIV humane Immundefizienz-Virus

HLA humanes Leukozyten Antigen

HSC hamatopoetische Stammzelle

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

ITP Immunthrombozytopenie

IVIG intravendse Immunglobuline

KM Knochenmark

1 Liter

m mannlich

MFI mittlere Fluoreszenzintensitat

mg Milligramm

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

MMF Mycophenolatmofetil

MMR Masern-Mumps-Roteln

MZ Marginalzone-B-Zelle

n. b. nicht bekannt

PAMPS pathogen-assoziierte molekulare
Muster

PB Plasmablast

PBS phosphate buffered salin=
Phosphatgepufferte Salzlosung

PE-Cy Phycoerythrin/Cyanin

PS Penicillin/ Streptomycin

Pre-BCR Pre-B-Zell-Antigen-Rezeptor

PZ Plasmazelle

92



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

ROM Romiplostim

rpm Umdrehungen pro Minute

RTX Rituximab

SD Standardabweichung

SE Splenektomie

SLE Systemischer Lupus Erythematodes

SSC Seitwartsstreulicht (SSC= Side Scatter)

TdT terminale
Desoxyribonukleotidyltransferase

TGF transformierender Wachstumsfaktor

Th T-Helferzelle

Thromboz. Thrombozyten

TLR Toll-like-Rezeptor

TZ Transitional-B-Zelle

V-preB V-Pre-B-Zell-Ersatz-Leichtkette

w weiblich

z.B. zum Beispiel
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