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1. Einleitung

1.1. Common Variable Imnmunodeficiency (CVID)

1.1.1. Definition

Unter Common Variable Immunodeficiency (CVID) versteht man einen hdufigen ange-
borenen Immundefekt tiberwiegend unbekannter Ursache, der mit Hypogammaglobu-
lindmie und verminderter spezifischer Antikdrperantwort einhergeht und sich in der Re-
gel im jungen Erwachsenenalter durch rekurrierende bakterielle Infektionen manifestiert
(Cunningham-Rundles 2001). Es handelt sich bei der CVID in den meisten Fillen um

eine Ausschlussdiagnose.

1.1.2. Epidemiologie

Unter den primdren (angeborenen) Immundefekten wird die CVID als diejenige Dia-
gnose angesehen, die bei symptomatischen Patienten am hédufigsten gestellt wird. In ei-
ner europdischen internetbasierten Datenbank von Patienten mit primaren Immundefek-
ten betrug der Anteil der CVID 31,6 % (Eades-Perner 2007). Der selektive IgA-Mangel
(Immunoglobulin A Deficiency, IgAD) kommt zwar mit einer Prévalenz von ca. 1 : 500
bei Kaukasiern hdufiger vor (Latiff 2007), verlduft aber in der Mehrzahl der Félle asym-
ptomatisch. Die Prdvalenz der CVID wird in der kaukasischen Bevdlkerung mit
1:10000 bis 1:200 000 angegeben (Cunningham-Rundles 2001, Rosen 1999, Sneller
1993), in der neueren Literatur vorwiegend mit 1 : 10 000 bis 1 : 50 000 (Salzer 2006).
Beide Geschlechter sind gleich hédufig von der CVID betroffen. Die Erkrankung tritt
teilweise familidr gehduft auf, wobei in betroffenen Familien ebenfalls eine Haufung

des selektiven IgA-Mangels gefunden wird (Vorechovsky 2000).

Das mediane Alter bei Symptombeginn betrug in einer Serie von 248 Patienten fiir
weibliche Betroffene 28 Jahre, fiir ménnliche 23 Jahre; das mittlere Alter bei Diagnose-
stellung lag mit 33 Jahren flir weibliche und 29 Jahren fiir mdnnliche Patienten deutlich

hoher (Cunningham-Rundles 1999).



1.1.3. Atiologie, Pathogenese und Genetik

CVID wird zunehmend als Sammelbegriff fiir Hypogammaglobulindmien bisher unge-
klirter Atiologie verwendet. In den letzten Jahren ist es gelungen, fiir einen kleinen Teil
der bisher als CVID gefiihrten Krankheitsfille eine monogene Ursache zu finden, u. a.
bei Patienten mit ICOS-Defizienz (Inducible T-Cell Costimulator, Chromosom 2q33, in
der Online-Datenbank OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) OMIM-Nr.
604558), mit Mutationen in Genen der TNF-Rezeptor-Superfamilie (z. B. TNFRSF13B,
codierend fiir TACI — Transmembrane Activator and CAML Interactor, Chromosom
17p11.2, OMIM-Nr. 604907) oder mit Mutationen im CD19-Gen (Chromosom 16p11.2,
OMIM-Nr. 107265) (Grimbacher 2003, Park 2008). Einige Autoren gehen daher davon
aus, dass das Syndrom der CVID eine heterogene Gruppe einer groBeren Zahl verschie-
dener Gendefekte darstellt (Rosen 1999). Die bisher bekannten Gendefekte werden
iiberwiegend autosomal-rezessiv vererbt, der Erbgang der TNFRSF13B-Mutationen ist

teilweise autosomal-dominant (Castigli 2005, Salzer 2006).

Das Muster der bei CVID beschriebenen familidren Hiaufung in 10-25 % der Félle bei-
derlei Geschlechts iiber mehrere Generationen legt nahe, dass auch andere, moglicher-
weise nicht monogene Erbginge vorkommen (Vorechovsky 1999). Eine Assoziation mit
bestimmten MHC-Haplotypen ist bereits linger bekannt (Volanakis 1992). Als mogli-
cher Genlocus fiir eine Empfanglichkeit gegeniiber CVID bzw. IgAD kommt die HLA-
DQ/DR-Region auf Chromosom 6 (MHC Klasse II) infrage (Kralovicova 2003). Die
Autoren der zuletzt genannten Arbeit leiten daraus ein Modell der gemeinsamen autoim-
munen Pathogenese der IgAD und CVID mit genetisch determinierter Empfénglichkeit
ab, bei dem die Interaktion von MHC-Klasse-II-Antigenen (pMHCII) mit dem T-
Zell-Rezeptor eine entscheidende Rolle spielt. Diese Hypothese wird durch publizierte
Fallberichte von bisher gut 20 Patienten unterstiitzt, bei denen IgAD in CVID f{iberge-
gangen ist, teilweise iiber ein Zwischenstadium mit Kombination aus IgAD und IgG-

Subklassendefekten (meist 1gG,, Aghamohammadi 2008).

Einem Teil der Félle von familidrer Hiufung der beiden Phéanotypen CVID und IgAD
liegt aber auch nachgewiesenermallen eine TNFRSFI3B-Mutation zugrunde (Castigli
2005).



1.1.4. Klinik

Klinisches Leitsymptom der CVID sind rezidivierende bakterielle Infekte vor allem der
oberen und unteren Atemwege (Sinusitis, Bronchitis, Pneumonie) sowie der Ohren (Oti-
tis media) (Cunningham-Rundles 1999). Die am héufigsten isolierten Erreger sind Bak-
terien wie Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae sowie Moraxella catar-
rhalis (Hammarstrém 2000). Als Folge der wiederholten Atemwegsinfektionen bilden
sich hiufig Bronchiektasen. Auch invasive bakterielle Infektionen (Sepsis, Meningitis),
durch Enteroviren verursachte chronische Meningoenzephalitiden sowie rezidivierende,
teils schwere Zoster-Episoden treten bei CVID gehéuft auf (Oksenhendler 2008, Park
2008, Rudge 1996).

Zur groben Differenzierung von physiologischer Infektanfilligkeit einerseits und ande-
ren Formen von Immundefizienzen wie z. B. zelluldren oder kombinierten Immundefek-
ten andererseits wurden folgende Warnzeichen definiert, die auf einen Antikdrperman-

gel hindeuten (Wahn 2006/2007):
* positive Familienanamnese flir Antikorpermangel
* acht oder mehr eitrige Otitiden pro Jahr
* zwei oder mehr schwere Sinusitiden pro Jahr
* zwei oder mehr Pneumonien innerhalb eines Jahres
* zwei oder mehr andere schwere, systemische Infektionen (Meningitis, Sepsis)
* begriindete antibiotische Therapie iiber zwei oder mehr Monate ohne Effekt
* Impfkomplikationen nach Gabe der oralen Polio-Lebendvakzine

Weiterhin findet man bei einigen Patienten Autoimmunphénomene (z. B. Autoimmun-
thrombozytopenie, autoimmunhdmolytische Anédmie), granulomatdose Entziindungen
(z. B. nicht verkdsende Granulome in Leber, Milz, Lunge oder Knochenmark) und
gastrointestinale Komplikationen (z. B. Malabsorption, Giardiasis). Die Erstmani-
festation der Erkrankung erfolgt (im Gegensatz z. B zu schweren kombinierten Immun-

defekten) per definitionem nicht im Alter von unter zwei Jahren. Hiufig treten die ersten



Symptome im jungen Erwachsenenalter auf. Die Diagnose wird meist erst mit einer
Verzogerung von einigen Jahren gestellt. Einige der Begleiterscheinungen bei CVID
wie Autoimmunphénomene und granulomatdse Entziindungen kénnen den rezidivieren-
den bakteriellen Atemwegsinfektionen zeitlich vorausgehen. Bei CVID-Patienten ist die
Inzidenz maligner Neoplasien (insbesondere Non-Hodgkin-Lymphome) im Vergleich
zur Normalbevolkerung erhdht (Cunningham-Rundles 1987) und auch nicht-maligne
lymphoproliferative Erkrankungen kommen gehiuft vor (z. B. persistierende Lymph-
adenopathie, Splenomegalie). Das gemeinsame Auftreten der CVID mit einem Thymom

wird als Good-Syndrom bezeichnet (Bonilla 2005).

1.1.5. Diagnose, Differentialdiagnose und Klassifikation

Neben der Klinik sind der wiederholte Nachweis einer Hypogammaglobulindmie
(Gesamt-IgG um mehr als zwei Standardabweichungen vermindert), eine gestorte funk-
tionelle spezifische Antikdrperantwort (Abwesenheit von Isohdmagglutininen und
schwache Antikdrperbildung nach Tetanus-, Diphtherie- und/oder Pneumokokkenimp-
fung mit Polysaccharidimpfstoff) sowie der vorherige Ausschluss anderer bekannter,
wohldefinierter Immundefekte wegweisende diagnostische Kriterien fiir die CVID. Der
Verdacht auf einen Immunglobulinmangel kann zum Teil schon aus der Serumelektro-
phorese als Zufallsbefund abgeleitet werden. Die Serumeiweil3-Elektrophorese wird al-
lerdings zur gezielten Abkldrung eines Antikdrpermangel-Syndroms nicht empfohlen;
stattdessen sollten die Immunglobuline IgG, IgA und IgM quantitativ bestimmt werden
(Wahn 2006/2007). Serum-IgA und -IgE sind bei fast allen, Serum-IgM bei vielen Pati-
enten ebenfalls vermindert. Bei der Mehrzahl der Patienten ist eine normale Anzahl von
B- und T-Lymphozyten im peripheren Blut nachweisbar, eine reduzierte B-Zell-Zahl
kommt ebenfalls vor. Funktionelle Abnormalitdten im T-Zell-Kompartiment sind haufig

zusitzlich nachweisbar (Cunningham-Rundles 1999).

Formale diagnostische Kriterien wurden von der Pan-American Group for Immunodefi-
ciency und der European Society for Immunodeficiencies gemeinsam erarbeitet. Danach
werden wahrscheinliche und mogliche CVID-Fille unterschieden (siche Tabelle 1,

Conley 1999).



CVID wahrscheinlich CVID moglich

Serum-IgG und -IgA deutlich vermindert (mindes- | einer der Immunglobulin-Hauptisotypen (IgM,
tens zwei Standardabweichungen unter dem alters- | IgG, IgA) im Serum deutlich vermindert (mindes-
entsprechenden Mittelwert) tens zwei Standardabweichungen unter dem alters-

entsprechenden Mittelwert)

UND Symptombeginn nach Vollendung des zweiten Lebensjahres

UND fehlende Isohdmagglutinine und/oder schwache Impfantwort

UND Ausschluss einer Liste definierter anderer Ursachen von Hypogammaglobulindmien aus folgenden
Bereichen: medikamenteninduziert, genetisch, Chromosomenanomalien, Infektionskrankheiten,

Malignome, systemische Erkrankungen

Tabelle 1: formale Diagnosekriterien fiir CVID (nach Conley 1999)

Zu den differentialdiagnostisch relevanten Erkrankungen, die je nach klinischer Situati-
on vor Diagnose einer CVID ausgeschlossen werden sollten, gehoren z. B. symptomati-
sche Formen von IgG-Subklassendefekten und selektivem IgA-Mangel (IgAD), milde
Formen der Agammaglobulindmie Bruton (XLA) und des schweren kombinierten Im-
mundefekts (SCID), die autosomal-rezessive Agammaglobulindmie, das Hyper-IgM-
Syndrom, X-chromosomal vererbte Lymphoproliferation (XLP), die Trisomie 21, medi-
kamenteninduzierte Hypogammaglobulindmien (u. a. durch Glukokortikoide, Carbama-
zepin und Phenytoin), Neoplasien des lymphatischen Systems (z. B. chronische lympha-
tische Leukdmie, multiples Myelom), Erkrankungen mit starkem Proteinverlust (z. B.
nephrotisches Syndrom, exsudative Enteropathie) und eine HIV-Infektion (Conley
1999, Hammarstrom 2000, Kanegane 2000, Park 2008, Shovlin 1994).

Eine weitere wichtige Differentialdiagnose bei kleinen Kindern stellt die transiente Hy-
pogammaglobulindmie des Kindesalters dar, die bis zum Alter von vier Jahren teilweise

schwierig von der CVID abzugrenzen ist (Cunningham-Rundles 2010).

Eine erste Klassifikation der Erkrankung wurde 1990 von Bryant und Webster vorge-
schlagen, die die Patienten anhand der IgG- und IgM-Synthese in vitro (nach Stimulati-
on mit Anti-IgM und Interleukin-2) in die Gruppen A, B und C einteilten (Bryant 1990).

Rump et al. verfeinerten diese Klassifikation insbesondere durch weitere Unterteilung



der Patienten mit nachweisbarer IgG- und IgM-Synthese in vitro in die Gruppen C; und
C, unter Zuhilfenahme weiterer Agenzien zur Stimulation (OKT3, Staphylococcus au-

reus Stamm Cowan [ (SAC), Tetanustoxoid und Pokeweed Mitogen, Rump 1992).

Nach immunphénotypischen und klinischen Kriterien wurden kiirzlich verschiedene
Subgruppen von CVID-Patienten definiert, die sich unter anderem hinsichtlich der
Komplikationen der Erkrankung unterscheiden. Das rein immunphénotypische und so-
mit eher deskriptive EUROclass-Schema beriicksichtigt folgende Parameter (Wehr
2008):

* Anteil der B-Lymphozyten an den gesamten Lymphozyten im peripheren Blut
(bei einem Anteil von < 1 % als Hinweis auf Defekte der frithen B-Zell-Diffe-
renzierung werden die Subpopulationen der B-Lymphozyten nicht niher analy-

siert)

* Anteil ,geswitchter Memory-B-Zellen (IgMIgD'CD27") an den gesamten B-
Lymphozyten (ein Wert von < 2 % korreliert mit niedrigen 1gG- und IgA-Kon-

zentrationen im Serum, granulomatdsen Entziindungen und Splenomegalie)

« Anteil der B-Zellen im Ubergangsstadium (,,transitional B cells*, CD38"IgM";
ein Wert von > 9 % ist bei Patienten mit verminderten ,,geswitchten Memo-
ry-B-Lymphozyten assoziiert mit Lymphadenopathie) und Anteil der B-Zellen
mit niedriger Expression von CD21 und CD38 sowie starker Expression von
CD19 auf der Oberflidche an den gesamten B-Lymphozyten (ein Anteil des Phi-
notyps CD21°"CD38"*CD19" von > 10 % ist assoziiert mit Splenomegalie und

granulomatdsen Entziindungen).

Anhand der Daten des ,,European Common Variable Immunodeficiency Disorders Re-
gistry* lassen sich flinf klinische Phinotypen unterscheiden, die sich hinsichtlich ihrer
Prognose unterscheiden: Patienten mit Autoimmunphdnomenen (I), polyklonaler lym-
phozytdrer Infiltration (II), lymphatischen Malignomen (III), Enteropathie (IV) oder

ohne eine dieser genannten Komplikationen (V). Die Patienten der zuletzt genannten



Gruppe (nur Infektionen) zeigten in dieser Untersuchung eine deutlich lingere Uberle-
benszeit als diejenigen der librigen Gruppen mit weiteren erkrankungsassoziierten Kom-

plikationen (vgl. Abschnitt 1.1.7, Chapel 2008).

1.1.6. Therapie

Standardtherapie der CVID ist die parenterale Immunglobulin-Substitution. Traditionell
erfolgt die Gabe von 300-400 mg polyvalenten Immunglobulinen pro kg Korpergewicht
alle drei bis vier Wochen intravends (IVIG-Therapie, Park 2008). In den letzten Jahren
wird auch die wochentliche subkutane Applikation geringerer Dosen von Immunglobu-
linen hiufiger eingesetzt (SCIG-Therapie). Eine Umfrage unter deutschen Behand-
lungszentren primirer humoraler Immundefekte im Jahre 2002 ergab, dass 86,3 % der
substituierten Patienten mit IVIG und 13,7 % mit SCIG behandelt wurden (Borte 2005).
Patienten, die mit IVIG therapiert werden, erhalten zum Teil eine Primedikation mit
Glukokortikoiden und/oder H;-Antihistaminika. Die Immunglobulintherapie wird mit
dem Ziel angewendet, die Serum-IgG-Konzentration mindestens iiber 5 g/l zu halten
(,, Talspiegel®), teilweise werden auch hohere Konzentrationen bis 9 g/l angestrebt
(Wahn 2006/2007). In einer kontrollierten Studie konnte gezeigt werden, dass eine ho-
her dosierte Immunglobulintherapie (600 mg/kg Korpergewicht alle vier Wochen bei
Erwachsenen, 800 mg/kg Korpergewicht bei Kindern) die Zahl und Dauer der Infektio-
nen gegeniiber der Standardtherapie reduziert (Eijkhout 2001). Dieser Effekt wurde zu-
vor bereits bei Patienten mit XLA festgestellt (Liese 1992).

Die Indikation zur Substitutionstherapie mit Immunglobulinen kann z. B. unter folgen-

den Voraussetzungen gestellt werden (Wahn 2006/2007):
*  Serum-IgG <2 g/l

e Serum-IgG zwischen 2 und 5 g/, zusitzlich defiziente Antikorperbildung oder
chronisch-rezidivierende Infektionen trotz nachweisbarer, aber begrenzter Anti-

korperbildung

* Serum-IgG > 5 g/l, zusitzlich nachgewiesene Antikorperbildungsstérung und

schwere Infektionen



Die am hiufigsten beschriebenen unerwiinschten Wirkungen der Immunglobulin-Sub-
stitutionstherapie sind Kopfschmerzen, Fieber, Schiittelfrost, Miidigkeit, Reaktionen an
der Injektionsstelle und gastrointestinale Beschwerden wie Ubelkeit, Erbrechen oder

Diarrhoe (Berger 2007, Church 2006).

Interkurrente sinopulmonale Infektionen erfordern eine prompte antibiotische Therapie,
fiir die insbesondere Fluorchinolone und Amoxicillin in Kombination mit Clavulansdure
eingesetzt werden (Park 2008). Ein Teil der Patienten wird auch iiber langere Zeitrdume
prophylaktisch mit Antibiotika behandelt, in einigen Féllen nur in den Herbst- und Win-
termonaten, zum Teil auch ganzjdhrig (Borte 2005). Fiir die tiglich applizierte prophy-
laktische Antibiotikatherapie werden z. B. Makrolide und Cotrimoxazol verwendet

(Cunningham-Rundles 2010).

Bei einem Good-Syndrom sollte das Thymom operativ entfernt werden (Bonilla 2005).

1.1.7. Prognose

CVID-Patienten weisen eine gegeniiber der Normalbevdlkerung deutlich erhohte Mor-
biditdt und Mortalitdt auf (Cunningham-Rundles 1999). Dies gilt in besonderem Mafle
fiir unbehandelte Patienten, das Risiko ist aber auch unter Substitutionstherapie mit Im-
munglobulinen noch nachweisbar. Patienten mit CVID ohne weitere Komplikationen
scheinen deutlich lédnger zu iiberleben als solche mit Komplikationen: 30 Jahre nach
Diagnosestellung lebten noch ca. 85 % der Patienten ohne Komplikationen, die in einem
europdischen CVID-Register erfasst waren, jedoch nur ca. 50 % der Patienten mit Kom-
plikationen wie polyklonaler lymphozytirer Infiltration, Autoimmunitét, Enteropathie
oder lymphatischen Malignomen (vgl. Abschnitt 1.1.5, Chapel 2008). Als seltene, aber
prognostisch ungiinstige Komplikation, deren Ursache noch nicht genau bekannt ist und
die moglicherweise auch therapiebedingt sein konnte, wurde eine progrediente neurode-
generative Erkrankung mit unspezifischer Enzephalitis beschrieben. In einer publizier-
ten Fallserie verstarben 12 von 14 Patienten, im Median 4,3 Jahre nach Beginn der neu-

rologischen Auftilligkeiten (Ziegner 2002).



1.2. Bedeutung von PDRI-BF1 fiir die terminale
Differenzierung von B-Zellen

1.2.1. Terminale Differenzierung von B-Lymphozyten zu
Plasmazellen

Aus der Tatsache, dass bei den meisten CVID-Patienten die Zahl der B-Lymphozyten
im peripheren Blut normal oder nur leicht, die Immunglobulinkonzentration im Serum
jedoch deutlich vermindert ist, ldsst sich die Vermutung ableiten, dass ein Block in der
terminalen Differenzierung der B-Lymphozyten zu Immunglobulin-sezernierenden Plas-
mazellen vorliegen konnte. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, einen fiir die Dif-
ferenzierung von B-Lymphozyten wichtigen Transkriptionsfaktor bei CVID-Patienten
und gesunden Kontrollpersonen nachzuweisen. In erster Linie kam dafiir der fiir die ter-
minale Differenzierung zu Plasmazellen entscheidende Faktor PRDI-BF1 (Positive Re-
gulatory Domain I Binding Factor 1, Gen auch als Prdml bezeichnet, bei der Maus B-
Lymphocyte Induced Maturation Protein, kurz Blimp-1) in Betracht. Einen Uberblick
iiber die wichtigsten an der Differenzierung von B-Lymphozyten zu Plasmazellen betei-

ligten Transkriptionsfaktoren gibt Abbildung 1.



PAX5 BCL-6 PRDI-BF1 XBP-1
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Abbildung 1: fiir die B-Zell-Differenzierung wichtige Transkriptionsfaktoren
(nach Nera 20006, links Differenzierungsstadien von B-Lymphozyten, oben
geringer differenziert, unten terminal differenziert, rechts Balken, die die
Expression der Transkriptionsfaktoren symbolisieren)

PAXS (Paired Box Gene 5), ein wichtiger Transkriptionsfaktor der friithen B-Zell-Diffe-
renzierung, wird als derjenige Faktor betrachtet, der B-Lymphozyten ihre Identitit gibt,
indem er fiir die Expression B-Lymphozyten-spezifischer Oberflichenmarker und einer
Reihe weiterer zellspezifischer Molekiile sorgt. PAXS inhibiert die terminale Differen-
zierung von B-Lymphozyten zu Plasmazellen und wird daher im Laufe dieses Prozesses
herunterreguliert (Nera 2006). Wihrend der Keimzentrumsreaktion der B-Lymphozyten
wird zusétzlich der Transkriptionsfaktor BCL-6 (B-Cell Lymphoma 6) stark exprimiert
und im Verlauf der terminalen Differenzierung wieder herunterreguliert. Im Verlauf der
spaten Differenzierung von B-Lymphozyten zu Plasmazellen kommt zu der Expression

von PRDI-BF1 diejenige von XBP-1 (X-box-binding protein-1) hinzu (Calame 2003).
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1.2.2. Der Transkriptionsfaktor PRDI-BF1 (Blimp-1)

Der humane Transkriptionsfaktor PRDI-BF1 wurde 1991 erstmals von Keller und Ma-
niatis kloniert und beschrieben (Keller 1991). 1994 zeigte Huang, dass PRDI-BF1 ho-
molog zu dem kurz zuvor bei der Maus beschriebenen Blimp-1 ist (Huang 1994). Seit-
dem wird fiir PRDI-BF1 beim Menschen ebenfalls teilweise die Bezeichnung Blimp-1
verwendet. Das Gen ist auf dem langen Arm von Chromosom 6 (6q21, OMIM-Nr.
603423) lokalisiert und wird in jlingerer Zeit meist als PrdmI (PR Domain-Containing
Protein 1) bezeichnet (Martins 2008). Die mRNA der auch als PRDI-BF1a bezeichne-
ten Haupt-Isoform wird aus sieben Exons zusammengesetzt. PRDI-BF1 ist ein Protein,
das aus 789 Aminosduren besteht und ein Molekulargewicht von ca. 88 kDa besitzt. Sei-
ne Funktion eines Repressors der Transkription wird unter anderem durch fiinf Zinkfin-
ger-Dominen vom Kriippel-Typ ausgeiibt. PRDI-BF1 wird bei einem Teil der Plasmo-
blasten sowie in allen Plasmazellen exprimiert, dabei von Plasmoblasten hin zu langle-
bigen Plasmazellen quantitativ zunehmend. Mit sensitiven Methoden kann PRDI-BF1
auch in einigen B-Lymphozyten des Keimzentrums (Zentrozyten) nachgewiesen wer-
den, die zur Weiterdifferenzierung zu Plasmazellen bestimmt sind (Cattoretti 2006). In
B-Gedédchtnis-Zellen wird es hingegen im Vergleich zu anderen Tranksriptionsfaktoren

der spaten B-Zell-Differenzierung nur schwach exprimiert (Kuo 2007).

Mit PRDI-BF1p wurde eine zweite, verkiirzte Isoform des Proteins mit 691 Aminoséu-
ren beschrieben, die hauptséchlich in Zellen multipler Myelome von Bedeutung zu sein
scheint. PRDI-BF1f wird durch alternative Initiation der Transkription gebildet, das co-
dierende Gen ist ebenfalls Prdml1 (Gyory 2003). Der mRNA von PRDI-BF 1 fehlen die

Exons 2, 3 und 4. Das Exon 1 beider Isoformen besitzt eine unterschiedliche Sequenz.

Bei der Maus bleibt in Abwesenheit von Blimp-1 die Differenzierung von B-Lym-
phozyten zu Plasmazellen in einem frithen Plasmoblasten-Stadium (,,Prd-Plasmo-
blasten) stehen, in groBer Menge Immunglobuline bildende Plasmazellen kénnen dann
nicht mehr entstehen (Kallies 2007). Wegen der groB3en strukturellen und funktionellen
Ahnlichkeit von Blimp-1 bei der Maus und PRDI-BF1 beim Menschen lassen sich diese
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Ergebnisse vermutlich auf humane B-Lymphozyten tibertragen. PDRI-BF1 wird daher
als wichtigster Faktor fiir die Bildung von Plasmazellen aus B-Lymphozyten betrachtet

(Kallies 2004).

Die Wirkung von PRDI-BF1 beruht wahrscheinlich unter anderem auf der Repression
der Transkription verschiedener in frithen Stadien der B-Lymphozyten exprimierter
Gene wie z. B. c-myc, Pax5, CIITA (MHC Class II Transactivator) und Bcl-6. Als Kore-
pressoren werden dabei Proteine der Groucho-Familie und Histon-Deacetylasen
(HDAC) bendétigt (Ren 1999, Yu 2000). Durch die Repression von Pax5 konnen dann ei-
nige fiir die Immunglobulinsekretion wichtige Gene wie z. B. das der Immunglobulin-J-

Kette aktiviert werden.

Die Expression von Prdm1 ist wiederum abhingig von der Aktivitit anderer Transkripti-
onsfaktoren wie z. B. NF-kB, IRF4 und STAT3 sowie vom Wegfall von Repressoren
wie PAXS und BCL-6. Mit PAXS ergibt sich dadurch eine negative autoregulatorische
Riickkopplungsschleife, die auch in vitro nachgewiesen wurde (Mora-Lopez 2007). Si-
gnale aus dem Extrazelluldrraum, die zur Expression von Prdml fiihren, sind z. B. die

Interleukine 2 und 21 sowie Lipopolysaccharid (letzteres iiber den Rezeptor TLR4).

Nach der Entdeckung von Blimp-1/PRDI-BF1 war man zunédchst der Meinung, dass es
sich um einen fiir B-Lymphozyten spezifischen Transkriptionsfaktor handelt (7urner
1994). In der Folge wurde dann die Bedeutung fiir Zellen der myeloischen Reihe
(Chang 2000) und die friithe Embryonalentwicklung der Maus (Chang 2002) beschrie-
ben. Erst in den letzten Jahren wurde (unter anderem von unserer Arbeitsgruppe) iliber
die Expression und Funktion in T-Lymphozyten bei Miusen und Menschen berichtet
(Kallies 2006, Martins 2006, Santner-Nanan 2006). Zunéchst konnte gezeigt werden,
dass Blimp-1/PRDI-BF1 eine Rolle in der Spezialisierung von CD4-positiven T-Lym-
phozyten zukommt (Inhibition der Th1-Differenzierung, Cimmino 2008). Kiirzlich wur-
den auch Expression und Funktion in kurzlebigen CD8-positiven Effektor-T-Zellen
nachgewiesen (Kallies 2009). Weiterhin wurde Blimp-1 als wichtiger Faktor fiir die
Entstehung von Talgdriisen und die Verhornung von Keratinozyten bei Mausen identifi-

ziert (Horsley 2006, Magnusdottir 2007).
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Daneben kommt Prdm 1 eine Bedeutung als Tumorsuppressorgen zu. Prdm [-Mutationen
wurden insbesondere bei malignen Lymphomen (vorwiegend der B-Zell-Reihe) gefun-

den (Hangaishi 2010).

1.2.3. Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Urspriingliches Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Unterschiede in der mRNA-Ex-
pression des fiir die terminale Differenzierung von B-Lymphozyten wichtigen Tran-
skriptionsfaktors PRDI-BF1 zwischen gesunden Probanden und Patienten mit Common
Variable Immunodeficiency (CVID) festzustellen. Die Pathogenese dieser Erkrankung
konnte mit einem PRDI-BF1-Defekt in Verbindung stehen, da bei betroffenen Patienten
zwar in der Regel B-Lymphozyten nachweisbar sind, die Endprodukte ihrer Differenzie-
rung zu Plasmazellen (die Immunglobuline) jedoch nicht in ausreichendem Mal3e pro-

duziert werden.

Vorbereitend wurden die Lymphozytensubpopulationen der Probanden und Patienten
durchflusszytometrisch untersucht, begleitend auch die Immunglobulin-Synthese der B-

Lymphozyten in vitro.

T-Lymphozyten sowie Jurkat-Zellen waren in der urspriinglichen Konzeption der Arbeit
als Negativkontrollen vorgesehen, da PRDI-BF1 zuvor als spezifisch fiir B-Lymphozy-
ten betrachtet wurde. Im Verlauf der Arbeit stellte sich aber heraus, dass T-Lymphozyten
und Jurkat-Zellen ebenfalls fiir PDRI-BF1 codierende mRNA exprimieren.

Die Arbeiten fiir diese Dissertation wurden vom Interdisziplindren Zentrum fiir Klini-
sche Forschung (IZKF) der Julius-Maximilians-Universitdt Wiirzburg im Rahmen des

Teilvorhabens A-13 inhaltlich und finanziell gefordert.

13



2. Material und Methoden

2.1. Gewinnung der Untersuchungsmaterialien und Un-
tersuchungsgang

2.1.1. Patienten und gesunde Probanden

Fiir die Untersuchungen wurde folgenden Personen jeweils bis zu 200 ml Venenblut ent-

nommen (bei gesunden Probanden teilweise mehrfach):

* 15 gesunden Probanden als Kontrollpersonen (iiberwiegend Studierende und
Mitarbeiter der Universitidt Wiirzburg, Durchschnittsalter 33 Jahre, Altersbereich
22 bis 57 Jahre, 10 Frauen, 5 Méanner)

* 4 Patienten mit CVID aus der immunologischen Ambulanz der Universitits-Kin-

derklinik (Durchschnittsalter 35 Jahre, Altersbereich 31 bis 38 Jahre, 4 Ménner)

Patient 1

Anamnese: Der zum Zeitpunkt der Blutentnahme fiir diese Untersuchung 31jdhrige
ménnliche Arzt und Leistungssportler hatte Varizellen im Kindesalter durchgemacht,
eine Tonsillektomie war im Alter von sechs Jahren durchgefiihrt worden. Mit 29 Jahren
trat eine Infektion der oberen und unteren Luftwege mit verzogerter Rekonvaleszenz
auf. Aus diesem Anlass erfolgte eine Durchuntersuchung, nachdem bereits einige Jahre

zuvor eine gehdufte Infektneigung aufgefallen war.

Klinische Untersuchungsbefunde: Ultraschall ohne pathologischen Befund (keine

Splenomegalie)

Laborbefunde bei Diagnosestellung: Leukozyten 7 400/ul, Lymphozyten 1 550/ul, T-
Zellen 82 % (1 271/ul), CD4" 47 % (729/ul), CD8" 18 % (279/ul), CD4/CD8-Quotient
2,6, B-Zellen 6,6 % (102/ul), Immunglobuline: IgG 1,42 g/1, IgA < 0,2 g/l, [gM 0,18 g/l,
Ig 18 IU/ml, IgD <20 U/ml, IgG-Subklassen: IgG; 0,82 g/l, IgG, 0,69 g/l, 1gGs;
0,18 g/l, IgGs 0,06 g/1, sekretorisches IgA im Speichel < 0,6 mg/dl, Gesamteiweill
65 g/l, Albumin 55 g/l, bei regelrechtem Impfstatus spezifische AK gegen Tetanustoxo-
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id, VZV, Poliovirus Typ L, II und III nachgewiesen, keine spezifischen AK gegen Diph-
therietoxoid, HSV-1/2, EBV, CMV, MMR, HBsAg und Parvovirus B19 nachgewiesen,
Anti-Human-IgA positiv (Titer 1 : 40), sonst keine Autoantikdrper nachgewiesen, Kno-
chenmarkpunktion und Osophagogastroduodenoskopie ohne pathologischen Befund

(kein Hinweis auf Giardiasis)
Diagnose: CVID (Diagnosestellung im Alter von 30 Jahren)

Therapie: bisher keine IgG-Substitution wegen Anti-IgA-Antikorpern

Patient 2

Anamnese: Bei dem zum Zeitpunkt der Blutentnahme fiir diese Untersuchung 38jéhri-
gen Mann waren bereits seit dem frithen Sduglingsalter rezidivierende bakterielle Haut-
infektionen aufgetreten. In der Folge kam es hiufig zu Fieber unklarer Genese, Binde-
hautentziindungen, Halsschmerzen und Durchfillen. Eine eitrige Meningitis trat im Al-
ter von drei Jahren auf. Vermehrte Bronchitiden und Sinusitiden, Splenomegalie und

Hypogammaglobulindmie waren seit dem Kleinkindalter bekannt.

Klinische Untersuchungsbefunde: Haut von alten Narben iibersdt, Milz derb ca.

10 cm unterhalb des Rippenbogens palpabel, keine Lymphadenopathie

Laborbefunde: Thrombozytopenie (30 000 — 120 000/ul), Leukopenie (2 500 —
4 000/ul), Lymphozytopenie (hdufig < 1 000/ul), Immunglobuline in substitutionsfreien
Zeiten: 1gG 2,4 — 3,6 g/1, IgA 0,24 — 0,75 g/l, IgM 0,20 — 0,55 g/1, IgE 7 IU/ml, IgA-
Subklassen: IgA, stark vermindert, IgA, nicht nachweisbar, alle IgG-Subklassen propor-
tional vermindert, T-Zellen 88 %, CD4+ 23 %, CD8+ 56 %, CD4/CD8-Quotient 0,4, B-
Zellen 2,7 % (erste Lymphozyten-Subtypisierung im Alter von 22 Jahren), [g-Synthese
in vitro (Jerne-Test) stark vermindert, spezifische AK gegen EBV und Rételnvirus nach-
gewiesen, nach Impfung mit Tetanus-Diphtherie-Kombinationsimpfstoff, Typhus-/Para-
typhus-A/B-Impfstoff und inaktivierter Poliovakzine keine spezifischen Antikorper

nachgewiesen, keine Autoantikdrper nachgewiesen

Diagnose: CVID (wobei die ausgepriagte und frithe Hautmanifestation eher ungew6hn-
lich ist; die Lungenbeteiligung ist geringer: HR-CT der Lunge im Alter von 40 Jahren
ohne pathologischen Befund)
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Therapie: IgG-Substitution nur bei erhdhter Infektanfélligkeit, wie z. B. in den Winter-

monaten

Patient 3

Anamnese: Bei dem zum Zeitpunkt der Blutentnahme fiir diese Untersuchung 37jdhri-
gen Mann war seit dem 23. Lebensjahr regelméfig eine Pneumonie pro Jahr aufgetre-
ten, dazu héufig Fieber unklarer Genese, Otitis media und Bronchitis (chronischer Hus-
ten), hingegen keine vermehrten Durchfdlle. Im Alter von 30 Jahren war radiologisch
eine beidseitige Hilusvergroerung aufgefallen, histologisch zeigten sich vernarbende
Granulome. Die pathologischen Verdnderungen wurden als pulmonale Sarkoidose Sta-
dium II gedeutet, es kam zu einer spontanen Abheilung (retrospektiv handelte es sich
wahrscheinlich eher um unspezifische Granulome im Rahmen der CVID). Eine Menin-

goenzephalitis durch einen unbekannten Erreger trat im Alter von 37 Jahren auf.
Klinische Untersuchungsbefunde: keine Lymphadenopathie, keine Splenomegalie

Laborbefunde bei Diagnosestellung: Thrombozyten 275 000/ul, Leukozyten 7 800/pul,
Lymphozyten 1250/ul, CD4" 48 % (600/ul), CD8" 30 % (375/ul), CD4/CD8-Quotient
1,6, B-Zellen 8 % (100/ul), Immunglobuline: IgG 2,13 g/l, IgA < 0,077 g/1, IgM 0,61
g/1, IgE < 0,05 IU/ml, IgG-Subklassen: 1gG, 2,05 g/1, IgG, 0,34 g/1, 1gG; 0,09 g/1, IgG4
< 0,06 g/l, spezifische AK gegen Tetanustoxoid, Poliovirus Typ I und II nachgewiesen,
keine spezifischen AK gegen Diphtherietoxoid, EBV, CMV, Poliovirus Typ III, Masern
und Roételn nachgewiesen, kein weiterer Anstieg der AK gegen Diphtherie- und Teta-

nustoxoid 10 Tage nach Boosterung
Diagnose: CVID (Diagnosestellung im Alter von 27 Jahren)

Therapie: seit dem Alter von 27 Jahren regelméflige Substitution mit 30 g IVIG alle 4
Wochen, mit 41 Jahren Umstellung auf subkutane IgG-Substitution (SCIG)

Patient 4
Anamnese: Bei dem zum Zeitpunkt der Blutentnahme fiir diese Untersuchung 35jéhri-
gen Mann war seit dem Alter von 9 Jahren ein Diabetes mellitus Typ 1 bekannt. Rezidi-

vierende Infektionen der oberen und unteren Atemwege und eine chronisch-rezidivie-
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rende Urtikaria bestanden seit dem Alter von 26 Jahren, Durchfille waren bislang nicht

aufgetreten.

Laborbefunde: Thrombozyten 202 000/ul, Leukozyten 8 400/ul, Lymphozyten
2 350/ul, CD4" 24 % (564/ul), CD8" 41 % (964/ul), CD4/CD8-Quotient 0,6, B-Zellen
20 % (470/ul), Immunglobuline: IgG 1,59 g/, IgA 0,08 g/l, IgM 0,14 g/l, IgE
< 0,05 IU/ml, IgG-Subklassen: 1gG; 0,8 g/l, 1gG, 0,3 g/l, 1gG; 0,16 g/1, IgG4 < 0,01 g/l,
Gesamteiweil3 68 g/l, Albumin 51 g/I, Normalwerte fiir CHsy, APso und C1-Esterase-In-
hibitor, keine spezifischen AK gegen HSV, VZV, EBV, CMV, HHV-6, MMR, Poliovirus
Typ I und III, Candida sowie Streptolysin O nachgewiesen, ANA negativ, Anti-Hu-

man-IgA positiv

Diagnose: CVID (Diagnosestellung im Alter von 27 Jahren im Rahmen der Urtika-
ria-Abkldrung)

Therapie: i.v.-Substitution mit konventionellen Priparaten fiihrte wiederholt zu mittel-
schweren anaphylaktischen Reaktionen (Hautrétung, Kopfschmerzen, Schwindelgefiihl
und Atemnot), spéter problemlose Substitution mit Alphaglobin®, einem pasteurisierten

Priparat, das nur sehr geringe Spuren von IgA enthélt

Die Teilnehmerinnen und Teilnehmer waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme anamnes-

tisch infektfrei und litten nicht an sonstigen interkurrenten Erkrankungen.

Die Teilnahme an der Untersuchung war freiwillig und erfolgte nach vorheriger schrift-
licher Aufklarung durch eine Probandeninformation und Unterzeichnung einer Einver-
stdndniserklarung. Es erfolgte keine Randomisierung, die Auswahl der gesunden Pro-
banden und Patienten richtete sich vielmehr nach der Verfiigbarkeit und der Bereitschaft
zur Teilnahme. Die personlichen Daten der Probanden und Patienten wurden vor der de-

finitiven Auswertung pseudonymisiert.

2.1.2. Blutentnahme

Zunéchst wurde in Spritzen mit 50 ml Volumen (,,Perfusorspritzen*) jeweils 1 000 1E

Natrium-Heparin (Liquemin®, Fa. Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) unter steri-
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len Arbeitsbedingungen (Sterilwerkbank) vorgelegt, die Endkonzentration des Heparins
betrug 20 IE/ml. Nach Stauung wurde den gesunden Probanden oder Patienten Venen-
blut (bis maximal 200 ml, bei Patienten maximal 50 ml) mit einer grolumigen Schmet-
terlingskaniile entnommen, mit der Heparinldsung vorsichtig durchmischt und an-
schlieBend entweder sofort im Labor weiterverarbeitet oder bis maximal 24 Stunden im

Kiihlschrank zwischengelagert.

Weiterhin wurde allen gesunden Probanden und Patienten 2,7 ml EDTA-Blut in einer
Kalium-EDTA-Monovette zur Messung eines grolen Blutbildes abgenommen. Allen
Patienten sowie einigen gesunden Probanden wurden zusitzlich 7,5 ml Vollblut ohne
Antikoagulans zur nephelometrischen Messung der Immunglobuline im Serum entnom-

men.

Bei einem Patienten (Nummer 2) reichte die Menge des entnommenen Blutes nicht fiir

die Durchfiihrung sdmtlicher Experimente aus.

Der auf die Materialgewinnung folgende Untersuchungsgang ist in Abbildung 2 zusam-

menfassend dargestellt.
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Abbildung 2: Flussdiagramm der wichtigsten Elemente des Untersuchungsgangs
(Schritte farbig markiert, bei denen die wesentlichen Ergebnisse erzielt wurden)

2.2. Durchflusszytometrie

2.2.1. Materialien

Bei allen gesunden Probanden und Patienten wurde zur Bestimmung der absoluten
Lymphozytenzahl und weiterer Parameter der Leukozytendifferenzierung ein grofBes
Blutbild im klinisch-chemischen Labor der Universitits-Kinderklinik Wiirzburg ange-
fordert. Die Analyse wurde auf einem Hidmatologiegerit der Firma Bayer (Leverkusen,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Bestimmung einzelner Lymphozyten-Subpopulationen
erfolgte mit einem FACSCalibur-Gerit (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, Deutsch-

land). Folgende Antikorper wurden verwendet:

* mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC (Fluoreszeinisothiozyanat) markierte Anti-
korper der Fa. Dako (Hamburg, Deutschland) gegen folgende Antigene: CDS,
CDl16, CD19, CD21, CD22, CD25, Oberflichen-IgG, Oberflichen-IgM
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* mit dem Fluoreszenzfarbstoff PE (Phycoerythrin) markierte Antikorper der Fa.
Dako (Hamburg, Deutschland) gegen folgende Antigene: CD2, CD3, CD4,
CD20, CD23, CD56, Oberfldchen-IgD

* mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC markierte Antikérper der Fa. BD Pharmin-
gen (Heidelberg, Deutschland) gegen folgende Antigene: CD45RA, CD69,
HLA-ABC

* mit dem Fluoreszenzfarbstoff PE markierte Antikdrper der Fa. BD Pharmingen

(Heidelberg, Deutschland) gegen folgende Antigene: CD27, CD45RO, HLA-DR

e mit dem Fluoreszenzfarbstoff APC (Allophycocyanin) markierte Antikorper der
Fa. BD Pharmingen (Heidelberg, Deutschland) gegen folgende Antigene: CD3,
CDI19

Technologisch wurde die Durchflusszytometrie mit maximal drei Fluoreszenzfarb-

stoffen gleichzeitig eingesetzt (s. Tabelle 2).

Fluoreszenzfarbstoff FITC PE APC
Emissionsmaximum (nm) 525 576 660
Absorptionsmaximum (nm) 495 565 650

Tabelle 2: Fluoreszenzfarbstoffe fiir die Durchflusszytometrie und deren Emissions- und
Absorptionsmaxima im Farbspektrum (nach Baumgarth 2000, Petit 1993 und Telford
2005), FITC=Fluoreszeinisothiozyanat, PE=Phycoerythrin, APC=Allophycocyanin

2.2.2. Panels

Fiir die durchflusszytometrische Analyse der Zellen wurden je nach Zielsetzung unter-

schiedliche Antikorper-Panels verwendet.
* Basisanalyse der Spenderlymphozyten:
© Rohrchen 1: ohne Antikorper
o Rohrchen 2: CD8 FITC, CD4 PE, CD3 APC
o Rdhrchen 3: CD16 FITC, CD56 PE

© Rohrchen 4: HLA-ABC FITC, HLA-DR PE, CD19 APC
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© Rdhrchen 5: CD69 FITC, CD27 PE, CD19 APC
© Rohrchen 6: CD21 FITC, CD20 PE, CD19 APC
o Roéhrchen 7: CD19 FITC, CD3 PE
© Rdhrchen 8: CD22 FITC, CD23 PE, CD19 APC
* Analyse der B-Gedéchtnis-Zellen:
o Rohrchen 1: ohne Antikorper
© Rohrchen 2: Oberflichen-IgM FITC, Oberflachen-IgD PE, CD19 APC
o Rohrchen 3: Oberflichen-IgM FITC, CD27 PE, CD19 APC
o Rohrchen 4: Oberflichen-IgG FITC, CD27 PE, CD19 APC
* Erfolgskontrolle der Aufreinigung von B-Lymphozyten:
© Rohrchen 1: ohne Antikorper
o Rohrchen 2: CD19 FITC, CD3 PE

o Rohrchen 3: CD16 FITC, CD56 PE

2.2.3. Vorbereitung der Zellen

Nach den Blutentnahmen bei gesunden Probanden und Patienten wurde jeweils aus ei-
nem kleinen Aliquot des entnommenen Heparinblutes (ca. 0,5 ml) mit der Vollblut-Ly-
se-Technik ein zelluldrer Immunstatus erhoben. Dazu wurde jeweils in ein Polystyrol-
Rohrchen ein definiertes Volumen der Antikorperlosungen (zwischen 1 und 10 pl, ab-
hingig von der AntikOrperspezifitidt) vorgelegt, mit 75 ul antikoaguliertem Vollblut
iiberschichtet und mit dem Vortex-Reagenzglasschiittler gemischt. Nach der 10miniiti-
gen Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss wurde in jedes Rohrchen 1 ml
FACS-Lysispuffer (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) gegeben, erneut
mit dem Vortex-Reagenzglasschiittler gemischt und fiir weitere 10 Minuten bei Raum-
temperatur unter Lichtabschluss inkubiert. AnschlieBend erfolgten zwei Waschschritte

mit FACS-Puffer (PBS mit Zusatz von 0,1 % BSA und 0,02 % Natriumazid (NaN3)), die
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jeweils aus Zugabe von 3 ml FACS-Puffer, Mischen, Zentrifugieren (5 Minuten bei
1700 U/min) und Dekantieren bestanden.

2.2.4. Messung und Auswertung

Zur durchflusszytometrischen Analyse wurden die Zellen in einem speziellen FACS-
Puffer (siehe Abschnitt 2.2.3.) suspendiert und jeweils ca. 10 000 im Lymphozytengate
liegende Zellen pro Ansatz mit dem FACSCalibur-Gerit akquiriert. Die Auswertung der
Messergebnisse erfolgte mithilfe der Software CellQuest (Fa. Becton-Dickinson, Hei-

delberg, Deutschland).

Bei allen Versuchsreihen wurde das Vorwirtsstreulicht des Lasers (Forward Scatter,
FSC) als MaB fiir den Durchmesser der Zellen und das Seitwirtsstreulicht (Side Scatter,
SSC) als MaB fiir die Granularitit bzw. innere Komplexitit der Zellen bestimmt. Diese
beiden Parameter wurden in Punktwolken-Diagrammen (so genannten ,,Dot Plots*) li-
near gegeneinander aufgetragen. In diesen Punktwolken-Diagrammen wurden Zellen
mit geringer Vorwirts- und Seitwértslichtstreuung mithilfe eines so genannten Gates (in
diesem Fall ovale Teilfliche des Diagramms) als Lymphozyten ausgewéhlt, da Lympho-
zyten klein (Durchmesser ca. 6-8 pum) und nicht granulér strukturiert sind. Zudem wur-
de die Lichtemission von Fluoreszenzfarbstoffen nach Anregung mittels Laserlicht defi-
nierter Wellenldngen auf bis zu drei verschiedenen Fluoreszenzkanédlen mit wiederum
jeweils definiertem Wellenldngenbereich gemessen. Die Auftragung der Fluoreszenzin-
tensitdt in Punktwolken-Diagrammen oder Histogrammen erfolgte mit logarithmischer
Skalierung. Die Punktwolken-Diagramme wurden anhand der Unterscheidung von Zel-
len mit negativer und positiver Fluoreszenz in den beiden betrachteten Kanélen in vier
Quadranten eingeteilt. In den Histogrammen wurde die positive Fluoreszenz durch Set-

zen eines Markers gekennzeichnet.

In der Auswertung wurden CD3-positive Zellen im Lymphozytengate als T-Zellen inter-
pretiert (CD3-Histogramm). Diese wurden in einem weiteren CD3-Gate den Subpopula-
tionen (CD4-positive T-Helfer-Zellen und CD8-positive zytotoxische T-Zellen) zuge-
ordnet. CD56- und CD16-positive Zellen im Lymphozytengate wurden als NK-Zellen
gewertet, CD19-positive Lymphozyten als B-Zellen.
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Innerhalb der B-Lymphozyten wurden CD20, CD22 und HLA-DR als weitere zu erwar-
tende Oberflichenmarker analysiert. CD23, das in einer Subpopulation von B-Lympho-
zyten exprimiert wird, diente als moglicher Aktivierungsmarker. B-Gedichtnis-Zellen
wurden durch ihre Expression von CD27 detektiert. Die B-Gedéchtnis-Zellen wurden
nach den auf ihrer Oberfliche exprimierten Immunglobulinen weiter unterteilt in ,,nicht
geswitchte® (Nachweis von CD19, CD27 und IgM) und ,,geswitchte* (Nachweis von
CD19 und CD27, nicht jedoch IgM) B-Gedéchtnis-Zellen. ,,Geswitchte* B-Gedéchtnis-
Zellen haben den Immunglobulin-Klassenwechsel von IgM zu einer anderen Klasse

(IgG, IgA oder IgE) bereits durchlaufen (Warnatz 2002).

2.2.5. Statistik

Die Ergebnisse der Blutbilduntersuchungen sowie der Durchflusszytometrie wurden ei-
ner statistischen Analyse unterzogen. Die Mittelwerte, Standardabweichungen der Stich-
proben und 95 %-Konfidenzintervalle der einzelnen Zellpopulationen wurden getrennt
fiir die beiden Gruppen (gesunde Probanden und Patienten) errechnet. Die beiden Grup-
pen wurden mittels eines homoskedastischen t-Tests verglichen; in diesem Zuge wurden
die p-Werte zur Einschétzung der statistischen Signifikanz errechnet. Jede Berechnung
wurde ein zweites Mal durchgefiihrt, wobei nur die ménnlichen gesunden Probanden
beriicksichtigt wurden. Die Analyse erfolgte mithilfe der Software OpenOffice.org Calc
(Fa. Oracle, Redwood Shores, CA, USA).
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2.3. Isolierung der mononukleédren Zellen aus
peripherem Blut mittels Dichtegradienten-

Zentrifugation

’Q
=

— Plasma

9 mononukledre

— Leukozyten

~ Polysaccharid-

Lésung

(e=1,077g/cm?3)

— Erythrozyten und
Granulozyten

Abbildung 3: schematische Dar-
stellung eines Rohrchens nach dis-
kontinuierlicher Dichtegradienten-

Zentrifugation zur Gewinnung von
PBMC (nach Fuss 2009)

In Polypropylenrohrchen wurden 20 ml Fi-
coll-Paque (Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) vorgelegt und vorsichtig mit 30 ml ei-
nes 1:2-Gemisches des heparinisierten Venen-
blutes mit RPMI-1640-Medium (mit L-Glutamin,
Fa. Gibco BRL Life Technologies, Paisley,
Schottland) {iiberschichtet. AnschlieBend wurde
bei einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von
400 g fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur zen-
trifugiert. Die Bremse der Standzentrifuge (Fa.
Sorvall, Newton, CT, USA) wurde deaktiviert,
um die Auftrennung des diskontinuierlichen
Dichtegradienten zu erhalten (sieche auch Abbil-
dung 3).

Nach der Zentrifugation wurde der schmale Ring
mononukledrer Leukozyten (iiberwiegend Lym-

phozyten mit unterschiedlichen Anteilen von Mo-

nozyten sowie Thrombozyten) mit einer elektrischen Pipettierhilfe (Fa. Integra, Zizers,

Schweiz) vorsichtig von der oberen Oberfldche der Ficoll-Losung abgezogen und zur

weiteren Verarbeitung in RPMI-1640-Medium gegeben. Auf diese Weise isolierte Leu-

kozyten werden im neueren englischsprachigen Schrifttum iiberwiegend ,,peripheral

blood mononuclear cells* (PBMC) genannt.
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2.4. Isolierung von B- und T-Lymphozyten

2.4.1. Aufreinigung mittels Microbead Associated Cell Sorting
(MACS)

Als Standardmethode zur Trennung der B-Lymphozyten von den {ibrigen mononu-

kledren Zelltypen wurden magnetische Mikropartikel (Microbeads) verwendet. Die

Reagenzien wurden von der Fa. Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland) un-

ter der Bezeichnung ,,MACS (Microbead Associated Cell Sorting) B Cell Isolation Kit*

hergestellt.

Es handelt sich dabei um eine indirekte Methode, mit der durch Antikérper noch unbe-
riihrte B-Lymphozyten gewonnen werden konnen (Griitzkau 2010). Mithilfe eines Anti-
korpergemischs (gegen CD2, CD4, CD11b, CD16, CD36 und IgE) werden die Nicht-B-
Zellen unter den mononukledren Zellen markiert. Die Antikorper sind an ein Hapten ge-
koppelt. AnschlieBend werden Anti-Hapten Microbeads hinzugegeben. Die Zellsuspen-
sion wird dann durch eine Sdule an einem starken Magneten vorbeigefiihrt, der die ma-
gnetischen Anti-Hapten Microbeads so stark anzieht, dass diese in der Séule festgehal-
ten werden. Die aufgereinigten B-Zellen befinden sich nach Einbringen der Zellsuspen-

sion in die Sdule im Durchfluss, die librigen Zellpopulationen im Eluat.

Zusitzlich wurde die MACS-Methode auch zur Isolierung von T-Lymphozyten genutzt,
hier wurde ein Anti-CD3-Antikorper statt des oben beschriebenen Antikorpergemisches

benutzt. Die T-Zellen befinden sich bei dieser Variation im Eluat.

2.4.2. Aufreinigung mit Schaferythrozyten

Zu Beginn der Arbeit wurde versucht, B-Lymphozyten mithilfe von Schaferythrozyten
(Fa. BAG, Lich, Deutschland), Neuraminidase (Fa. Sigma, St. Louis, MO, USA), dis-
kontinuierlicher Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Paque sowie NH4Cl-Losung
zu gewinnen (T-Zell-Rosettierung durch Bindung an CD2). Diese Methode wurde ins-
besondere wegen hoher Zellverluste, aber auch wegen geringerer Reinheit der isolierten
B-Zellen im Vergleich zu MACS zum Ende der Experimente hin nicht mehr verwendet.

Sie wurde anfangs teilweise der Isolierung mittels MACS vorgeschaltet, um T-Zellen im

25



Vorhinein zu depletieren und dadurch den Verbrauch an MACS-Microbeads zu verrin-

gern.

2.4.3. Aufreinigung mittels Durchflusszytometer (FACSVantage)

Um besonders hoch aufgereinigte B-Lymphozyten zu gewinnen, kam zusétzlich teilwei-
se auch eine durchflusszytometrische Trennung mittels eines FACS Vantage-Gerites (Fa.

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) zur Anwendung.

2.5. Zelllinien, Zellkultur und Zellstimulation

2.5.1. Etablierung von B-lymphoblastoiden Zelllinien (B-LCLSs)

Zur Etablierung von immortalisierten B-Zelllinien wurde der EBV-haltige Uberstand
von B95-8-Zellen benutzt (ATCC Number CRL-1612). Da natiirliche Killerzellen und
zytotoxische T-Zellen vom CD8"-Typ das Auswachsen der B-Zelllinie verhindern kon-
nen (insbesondere bei EBV-seropositiven Blutspendern), wurden diese Zellen vor der
Infektion mit dem lysosomotropen Agens L-Leucin-Methyl-Ester entfernt (7hiele
1985).

Dazu wurden die PBMC in serumfreiem RPMI-1640-Medium mehrmals gewaschen
und anschliefend 45 Minuten lang bei Raumtemperatur mit 5 mM L-Leucin-Methyl-Es-
ter (Endkonzentration) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von RPMI-1640-
Medium unter Zusatz von 10 % fetalem Kélberserum (FCS) gestoppt. Anschliefend
wurden die Zellen dreimal mit Kulturmedium gewaschen. Die Zellen wurden dann mit
EBV infiziert und bei einer Konzentration von 3x10° Zellen/ml weiter bei 37 °C und

5 % CO; inkubiert.

2.5.2. Jurkat-Zellen

Als ,,Negativkontrolle* wurden neben T-Lymphozyten der Blutspender und Patienten
auch Jurkat-Zellen verwendet (Klon E6-1, akute T-Zell-Leukdmie, ATCC Number TIB-
152). Bei diesen Zellen handelt es sich um eine permanente humane T-Lymphoblasten-

Zelllinie mit Expression von CD3.
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2.5.3. Kultur

Die permanenten Zelllinien (B-LCLs, Jurkat-Zellen) wurden in sogenanntem Komplett-
medium (CM, RPMI-1640-Medium unter Zusatz von 10 % fetalem Kélberserum (FCS,
Fa. Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 100 IU/ml Penicillin (Fa. Invitrogen, Karlsru-
he, Deutschland), 0,1 mg/ml Streptomycin (Fa. Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) so-
wie 1 % HEPES-Puffer) bei 37 °C in 5%-CO,-Atmosphire bebriitet und alle zwei bis
vier Tage unter einer Sterilwerkbank passagiert. Die Zellen wurden bei der Passage je-
weils auf eine Dichte von 3x10°/ml eingestellt und in Zellkulturflaschen aus Polystyrol
(Fa. Greiner, Frickenhausen, Deutschland) gefiillt. Die mononukleédren Zellen der Pati-
enten und gesunden Probanden wurden im gleichen Medium (CM) kultiviert bzw. sti-

muliert, jedoch zuvor nicht passagiert.

Vor der Passage bzw. dem Einsatz in die Experimente wurde jeweils ein Aliquot der
Zellsuspension 1+1+1 mit 3 %iger Essigsdure (Fa. Merck, Darmstadt) und 4%iger
Trypanblau-Losung (Fa. Sigma, St. Louis, MO, USA) gemischt und in der Neubauer-
Kammer ausgezihlt. Zusitzlich wurden die Zellen morphologisch unter einem Umkehr-

mikroskop kontrolliert.

Ein Teil der frisch isolierten mononukledren Zellen und derjenigen aus den permanenten
Zelllinien vor der Passagierung wurde zur spiteren Verwendung in einem aus RPMI-
1640 mit Zusatz von 20 % FCS und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) bestehenden Me-
dium in speziellen Kryo-Rohrchen (Fa. Nunc, Wiesbaden, Deutschland) eingefroren und

in fliissigem Stickstoff bei -196 °C gelagert.

2.5.4. Stimulation

Die frisch isolierten B-Lymphozyten und die B-LCLs wurden mit einem Gemisch aus
Staphylococcus aureus Stamm Cowan I (SAC, Fa. Calbiochem, Darmstadt, Deutsch-
land) in einer Endverdiinnung von 1 : 5 000 und humanem rekombinanten Interleukin-2
(Fa. Sigma, St. Louis, MO, USA) in einer Endkonzentration von 35 U/ml iiber drei Tage
zur Sekretion von Immunglobulinen angeregt. Die Stimulation wurde in Flachboden-

Mikrotiterplatten fiir die Zellkultur aus Polystyrol durchgefiihrt (48 Vertiefungen, Fa.
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Greiner, Frickenhausen, Deutschland), die initiale Einsaat erfolgte in einer Zellkonzen-

tration von 2x10%ml.

Nach der Stimulation wurde der Zellkulturiiberstand bei -20 °C eingefroren und spéter
fiir die Messung der Immunglobulinsekretion weiterverwendet. Aus den Zellen wurde

die Ribonukleinsdure (RNA) isoliert und bei -70 °C eingefroren.

2.6. ELISA zur Messung der Inmunglobulinsekretion

2.6.1. Etablieren der Methode

Ein ELISA-Test zur Messung der Immunglobulinsekretion stimulierter und unstimulier-
ter Lymphozyten und Zelllinien wurde eigens fiir diese Arbeit etabliert. 96-Well-Rund-
bodenplatten aus Polystyrol wurden {iber zwei Stunden mit einem Primarantikérper be-
schichtet (Ziege Anti-Human-Immunglobulin G+A+M 1 : 50 verdiinnt in 0,05 M Tris-
HCI, Fa. Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA). Nach Waschen mit phos-
phatgepufferter Kochsalzlosung unter Zusatz des Detergens Tween (PBS-Tween) wur-
den die Kavitdten der Mikrotiterplatten zur Vermeidung unspezifischer Bindungen iiber
Nacht mit einer 1%igen Losung bovinen Serumalbumins (BSA) in PBS bei +4 °C inku-
biert.

Aus einem Spenderserum wurden Standardlosungen mit folgenden Gesamt-Immun-
globulin-Konzentrationen hergestellt (jeweils Konzentration von IgG, IgA und IgM ad-
diert): 0,001 mg/1, 0,01 mg/l, 0,03 mg/l, 0,1 mg/l, 0,3 mg/l, 1 mg/l, 3 mg/l, 10 mg/l und
100 mg/l. Die Verdiinnungen der Standards wurden in einem Blocking-Tween-Puffer
angesetzt (PBS mit 1 % bovinem Serumalbumin (BSA, Fa. Sigma, St. Louis, MO,
USA) und 0,05 Volumen-% Tween 20 (Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)).

Die Standardlosungen wurden in jedem Testlauf als Kalibratoren mitgefiihrt, um daraus
eine Standardkurve erstellen zu konnen (Lai 2005). Als linearer Bereich der Standard-
kurve wurden Konzentrationen zwischen 0,03 und 0,3 mg/l definiert, Messergebnisse
innerhalb dieses Bereichs wurden als valide betrachtet. Die Standardkurve eines

ELISA-Laufs ist exemplarisch in Abbildung 4 gezeigt.
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Zur Uberpriifung der Methode wurde Serum einiger Probanden parallel mit dem hier
beschriebenen ELISA und nephelometrisch im klinisch-chemischen Labor der Universi-

tits-Kinderklinik Wiirzburg auf seine Immunglobulinkonzentration hin untersucht.

2.6.2. Testdurchfihrung

Nach Einpipettieren der Standardldsungen (jeweils 50 pl pro Kavitdt) wurden die zu un-
tersuchenden Losungen (in der Regel Kulturiiberstéinde) in dreifachem Ansatz hinzuge-
fligt (Volumen ebenfalls jeweils 50 ul verdiinnt in Blocking-Tween-Puffer). Um jeweils
im linearen Bereich des Tests liegende Resultate zu erzielen, wurden die Proben in der
Regel in drei verschiedenen Verdiinnungen (z. B. 1:5,1: 10 und 1 : 25) eingesetzt. An-
schlieBend wurden die Mikrotiterplatten flir zwei Stunden bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer inkubiert. Nach der Uberstand- bzw. Seruminkubation folgten vier

Waschschritte jeweils mit PBS-Tween-Puffer.

AnschlieBend wurden je Kavitdt 100 pl 1:1 000 verdiinnte Losung eines mit alkali-
scher Phosphatase konjugierten Anti-Human-Immunglobulin-Antikorpers (Fa. Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) zugegeben und eine Stunde bei Raumtempe-

ratur inkubiert.

Nach weiteren sechs Waschschritten (sieche oben) wurden in jede Kavitit 100 pl Losung

des chromogenen Substrates para-Nitrophenylphosphat (pNPP, Fa. Sigma, St. Louis,
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MO, USA) gefiillt. Die Farbreaktion wurde nach zehn Minuten mit 100 pl 3 N NaOH-
Losung gestoppt.

2.6.3. Messung und Auswertung

Die Messung der Extinktionen erfolgte mithilfe eines Spectra-Fotometers der Fa. Tecan
(Ménnedorf, Schweiz). Wéhrend und nach der Substratinkubation wurden die Mikroti-
terplatten mehrmals bei einer Wellenldnge von 405 nm fotometriert (nach vier, sieben
und neun Minuten sowie nach dem Abstoppen). Zur Auswertung wurde die Software

easyWIN kinetics verwendet (ebenfalls Fa. Tecan, Madnnedorf, Schweiz).

2.7. Molekularbiologische Methoden (RT-PCR)

2.7.1. RNA-Extraktion

Als erster Schritt der RT-PCR wurde aus der jeweiligen Zellsuspension RNA extrahiert.
Hierfiir wurde das ,,Absolutely RNA RT-PCR Miniprep Kit* der Fa. Stratagene (La Jol-
la, CA, USA) verwendet. Bei dieser Methode werden die Zellen zunédchst mithilfe von
Guanidin-Thiocyanat und B-Mercaptoethanol lysiert. Durch diesen Schritt werden
gleichzeitig die Proteine denaturiert und Ribonukleasen (RNasen) inhibiert. Das Lysat
wird dann zur Entfernung von kontaminierenden Partikeln und des GroBteils der DNA
in einem 2-ml-Reaktionsgefdl aus Kunststoff filtriert. Die verbleibenden Nukleinsduren
binden im néchsten Schritt an eine Sdulenmatrix. Die restliche genomische DNA wird
mittels RNase-freier DNase I verdaut und mit einem Puffer geringen Salzgehaltes aus-
gewaschen. Verbleibende DNase I und sonstige Proteine werden wiederum durch Wa-
schen mit einem Puffer entfernt. Zuletzt wird die an die Matrix gebundene RNA mit ei-

nem 60 °C warmen Spezialpuffer eluiert.

Die eluierte RNA wurde im Anschluss an die Extraktion mit 3 M Natriumacetat und
Ethanol gefallt. Nach Zentrifugation wurde das Pellet luftgetrocknet und in sterilem, nu-

kleasefreien und deionisierten Wasser gelost.

Fiir jede Probe wurde anschlieBend die RNA-Konzentration sowie die Reinheit anhand

der 260-/280-nm-Ratio fotometrisch bestimmt (BioPhotometer, Fa. Eppendorf, Ham-
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burg, Deutschland mit fiir UV-Licht durchldssiger Spezialkiivette ,,UVette*). Pro in die
Experimente eingesetztem B-Lymphozyten konnte eine relativ konstante Menge von
Gesamt-RNA extrahiert werden; diese betrug bei unstimulierten B-Lymphozyten ca.
1-1,5 pg und bei stimulierten B-Zellen ca. 3-8 pg.

2.7.2. Reverse Transkription

Aus der isolierten RNA wurde sofort oder nach zwischenzeitlicher Lagerung bei -70 °C
mithilfe des Enzyms reverse Transkriptase (RT) komplementidre DNA (cDNA) syntheti-
siert (First Strand cDNA Synthesis Kit, Fa. MBI Fermentas, Vilnius, Litauen). Es wurde
jeweils 1 pg RNA mit nukleasefreiem DEPC-Wasser auf 10 pul Volumen verdiinnt, dann
1 pl Oligo(dT)s-Primer (0,5 pg/ul) zugegeben, bei 70 °C im Heizblock fiir 5 Minuten
inkubiert, dann auf Eis abgekiihlt. Im nédchsten Schritt wurden 4 pl fiinffach konzen-
trierter Reaktionspuffer, 1 ul Ribonukleaseinhibitor mit einer Aktivitdt von 20 U/ul und
2 ul Desoxyribonukleotid-Mix (dNTPs, je 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) einpi-
pettiert und fiir fiinf Minuten bei 37 °C inkubiert. Zuletzt wurden 2 pl reverse Tran-
skriptase des Moloney Murine Leukemia Virus (M-MuLV) mit einer Aktivitit von
20 U/pul zugegeben. Die eigentliche Reaktion dauerte 60 Minuten bei einer Temperatur
von 37 °C; gestoppt wurde sie durch 10miniitiges Erhitzen auf 70 °C und anschlieen-

des Abkiihlen auf Eis.

Die auf diesem Wege synthetisierte cDNA wurde entweder sofort in die PCR-Reaktion

eingesetzt oder zur spiteren Weiterverarbeitung bei -20 °C eingefroren.

2.7.3. Nukleinsaureamplifikation mittels Polymerase-Kettenre-
aktion (PCR)

Fiir die Nukleinsdureamplifikation wurde zunichst ein ,,Mastermix“ aus PCR-Puffer-

Konzentrat, nukleasefreiem Wasser, Desoxyribonukleotiden (dNTPs, je 10 mM dATP,

dCTP, dGTP und dTTP) und Magnesiumchlorid hergestellt. Die Reagenzien des Mas-

termixes wurden von Fa. MBI Fermentas (Vilnius, Litauen) bezogen. AnschlieBend

wurde der Mastermix in eine der Anzahl der Reaktionen plus Negativkontrollen entspre-

chende Zahl von Portionen aliquotiert. Jeder Portion wurde nun der spezifische Primer-
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mix (Fa. MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland) und die Tag-Polymerase (aus der
Bakterienspezies Thermus aquaticus gewonnene DNA-Polymerase, Fa. MBI Fermentas,
Vilnius, Litauen) zugegeben. In jedes Aliquot wurde dann entweder cDNA oder nuklea-
sefreies Wasser (als Negativkontrolle) einpippetiert. Die Amplifikation wurde im Ther-
mocycler T3 (Fa. Biometra, Gottingen, Deutschland) durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz
enthielt folgende Substanzen in den jeweils genannten Endkonzentrationen bzw. -aktivi-

titen:
* native Tag-DNA-Polymerase (ohne BSA, 0,02 U/ul)
* Desoxyribonukleotide (dATP, dCTP, dGTP und dTTP, je 0,2 mM)
*  Primer (vorwérts und riickwirts, je 0,5 uM)
* aus 0,05 pug Gesamt-RNA gewonnene komplementdre DNA (cDNA) pro 30 ul
e Tris-HCI 10 mM (ph 8,8 bei 25 °C)
* KCI (50 mM)
*  MgCl (1,67 mM)
*  Octylphenolpolyethylenglykolether (Nonidet P40, 0,08 %)

» steriles, nukleasefreies und deionisiertes Wasser (bis zum Endvolumen von

30 ul)

Neben der eigentlichen Ziel-mRNA-Sequenz von PRDI-BF1 wurde aus jeder cDNA-
Probe auch Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als ,,Housekee-
ping“-Gen amplifiziert. Dadurch war gewihrleistet, dass die reverse Transkription und
die Amplifikation nicht durch technische Fehler oder Inhibitoren gestort wurden. Zudem
kann der Vergleich der Amplifikatmengen moglicherweise eine grobe Einschédtzung der

in der jeweiligen Probe vorhandenen mRNA-Konzentrationen erlauben (Garcia 2005).

Bei der Auswahl der spezifischen Primerpaare wurden die Software DNAsis sowie das
Internet-Werkzeug ,,Primer 3 (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.

cgi) zu Hilfe genommen. Die Spezifitit fiir alle Zielgene wurde durch eine Online-Su-
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che mit dem ,,Basic Local Alignment Search Tool*“ (BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih.

gov/) bestitigt. Folgende Primer wurden verwendet:

Prdm1/PRDI-BF1
PRDI-BF1 vorwirts: 5'-TTT GGA CCC CTA ATA GGT GAA ATC-3' (Exon 3, Nu-
kleotide 571 bis 594, T, 52,2 °C, GC-Gehalt 41,7 %)

PRDI-BF1 riickwirts: 5'-TTT CTC AGT GCT CGG TTG CTT TAG-3' (Exon 5, Nu-
kleotide 939 bis 916, Ty, 55,7 °C, GC-Gehalt 45,8 %)

Dieses Primerpaar iiberspannt zwei Introns und amplifiziert ein 369 bp langes PCR-Pro-
dukt. Die Isoform PRDI-BF1 wird nicht amplifiziert, da der vorwiérts gerichtete Primer
in einem Bereich des Exons 3 liegt, der in der mRNA von PRDI-BF1J3 nicht enthalten
ist.

Die Primer-BLAST-Suche ergab keine anderen Zielsequenzen als PDRI-BF1 bei Homo
sapiens, Mycoplasmataceae und Acholeplasma laidlawii (letztere als theoretisch mogli-

che Kontamination der Zellkulturen).

Die PRDI-BF1-PCR wurde in 32 Zyklen folgenden Aufbaus durchgefiihrt: Denaturie-
rung fiir 30 s bei 94 °C, Hybridisierung fiir 30 s bei 58 °C und Elongation fiir 45 s bei
72 °C.

Zur Bestitigung der Spezifitit der PRDI-BF1-PCR wurde das PCR-Produkt einmalig
im Institut fiir Humangenetik der Universitdt Wiirzburg sequenziert. Dabei zeigte sich
eine 100%ige Homologie zur publizierten cDNA-Sequenz von humanem PRDI-BF1
(Keller 1991).

GAPDH
GAPDH vorwirts: 5'-TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT-3" (auf der Grenze
zwischen Exon 2 und 3, Nukleotide 113 bis 138, T, 60,1 °C, GC-Gehalt 50,0 %)

GAPDH riickwirts: 5-CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC-3' (Exon 9, Nukleotide
1095 bis 1072, Ty, 61,5 °C, GC-Gehalt 62,5 %)
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Dieses Primerpaar (Sequenzen nach Stauffer 1993) iiberspannt insgesamt sieben Introns
und amplifiziert ein 983 bp langes PCR-Produkt. Die ersten 19 Basen des vorwiérts ori-
entierten Primers (Sequenz der Plusstrang-DNA) liegen dabei am Ende des Exons 2, die
letzten neun Basen am Anfang des Exons 3, sodass das erste iiberspannte Intron noch im
Bereich des vorwirts orientierten Primers liegt, die {ibrigen sechs tiberspannten Introns

liegen zwischen den Primern.

Die Primer-BLAST-Suche ergab keine anderen Zielsequenzen als humane GAPDH, die

mit diesem Primerpaar amplifiziert werden konnten.

Die GAPDH-PCR wurde in 26 Zyklen folgenden Aufbaus durchgefiihrt: Denaturierung
fiir 30 s bei 94 °C, Hybridisierung fiir 30 s bei 63 °C und Elongation fiir 40 s bei 72 °C.

2.7.4. Agarose-Gel-Elektrophorese

Agarose-Gele wurden aus je 110 ml einer erhitzten, 1,2 %igen Agaroseldosung gegossen,
der 5,5 ul des interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid (Fa. Sigma, St.
Louis, MO, USA) zugesetzt wurden. In die Taschen der Gele wurde gefarbter Ladepuf-
fer (5 % Glycerin, 1,4 mM EDTA pH 8,0, 0,025 % Bromphenolblau, 0,025 % Xylen-
cyanol) gefiillt, in den als Lingenmarker die ,,GeneRuler 100 bp DNA Ladder* und die
,GeneRuler 1 kb DNA Ladder” (Fa. MBI Fermentas, Vilnius, Litauen) sowie jeweils
4 pul der PCR-Produkte gegeben wurden. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte
bei 90 V mit einer Laufzeit von ca. 100 Minuten. AnschlieBend wurde die DNA mithilfe
einer UV-Lampe sichtbar gemacht und das Gel mit einer Sofortbildkamera (Fa. Polaro-

id, Concord, MA, USA) abgelichtet.
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3. Ergebnisse

3.1. Immuntypisierung der Lymphozyten-
Subpopulationen von CVID-Patienten im Vergleich
mit gesunden Probanden

3.1.1. Quantitativer Vergleich zwischen den Lymphozyten-
Subpopulationen gesunder Probanden und CVID-
Patienten

Die durchflusszytometrische Immuntypisierung peripherer Leukozyten eines gesunden

Probanden ist beispielhaft in Abbildung 5 gezeigt.
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Abbildung 5: Beispiel der Immuntypisierung peripherer Lymphozyten eines gesunden
Probanden. Réhrchen 1 (Negativkontrolle) ist mit Auswertung nach verschiedenen
Kriterien (Vorwdrts- und Seitwdrtsstreulicht (a)) sowie Fluoreszenzkandle 1 und 2 (b)))
dargestellt. Die Region 2 (R2) = Marker 1 (M1) im Histogramm c) markiert die CD3-
positiven T-Zellen.
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Von 14 weiteren gesunden Probanden und den vier CVID-Patienten liegen vollstindige
Ergebnisse in gleicher Weise vor (nicht abgebildet), die ebenfalls in die statistische Aus-
wertung einbezogen wurden. Die Ergebnisse der Statistik zeigen die Tabellen 3, 4 und
5. In Tabelle 3 sind die Parameter des grofen Blutbilds aufgelistet, in Tabelle 4 die des
T- und NK-Zell-Kompartiments, in Tabelle 5 schlieBlich die der B-Lymphozyten.
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GrofBles Blutbild

Bei den Parametern des grof3en Blutbildes zeigten sich folgende statistisch signifikante

Unterschiede zwischen den Patienten und den gesunden Probanden: Bei den Patienten

lag eine relative Lymphozytopenie (p=0,034), eine relative Neutrophilie (p=0,044) so-

wie eine relative (p=0,042) und absolute (p=0,046) Eosinopenie vor. Bei Weglassen der

Frauen in der Kontrollgruppe ergaben sich fiir die relative Lymphozytopenie (p=0,159)

und Neutrophilie (p=0,125) keine statistische Signifikanz mehr.

Parameter Probanden Patienten Probanden (95 %-  Patienten (95 %- p-Wert
(Einheit) (MW £SD) (MW £SD)  Konf.-Intervall) Konf.-Intervall)  (t-Test)
Leukozyten 5973 +1582 5290 £2341 5222 -6725 3238 — 7342 0,495
(/ul)

Lymphozyten 31,6 +5,2 24,5 +6,8 29,2 -34,1 18,5 -30,5 0,034
(% Leuko)

Lymphozyten 1865 +557 1232 +416 1600 — 2130 867 — 1597 0,051
(D)

Monozyten 5,8 +1,7 6,6 +2,3 5,0—-6,6 45-8,6 0,455
(% Leuko)

Monozyten 332 +86 334 £145 291 —-373 208 — 461 0,964
(/nl)

Neutrophile 58,3 +6,4 66,9 9.8 55,2-61,3 58,3-175,5 0,044
(% Leuko)

Neutrophile 3518 +1142 3617 £1864 2975 -4061 1983 — 5251 0,893
qny)

Eosinophile 2,0 +1,3 0,6 +0,4 1,4-2,6 0,2-0,9 0,042
(% Leuko)

Eosinophile 121 £87 25 122 80— 163 6—-44 0,046
(/ul)

Basophile 0,7 £0,2 0,5 40,3 0,6 -0,8 0,2-0,8 0,257
(% Leuko)

Basophile 40 £14 24 +11 33-46 14-34 0,050
(/D)

Tabelle 3: statistische Auswertung der Parameter des grofien Blutbildes bei gesunden

Probanden (n=15) und Patienten (n=4)
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T- und NK-Zellen

Im T- und NK-Zell-Kompartiment waren ebenfalls einige Unterschiede zwischen gesun-
den Probanden und Patienten nachweisbar. Es zeigte sich eine Tendenz zu einer geringe-
ren relativen und absoluten Zahl von T-Helfer-Zellen bei den Patienten, dadurch auch zu
einer relativ erhohten Zahl von zytotoxischen T-Lymphozyten und einer Verminderung
des CD4/CD8-Quotienten. Nur die relative Expansion der zytotoxischen T-Lymphozy-
ten war dabei mit einem p-Wert von 0,021 (bei allerdings sehr grof3er Streuung der Pati-
entenergebnisse) statistisch signifikant, in der Auswertung ohne Frauen in der Kontroll-

gruppe ebenfalls nicht mehr signifikant (p=0,129).

Auftillig war die verstiarkte Streuung der Ergebnisse bei den T-Zell-Subpopulationen im
Vergleich zu anderen Parametern. Zwei der vier Patienten zeigten dabei eine Verteilung
der T-Zell-Subpopulationen mit relativ und absolut niedriger Zahl von T-Helfer-Zellen
sowie niedrigem CD4/CD8-Quotienten, bei einem weiteren Patienten war diese Ver-

schiebung ebenfalls angedeutet zu beobachten.

Die Absolutzahl der NK-Zellen lag bei den Patienten knapp signifikant niedriger als bei
den gesunden Probanden (p=0,048), nach Herausnahme der weiblichen gesunden Pro-

banden aus der Auswertung war der Unterschied sogar hoch signifikant (p=0,006).
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Parameter Probanden Patienten Probanden (95 %-  Patienten (95 %- p-Wert
(Einheit) (MW £SD) (MW £SD)  Konf.-Intervall) Konf.-Intervall)  (t-Test)

T-Zellen 70,6 £8,9 78,9 £10,0 67,0 -74,2 69,6 — 85,6 0,187
(% Lympho)

T-Zellen 1321 +470 955 +331 1097 — 1544 665 — 1244 0,165
()

T-Helfer-Z. 41,9 47,5 32,7 12,9 383-454 22,4 -43,1 0,079
(% Lympho)

T-Helfer-Z. 802 +391 396 +225 617 —988 199 — 593 0,066
qny

zytotox. T-Z. 23,4 +6.4 38,0 +20,1 20,4 -26,5 22,0-54,1 0,021
(% Lympho)

zytotox. T-Z. 427 £124 467 +290 368 —486 213-721 0,673
(/u)

CD4/CDg8- 1,91 £0,61 1,21 £1,06 1,62 -2,20 0,28 -2,14 0,100
Quotient

NK-Zellen 7,1 43,2 51423 5,6 -8.,6 33-70 0,277
(% Lympho)

NK-Zellen 129 +59 63 £37 101 - 157 30-95 0,048
gy

Tabelle 4: statistische Auswertung der Typisierung von T- und NK-Zellen bei gesunden
Probanden (n=15) und Patienten (n=4)

B-Zellen

Die Auswertung der Zellen des B-Zell-Kompartimentes ergab insbesondere zwei Auf-
falligkeiten: Zunédchst war der relative Anteil HLA-DR-positiver Zellen an den Lym-
phozyten in der Patientengruppe signifikant hoher als in der Gruppe der gesunden Pro-
banden (p=0,001). Gleichzeitig waren relativer Anteil und Absolutzahl der B-Lympho-
zyten in der Patientengruppe eher geringer als bei den gesunden Probanden (wenn auch
statistisch nicht signifikant). Dies spricht fiir eine relative Expansion HLA-DR-positiver
Nicht-B-Lymphozyten. Es kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei diesen Zel-

len um aktivierte T-Lymphozyten handelt (Moriya 1987).
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Parameter Probanden Patienten Probanden (95 %-  Patienten (95 %- p-Wert
(Einheit) (MW £SD) (MW £SD)  Konf.-Intervall) Konf.-Intervall)  (t-Test)

B-Zellen 11,8 +4,0 8,0 +6,8 9,9-13,7 2,5-13,4 0,157
(% Lympho)

B-Zellen 226 +113 105 +113 173 - 280 7-204 0,074
(/uh)

HLA-DR pos. 13,9 4,5 24,1 £3,8 11,7-16,0 21,1-27,2 0,001
(% Lympho)

HLA-DR pos. 248 £101 294 £106 200 - 296 201 -387 0,446
qny

CD23 pos. 9,6 £3,1 5,8 16,9 8,1-11,0 -2,0-13,6 0,139
(% Lympho)

CD23 pos. 175 79 83 £109 137-212 -40 - 207 0,087
(/u)

Anteil CD23 74,2 +12,8 84,1 19,2 68,1 — 80,2 73,6 —94,5 0,177
pos. an B-

Zellen (%)

B-Gedichtnis 3,1 +1,7 0,9+1,2 2,3-39 0,0-1,9 0,033
(% Lympho)

B-Gedichtnis 58 +45 14 £18 37-179 -2-30 0,079
gy

Anteil B- 27,3+10,4 8,7 7,1 22,4-322 3,1-144 0,005

Gedachtnis an
B-Zellen (%)

Anteil ,,ge- 16,2 +9,0 1,04 +0,85 11,9 - 20,5 -0,1-22 0,007
switchte* B-

Gedichtnis an

B-Zellen (%)

»geswitchte 26 +12 1+1 21-32 0-3 0,002
B-Gedichtnis

(/ul)

Tabelle 5: statistische Auswertung der Typisierung von B-Zellen bei gesunden
Probanden (n=15) und Patienten (n=4)

Weiterhin war eine Verminderung von B-Gedichtnis-Zellen (definiert als Zellen im
Lymphozytengate, die sowohl fiir CD19 als auch fiir CD27 positiv sind) zu verzeichnen.
Der Anteil der B-Gedéchtnis-Zellen an den gesamten Lymphozyten (p=0,033) wie auch
an den B-Zellen (p=0,005) war in der Patientengruppe signifikant geringer als in der

Gruppe der gesunden Probanden, die Absolutzahl zeigte bei nicht erreichter statistischer
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Signifikanz die gleiche Tendenz. Bei Betrachten der einzelnen Patienten fiel insbeson-
dere auf, dass bei zwei der vier CVID-Patienten nahezu keine Gedéchtnis-B-Zellen

nachgewiesen werden konnten (siche Abbildung 6).
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Abbildung 6: B-Geddchtnis-Zellen (CD19"CD27") bei einem gesunden Probanden
(links) und zwei CVID-Patienten (Patient 2 in der Mitte und Patient 3 rechts)

Statistisch hoch signifikant war eine Verminderung ,,geswitchter” B-Gedéchtnis-Zellen
bei den Patienten, und zwar sowohl als prozentualer Anteil an den B-Lymphozyten
(p=0,007) als auch als Anzahl pro pl (p=0,002). ,,Geswitchte” B-Gedéchtnis-Zellen ha-
ben den Immunglobulin-Klassenwechsel (zu IgG, IgA oder IgE) bereits durchlaufen und
exprimieren daher auf ihrer Oberfliche zwar CD19 und CD27, aber kein IgM mehr (sie-
he Abbildung 7).
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Abbildung 7: Mangel "geswitchter" B-Geddchtnis-Zellen bei einem CVID-Patienten
(Patient 1, rechts) im Vergleich mit einem gesunden Probanden (links). Nach dem
Immunglobulin-Klassenwechsel ist auf der Oberfliche dieser Zellen kein IgM mehr
nachweisbar. Dieser Analyse ist ein CD19-Gate vorgeschaltet (nicht grafisch
dargestellt).

AuBerdem war die Tendenz zu beobachten, dass die CVID-Patienten im Vergleich zu
den gesunden Probanden weniger im peripheren Blut zirkulierende B-Lymphozyten auf-
wiesen, diese jedoch zu einem hoheren Anteil CD23 exprimierten (beide Ergebnisse sta-

tistisch nicht signifikant).

Die Untersuchungsergebnisse der einzelnen Patienten zeigt Tabelle 6.
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Parameter Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4

Alter 31 Jahre 38 Jahre 37 Jahre 35 Jahre
Geschlecht 3d 3 3 3
Diagnose CVID CVID CVID CVID
Leukozyten (/ul) 7450 3620 2940 7150
Lymphozyten (% der Leukozyten) 20,2 34,7 21,6 214
Lymphozyten (/ul) 1505 1256 635 1530
T-Lymphozyten (/ul) 1187 1138 470 1023
T-Helferzellen (/ul) 730 295 241 319
zytotoxische T-Zellen (/ul) 271 822 194 583
CD4/CD8-Quotient 2,7 0,4 1,3 0,6
NK-Zellen (/ul) 101 23 41 86
B-Zellen (% der Lymphozyten) 6,5 1,1 6,9 17,4
B-Zellen (/ul) 98 13 44 266
Anteil B-Gedéchtnis-Z. an B-Zellen (%) 16,6 3,9 1,7 12,7
Anteil ,,geswitchter B-Gedéchtnis- 2,0 0,04 1,4 0,7
Zellen an B-Zellen (%)

»geswitchte” B-Gedachtnis-Zellen (/ul) 2 <1 1 2
Anteil CD21°¥CD19" an B-Zellen (%) 0 0 9,2 0

IgG (g/) <1,41 2,85 6,11 <141
IgA (g/1) <0,225 0,24 <0,225 <0,225
IgM (g/) 0,22 0,37 0,31 <0,183
Ig-Synthese in vitro? ja n. u. ja ja
PRDI-BF1-mRNA nachweisbar? ja ja ja ja (schwach)

Tabelle 6: Untersuchungsergebnisse der vier CVID-Patienten (pathologische
Ergebnisse fett und kursiv, Referenzwerte u. a. nach Jentsch-Ullrich 2005, Morbach
2010, Thomas 2008 und Wehr 2008, n. u. = nicht untersucht; bei Patient 3
Blutentnahme unter laufender IVIG-Therapie)

3.1.2. Immunphanotypisierung der permanenten Zelllinien

Die in den Experimenten verwendeten permanenten Zelllinien wurden ebenfalls einer
durchflusszytometrischen Immunphéanotypisierung unterzogen, um die jeweilige Linien-

zugehorigkeit und Reinheit zu bestitigen.
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B-lymphoblastoide Zelllinien (B-LCLs)

Die Phénotypisierung der B-lymphoblastoiden Zelllinien (B-LCLs) zeigte — wie bei ei-
ner transformierten Zelllinie zu erwarten — eine leicht erhohte Vorwirtslichtstreuung als
Ausdruck eines groeren Zelldurchmessers im Vergleich zu untransformierten Lympho-
zyten. Die Seitwirtslichtstreuung als Mal3 der Granularitdt bzw. inneren Komplexitit
der Zellen war dhnlich wie bei Lymphozyten, die aus peripherem Blut isoliert wurden.
Nachweisbare Oberflichenmarker waren CD19, CD20, CD23, HLA-ABC und HLA-
DR. Oberfldachen-IgG und -IgM, CD3 sowie CD25 waren nicht nachweisbar (siche Ab-
bildung 8).
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Abbildung 8: durchflusszytometrische Phéinotypisierung einer B-LCL (links Vorwdrts-
und Seitwdrtsstreulicht, in der Mitte exemplarisch Zugehérigkeit zur B-Zell-Reihe mit
Expression von CD19 und Fehlen von CD3, rechts exemplarisch Expression von CD23)

Jurkat-Zellen

Die Analyse der Jurkat-Zellen ergab folgenden Immunphénotyp: Die Vorwirtslicht-
streuung war im Vergleich zu Lymphozyten erwartungsgemaf3 deutlich erhoht, die Seit-
wartslichtstreuung etwa gleich. Auf der Oberfliche zeigte sich eine im Vergleich zu aus
peripherem Blut isolierten humanen T-Lymphozyten etwas verminderte Expression von
CD3 und deutlich verminderte Expression von CD2. Folgende Marker waren auf der
Zelloberfldache nicht nachweisbar: CD16, CD19, CD21, CD56 (siche Abbildung 9).
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Abbildung 9: durchflusszytometrische Phdnotypisierung der Jurkat-Zellen (links
Vorwdrts- und Seitwdrtsstreulicht, in der Mitte exemplarisch Zugehérigkeit zur T-Zell-
Reihe mit Expression von CD3 und Fehlen von CD19, rechts exemplarisch verminderte
Expression von CD2 und Fehlen von CD21)
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3.2. Reinheitskontrolle nach Isolierung von B-
Lymphozyten

3.2.1. Kontrolle nach Aufreinigung mittels Microbead
Associated Cell Sorting (MACS)

Durch die magnetische B-Zell-Isolierung wurden in den meisten Féllen B-Lymphozyten

mit einem Reinheitsgrad von iiber 90 % gewonnen. Die durchflusszytometrische Unter-

suchung (FACSCalibur-Gerét) einer entsprechenden Zellsuspension ist beispielhaft in

Abbildung 10 gezeigt.

= M4 CS-Durchflus2[E) 001 HALCSDurchf lusz(B) 0oz
o
a7
0 200 400 600 200 1000 10 10

Forward Scatter C[:' 1 g F ITC

Abbildung 10: durchflusszytometrische Reinheitskontrolle der B-Lymphozyten nach
Isolierung mittels MACS
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3.2.2. Kontrolle nach Aufreinigung mittels Durchflusszytometer
(FACSVantage)

In Einzelfillen wurde auch die weit aufwendigere durchflusszytometrische B-Zell-Iso-

lierung im Institut fiir Virologie der Universitdt Wiirzburg am dortigen Zellsortiergerit

FACSVantage durchgefiihrt. Dadurch wurde ein Reinheitsgrad der B-Lymphozyten von

iiber 95 % erzielt (bei der in Abbildung 11 exemplarisch gezeigten Sortierung 98,7 %).
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Abbildung 11: durchflusszytometrische Reinheitskontrolle der B-Lymphozyten nach
Isolierung mittels FACSVantage

3.3. In-vitro-Immunglobulinsekretion aus Zellen von
gesunden Probanden und CVID-Patienten

Zunichst wurde die Methode durch Vergleich mit nephelometrischen Immunglobulin-
Messungen im klinisch-chemischen Labor der Universitits-Kinderklinik Wiirzburg ex-
tern validiert. Fiir diesen Methodenvergleich wurden Serumproben von elf Probanden

und einem Patienten verwendet.
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Bei der Auswertung zeigte sich eine miBige Korrelation der Ergebnisse mit einem Kor-
relationskoeffizienten R von 0,73 und einem Bestimmtheitsmall R* von 0,53 (siche Ab-
bildung 12). Die Ergebnisse dreier weiterer Patienten, die aus methodischen Griinden
(Immunglobulin-Konzentrationen nephelometrisch unter der Nachweisgrenze) nicht in
den Methodenvergleich einbezogen werden konnten, zeigten aber, dass der ELISA zu-
verldssig zwischen gesunden Probanden mit normaler Immunglobulin-Konzentration im

Serum und CVID-Patienten mit Immunglobulinmangel unterscheiden konnte.

Immunglobulin-Messung

Korrelation zwischen ELISA und Nephelometrie
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Bei der anschliefenden Messung der Immunglobulin-Konzentration in den Kulturiiber-
stdnden stimulierter und nicht stimulierter B-Lymphozyten waren bei allen gesunden
Probanden und Patienten Immunglobuline nachweisbar (bei Patient 2 wegen eines tech-
nischen Fehlers nicht untersucht). Bei einem Teil der untersuchten Proben (von CVID-
Patient 1, CVID-Patient 3 und einer gesunden Probandin) zeigte sich allerdings nicht
der erwartete Immunglobulin-Anstieg durch die Stimulation. Aufgrund dieser sehr hete-
rogenen Ergebnisse war ein statistischer Vergleich zwischen gesunden Probanden und

Patienten oder eine sonstige quantitative Auswertung nicht sinnvoll.
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Die Messergebnisse einer gesunden Probandin und eines CVID-Patienten sind exempla-

risch in Abbildung 13 gezeigt.

Ig-Sekretion B-Lymphozyten
Abbildung 13: Immunglobulin-
Sekretion der B-Lymphozyten

0.8 einer gesunden Probandin
06 | (oben, dreifacher Ansatz, links
0,4 ——  unstimuliert, rechts mit SAC
0,2 | und Interleukin-2 stimuliert)
0 ) und eines CVID-Patienten
3 Tage unstim. 3 Tage stim. (Patient 4, unten, gleiche

Ansdtze wie bei o. g.
Probandin) in vitro

Behandlung
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PRDI-BF1-Expression der B-Lymphozyten von
CVID-Patienten und gesunden Probanden sowie
der B-LCLs

Mittels RT-PCR lie8 sich in den stimulierten B-Lymphozyten aller untersuchten gesun-
den Probanden und Patienten mRNA von PRDI-BF1 nachweisen. In den immortalisier-
ten B-Zelllinien (B-LCLs) konnte nach Stimulation mit SAC und Interleukin-2 eben-
falls PRDI-BF1-mRNA nachgewiesen werden.
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Abbildung 14 zeigt zunichst beispielhaft den mRNA-Nachweis des ,,Housekeeping-
Gens*“ GAPDH und von PRDI-BF1 in B-Lymphozyten eines gesunden Probanden und
eines CVID-Patienten (Patient 1) mit und ohne Stimulation {iber drei Tage (SAC+Inter-
leukin-2). In stimulierten B-Zellen erschien das PCR-Signal sowohl fiir PRDI-BF1 wie

auch fiir GAPDH in variablem Ausmal stérker, obwohl jeweils eine identische Menge

Abbildung 14:
Nachweis von
GAPDH-mRNA
(oben) und PRDI-
BF1-mRNA (unten)
in B-Lymphozyten
mit und ohne
Stimulation:

links gesunder
Proband (Spuren §-
10);

rechts CVID-Patient
(Patient 1, Spuren
11-13)

RNA (1 pg) in die reverse Transkription eingesetzt wurde. Dieser Effekt wurde bei ge-
sunden Probanden und Patienten beobachtet, fiihrte zu insgesamt sehr heterogenen Ban-
denstirken bei GAPDH und machte eine quantitative Auswertung fiir die PRDI-BF1-

Banden unmdéglich.
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Bei allen weiteren gesunden Probanden und Patienten zeigten sich mit Ausnahme von
Patient 4 dhnliche Ergebnisse. Bei Patient 4 konnte lediglich ein schwaches PCR-Signal
detektiert werden, und dieses auch nur in einem von drei Analysenldufen. Die Ergebnis-
se des PRDI-BF1-mRNA-Nachweises mittels RT-PCR der Patienten 2 bis 4 sind in Ab-
bildung 15 gezeigt.

> Q(b %
e <@
NP
S
i
\\Q)
Abbildung 15: Nachweis
von PRDI-BF1-mRNA in
B-Lymphozyten der CVID-
PRDI-BF1 Patienten 2, 3 und 4 (von
links
(369 bp) )

50



3.5. Expression der mRNA von PRDI-BF1 in primaren
T-Lymphozyten und T-Zell-Linien

Der iiberraschende Befund, dass mRNA von PRDI-BF1 auch in T-Lymphozyten expri-
miert wird, konnte durch Experimente aus durchflusszytometrisch hoch aufgereinigten
humanen peripheren T-Lymphozyten sowie Jurkat-Zellen aus der Zellkultur bestitigt
werden. Die in diesen Versuchen eingesetzten mononukledren Zellen exprimierten im
Lymphozytengate in allen Féllen zu iiber 99 % CD3 (siche Abbildung 16), waren also
hoch angereicherte T-Lymphozyten.
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T
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23 ) Abbildung 16: Reinheit der
w2 i zytotoxischen T-Lymphozyten
Gt i (oben) und T-Helfer-Zellen
22 (unten) fiir die PRDI-BF -
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Der Nachweis von PRDI-BF1-mRNA in Zellen T-lymphozytiren Ursprungs ist in den
Abbildungen 17 und 18 gezeigt. Aus methodischen Griinden war ein echt quantitativer

Vergleich der mRNA-Expression der in diesen Experimenten eingesetzten Lymphozyten
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nicht moglich (kein Realtime-PCR-Verfahren, grole Schwankungen in der Expression
des ,,Housekeeping“-Gens). Insgesamt schien aber die PRDI-BF1-Expression in den

Antigen-erfahrenen, nicht mehr naiven T-Zellen (CD45RA”) starker zu sein.
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Abbildung 17: Nachweis von
PRDI-BFI-mRNA in Jurkat-
Zellen (Spuren 4 und 19, in
Spur 20 zur Kontrolle Ansatz
ohne reverse Transkriptase im
cDNA-Synthese-Schritt)
PRDI-BF1
(369 bp)
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PRDI-BF1
(369 bp)

Abbildung 18: Nachweis von PRDI-BF1-mRNA in peripheren humanen T-Lymphozyten
(T-Helferzellen in den Spuren 2, 4 und 6, zytotoxische T-Zellen in den Spuren 1, 5 und
7, nicht aufgetrennte T-Zellen in Spur 10).
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4. Diskussion

4.1. Unterschiede in den Leukozyten-Subpopulationen
zwischen CVID-Patienten und gesunden
Probanden

Grundsitzlich bestehen hinsichtlich der statistischen Auswertung der durchflusszytome-
trischen Befunde einige Limitationen: Neben den kleinen Fallzahlen in der Gruppe der
gesunden Probanden und v. a. der Patienten betrifft dies u. a. das Geschlecht. Da alle
vier CVID-Patienten ménnlich waren, jedoch mehr als die Héilfte der gesunden Kon-
trollpersonen weiblich, konnten Unterschiede zwischen beiden Gruppen teilweise ge-
schlechtsbedingt sein. Die Berechnungen wurden daher nach Herausnahme der gesun-
den Probandinnen aus der Statistik erneut durchgefiihrt, wobei statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen in den meisten Féllen erhalten blieben (anderen-
falls ist dies im Text vermerkt). Gegen einen starken Einfluss des Geschlechts auf die
durchflusszytometrischen Ergebnisse spricht auch die Tatsache, dass geschlechtsspezifi-
sche Referenzbereiche fiir die betreffenden Parameter bisher nicht etabliert wurden. Le-
diglich Hamoglobin- und Erythrozytenkonzentration werden iiblicherweise fiir Frauen
und Ménner unterschiedlich angegeben. Bereits bei der Thrombozytenkonzentration, die
bei Frauen zwar nur etwas, aber statistisch hoch signifikant groBer ist als bei Mannern
(Segal 2006, Stevens 1977), werden in der Praxis keine unterschiedlichen Referenzbe-
reiche angegeben (Thomas 2008). Fiir die Leukozyten-Subpopulationen sind nur gerin-
ge derartige Unterschiede publiziert, nimlich fiir Frauen eine relative und absolute Ver-
minderung der B-Lymphozyten sowie eine Vermehrung der T-Helfer-Zellen und eine re-
lative Vermehrung der T-Lymphozyten, als Folge davon auch ein erhdhter CD4/CD8-
Quotient bei Frauen (Bartlett 1998).

Generell hitte sich die Vergleichbarkeit der Patienten- mit der Kontrollgruppe der ge-
sunden Probanden verbessern lassen, wenn die Kontrollpersonen hinsichtlich bestimm-
ter Merkmale wie Alter, Geschlecht, Raucherstatus usw. ,,gematcht* worden wiren.
Dies war allerdings wegen der zu geringen Verfligbarkeit potentieller Kontrollpersonen

nicht moglich.
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4.1.1. Differentialblutbild

Die Veridnderungen des Differentialblutbilds der CVID-Patienten im Vergleich zu ge-
sunden Probanden wiesen ein Muster auf, wie es in ausgepragterem Maf3e auch bei bak-
teriellen Infektionen zu finden ist. Die vier signifikanten Auffalligkeiten der Patienten
(relative Lymphozytopenie, relative Neutrophilie, relative und absolute Eosinopenie)
sind dabei im Prinzip alle in diesem Sinne erklérbar — die Eosinopenie wird in den letz-
ten Jahren zunehmend als Sepsismarker diskutiert (4bidi 2008, Shaaban 2010). Mogli-
cherweise besteht bei CVID-Patienten auch auBerhalb akut infektioser Komplikationen
eine latente Alarmbereitschaft der unspezifischen zelluldren Immunabwehr. Insofern
kann dieses Ergebnis als plausibel betrachtet werden, auch wenn dhnliche Ergebnisse
von anderen Autoren bisher nicht publiziert wurden. Ein systematischer Vergleich des
kompletten Differentialblutbildes zwischen CVID-Patienten und gesunden Probanden
war in der gesichteten Literatur nicht zu finden. In einer Ver6ffentlichung waren Abso-
lutwerte von Neutrophilen, Lymphozyten und Monozyten genannt, wobei auf die signi-
fikant erhohte Neutrophilenzahl der CVID-Patienten nicht ndher eingegangen wurde
(Melo 2009). Eine Lymphozytopenie wurde ebenfalls bereits beschrieben (Farrant
1994). Weiterhin war in einer Arbeit der relative Monozytenanteil an den Leukozyten
bei den Patienten (nicht jedoch bei den gesunden Probanden) genannt (Rump 1992), die-

ser war bei zwei von 15 Patienten erhoht.

Einschrinkend ist zu erwdhnen, dass die relative Lymphozytopenie und die relative
Neutrophilie nach Herausnahme der weiblichen Probanden aus der statistischen Aus-
wertung nicht mehr signifikant waren. Die Eosinopenie bleibt daher das robusteste Er-
gebnis dieser Arbeit im Bereich des Differentialblutbildes, da sie sowohl relativ
(p=0,042) als auch absolut (p=0,046) betrachtet bestand und gleichermallen vor und
nach Herausnahme der Probandinnen (dann p=0,024 bzw. p=0,025) statistisch signifi-

kant war.
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4.1.2. Immuntypisierung der Lymphozyten-Subpopulationen

Unter den in dieser Arbeit beobachteten Verdnderungen des T-Zell-Kompartimentes der
Lymphozyten erreichte die relative Expansion zytotoxischer T-Lymphozyten statistische
Signifikanz. Der Effekt war allerdings nach Herausnahme der Frauen aus der Proban-
dengruppe nicht mehr statistisch signifikant, sodass es sich (mit geringerer Wahrschein-
lichkeit) auch um eine geschlechtsbedingte Verzerrung der Ergebnisse gehandelt haben
konnte. Die tibrigen beobachteten Verdanderungen im Bereich der T-Zellen waren statis-
tisch ebenfalls nicht signifikant. Dies konnte im Vergleich zum Differentialblutbild z. B.
durch eine weniger robuste Methodik mit hoherer Inter-Assay-Varianz bedingt sein
(selbst etablierte Methode im Gegensatz zum kommerziellen Analyseautomaten beim
groflen Blutbild). Eine absolute Verminderung der T-Helfer-Zellen und die damit einher-
gehende relative Vermehrung der zytotoxischen T-Lymphozyten sowie die Verminde-
rung des CD4/CD8-Quotienten, wie sie in den vorliegenden Ergebnissen angedeutet zu
erkennen sind, wurden von zahlreichen weiteren Arbeitsgruppen ebenfalls berichtet

(Genre 2009, Giovannetti 2007, Spickett 1992).

Hinsichtlich der verminderten Konzentration von NK-Zellen in dieser Untersuchung be-
steht die Limitation, dass die NK-Zellen als CD16- und CD56-positive Zellen im Lym-
phozytengate definiert wurden. In der Literatur findet man inzwischen héiufig folgende
Definition: CD3-negativ sowie CD16- und/oder CD56-positiv im Lymphozytengate
(Tarazona 2002). Die Ergebnisse sind daher nur eingeschrankt mit denen anderer Unter-
suchungen mit etwas abweichender NK-Zell-Definition vergleichbar, obwohl die quan-
titativen Abweichungen eher gering sein diirften. Wahrscheinlich wurden einige nur ent-
weder CD16- oder CD56-positive NK-Zellen nicht als solche betrachtet (ca. 10-25 %,
Robertson 1990). Es kann also davon ausgegangen werden, dass die Konzentration der
NK-Zellen leicht unterschitzt wurde. Die Koexpression von CD16 und CD56 auf T-
Lymphozyten hingegen, die zu einer Uberschitzung gefiihrt hitte, diirfte eine Raritiit
darstellen (Lanier 1986).

Die in den Ergebnissen zu erkennende Tendenz niedrigerer NK-Zell-Zahlen bei CVID-
Patienten gegeniiber gesunden Probanden wurde auch von anderen Untersuchern beob-

achtet und publiziert (4spalter 2000). Insofern ist die Verminderung der absoluten NK-
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Zell-Zahl trotz lediglich grenzwertiger statistischer Signifikanz (p=0,048) wahrschein-
lich von Bedeutung, zumal der Effekt auch nach Herausnahme der weiblichen Proban-

den nachweisbar war (p=0,000).

Ebenfalls gut in den Kontext anderer publizierter Ergebnisse lassen sich die Auftillig-
keiten des B-Zell-Kompartiments bei den CVID-Patienten einordnen. Im Vergleich zu
den gesunden Probanden waren die B-Lymphozyten relativ und absolut vermindert,
wenn auch statistisch nicht signifikant. Dies ist mit der Beobachtung vereinbar, dass die
Anzahl der B-Lymphozyten bei CVID-Patienten variabel von normal bis stark vermin-
dert sein kann (Spickett 1992). Der gleichzeitig signifikant erhohte Anteil HLA-DR-po-
sitiver Lymphozyten bei eher niedrigen B-Lymphozyten spricht fiir eine Vermehrung
HLA-DR-positiver Nicht-B-Zellen, wobei im Lymphozytengate hierfiir am ehesten akti-
vierte T-Zellen in Betracht kommen. Deren Vermehrung wurde in der vorliegenden Ar-
beit zwar nicht bewiesen, da HLA-DR als B-Zell-Marker und nicht in Kombination mit
CD3, CD4 oder CDS eingesetzt wurde. Eine Expansion aktivierter T-Lymphozyten (ins-
besondere CD4", aber auch CD8") wurde aber bereits mehrfach von anderen Autoren

publiziert (Baumert 1992, Carbone 2006, Viallard 2006).

Eine Verminderung CD27-positiver B-Gedachtnis-Zellen ist ebenfalls in der Literatur
beschrieben (Agematsu 2002, Brouet 2000);, unter zusitzlicher Beriicksichtigung des
IgM- bzw. IgD-Status auf der Zelloberflache ist diese Alteration inzwischen in die aktu-
elle CVID-Klassifikation eingegangen (Piqueras 2003, Wehr 2008). Dabei zeigte sich
bei zwei der hier untersuchten vier Patienten (2 und 3) eine nahezu vollstindige Abwe-
senheit CD27-positiver B-Lymphozyten (siche Abbildung 6). Bei allen vier Patienten
lieB sich ein geringer Anteil ,,geswitchter” B-Gedéchtnis-Zellen an den B-Lymphozyten
nachweisen (siche auch Tabelle 6). Nach der EUROCIass-Studie wéren die Patienten in
Gruppe smB- (Anteil ,,geswitchter Memory-Zellen an den gesamten B-Lymphozyten
<2 %) einzustufen (Wehr 2008), wobei der Wert fiir Patient 1 genau auf der Entschei-
dungsgrenze lag (2,0 %).

Bei Patient 3 zeigte sich zudem eine grenzwertig expandierte Population von B-Lym-
phozyten mit dem Phianotyp CD21"", der nach der EUROC ass-Studie mit Splenomega-

lie und granulomatdsen Entziindungen assoziiert ist. Nach den formalen Klassifikations-
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kriterien wére diese Population allerdings mit 9,2 % noch nicht erhoht (Grenzwert
10 %). Klinisch war bei diesem Patienten keine Splenomegalie nachweisbar, moglicher-
weise aber CVID-assoziierte pulmonale Granulome. Bei Patient 2 mit einer ausgeprag-
ten Splenomegalie war keine derartige Zellpopulation vorhanden. An dieser Stelle wird
deutlich, dass die EUROC]lass-Gruppierung keine absolut scharfe Trennung von Patien-
ten mit unterschiedlichen klinischen Merkmalen ermdglicht, sondern lediglich (teilwei-
se recht schwache) statistische Assoziationen zwischen Immunphénotypen und klinisch

definierten Subgruppen von Patienten beschreibt.

Die beobachtete Tendenz zu einer verstirkten Expression von CD23 auf der Oberflache
der (verbliebenen) B-Lymphozyten von CVID-Patienten wire in dem Sinne erklirbar,
dass durch die insuffiziente Immunglobulin-Produktion gegenregulatorisch die B-Lym-
phozyten aktiviert werden. Der niedrig affine Fc-g-Rezeptor CD23 wird als Aktivie-
rungsmarker von B-Zellen und deren Proliferation fordernder Faktor betrachtet (Bonne-
foy 1997, Pezzutto 2007). Allerdings war das Ergebnis statistisch nicht signifikant
(p=0,177) und wurde bisher auch nicht von anderen Untersuchern berichtet. Insofern
wire es interessant, in weiteren Untersuchungen der Frage nachzugehen, ob es sich um
einen zufilligen oder einen systematischen Unterschied zwischen CVID-Patienten und
gesunden Probanden handelt und ob sich weitere Zeichen der B-Zell-Aktivierung (z. B.
ein erhdhter Anteil CD25-positiver B-Lymphozyten) bei den Patienten nachweisen las-

sen.

Eine grundsitzliche Limitation der durchflusszytometrischen Untersuchungen besteht
darin, dass die Lymphozyten lediglich mittels eines Gates in der Darstellung Vorwérts-
gegeniiber Seitwirtsstreulicht (jeweils linear) definiert wurden. Eine zuverlédssigere
Identifizierung wére (allerdings auf Kosten eines Fluoreszenz-Kanals) durch die zusétz-
liche Verwendung eines Pan-Leukozyten-Markers wie CD45 mdglich gewesen (Gelman
2000). Dies wire insbesondere bei Patienten oder Probanden mit erhohten Anteilen von
Erythrozytenvorstufen (Normoblasten) von Bedeutung gewesen, da Normoblasten hin-
sichtlich der Streulichteigenschaften den Lymphozyten so dhnlich sind, dass beide Zell-
populationen durch Gaten in der Darstellung Vorwirts- gegeniiber Seitwértsstreulicht

nicht voneinander getrennt werden konnen (Nicholson 1996). Vermutlich spielte diese
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Einschrinkung in der hier vorgelegten Auswertung keine wesentlich Rolle, da bei kei-
nem der Patienten (oder auch der gesunden Probanden) im Blutbild Hinweise auf eine
autoimmunhdmolytische Andmie bestanden. In einer groen Referenzwertstudie fiir B-
Zell-Subpopulationen zeigte sich ebenfalls, dass ein vorgeschaltetes CD45-Gate nicht
zwingend erforderlich ist (Morbach 2010).

Die in dieser Arbeit beobachteten immunologischen Auftélligkeiten, die sich bei den
CVID-Patienten signifikant von den gesunden Probanden unterschieden, sind in Abbil-

dung 19 zusammengefasst.

relative und absolute

relative Lymphozytopenie Eosinopenie

relative Neutrophilie

relative Expansion
zytotoxischer T-Lymphozyten

absolute Verminderung
der NK-Zellen

Auffalligkeiten der B-Gedachtnis-Zellen (geringere
relative Expansion HLA-DR-positiver AnzahI'CD27+ Memory-B-ZeIIen, relaltlve u. absolute
Lymphozyten (T-Zell-Aktivierung?) Verminderung "geswitchter" B-Gedachtnis-Zellen)

Abbildung 19: Immunologische Auffdlligkeiten der CVID-Patienten (bezogen auf
Werte gesunder Probanden, Zusammenfassung der statistisch signifikanten
Unterschiede)

4.2. Immunglobulin-Sekretion in vitro

Die B-Lymphozyten aller untersuchten gesunden Probanden und Patienten zeigten sich
in der Lage, nach Stimulation mit Staphylococcus aureus Stamm Cowan I und Interleu-

kin-2 Immunglobuline zu sezernieren.

Allerdings ergaben sich bereits bei der Etablierung der Methode des Gesamt-Immunglo-
bulin-ELISAs Schwierigkeiten, wie sich im Methodenvergleich mit der Immunnephelo-
metrie im klinisch-chemischen Labor der Universitits-Kinderklinik zeigte. Da die tech-

nische Durchfithrung bis auf einen relativ geringen linearen Messbereich problemlos
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und robust wirkt (siche auch gute Reproduzierbarkeit der Dreifachansétze), ist die Ursa-
che eher subtil im Bereich der Konzeption des Testverfahrens (polyvalenter Priméaranti-
korper gegen IgG, IgA und IgM) oder der Inter-Assay-Varianz, die nicht systematisch

untersucht wurde, zu vermuten.

Ein gravierendes Problem bei der Messung der Immunglobulin-Sekretion isolierter B-
Lymphozyten bereitete die hier nicht im Detail dargestellte starke Abhéngigkeit der Er-
gebnisse von der Art der B-Zell-Isolierung. Je nachdem, ob eine T-Zell-Depletion mit
Schaferythrozyten vorgeschaltet wurde und welches MACS-Kit genau verwendet wurde
(CD19-Positiv- gegeniiber Negativ-Selektion), unterschieden sich die Ergebnisse, die
aus derselben Blutprobe erzielt wurden, deutlich voneinander. Insofern muss die Fest-
stellung, dass die Immunglobulinsynthese bei insgesamt drei Patienten und einer gesun-
den Probandin nicht durch SAC und Interleukin-2 stimulierbar war, mit gro3er Vorsicht
interpretiert werden. Als Gemeinsamkeit fanden sich bei diesen Probanden und Patien-
ten bereits in den Kulturiiberstinden ohne Stimulation verhaltnisméfBig hohe Immunglo-
bulin-Konzentrationen im Vergleich zu den meisten anderen Probanden und Patienten,
sodass in diesen Féllen moglicherweise eine unspezifische Stimulation unabhidngig von
dem zugegebenen SAC und Interleukin-2 vorlag. Weiterhin wire auch denkbar, dass die
als Kompromiss zwischen guter Messbarkeit von mRNA- und Protein-Signalen gewahl-
te Stimulationszeit von drei Tagen fiir eine zuverldssige Messung der Immunglobulin-
synthese in vitro zu kurz war — in Publikationen anderer Arbeitsgruppen sind teilweise
langere Inkubationszeiten bis zu neun Tagen beschrieben (Bryant 1990, Rump 1992).
Die genannten Effekte konnten auch durch mehrfache methodische Variationen nicht
kontrolliert werden, sodass iiber die Feststellung der grundsitzlichen Fahigkeit aller Pa-
tienten und gesunden Probanden zur Immunglobulin-Sekretion hinaus keine quantitati-

ven Aussagen moglich waren.
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4.3. PRDI-BF1-mRNA-Expression bei gesunden
Probanden und CVID-Patienten

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass das klassische immuno-
logische Erscheinungsbild der CVID bei einer grolen Subgruppe von Patienten (Im-
munglobulinmangel bei gleichzeitig nachweisbaren B-Lymphozyten im peripheren
Blut) zum Teil durch eine Unfdhigkeit der B-Lymphozyten bedingt sein konnte, in die
terminale Differenzierung zu Plasmazellen einzutreten und konsekutiv Immunglobuline
zu sezernieren. Dieses Phdnomen wiederum konnte durch einen intrinsischen Defekt der
B-Lymphozyten oder durch eine insuffiziente T-Zell-Hilfe bedingt sein. Dabei sprechen
einige Beobachtungen bei CVID-Patienten fiir die erste Variante, andere fiir die zweite.
Beispielsweise lieBe sich aus der insuffizienten Impfantwort von CVID-Patienten auch
auf Polysaccharid-Impfstoffe (z. B. Pneumokokken-Polysaccharidimpfstoff, A4/-Herz
2003) ableiten, dass ein intrinsischer B-Zell-Defekt wahrscheinlicher ist, da die Immun-
antwort auf Polysaccharid-Antigene von der T-Zell-Hilfe unabhéngig ist (Janeway
1999). Andererseits sprechen die Auffilligkeiten der T-Lymphozyten, die bei CVID-Pa-
tienten hédufig zu finden sind (u.a. Verminderung der T-Helfer-Zellen, niedrige
CD4/CD8-Quotienten), eher fiir eine pathogenetische Bedeutung der T-Zell-Hilfe.
Denkbar wire auch, dass bei einem Teil der Patienten intrinsische B-Zell-Defekte vor-

liegen, bei einem anderen wiederum Defekte der T-Zell-Hilfe.

Ein weiterer wichtiger pathogenetischer Erkldrungsansatz ist die Unfihigkeit der B-
Lymphozyten von CVID-Patienten, in B-Gedéchtnis-Zellen zu differenzieren oder als
solche langfristig zu iiberleben. Diese Eigenschaft scheint zumindest partiell abhéingig
von T-Lymphozyten zu sein, da im Falle des ersten beschriebenen monogenen Defekts,
der sich klinisch als CVID manifestiert, ein Molekiil betroffen ist, das in T-Zellen ge-
funden wird (homozygoter ICOS-Mangel, Grimbacher 2003).

In der Tat scheint die Diagnose CVID am ehesten einen heterogenen Sammeltopf unter-
schiedlicher Einzeldefekte darzustellen, die jeweils unterschiedlich erkliarbar sind und

zum kleinen Teil bereits als monogene Erkrankungen identifiziert wurden (z. B. ICOS-,
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CD19-, TACI-, BAFF-Rezeptor- und MSHS5-Defizienz). Diese Hypothese wurde bereits
um die Jahrtausendwende aufgestellt, da eine einzelne genetische Ursache der CVID

nicht identifiziert werden konnte (Ballow 2002).

Es erscheint daher denkbar, dass bei einem Teil der CVID-Patienten ein Defekt eines
Transkriptionsfaktors vorliegt, der fiir die terminale Differenzierung von B-Lymphozy-
ten zu Plasmazellen von Bedeutung ist. Bei diesem Transkriptionsfaktor konnte es sich
neben XBP-1 und IRF4 auch um PRDI-BF1 handeln (Calame 2003). Bei Miusen ist
das vollstindige Fehlen des murinen PRDI-BF1-Homologs Blimp-1 bereits in der Fetal-
periode letal (Vincent 2005), wobei dieses Ergebnis nicht notwendigerweise auf den

Menschen iibertragbar ist.

Bei den untersuchten Patienten lieB sich in allen Fillen PRDI-BF1-mRNA in stimulier-
ten B-Zellen nachweisen. Diese Beobachtung steht in Einklang mit dem immunhisto-
chemischen Nachweis von PRDI-BF1-Protein in Lymphknoten dreier CVID-Patienten
(Taubenheim 2005). Bei den beiden Patienten mit sehr niedrigen B-Gedéichtnis-Zellen
war ein PRDI-BF1-Defekt auch eher nicht zu erwarten, da das murine Homolog Blimp-
1 fiir die Bildung von B-Gedéchtnis-Zellen nicht erforderlich ist (Martins 2008), PRDI-
BF1 in murinen und humanen B-Gedichtnis-Zellen kaum nachweisbar ist (Blink 2005,
Kuo 2007) und somit mit hoherer Wahrscheinlichkeit andere pathogenetische Mechanis-
men wie z. B. eine ICOS-Defizienz als Stérung im Bereich der T-Lymphozyten oder ein
nstromaufwirts* der terminalen Differenzierung liegender Defekt der B-Zellen vorlie-

gen.

Bei einem der CVID-Patienten (Patient 4, siche auch Abbildung 15) war die PRDI-
BF1-mRNA nur in einem von drei PCR-Laufen und dort auch nur schwach nachweis-
bar. Dennoch kann von diesem Ergebnis nicht unbedingt auf einen quantitativen PRDI-
BF1-Defekt geschlossen werden, da die verwendete PCR-Methodik zu wenig robust
und flir eine Quantifizierung der mRNA wahrscheinlich nicht ideal geeignet war. Eine
der Ursachen des Problems lag vermutlich in der verwendeten Taq-DNA-Polymerase.

Damit kam es immer wieder auch zu Ausfillen der Amplifikation des ,,Housekeeping*-
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Gens GAPDH, die nicht hitten vorkommen sollen. Gegen Ende der Experimente wurde
die DNA-Polymerase versuchweise gegen das Produkt eines anderen Herstellers ausge-

tauscht, wodurch sich die Ausfille der GAPDH-Amplifikation deutlich reduzierten.

Zusammenfassend kann ein vollstindiger PRDI-BF1-Defekt im Sinne einer homozygo-
ten Gendeletion bei den vier untersuchten CVID-Patienten weitgehend ausgeschlossen
werden, da in jedem Fall mindestens einmal der mRNA-Nachweis gelang. Es konnte
aber dennoch eine zum Funktionsverlust fithrende Mutation vorgelegen haben, die mit
der verwendeten Methode nicht nachgewiesen werden konnte. Insofern wire eine Kom-
plettsequenzierung von PRDI-BF1 bei einer grofleren Zahl von CVID-Patienten eine in-
teressante Fortsetzung dieser Arbeit. Ebenfalls wire eine Alteration der quantitativen
PRDI-BF1-Expression weiterhin denkbar, zum Beispiel durch den Defekt eines ,,strom-

aufwirts* gelegenen Transkriptionsfaktors wie IRF4 oder STATS3.

4.4. PRDI-BF1 — ein B-Zell-spezifischer
Transkriptionsfaktor?

Nach der Erstbeschreibung von PRDI-BF1 (Keller 1991) und des murinen Homologs
Blimp-1 (ZTurner 1994) war man zunédchst davon ausgegangen, dass es sich um einen
spezifischen Transkriptionsfaktor von reifen B-Lymphozyten und Plasmazellen handelt.
Die Annahme, dass Blimp-1 in murinen T-Lymphozyten nicht exprimiert wird, basierte
allerdings lediglich auf der Northern-Blot-Analyse einer T-Zell- und zweier Pra-T-Zell-
Linien (Turner 1994). Durch den mRNA-Nachweis in Geweben wie Lymphknoten,
Knochenmark und Milz war es nicht moglich, zwischen der Herkunft aus B- oder T-
Lymphozyten zu unterscheiden. Ebenfalls zu dieser Zeit wurde bereits {iber das Vor-
kommen von Blimp-1-mRNA in der murinen Haut berichtet, ohne dass eine Vorstellung
von dessen Funktion bestanden hitte. In den ersten Jahren nach dessen Entdeckung
wurde Blimp-1 daher als ein Faktor betrachtet, der eine Differenzierung von B-Lympho-
zyten zu frithen Plasmazellen sowie deren Immunglobulin-Sekretion bewirkt (7urner
1994). Experimente an Xenopus-Embryonen deuteten dann auf eine Rolle des dortigen
Homologs Xblimp1 in der embryofetalen Entwicklung hin (de Souza 1999). Der Gedan-

ke, dass Blimp-1 auch bei der terminalen Differenzierung anderer Zelltypen eine Rolle
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spielen konnte, wurde erstmals im Rahmen des Nachweises in Zellen der myeloischen
Reihe bei Méusen publiziert (Chang 2000). Die Verfligbarkeit von monoklonalen Anti-
korpern ermoglichte kurz darauf auch den Nachweis, dass Blimp-1 bei Méusen eben-
falls in einem bestimmten zeitlichen und rdumlichen Muster wihrend der intrauterinen

Entwicklung exprimiert wird (Chang 2002).

Der Nachweis von PRDI-BF1-Protein in humanen T-Lymphozyten wurde erst einige
Jahre spiter erstmals publiziert (Cattoretti 2005). Die Autoren fanden das stérkste Si-
gnal bei reaktiv infiltrierenden T-Lymphozyten in B-Zell-Lymphomen und bewerteten
das Ergebnis als vollig liberraschend, wobei noch keine funktionelle Bedeutung in T-
Lymphozyten diskutiert wurde. Kurz darauf wurde von drei Arbeitsgruppen (darunter
auch unsere) unabhingig voneinander und nahezu gleichzeitig der Nachweis von
Blimp-1- bzw. PRDI-BF1-mRNA und -Protein sowie Hinweise auf eine Bedeutung fiir
die Differenzierung von T-Lymphozyten bei Méusen und teilweise auch bei Menschen

publiziert (Kallies 2006, Martins 2006, Santner-Nanan 2006).

Auch aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ergeben sich starke Hinweise darauf,
dass PRDI-BF1 in humanen T-Lymphozyten exprimiert wird und dass es sich weder um
eine Kontamination auf der Ebene der Zellpriparation noch auf der Ebene der Nuklein-
sdureamplifikation handelt, wie von uns zunidchst vermutet wurde. Dafiir spricht neben
dem PRDI-BF1-mRNA-Nachweis in hoch aufgereinigten T-Lymphozyten und deren
Subgruppen (sowohl CD4" als auch CDS", tendenziell stirker in CD45RA™ Memory-/Ef-
fektor-T-Zellen) auch das positive Signal in der Jurkat-Zelllinie, deren Kontamination
durch B-Lymphozyten sehr unwahrscheinlich ist. Aus Jurkat-Zellen wurde auch ein RT-
PCR-Ansatz mit und ohne reverse Transkriptase im Reaktionsansatz der cDNA-Synthe-
se durchgefiihrt, der zu einem eindeutig negativen Ergebnis fiir PRDI-BF1 im Ansatz
ohne reverse Transkriptase fiihrte. Dies spricht gegen eine Kontamination der PCR-An-
sitze (z. B. des Mastermix) durch PRDI-BF1-Amplifikate, die ebenfalls ein positives
Signal hédtte vortduschen konnen. Der zu erahnende Unterschied in der PRDI-BF1-
mRNA-Synthese der T-Lymphozyten in Abhéngigkeit vom CD45RA-Status als Marker
fiir die Antigen-Unerfahrenheit (,,Naivitdt“) lieB bereits vermuten, dass PRDI-BF1
durch Antigenkontakt im Rahmen der T-Zell-Gedichtnis-Bildung hinaufreguliert wird
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und dementsprechend in diesem Prozess eine Rolle spielen konnte. Die RT-PCR-Metho-

dik in der vorliegenden Arbeit lieB3 allerdings aufgrund der oben bereits diskutierten Li-

mitationen keinen Beweis dieser Hypothese zu. Dieser wurde fiir Méuse spéter von ei-

ner anderen der an der Entdeckung beteiligten Arbeitsgruppen erbracht (Kallies 2009).

Eine Zusammenfassung der bisher nachgewiesenen bzw. vermuteten Funktionen von

PRDI-BF1 beim Menschen bzw. Blimp-1 bei der Maus zeigt Abbildung 20.

Mensch Maus
Prdm1-Gen Prdm1-Gen
DNA-Ebene DNA-Ebene
v v
PRDI-BF1-mRNA Blimp-1-mRNA
RNA-Ebene RNA-Ebene
B-Lymphozyten
(terminale Differenzierung T-Helfer-Zellen " B-Lymphozyten T-Helfer-Zellen
zu Plasmazellen, Tumor- (Th2-[?_|ffere_n2|erur;g., (terminale Differenzierung (Spezialisierung zu
Suppressor-Gen) Gedéchtniszellen?) zu Plasmazellen) Th2)
X__ Vv YV
Talgdrisen? Transkriptions- embryonale Talgdriisen Transkriptions- embryonale
Keratinozyten faktor PRDI-BF1 Entwicklung? Keratinozyten faktor Blimp-1 Entwicklung
Protein-Ebene Protein-Ebene
zytotoxische . zytotoxische T-Lymphozyten myeloische Zellen
T-Lymphozyten? myeloische Zellen? (terminale Differenzierung (u. a. Differenzierung von
zu CD8+ Effektorzellen) Progenitorzellen zu Monozyten)

Abbildung 20: Funktionen von PRDI-BF1 beim Menschen (links) bzw. dem
homologen Blimp-1 bei der Maus (rechts). Rot markiert sind die Bereiche, in denen
mit dieser Arbeit Beitrdge geleistet wurden.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden 15 gesunde Probanden und vier Patienten mit dem
primédren humoralen Immundefekt ,,Common Variable Immunodeficiency* (CVID) auf
den Immunphénotyp ihrer Lymphozyten sowie die Expression des Transkriptionsfaktors
PRDI-BF1/Blimp-1 hin untersucht. Zu Kontrollzwecken wurden zusétzlich einige per-
manente Lymphozyten-Zelllinien verwendet (B-lymphoblastoide Zelllinien und Jurkat-

Zellen).

Nach der Blutentnahme wurde zunidchst in Vollblut-Lyse-Technik der Immunphénotyp
bestimmt, begleitend wurde ein grofles Blutbild auf einem Hidmatologieautomaten ge-
messen. Im Vergleich zu den gesunden Probanden zeigten die CVID-Patienten im Diffe-
rentialblutbild folgende statistisch signifikante Abweichungen: relative Lymphopenie,
relative Neutrophilie, relative und absolute Eosinopenie (insgesamt im Sinne einer ent-
ziindlichen Reaktion). Durchflusszytometrisch zeigten die Patienten folgende Auffallig-
keiten: relative Expansion der zytotoxischen T-Lymphozyten, absolute Verminderung
der NK-Zellen, relative Expansion HLA-DR-positiver Lymphozyten, absolute Vermin-
derung CD27-positiver Lymphozyten, relative und absolute Verminderung CD27-positi-
ver B-Zellen (B-Gedéchtnis-Zellen). Bei allen vier Patienten war der Anteil IgM-negati-

ver (,,geswitchter®) Memory-Zellen an den gesamten B-Lymphozyten stark vermindert.

Nach Stimulation mit Staphylococcus aureus Stamm Cowan I und Interleukin 2 waren
bei allen untersuchten Patienten und gesunden Probanden Immunglobuline im Zellkul-
turiiberstand sowie PRDI-BF1-mRNA im Zelllysat nachweisbar, sodass auf einen gra-
vierenden Defekt von PRDI-BF1 als Ursache der CVID (z. B. im Sinne einer homozy-

goten Gendeletion) kein Hinweis bestand.

Bei den als Negativkontrolle vorgesehenen T-Lymphozyten und in einer permanenten T-
Zelllinie (Jurkat) wurde iiberraschend ebenfalls PRDI-BF1-mRNA nachgewiesen. Die-
ser Befund konnte durch mehrfache Wiederholung, Kontrollen und hohe Aufreinigung
der T-Lymphozyten sowie Auftrennung in ihre Subpopulationen bestétigt werden und

wurde von anderen Arbeitsgruppen ebenfalls reproduziert und publiziert. Die Ergebnis-
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se lieBen vermuten, dass PRDI-BF1 bei Antigen-erfahrenen, CD45RA-negativen T-
Lymphozyten stirker exprimiert wird und daher ebenso wie bei B-Lymphozyten eine

Rolle in deren terminaler Differenzierung spielt.
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Abklirzungen

AK Antikorper

ALL Akute lymphatische Leukdmie

ANA Antinukledre Antikorper

APC Allophycocyanin

ATCC American Type Culture Collection

B-LCL B-Lymphoblastoid Cell Line (B-lymphoblastoide Zelllinie)

BAFF B Cell Activating Factor

BCL B Cell Lymphoma (Name einer Familie von Transkriptionsfaktoren)

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

Blimp B Lymphocyte Induced Maturation Protein (Name eines Transkriptionsfaktors)
bp Basenpaare

BSA Bovines Serum-Albumin

BSAP B Cell-specific Activator Protein (Name eines Transkriptionsfaktors)

CA California

CAML Calcium-modulierender Cyclophilin-Ligand

CD Cluster of Differentiation (Kurzbezeichnungsschema fiir zelluldre Antigene)
cDNA Complementary Deoxyribonucleic Acid (komplementére Desoxyribonukleinséure)
CIITA MHC Class II Transactivator (Name eines Transkriptionsfaktors)

CM Complete Medium (Komplettmedium fiir die Zellkultur)

CMV Cytomegalievirus

CT Connecticut

CVID Common Variable Immunodeficiency
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dCTP

DEPC

dGTP
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DNA

dNTP
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HBsAg

HDAC
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HIV

HLA
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Desoxyadenosintriphosphat

Desoxycytosintriphosphat

Diethylpyrocarbonat

Desoxyguanosintriphosphat

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsiure)

Desoxyribonukleosidtriphosphat

Desoxythymidintriphosphat

Epstein-Barr-Virus
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Enzyme Link Immuno Sorbent Assay
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mRNA
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Herpes-simplex-Virus

Inducible T cell Co-Stimulator (induzierbarer T-Lymphozyten-Co-Stimulator)

Internationale Einheiten

Immunglobulin

Immunoglobulin A Deficiency (selektiver IgA-Mangel)

Interleukin

Interferon Regulatory Factor (Name einer Familie von Transkriptionsfaktoren)

International Units (internationale Einheiten)

Immunglobuline zur intravendsen Anwendung

Interdisziplindres Zentrum fiir Klinische Forschung der Universitiat Wiirzburg

Kilobasen
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PA Pennsylvania
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PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)

PE Phycoerythrin

pMHCII Peptide Major Histocompatibility Complex Class 11
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PRDI-BF Positive Regulatory Domain I Binding Factor (Name eines Transkriptionsfaktors)

Prdm PR Domain-Containing Protein (Name eines Transkriptionsfaktors)

RNA Ribonucleic Acid (Ribonukleinsédure)

RPMI Roswell Park Memorial Institute (Bezeichnung fiir ein Zellkulturmedium)
RT Reverse Transkriptase

SAC Staphylococcus aureus Stamm Cowan |

SCID Severe Combined Immunodeficiency (schwerer kombinierter Immundefekt)
SCIG Immunglobuline zur subkutanen Anwendung

SD Standard Deviation (Standardabweichung)

slgG Surface Immunoglobulin G (Oberflichen-IgG)

spp- species pluralis

SSC Side Scatter (Seitwértsstreulicht)

STAT Signal Transducer and Activator of Transcription (Name einer Familie von

Transkriptionsfaktoren)

TACI Transmembrane Activator and CAML Interactor



Taq

TLR

TNF

\VAY%

XBP

XLA

XLP

Thermus aquaticus

Toll-like Receptor

Tumor-Nekrose-Faktor

Units (Einheiten)

Ultraviolett

Varizella-Zoster-Virus

X-Box Binding Protein (Name eines Transkriptionsfaktors)

X-linked Agammaglobulinemia (X-chromosomal vererbte Agammaglobulindmie vom Typ

Bruton)

X-linked Lymphoproliferative Disease (X-chromosomal vererbtes lymphoproliferatives

Syndrom)
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