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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Grundziige des menschlichen Immunsystems

Der Organismus des Menschen ist durch Interaktion mit seiner Umwelt
ununterbrochen einer Vielzahl von Pathogenen ausgesetzt. Die Epithelien des
Menschen bilden eine wirksame Barriere gegen diese Krankheitserreger, konnen
jedoch keine vollstandige Abschirmung leisten. Daher konnen Pathogene in den
Korper eindringen, sich vermehren und ausbreiten. Auf eine solche Infektion reagiert
der menschliche Organismus mit einer Immunantwort, deren Ziel die Erkennung und
Beseitigung der Fremdkorper ist. Das Immunsystem des Menschen ist in zwei
Systeme gegliedert, die angeborene und die adaptive Immunitat. Die angeborene
Immunitat ist ein Zusammenspiel von unveranderlichen Mechanismen, die genetisch
kodiert sind. Die Hauptfunktionen der angeborenen Immunitdt werden durch
Leukozyten vermittelt. Die Erkennung von Pathogenen wird durch Struktur-
Erkennungs-Rezeptoren (engl. pattern recognition receptor, PRR) auf der Oberflache
dieser spezialisierten Zellen gewahrleistet. Die PRR binden an Pathogen-Strukturen,
z.B. Bestandteile der Bakterienzellwand, virale und bakterielle
Desoxyribonukleinsaure (DNA) oder doppelstrangige Ribonukleinsauren (RNA).
Leukozyten initiieren eine lokale Entzindungsreaktion, in deren Verlauf Pathogene
phagozytiert und weitere Zellen durch Chemoattraktion an den Infektionsherd
rekrutiert werden. Eine Vielzahl von spezialisierten Leukozyten ist an diesen
Mechanismen beteiligt: Mastzellen sezernieren bei Aktivierung Botenstoffe wie
Zytokine, Histamine und Heparin; diese sorgen flur eine Erweiterung des Gewebes
und der BlutgefalRe, unterbinden Blutgerinnung und attrahieren Makrophagen und
Granulozyten. Letztere phagozytieren Pathogene und sezernieren antibakteriell
wirksame Stoffe. Sie sind ebenfalls an der Rekrutierung von Zellen des
Immunsystems beteiligt und aktivieren dartuber hinaus das Komplementsystem. Das
Komplementsystem ist eine Kaskade von Proteinen, die vornehmlich in der Leber
synthetisiert werden und mit dem Blutserum zirkulieren. Die Komplementproteine
binden unspezifisch an Pathogene und markieren, opsonisieren und perforieren
diese. Makrophagen und die mit ihnen verwandten dendritischen Zellen sind
professionelle Antigen-prasentierende Zellen (APC). Sie prasentieren prozessiertes
Antigen auf Typ2 Haupt-Histokompatibilitats-Proteinen (engl. major histocompatibility
complex 2, MHCII) und ermdglichen damit die Aktivierung von Lymphozyten, den

Mediatoren der adaptiven Immunitat.
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Die adaptive Immunitat zeichnet sich durch zwei elementare Eigenschaften
aus: Spezifitat und Gedachtnis. Diese Eigenschaften werden durch T- und B-Zellen
vermittelt, die wahrend ihrer Reifung im Thymus bzw. Knochenmark durch
genetische Rekombination T-Zell- bzw. B-Zell-Rezeptoren (engl. T cell receptor,
TCR, B cell receptor, BCR) mit individueller Spezifitdt ausbilden. In adaptiven
Immunantworten werden Lymphozyten mit Spezifitat fur ein Antigen selektiert und
klonal expandiert. Ein Teil differenziert aus in langlebige Gedachtnis-Lymphozyten,
die bei wiederholtem Kontakt mit dem gleichen Antigen schneller und besser
reagieren konnen. T-Zellen gliedern sich in T-Helferzellen (Ty1, Ty2 und Tu17),
zytotoxische und regulatorische T-Zellen. T-Helferzellen erkennen mit ihren TCR
Antigen-beladene MHCII auf APCs und kdénnen durch diese aktiviert werden.
Aktivierte Ty1-Zellen stimulieren hauptsachlich Monozyten (Vorlaufer der
Makrophagen und dendritischen Zellen), Ty2-Zellen wirken aktivierend auf B-Zellen
und Ty17-Zellen sezernieren Interleukin 17. Zytotoxische T-Zellen interagieren uber
ihre TCR mit Typ1 MHC-Molekllen auf somatischen Zellen und kénnen z.B. mit
Viren infizierte Zellen erkennen und Zell-Lyse vermitteln. Regulatorische T-Zellen
wirken hemmend auf T-Helferzellen und kénnen so eine Toleranz von Selbst-
Antigenen (Autoantigenen) unterstitzen. B-Zellen binden mit ihren BCR spezifisch
an Antigene, internalisieren, prozessieren und prasentieren diese mit MHCII. Bei
paralleler Aktivierung durch Antigen und Stimulation von Ty2-Zellen differenzieren B-
Zellen zu kurzlebigen Plasmazellen (PC) und in einem weiteren Schritt zu
Keimzentrums- (engl. germinal center, GC) -B-Zellen aus. GC-B-Zellen unterlaufen
eine Affinitatsreifung und differenzieren in Gedachtnis-B-Zellen und langlebige PC
aus. PC schlieBlich sezernieren |6sliche BCR (Antikérper) und vermitteln so eine
hochaffine Erkennung von spezifischen Antigenen (Murphy et al., 2009).

Die Trennung von angeborener und adaptiver Immunitat ist oftmals nicht exakt
moglich. Zum Beispiel gehoren auch naturliche Killer-Zellen zu den Lymphozyten, sie
sind ebenfalls zytotoxisch, verfugen jedoch nicht Uber einen individuellen Rezeptor.
Sogenannte yd8-T-Zellen (deren TCR von y- und 8-Genlokus kodiert wird) sind oftmals
polyreaktiv, d.h. der individuelle Rezeptor erkennt allgemeine Strukturen (siehe
PRR). Auch bei den B-Zellen gibt es neben den B2-B-Zellen, die an klassischen
adaptiven Immunreaktionen teilnehmen, auch noch B1-B-Zellen, die in Mausen
vornehmlich in den peritonealen Leibeshohlen angesiedelt sind. Diese B-Zellen

sorgen unabhangig von antigenischer Stimulation flr einen sogenannten natirlichen
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IgM-Antikorpertiter im Blut, der ein Bestandteil der angeborenen Immunitat ist
(Murphy et al., 2009).

1.2 Die frihe B-Zell-Entwicklung

Der BCR ist ein Homodimer aus je einer schweren und einer leichten Kette (engl.
heavy chain, H, und light chain, L). Der Carboxyterminus beider Ketten ist konstant
(engl. constant region, C), der Aminoterminus variiert jedoch durch Rekombination
von DNA-Segmenten. Diese Genumlagerungen der variablen Bereiche des BCR
geschehen schrittweise in lymphoiden Vorlauferzellen im Knochenmark. Mit der
Zusammenflgung eines der 25 funktionalen Diversitats- (engl. diversity, D) und eines
der 6 funktionalen Verbindungs- (engl. joining, J) Gensegmente der schweren Kette
ist das pro-B-Zell-Stadium erreicht (Blackwell und Alt, 1984). Anschlielend wird
eines der 40 funktionalen Variabilitats- (engl. variable, V) Gensegmente 5’ angeflgt
(Murphy et al., 2009). Bei der Rekombination der Gensegmente kdénnen durch die
Exonukleaseaktivitdt des Enzyms Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase an der
VerknUpfungsstelle Nukleotide entfernt oder angefligt werden. Eine schematische
Darstellung dieser Prozesse ist in Abb. 1 gezeigt. Aus einigen Nukleotiden des
jeweiligen Vy-Gens, den N-Nukleotiden, dem Dy-Gen und einem kleinen Abschnitt
des Ju-Gens resultiert die Komplementaritat-bestimmende Region Il (engl
complementarity determining region IIl, CDRIII). Sie ist fur die schwere Kette so
divers, dal} sie als genetischer Marker fur einen einzelnen B-Zell-Klon genutzt
werden kann (Abb. 1).

Abbildung 1: Schematische Darstellung der VDJ-Rekombination
A

B

FRI CDRI| FRII |CDRII FRIl CDRIIl FR4

Abb. 1: A: Schematische Darstellung der schrittweisen Genumlagerung des Ig-
Schwerkettenlokus. B: Schematische Darstellung einer putativen VDJ-Genumlagerung mit
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N-Nukleotiden (schwarz) und einer Einteilung in FR und CDR. C: Farbkodierung der
Gensegmente in einem schematischen Antikdrper wie unter A. Die leichten Ketten sind in
weily dargestellt, schwere und leichte Ketten verknipfende Disulfidbriicken sind durch
schwarze Querstreben symbolisiert (IgG1-Isotyp).

Die Rekombinationsmechanismen flhren in ca. zwei Drittel der Falle zu einer
Verschiebung des Leserasters oder zur Generierung eines Stop-Kodons. Im Falle
einer solchen unproduktiven Genumlagerung kann eine Umlagerung auf dem
zweiten Allel des Schwerketten-Lokus stattfinden (Feddersen und Van Ness, 1985;
Tiegs et al., 1993). Ist die zweite Rekombination ebenfalls unproduktiv, stirbt die
Zelle durch Apoptose (Rajewsky, 1996). Ist jedoch eine der Umlagerungen
erfolgreich, wird erstens eine Umlagerung des zweiten Allels unterbunden (allelische
Exklusion) und zweitens die schwere Kette in Verbindung mit einem Leichtketten-
Surrogat exprimiert. In diesem sogenannten pra-B-Zell-Stadium wird die
Funktionalitat der schweren Kette getestet. Im Fall einer mangelhaften Funktion
bieten Genumlagerungen des zweiten Lokus oder Vy-replacement (Zhang, 2007)
eine weitere Moglichkeit zur Ausbildung einer funktionsfahigen schweren Kette. Ist
die schwere Kette funktionstlchtig, proliferiert die pra-B-Zelle und beginnt die
Rekombination der V|- und J.-Gensegmente der leichten Kette auf dem «x-Lokus
(Brauninger et al., 2001; Rajewsky, 1996). Die Leichtketten-Loci enthalten keine D-
Segmente (Rajewsky, 1996). Gelingt auf beiden «k-Genloci keine funktionelle
Rekombination, werden diese Loci durch das k-deletierende Element inaktiviert und
eine Umlagerung der A-Loci wird moglich (Brauninger et al., 2001). Auf diese Weise
exprimiert eine B-Zelle entweder k-Leichtketten oder A-Leichtketten, die Frequenzen
betragen jeweils etwa 60% bzw. 40% in humanen naiven B-Zellen (Alt et al., 1992;
Rajewsky, 1996; Tonegawa, 1983). Unreife B-Zellen mit vollstandigem BCR werden
auf Autoreaktivitat gegenselektiert (Rajewsky, 1996). Im Falle einer Autoreaktivitat
kénnen B-Zellen ihren BCR verandern, das heil3t neue Leichtkettenumlagerungen
durchfihren und mdglicherweise auch durch V gene replacement bestehende
Genumlagerungen editieren (Nadel et al., 1998; Zhang et al., 2003). Bleibt die B-
Zelle autoreaktiv, wird sie durch Anergie oder Apoptose unschadlich gemacht
(Goodnow et al., 1988; Tiegs et al., 1993).

Reife B-Lymphozyten mit nicht-autoreaktiven BCR verlassen das
Knochenmark als antigenunerfahrene, naive IgM*IgD"* B-Zellen. Die gleichzeitige
Expression von IgM und IgD ist dabei auf alternatives Spleilen zurlckzufihren

(Preud’homme et al., 2000). Durch die genetische Rekombination der schweren und
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leichten Ketten und die moglichen Paarungen wird eine theoretische Diversitat von
1,9 x 10° (Murphy et al., 2009) oder sogar bis zu 10" verschiedenen BCR-Molekiilen
erreicht (Sanz, 1991).

1.3 Die Keimzentrumsreaktion

Naive B-Zellen migrieren durch das Blut- und Lymphsystem und durch sekundare
lymphoide Organe. Bei Kontakt mit kognitivem Antigen werden sie aktiviert und in
den T-Zell-Zonen der sekundaren lymphatischen Organe zurlickgehalten. Dort
treffen sie auf aktivierte Ty2-Zellen, erfahren zusatzliche Stimulierung und bilden
einen primaren Fokus. Das bedeutet die B-Zellen beginnen zu proliferieren und ein
Teil des Klons differenziert aus in PC, welche in der sogenannten primaren Fokus-
Reaktion eine erste Welle an Antikorpern sezernieren. Einige der B-Zellen migrieren
gemeinsam mit komplementaren T-Helferzellen in die angrenzenden primaren B-
Zell-Follikel und initiieren dort eine Keimzentrumsreaktion (Murphy et al., 2009).

Im Verlauf einer GC-Reaktion (Abb.2) proliferieren GC-B-Zellen sehr stark,
interagieren mit T-Helferzellen bzw. follikularen dendritischen Zellen (engl. follicular
dendritic cell, FDC) und bilden eine charakteristische histologische Struktur aus
(MacLennan, 1994; Rajewsky, 1996). Ein Geflecht aus FDC, Makrophagen, Ty2-
Zellen und B-Lymphozyten (Zentrozyten) wird als helle Zone, ein dichterer Bereich
von sehr stark proliferierenden B-Zellen (Zentroblasten) als dunkle Zone erkennbar.
Umgeben ist das GC von einer Mantelzone aus verdrangten naiven B-Zellen (Kroese
et al., 1990). GC-B-Zellen zirkulieren vor allem in, aber auch zwischen dunkler und
heller Zone, um in einem Wechsel aus Mutation und Selektion ihre Affinitat zum
kognitiven Antigen zu steigern (MacLennan, 1994; Rajewsky, 1996). Uber die
zugrundeliegende Dynamik ist zwar ausfluhrlich berichtet worden (Allen et al., 2004;
Hauser et al., 2007; Schwickert et al., 2007), jedoch steht eine genaue Klarung des

Mechanismus noch aus.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der GC-Reaktion

Zentroblast

Antigen

aktivierte B-Zelle

dunkle Zone

helle Zone Plasmazelle

Abb. 2: Schematische Darstellung der GC-Reaktion. Antigen-aktivierte B-Zellen
differenzieren in Zentroblasten in der dunklen Zone des GC. Wahrend sie proliferieren, fligen
sie somatische Mutationen in ihre V-Gene ein. Anschliefend differenzieren sie zu
Zentrozyten und migrieren in die helle Zone. Dort werden diejenigen mit erhéhter Affinitat mit
Hilfe von FDC und T-Zellen selektiert. Zentrozyten mit geringerer Affinitat unterlaufen
Apoptose. Selektierte Zentrozyten kénnen klassenwechseln und/oder zu Gedachtnis-B-
Zellen bzw. Plasmazellen differenzieren. Nachgebildet aus (Klein und Dalla-Favera, 2008).

In der dunklen Zone findet somatische Hypermutation (engl. somatic hypermutation,
SHM) statt (Abb. 2), in der die Affinitat des BCR flr das jeweilige Antigen gesteigert
wird (Berek et al., 1991; Jacob et al., 1991; Kippers et al., 1993). Durch SHM
werden Punktmutationen, aber auch kleine Deletionen und Duplikationen (Goossens
et al., 1998) in die IgV-Gene des BCR eingefigt (Neuberger, 2008; Teng und
Papavasiliou, 2007). Der Prozess der SHM ist transkriptionsabhangig (Bachl et al.,
2001; Fukita et al., 1998; Yang et al.,, 2006) und findet hauptsachlich in einem
definierten Bereich von 1-2 kb 3’ des Transkriptionsstartes statt (Lebecque und
Gearhart, 1990; Storb et al., 1998). Darlber hinaus werden bestimmte
Sequenzmotive, sogenannte SHM hotspots, bevorzugt (Rogozin und Kolchanov,
1992), und die betroffenen Nukleotidaustausche sind haufiger Transitionen als eine
unverzerrte Mutationsfrequenz erwarten lie3e (Di Noia und Neuberger, 2007). Das
Gen activation induced cytidine deaminase (AICDA) ist essentiell fur SHM
(Muramatsu et al., 2000; Revy et al., 2000). Sein Genprodukt (AID) deaminiert
Deoxycytidine der DNA zu Deoxyuridinen, die kein Bestandteil der DNA sind. Die

Base Uracil kann durch das Enzym Uracil-DNA-Glykosylase entfernt und die
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entstandenen Lasionen durch die DNA-Reparatur-Maschinerie und bestimmte DNA-
Polymerasen fehlerhaft repariert werden (Di Noia und Neuberger, 2007). Ebenso ist
es moglich, dall die DNA-Replikationsmaschinerie Deoxyuridine korrekt oder
fehlerhaft ersetzt (Di Noia und Neuberger, 2007). In geringem Umfang kann eine
aberrante SHM auch in Nicht-Ig-Genen, wie z.B. dem GC-Transkriptionsfaktor Bcl6,
Mutationen einfihren. Hier ist zwar eine niedrigere Frequenz, jedoch ein identisches
Muster von somatischen Mutationen zu finden (Liu et al., 2008; Pasqualucci et al.,
1998).

In der hellen Zone (Abb. 2) konkurrieren GC-B-Zellen mit veranderter Affinitat
(durch somatische Mutationen) um Uberlebenssignale von FDC und T-Zellen: bei
erhohter Affinitat werden sie positiv selektiert, bei verringerter bzw. verhaltnismafig
niedriger Affinitat unterlaufen sie Apoptose (Liu et al., 1989; Rajewsky, 1996).
Ebenfalls sind die Zentrozyten in der hellen Zone an den Differenzierungsprozessen
zu PC- und Gedachtnis-B-Zell-Entwicklung beteiligt (Klein und Dalla-Favera, 2008).
Der standige Wechsel von Mutation und Selektion fuhrt dazu, dal® einige GC-B-Zell-
Klone mit erhohter Affinitdt expandieren, mit gemeinsamen und individuellen
somatischen  Mutationen  ausgestattet zu langlebigen post-GC-B-Zellen
ausdifferenzieren und das GC verlassen (Kroese et al., 1990; Kroese et al., 1987;
Klppers et al., 1993).

Desweiteren findet der sogenannte Klassenwechsel in den Zentrozyten eines
GC statt. Der Carboxyterminus der schweren Kette des BCR ist konstant (engl.
constant region, C), jedoch kann er im Menschen von einem Cu-, einem Cd-, zwei
Ca-, einem Ce- bzw. vier verschiedenen Cy-Genen kodiert werden. Beim
Klassenwechsel wird durch genetische Rekombination das Cu-Gensegment durch
eines der anderen Cy-Gensegmente ersetzt. Dieser Prozess ist ebenfalls abhangig
von AID (Muramatsu et al., 2000; Revy et al., 2000) und schlie3t Doppelstrangbriiche
in den switch-Regionen 5 der Cy-Gensegmente ein, die unter Deletion eines oder
mehrerer Cy-Gensegmente ein weiter 3’ gelegenes C-Gensegment an den VyDpdy-
Lokus knupft (Hauser et al., 2007; Wuerffel et al., 1997; Zarrin et al., 2007). Cd
besitzt keine switch-Region, jedoch eine ahnliche, Pentamer-reiche o/6-Region und
kann ebenfalls in sehr seltenen und besonderen Faéllen an einer
Klassenwechselrekombination teilnehmen (Arpin et al., 1998). Der Klassenwechsel
zu Cy, Ca oder Ce fuhrt zu einer veranderten Effektorfunktion des Antikérpers (Manis
et al., 2002). Der Klassenwechsel in B-Zellen wurde klassischerweise als Marker fur
post-GC-Gedachtnis-B-Zellen verwendet (Klein et al., 1998b).
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Fur die Ausbildung einer GC-Reaktion sind viele spezialisierte Faktoren
notwendig, von denen im Folgenden drei besonders hervorgehoben werden sollen:
Ein essentieller Faktor flr die Ausbildung und Aufrechterhaltung eines GC ist das
Protein B cell lymphoma 6 (Bcl6). Die Differenzierung von aktivierten B-Zellen zu
einem GC-B-Zell-Phanotyp wird begleitet — und zentral reguliert — durch die
verstarkte Transkription und Expression dieses Transkriptionsfaktors. Die zentrale
Funktion dieses Molekuls aulert sich darin, dald Mause ohne Bcl6 nicht in der Lage
sind GC-Reaktionen durchzuflihren (Dent et al., 1997; Ye et al.,, 1997). Von der
Expression dieses transkriptionellen Repressors hangen eine Vielzahl der
entscheidenden und speziellen Funktionen von GC-B-Zellen ab, etwa die Inhibierung
von PC- und Gedachtnis-B-Zell-Differenzierung, die Repression von Zellzyklus-
hemmenden Faktoren und die Induktion von Toleranz gegenuber genotoxischem
Stress (Klein und Dalla-Favera, 2008).

Zweitens ist die T-Zell-vermittelte Kreuzvernetzung von CD40 nétig, um die
Struktur eines GC aufrechtzuerhalten, wie mit Mausmodellen gezeigt werden konnte
(Han et al., 1995), und wie die Abwesenheit solcher Strukturen in Patienten mit
gestorter CD40-Kreuzvernetztung suggeriert (de Villartay et al., 2003). Diese
Patienten leiden an einer Immundefizienz, dem hyper IgM syndrome (HIGM), das
durch Defekte in CD40-Ligand (CD40L) (Typ 1) oder CD40 (Typ 3) verursacht wird
und sich durch einen erhdhten IgM-Serum-Titer und stark verringerte (bis nicht
nachweisbare) Serum-Titer von klassengewechselten Isotypen auszeichnet. Das Typ
2 HIGM-Syndrom, verursacht durch AlID-Defizienz, hat einen noch ausgepragteren
Phanotyp, im Gegensatz zu Typ 1 und 3 sind keinerlei Spuren von SHM oder
Klassenwechsel-Rekombination nachweisbar (Muramatsu et al., 2000; Revy et al.,
2000). Weiterhin konnte gezeigt werden, dal} aktive CD40-Signaltransduktion nur in
Zentrozyten, jedoch nicht in proliferierenden Zentroblasten besteht (Basso et al.,
2004; Shaffer et al., 2001). Dies ist ein Hinweis darauf, dal} die Kreuzvernetzung von
CDA40 fur die Rezirkulierung von GC-B-Zellen oder den Austritt von post-GC-B-Zellen
wichtig ist, aber nicht flr eine Initiierung von SHM (Klein und Dalla-Favera, 2008).

SchlieBlich sei noch die human telomerase reverse transcriptase (hnTERT) und
eine mit diesem Enzym verbundene, extensive Verlangerung von Telomeren in GC-
B-Zellen erwahnt (Hu et al., 1997; Norrback et al., 2001). Telomere sind Strukturen
an den Enden von Chromosomen, die fir den Schutz vor Nukleotidverlust durch
semikonservative Replikation der DNA verantwortlich sind (Hug und Lingner, 2006;

Weng et al., 1997b). Die Expression von Telomerase bzw. eine Verlangerung von
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Telomeren ist in nahezu keinen somatischen Zellen, sondern nur in Stammzellen und
GC-B-Zellen nachweisbar (Hug und Lingner, 2006; Weng et al., 1997b). Die
Verlangerung von Telomeren verhindert, dall GC-B-Zellen aufgrund ihrer
dramatischen Zellproliferationsraten seneszent und apoptotisch werden und dariber
hinaus verlangerte Telomere an ausdifferenzierte post-GC-B-Zellen weitergeben, wie
an klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen gezeigt werden konnte (Hodes et al.,
2002; Martens et al., 2002).

1.4 T-Zell-unabhangige Immunantworten
Im Gegensatz zu T-Zell-abhangigen (engl. T cell dependent, TD) Immunantworten,
die zur Ausbildung von GC-Reaktionen flhren, kénnen B-Zellen auch in T-Zell-
unabhangigen (engl. T cell independent, Tl) Immunantworten aktiviert werden und zu
PC ausdifferenzieren (Murphy et al., 2009). Bei TI-Immunantworten unterscheidet
man zwei Typen: Typ1 (TI-1) wird durch Antigene ausgeldst, die PRR auf B-Zellen
stimulieren (z.B. Toll-like receptors). Groe Mengen von TI-1-Antigenen flhren dazu,
dall viele B-Zellen gleichzeitig stimuliert und aktiviert werden. Eine solche
Immunantwort bedarf keiner Unterstitzung durch T-Zellen oder T-Zell-sezernierter
Faktoren und verlauft polyklonal. Aus diesem Grund bezeichnet man TI-1-Antigene
auch als Mitogene fir B-Zellen, da sie ungeachtet deren BCR-vermittelten Spezifitat
Proliferation und Differenzierung ausldosen kénnen (Murphy et al., 2009). Die Grenze
von angeborener zu adaptiver Immunitat beginnt hier zu verschwimmen, da mit einer
polyklonalen Reaktivitat der Lymphozyten keine Spezifitat (Selektion) mehr gegeben
zu sein scheint. Hier mul} allerdings in Betracht gezogen werden, dal} auch PRR
unter Umstanden nur auf bestimmten Populationen, z.B. ausschliel3lich Gedachtnis-
B-Lymphozyten, ausgepragt sind und daher selektiv sein kénnen flir einzelne B-
Lymphozyten-Subpopulationen (Bernasconi et al., 2003; Bernasconi et al., 2002).
Deutlicher wird ihre Rolle in adaptiver Immunitat, wenn nur eine geringe
Konzentration von TI-1-Antigenen vorliegt. Dann werden ausschlieB3lich diejenigen B-
Zellen aktiviert, die neben der Stimulation durch PRR auch noch (durch ein Epitop
des TI-1-Antigens) BCR-Kreuzvernetzung erfahren. Solche TI-1-Immunantworten
verlaufen mono- bis oligoklonal (Murphy et al., 2009).

Immunantworten gegen T-Zell-unabhangige Antigene vom Typ 2 (TI-2) sind
ebenfalls nicht auf eine Kostimulierung von T-Zellen angewiesen. Sie zeichnen sich
allgemein durch eine repetitive Struktur aus, das heil3t sie sind alleine durch ihren

dreidimensionalen Aufbau in der Lage, ein so hohes Mal} an Kreuzvernetzung von
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BCR hervorzurufen, dal das resultierende Signal keiner Kostimulierung z.B. durch
Mitogene (Han et al., 2007) bedarf, um aktivierend auf die B-Zelle zu wirken.
Dennoch konnte gezeigt werden, dall zusatzliche Faktoren, wie zum Beispiel B cell
activating factor (BAFF)-Signalweitergabe, zu einer deutlich effizienteren TI-2-
Immunantwort fuhren (Mond et al., 1995; Murphy et al., 2009). Tl-2-Antigene sind
z.B. die repetitiven Oberflachen (Peptidoglykan-Schichten) von kokkalen Bakterien
oder isolierte Polysaccharide (Mond et al., 1995), jedoch kénnen auch klassische
TD-Antigene eine TI-2-Immunantwort hervorrufen (EI Shikh et al., 2009).
Immunreaktionen gegen TI-2-Antigene sind auf eine Spezifitat des BCR angewiesen
und sind daher adaptive Immunantworten.

Neben Spezifitat ist auch Gedachtnis ein determinierender Faktor flr adaptive
Immunitat (Zinkernagel, 2000; Zinkernagel und Hengartner, 2004). Es konnte gezeigt
werden, dall Mause, die mit TI-Antigenen immunisiert wurden, bzw. keine GC-
Reaktionen aufbauen kénnen, bei Reimmunisierung eine verbesserte, sekundare
Immunreaktion aufwiesen (Alugupalli et al., 2004; Toyama et al.,, 2002). Die
beteiligten B-Lymphozyten sind jedoch nur wenig bzw. unmutiert und nicht langlebig
(Toellner et al., 2002; Toyama et al., 2002) wie es bei klassischen Gedachtnis-B-
Lymphozyten der Fall ist (siehe 1.5).

In Mausen und Menschen sind die Marginalzonen (engl. marginal zone, MGZ)
der Milz wichtige histologische Strukturen fir die Vermittlung von Immunitat gegen
TI-Antigene (Carsetti et al., 2004; Pillai et al., 2005; Weill et al., 2009) und auch
zirkulierende TD-Antigene (Song und Cerny, 2003). MGZ-ahnliche Strukturen
existieren auch in Tonsillen und anderen sekundaren lymphatischen Geweben (Dono
et al., 2000; Steiniger et al., 2005). MGZ bestehen hauptséchlich aus IgM* B-Zellen
sowie aus spezialisierten Stromazellen und Makrophagen (Mebius und Kraal, 2005;
Pillai et al., 2005). Sie umschliel3en die weilte Pulpa (T-Zell-Zone und B-Zell-Follikel),
werden kontinuierlich von Blut durchspllt und dienen als wichtige Filter flr
Pathogene aus dem Blut. Der Verlust der Milz korreliert im Menschen mit einer
erhdhten Infektiositdt gegen Pneumokokken, deren Bakterienwande starke TI-2-
Immunantworten hervorrufen kdnnen (Davidson und Wall, 2001; Kruetzmann et al.,
2003). Aus diesem Grund sind MGZ-B-Zellen des Menschen, die aufgrund ihrer
somatisch mutierten V-Gene als TD-generiert betrachtet wurden (Dunn-Walters et
al., 1995), als natirliche B-Lymphozyten (Kruetzmann et al., 2003) fur angeborene

Immunitat vorgeschlagen worden (siehe 1.6).
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1.5 Das immunologische Gedachtnis

Das immunologische Gedachtnis des Menschen besteht aus einer humoralen und
einer zelluldaren Gedachtnisfunktion. Das humorale Gedachtnis bezeichnet
affinitatsgereifte Antikdrper im Serum, die durch langlebige Plasmazellen in
spezialisierten Nischen des Knochenmarks uUber lange Zeitraume hinweg sezerniert
(Hofer et al.,, 2006; Manz et al., 2002), oder durch polyklonale Stimulation von
Gedachtnis-B-Lymphozyten ausgeschittet werden (Bernasconi et al., 2003;
Bernasconi et al., 2002).

Das zellulare Gedachtnis wird vermittelt durch spezialisierte T- und B-Lymphozyten.
Diese Gedachtnis-Lymphozyten entstehen in primaren Immunantworten und
erlauben eine schnellere und verbesserte (sekundare) Immunantwort bei
Reaktivierung durch Infektion mit gleichem Pathogen. Gedachtnis-B-Zellen sind
ruhende B-Lymphozyten, die in Blut und Lymphe zwischen den sekundaren
lymphatischen Organen migrieren. Sie vermitteln — im Gegensatz zu naiven B-Zellen
— schnelle und wirksame Immunantworten bei Aktivierung durch Antigen. Dabei sind
sie nicht auf T-Zell-Unterstlitzung angewiesen (Hebeis et al., 2004). Nach klassischer
Definition sind diese Zellen post-GC-B-Zellen mit klassengewechselten B-Zell-
Rezeptoren und somatisch mutierten V-Genen als Anzeichen einer Affinitatsreifung
in GC-Reaktionen (Rajewsky, 1996). Allerdings konnte gezeigt werden, dal} auch
IgM-Transkripte somatisch mutiert sein konnen (Klein et al.,, 1994; Pascual et al.,
1994; van Es et al., 1992). In weiterflGhrenden Arbeiten konnte gezeigt werden, daf
diese mutierten Ig-Transkripte auf mindestens zwei B-Zell-Populationen, IgM-only
(IgM*1gD"CD27") und IgM*IgD*CD27" B-Zellen zuriickzufihren sind (Klein et al.,
1997; Klein et al.,, 1998b). Der Mutationsgehalt dieser mutierten IgM* B-Zell-
Populationen betragt etwa 50% des Mutationsgehaltes der klassengewechselten B-
Zellen (Klein et al., 1997; Klein et al., 1998b). Darlber hinaus exprimieren diese
Zellen gemeinsam mit klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen CD27 als
Oberflachenmarker (Agematsu et al.,, 1997; Klein et al., 1998b). Dieser
Tumornekrosefaktor-Rezeptor ist wichtig fur eine Interaktion mit und Stimulierung
durch T-Zellen (Agematsu et al., 1995). Mit diesen beiden IgM-only und
IgM*IgD*CD27* B-Zell-Populationen eingeschlossen war die Fraktion humaner
Gedachtnis-B-Zellen beinahe doppelt so gro? wie bisher angenommen. Der Anteil
der IgM*CD27" B-Zellen betragt ca. 25% der B-Zellen in PB (Klein et al., 1998b) und
damit annahernd auch in anderen Geweben (Blum und Pabst, 2007). An dieser

Stelle sollte ebenfalls erwahnt werden, dal} als weitere Moglichkeit zur Identifizierung
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von humanen Gedachtnis-B-Zellen die Farbung mit Rhodamin 123 besteht, das von
naiven B-Zellen mittels eines multidrug resistance protein (ABCB1) aus der Zelle
gepumpt wird (Wirths und Lanzavecchia, 2005). Mit diesem Farbstoff konnte nicht
nur gezeigt werden, daR ein Teil der IgG" und moglicherweise auch IgM*
Gedachtnis-B-Zellen im humanen PB CD27" ist (Fecteau et al., 2006; Weston-Bell et
al.,, 2009), sondern auch, dal® Gedachtnis-B-Zellen haufiger in vivo spontan
proliferieren als naive B-Zellen (Wirths und Lanzavecchia, 2005).

Viele weitere Eigenschaften von Gedachtnis-B-Zellen waren sowohl in
klassengewechselten als auch in mutierten IgM* B-Zellen nachweisbar. So konnte
zum Beispiel in Ubereinstimmung zu einer Generierung dieser Zellen in
Immunantworten gezeigt werden, daR humane CD27" Gedachtnis-B-Zellen in
Nabelschnurblut nur in geringer Frequenz auftreten, mit dem Alter jedoch
akkumulieren (Agematsu et al.,, 1997; Zandvoort et al., 2001). Eine Studie von B-
Zellen in Patienten, die mit Ausbruch der Krankheit Peroxisomale Nokturnale
Hamoglobinurie bestimmte Oberflachenmolekile auf neu gebildeten Lymphozyten
nicht mehr auspragen, zeigte, daR hauptséchlich CD27" B-Zellen das Molekiil
(weiter) auspragen, demzufolge langlebiger als naive B-Zellen sind (Richards et al.,
2000). Ebenso wurde nachgewiesen, dal} die fir Gedachtnis-B-Zellen wesentliche
Bereitschaft zu einer sekundaren Immunantwort in den drei CD27" B-Zellen in
ahnlichem MalRe ausgepragt ist (Agematsu et al., 1997; Bernasconi et al., 2003;
Bernasconi et al., 2002; Shi et al., 2003). Diese Neigung zur PC-Differenzierung
konnte ebenfalls durch Stimulierung mit T-Zell-Faktoren in vitro rekonstruiert und
ausgelost werden (Good et al., 2006; Good und Tangye, 2007; Tangye et al., 2003a;
Tangye et al., 2003b).

Diese gemeinsamen Eigenschaften von IgM-only, IgM*IgD*CD27" und
klassengewechselten B-Zellen waren die Grundlage flr ein Szenario, in dem diese
drei B-Zell-Populationen in GC-Reaktionen, abhangig von TD-Antigenen gebildet
werden. Die niedrigere Mutationsfrequenz von durchschnittlich 2-4% in mutierten
IgM* B-Zellen, verglichen mit 3-6% in klassengewechselten B-Zellen wurde als
Hinweis interpretiert, dal IgM'CD27" B-Zellen friihe Abkémmlinge einer GC-
Reaktion darstellen. Solche Lymphozyten wirden weniger Zyklen aus Mutation und
Selektion durchlaufen haben wund hatten das GC vor Einsetzen einer
Klassenwechsel-Rekombination verlassen (Klein et al., 1998b; Tangye und Good,
2007).
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Ein anderes Szenario zur Entstehung von mutierten IgM* B-Zellen basiert auf
der Korrelation von Splenektomie/Asplenie und dem Verlust der mutierten IgM”,
jedoch nicht der klassengewechselten B-Zellen (Kruetzmann et al., 2003). Auch
wenn einige andere Studien eine solche spezifische Korrelation nicht bestatigen
konnten (Martinez-Gamboa et al., 2009; Wasserstrom et al., 2008; Weller et al.,
2004), wurde dennoch die erhdhte Infektionsgefahr mit kokkalen Bakterien in
Patienten ohne Milz und mit niedrigen IgM*CD27" B-Zell-Frequenzen als Hinweis
darauf interpretiert, dall diese Lymphozytenpopulation in TIl-Immunreaktionen
(wahrscheinlich in der Milz) enstehen. In diesem Sinne wiirden IgM*IgD*CD27" (und
IgM-only) B-Zellen ahnlich den B1-B-Zellen der Maus eine Art natlrliche Effektor-
Zell-Population darstellen, die ausschlieBlich an TI-Immunantworten teilnehmen
(Kruetzmann et al., 2003).

Ein drittes Szenario riickt mutierte IgM* B-Zellen mehr in den Fokus naiver B-
Zellen, denn die niedrigeren Mutationsfrequenzen werden als Beitrag zur primaren
Diversifizierung des BCR-Repertoires interpretiert, unabhangig von Antigenkontakt
(WEeill et al., 2009). Ein solcher primarer Diversifizierungsmechanismus existiert in
anderen Saugetieren wie Schafen und Rindern und auch in Voégeln (Weill et al.,
2004). Unterstutzt wurde diese Hypothese maldgeblich durch die Entdeckung, dal in
Foten und in Nabelschnurblut, d.h. weitgehend abgeschottet von gewohnlichen
Infektionen, bereits eine geringe Frequenz von mutierten IgM* B-Zellen aufzufinden
ist (Scheeren et al., 2008; Weller et al., 2001). Ebenso ist die Prasenz solcher
mutierter IgM*, jedoch nicht klassengewechselter B-Zellen in Typ 1 HIGM-Patienten
ein Hinweis darauf, da IgM"CD27" B-Zellen unabhéngig von TD-Immunantworten
gebildet werden (Scheeren et al., 2008; Weller et al., 2004; Weller et al., 2001).

Eine Analyse der Genexpressionsprofile von naiven, GC- und CD27" B-Zellen
suggerierte, dall der Unterschied zueinander auf transkriptioneller Ebene sehr gering
ist (Klein et al., 2003). Verglichen mit GC-B-Zellen, die sich sowohl von naiven als
auch CD27" B-Zellen deutlich absetzten, waren nur ca. 60 Gene signifikant
differentiell exprimiert zwischen CD27 und CD27" B-Zellen (Klein et al., 2003). In
einer weiteren Analyse erbrachte ein Vergleich von humanen naiven, IgD*CD27" und
klassengewechselten B-Zellen aus Milz und PB, dal3 eine besondere (und
gemeinsame) Gensignatur fir mutierte IgM*IgD*CD27" und MGZ-B-Zellen der Milz
existiert, jedoch waren in dieser Analyse ebenfalls nur etwa 50 Gene als signifikant
differentiell exprimiert angegeben (Weller et al., 2004). Fir sich genommen sind

diese Ergebnisse zwar interessant, jedoch erlauben sie keine umfassende
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Charakterisierung der einzelnen Populationen und daher auch keine Beurteilung
eines Verwandtschaftsgrades oder einer potentiellen Generierung. Das kann
dadurch bedingt sein, da® die Auflésung der angewandten Technik zu gering ist um
feine Unterschiede zu erfassen, oder weil die einzelnen Populationen (naive,
IgM*IgD*CD27", IgM-only und klassengewechselte B-Zellen) nicht voneinander

getrennt analysiert wurden.

1.6 IgD-only B-Zellen

Es existiert eine weitere, sehr kleine (0,5-2% der Gesamt-B-Zellen) und besondere
Population von IgD-only (IgD*IlgM’) Gedéachtnis-B-Zellen im PB des Menschen.
Hinweise auf eine solche Population in gesunden Erwachsenen wurden urspringlich
in B-Zell-Erkrankungen gefunden: in Multiplen Myelomen und in Haarzell-Leukamien
waren 2% bzw. 10% der untersuchten Falle IgD* ohne IgM-Expression (Fibbe und
Jansen, 1984; Fine et al.,, 1974; Kluin et al., 1995; Rowe und Fahey, 1965;
Vaandrager et al., 1998). Wenig spater wurde eine Population von IgD-only GC-B-
Zellen beschrieben, die eine enorm hohe Mutationsfrequenz der Vy-Gene aufwies,
hoher als alle bisher beschriebenen Mutationsfrequenzen in B-Zellen (Liu et al.,
1996). Diese GC-B-Zellen waren nur in einigen wenigen GC zu detektieren, in denen
sie jedoch die Mehrzahl der GC-Mitglieder darstellten (Liu et al., 1996). Als weitere
Besonderheiten konnte erstens die Deletion des Cu-Gensegmentes aufgrund eines
ungewodhnlichen Klassenwechsels von switch-u nach einer (switch-ahnlichen)
Pentamer-reichen o/6-Region 5’ von Cd nachgewiesen werden, und dariber hinaus
eine praferentielle Nutzung von VA in fast 90% der Zellen. Dies steht im Gegensatz
zu einer VA-Frequenz von ca. 40% in naiven B-Zellen (Arpin et al., 1998). IgD-only
GC-B-Zellen koénnen zu post-GC-B-Zellen ausdifferenzieren, da sowohl IgD-
sezernierende Plasmazellen (Arpin et al., 1998; Brandtzaeg et al., 1978; Ferrarini et
al., 1976; Surjan et al., 1978) als auch IgD-only Gedachtnis-B-Zellen (Chen et al.,
2009; Goossens et al., 2001; Klein et al., 1998c) Ubereinstimmend mit den oben
beschriebenen Besonderheiten in der Tonsille und im Blut des Menschen
nachgewiesen werden konnten. Interessanterweise wurden in zwei Studien ebenfalls
Hinweise auf einen hohen Grad an klonaler Verwandtschaft in diesen Zellen
beschrieben (Goossens et al., 2001; Liu et al., 1996). Abgesehen davon, dal} IgD-
only B-Zellen vermutlich die einzige Quelle fir sezerniertes IgD darstellen (aufgrund
der Tatsache, da® Serum-IgD ebenfalls fast nur VA nutzt) und in einer Studie gezeigt

werden konnte, dald IgD-only B-Zellen im Menschen eine Funktion in der Aktivierung
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von basophilen Granulozyten austben kénnen (Chen et al., 2009), ist die Funktion
einer solchen Population, bzw. die Immunreaktionen in denen sie gebildet wird,

weitgehend unbekannt.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Laut gegenwartigem Stand der Wissenschaft sind Herkunft und spezifische
Funktionen von ca. einem Viertel der B-Zellen des Menschen unbekannt. Dies
schlieRt nicht nur die in ihrer Herkunft umstrittenen IgM* B-Zellen mit somatisch
mutierten V-Genen ein, sondern darlUber hinaus eine kleine, ungewdhnliche
Population von IgD-only B-Zellen. Abgesehen von einem grundlegenden Interesse,
die Herkunft und Funktion aller humanen B-Zellen aufzuklaren, hat dies eine Vielzahl
von klinischen Implikationen, da mutierte IgM* und auch IgD-only B-Lymphozyten in
besonderen Infektionserkrankungen, Immundefizienzen und Neoplasien involviert
sind (KUppers et al., 1999; Preud'homme et al., 2000).

In der vorliegenden Dissertationsschrift sollen drei verschiedene Ansatze
klarend zu den oben genannten Fragestellungen beitragen. Erstens soll eine V-Gen-
Analyse von einzelnen sortierten IgD-only B-Zellen durchgeflhrt werden. Dies
erlaubt eine genauere Aufschlisselung der klonalen Zusammensetzung und des V-
Gen-Repertoires dieser Lymphozyten als sie bisher erfolgt ist. DarUber hinaus
kénnen Hinweise auf besondere Funktionen oder Selektionsmechanismen fir die
Entstehung dieser B-Lymphozyten entschlusselt werden.

Zweitens sollen molekulare Spuren von GC-Reaktionen in B-Zell-Populationen
von humanem PB analysiert werden. Wenn IgM*CD27" B-Zellen in TD-
Immunantworten generiert werden und somit post-GC-Gedachtnis-B-Zellen sind,
mussen solche Spuren einer GC-Reaktion in diesen Zellen nachweisbar sein. Ein
weiteres wichtiges Argument daflr ware der Nachweis von klonal verwandten
IgM*IgD*CD27" und klassengewechselte B-Zellen aus humanem PB.

Drittens soll mittels einer sensitiven Technik Genexpressionsprofile von
naiven, IgM-only, IgM*IgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen erstellt werden.
Mit einer umfassenden Transkriptionsanalyse soll ein Verwandtschaftsgrad dieser B-
Lymphozyten-Populationen bestimmt werden. Darlber hinaus sollen spezifische
Muster in der Genexpression von IgM*IgD*CD27" B-Zellen aufgedeckt werden, die

Hinweise auf eine mdgliche Funktion dieser Lymphozyten liefern.
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2. Material und Methoden

2.1 Isolierung von humanen B-Zell-Populationen

Die Isolierung humaner B-Zellen erfolgt aus Vollblutspenden oder Leukozytenfiimen
(sedimentierte Leukozyten aus einer Vollblutspende, engl. buffy-coat). Die Entnahme
von Vollblut geschieht unter Einwilligung der lokalen Ethikkommission und nach
Aufklarung und schriftlichem Einverstandnis der Spender.

Mittels einer Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (Amersham, Freiburg,
Deutschland) fur 30 Min. bei 400 g werden mononukleare Zellen aus dem peripharen
Blut (engl. peripheral blood mononuclear cells, PBMC) angereichert. Zur
Aufreinigung von B-Zellen wird der Pan-B-Zell-Marker CD19 fir magnetische
Zellseparation (engl. magnetic associated cell sorting, MACS) genutzt. Hierzu
werden die PBMC in Puffer (PBS/BSA 0,5%) resuspendiert, 15 Min. mit 1/10
Volumen anti-CD19-Microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland)
inkubiert, mit 10-fachem Volumen Puffer gewaschen (Zentrifugation, 5 Min., 250 g)
und die B-Zellen Uber eine LS-MACS-Saule (Miltenyi Biotec) nach Herstellerangaben
angereichert. Die B-Zell-Suspension wird mit anti-CD27-APC (eBiosciences, San
Diego, USA), anti-IgD-PE und anti-IgM-FITC oder anti-IgG-FITC Antikérpern (alle
Becton Dickinson, BD, Heidelberg, Deutschland) flir 15 Min. inkubiert und mit 2 ml
PBS/BSA 0,5% gewaschen. Daraus werden die einzelnen B-Zell-Populationen mit
Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung (engl. fluorescence activated cell sorting,
FACS) mit einem FACS-Diva-Zellsortierer (BD) aufgereinigt. Folgende B-Zell-
Populationen werden sortiert: naive (IgM*lgD*CD27°), klassengewechselte
(IgG*/IgA*CD27%), IgM-only (IgM*IgD™*"CD27*) und IgM*IgD*CD27* B-Zellen.

Fur die Analyse von IgD-only B-Zellen wird zusatzlich Igh mit anti-Igh-Biotin
und Streptavidin-PerCP (beide BD) gefarbt. Vom jeweiligen Spender werden sowohl
IgD-only-  (IgD*IgM'IgA"CD27")  als auch  klassengewechselte  B-Zellen
(IgG*IgA"CD27") als Einzelzellen sortiert. Die Reinheit der Sortierungen wird mittels
DurchfluRzytometrie (FACS-Canto DurchfluRzytometer, BD) kontrolliert und betragt
>98%. Alle oben genannten Arbeitsschritte erfolgen auf Eis, alle Zentrifugierungen

und die Zellsortierung geschehen unter Kiihlung (4°C).

2.2 Isolierung von humanen IgD* und IgG* PC

Die Isolierung humaner PC erfolgt aus Biopsaten von Routine-Tonsillektomien. Zur

Gewinnung von tonsillaren mononuklearen Zellen (engl. tonsillar mononuclear cells,
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TMC) wird tonsillares Gewebe mit einem Skalpell geschreddert und durch ein 100
um Sieb (BD) gepresst. Gewebsreste werden durch Filtern mit engmaschigen Sieben
entfernt. Nach einem Waschschritt mit 40 ml PBS/BSA 0,5% erfolgt eine Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation (Amersham). Die gewonnenen TMC werden in
PBS/BSA 0,5% resuspendiert, fur 15 Min. mit anti-CD38-APC (BD) inkubiert und mit
2 ml PBS/BSA 0,5% gewaschen (Zentrifugation, 5 Min., 250 g). Anschliel3end erfolgt
eine intrazellulare Farbung von IgD oder IgG (anti-IgD-PE, anti-IgG-PE, beide BD)
mit Hilfe des Fix and Perm-kits (Caltag, Hamburg, Deutschland) nach
Herstellerangaben. Sortiert werden IgD- (CD38*IgD*) und IgG-PC (CD38%IgG") als

Einzelzellen. Alle Arbeitsschritte erfolgen auf Eis bzw. bei 4°C.

2.3 Analyse von V- und V, -Genumlagerungen aus Einzelzellen

Zur molekularen Analyse von IgD-only B-Lymphozyten und IgD* PC werden aus PB
und Tonsille Einzelzellen sortiert und deren V-Genumlagerungen mittels Polymerase-
Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) amplifiziert und sequenziert.
Hierzu werden V-Genfamilien-spezifische Oligonucleotide (engl. primer) kombiniert
mit Primermischungen fir die entsprechenden J-Gensegmente. In einer ersten PCR
wird eine Kombination aus VyL- und V,-Primern, komplementar zur
Leitpeptidsequenz der Vy-lg-Ketten bzw. der Gerilstregion | (engl. framework region
I, FR1) der V,-lg-Ketten, und 3’-J-Gensegment-Primern verwendet. In einer
folgenden PCR werden die gleichen (Leitpeptid-) V-Gen-Primer mit einer zweiten
Mischung aus J-Gensegment-Primern, komplementar zu Bereichen weiter 5
innerhalb der J-Segmente, verwendet. Die verwendeten VylL- und VA-Primer
erkennen die am haufigsten benutzten V-Genfamilien. Das Prinzip der eingerlckten
Primer in der zweiten PCR (engl. seminested PCR) verhindert weitgehend eine
gleichzeitige Vervielfaltigung von Nebenprodukten. Zur Sequenzanalyse werden die
amplifizierten VyDpdy- und V,J,-Genumlagerungen aufgereinigt und mit den
entsprechenden VyL- und V,-Genfamilien-Primern sequenziert.

Fur die V-Gen-PCR werden einzelne Zellen in 20 ul High-fidelity PCR-Puffer
(Roche, Mannheim, Deutschland) sortiert, mit 20 ul Mineraldl Uberschichtet (Sigma-
Aldrich, Minchen, Deutschland) und mit 1 ul Proteinase K (0,25 g/l PCR grade,
Roche) versetzt. In der darauffolgenden zweistindigen Inkubation bei 55°C werden
die Proteine der Zelle verdaut und die DNA freigelegt. Nach 10 Min. Inaktivierung der

Proteinase K bei 99°C erfolgt eine Zugabe weiterer PCR-Komponenten (Puffer,
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Wasser, MgCl-Konzentration, Primer-Mischung, siehe 2.4 V-Gen-PCR Protokolle, 1.
Runde) sowie eine Zugabe von 0,3 ul High-fidelity-Polymerase (Roche) nach 5 Min.
Denaturierung bei 95°C (engl. hotstart) (Fehlerrate der DNA-Polymerase: 8,3x10
®/bp/Zyklus, Roche). 1 ul der ersten PCR dient als Sequenzvorlage (engl. template)
fur die zweite, seminested, hotstart PCR (siehe 2.4 V-Gen-PCR Protokolle, 2.
Runde). Diese zweite PCR wird getrennt fur die einzelnen VyL und V,-Genfamilien
angesetzt. Als Kontrolle fur die Funktionalitat der ersten PCR werden einzelsortierte
Zellen von monoklonalen Zelllinien mit bekannter V-Genumlagerung amplifiziert, als
Kontaminationskontrolle dienen Leerkontrollen, d.h. Reaktionsgefa’e ohne sortierte
Zelle. 25% der PCR-Reaktionen bestehen aus solchen Leerkontrollen, so dal} eine
ausreichende statistische Aussagekraft gewahrleistet ist.

Amplifikate werden auf einem Gel aufgetrennt, ausgeschnitten und per Qiaex-Gel-
extraction-kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) gereinigt. Im Anschlull erfolgt eine
Direktsequenzierung mittels BigDye Deoxy sequencing kit (Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland) und automatischem Sequenzierer (ABI3100, Applied
Biosystems) nach Angaben des Herstellers. Sequenzen werden analysiert mit Hilfe
der EMBL IMGT und GenBank Datenbanken und der DNASTAR Lasergene v6
software (Dnastar Inc., Madison, USA). Die statistische Signifikanz einer
praferentiellen Nutzung von Vu3-30-Genumlagerungen in IgD-only Zellen, verglichen
mit naiven oder klassengewechselten B-Zellen, wird mit Hilfe des exakten Fisher-

Tests Uberpruft.

2.4 V-Gen-PCR Protokolle

Protokoll fur die 1. Runde V-Gen-PCR

PCR-Ansatz 20,5 ul (Einzelzelle in 1x PCR-Puffer)
2,5 ul dNTP (2 mM)
3 ul 10x PCR-Puffer ohne MgCl, (Expand High Fidelity, Roche)
6 ul VyL-, V,-, 3'Jy- und 3'J,-Primer (Mischung, 2,5 uM)
4 ul 25 mM MgCl; (Expand High Fidelity, Roche)
ad 49,7 ul H,O

Polymerase 0,3 ul DNA-Polymerase (Expand High Fidelity, Roche)

PCR-Programm 95°C 5 Min., 68°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 Min., 35x (95°C 50
Sek., 63°C 30 Sek., 72°C 60 Sek.), 72°C 5 Min., 15°C Pause

Primermischung 1. Runde: je 4 ul einer 250 uM Primerverdinnung von: VyL1-5; V,1-4; V,6-
9; 3'Jy1,2,4,5; 3'J43; 3'Jy6 sowie 3'J,1; 3'J,2,3; 3'J,6,7; versetzt mit 916 ul 10 mM Tris-Puffer
(2,5 uM Endkonzentration).
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Protokoll fur die 2. Runde V-Gen-PCR

Die MgCl,-Konzentrationen beziehen sich auf die jeweiligen VyL- bzw. V,-Primer

(Brauninger et al., 1999; Klein et al., 1995; Kuppers et al., 1993; Mlschen et al.,
2001):

MgCl,-Konzentration 1,5 mM (VyL1, V4L5, V,1-4 und V,6-9)
2mM (VyL2-4)

PCR-Ansatz 3 ul dNTP (2 mM)
3 ul 10x PCR-Puffer ohne MgCl, (Fermentas,
St. Leon-Rot, Deutschland)
1,5 ul eines VylL- oder V,-Primers (2,5 uM)
1,5 ul einer 5°Jy- oder 5°J,-Primermischung (2,5 uM)
1,8 ul bzw. 2,4 ul 25 mM MgCl; (Fermentas)
0,3 ul DNA-Polymerase (Fermentas)
ad 29 ul H,O

Polymerase 1 uwl Template (1. Runde PCR)

PCR-Programm 95°C 2 Min., 72°C 1 Min., 45x (95°C 50 Sek., 63°C 30 Sek., 72°C 60
Sek.), 72°C 5 Min., 15°C Pause

Vyu3-Primermischung 2. Runde:

je 2 ul einer 250 uM Primerverdiinnung von: VyL3 und Vy4L3.2 versetzt mit 96 ul 10 mM Tris-
Puffer.

V,3-Primermischung 2. Runde:

je 2 ul einer 250 uM Primerverdinnung von: V;3A und V,3B versetzt mit 96 ul 10 mM Tris-
Puffer.

5'Jy-Primermischung 2. Runde:

je 2 ul einer 250 uM Primerverdinnung von: 5'Jy1,4,5; 5'Jy2; 5°Ju3 und 5'J46 versetzt mit 92
ul 10 mM Tris-Puffer.

5'J,-Primermischung 2. Runde:

je 2 ul einer 250 uM Primerverdinnung von: 5'J,1; 5J,2,3,7 und 5'J,6 versetzt mit 94 ul 10
mM Tris-Puffer.

2.5 Kalkulation der GréRe von IgD-only B-Zell- und IgD* PC-Klonen
Der durchschnittliche Anteil von IgD-only B-Zellen an CD19" B-Zellen liegt bei 0,2%.

Bei einem geschatzten Volumen von 5 | Blut in einem Spender, 1x10° B-
Lymphozyten pro ml Blut und unter der Annahme, dal} die Zusammensetzung der in
50 ml Blutspende enthaltenen Zellen statistisch reprasentativ fur das Gesamtblutbild
ist, kann man extrapolieren, dall ein Klon mit 5 Mitgliedern unter 50 untersuchten
IgD-only B-Zellen eine GesamtgréRe von 0,002 x 5000 x 10° x 0,1 = 100.000 Zellen
im peripharen Blut aufweist.

Im Vergleich dazu: unter 1x10° TMC aus Patient D befinden sich ca. 1% PC
(CD38""). Etwa 5% dieser PC sind IgD*, womit sich fir einen Klon mit 13
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Mitgliedern unter 49 informativen Zellen eine Gesamtgrofle von 10° x 0,01 x 0,05 x
13/49 = 132.000 Klonmitgliedern ergibt.

26 Analyse von Austauschmutationsmustern in Vy3-30-

Genumlagerungen aus IgD-only B-Zellen und IgD* PC

Jede Genumlagerung, die kein vorzeitiges Stop-Kodon oder eine Verschiebung des
Leserasters aufweist, kann als funktional betrachtet werden. Alle diese potentiell
funktionalen Vy3-30-Genumlagerungen aus IgD-only B-Zellen und IgD* PC werden
anhand ihres Leserasters gleichféormig angeordnet (engl. alignment). Ebenso wird
solch ein Alignment aus potentiell funktionalen V3-30-Genumlagerungen von Nicht-
IgD-only B-Zellen erstellt, d.h. IgG* Zellen aus der vorliegenden Analyse und
klassengewechselte Gedachtnis-B-Zellen aus Gen-Datenbanken (EMBL und
Genbank). Alle Vu3-30-Genumlagerungen aus Datenbanken ohne eindeutige
Herkunft oder mit ungeklarter Klonalitat sind von der Analyse ausgeschlossen. In
einem Vergleich beider Alignments (nicht gezeigt) werden alle Veranderungen in der
Ladung oder Polaritdt von Aminosauren der FR3 gezahlt, die aufgrund von
Austauschmutationen (engl. replacement mutation, R) aufgetreten sind. Identische
Mutationen in klonal verwandten V43-30-Genumlagerungen zahlen einfach, da sie
unter Umstanden auf ein einziges Mutationsereignis zurtickzufuhren sind. Mutationen
ohne Einflu auf Ladung oder Polaritat treten in beiden Alignments in vergleichbarer
Haufigkeit auf und werden vernachlassigt. Die statistische Signifikanz von
Unterschieden im Mutationsmuster der FR3 zwischen IgD-only B-Zellen/IgD* PC und

Nicht-IgD-only B-Zellen wird Uber den exakten Fisher-Test bestimmt.

2.7 Messung von Telomerlangen in humanen B-Zell-Populationen

In einer Kooperation mit dem Institut fur Hamatologie des Universitatsklinikums
Essen und der Hamatologie des Universitatsklinikums Bern wird die durchschnittliche
Telomerldange in  humanen  naiven, IgM-only, IgM*IlgD*CD27" und
klassengewechselten B-Zellen bestimmt. Hierzu werden je >5 x 10° Zellen der
genannten Populationen in einer Reinheit von > 99% aus Buffycoats von 13
gesunden Individuen sortiert und in FCS/ DMSO 10% bei -80°C lebend eingefroren
und von der Hamatologie Essen an die Hamatologie in Bern versendet. Dort wird
mittels  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  und  DurchfluRzytometrie  (engl.

fluorescence in situ hybridization and flow cytometry, flow-FISH) die Messung der
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Telomerlange vorgenommen wie zuvor beschrieben (Baerlocher et al., 2006). Kurz
skizziert werden die Zellen flr 15 Min. bei 87°C inkubiert und mit Formamid fixiert.
Fur FISH erfolgt eine Hybridisierung mit einer Fluoresceinisothiocyanat-(FITC)-
gekoppelten (C3TAz)s Peptid-Nukleinsduresonde. Tote Zellen werden von der
Analyse ausgeschlossen durch Farbung mit LDS 751 DNA dye (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland). Die DurchfluRzytometrische Analyse geschieht mit einem
FACS-Calibur (BD). Die statistische Auswertung erfolgt anschlieend am Institut fir
Zellbiologie in Essen. Eine statistische Signifikanz der Unterschiede in den
durchschnittlichen Telomerlangen von naiven, IgM-only, IgM*IgD*CD27" und
klassengewechselten B-Zellen wird determiniert Uber paarweise Vergleiche nach der
Tukey-Kramer-Methode (engl. Tukey’s post-hoc test) basierend auf einer als
signifikant unterschiedlich (p< 0,003) bestimmten Varianzanalyse (engl. analysis of
variance, ANOVA). Die ANOVA wurde durchgefihrt mit Hilfe des ezANOVA-

Programms (University of South Carolina, Columbia, USA).

2.8 Analyse von Bcl6-Mutationen in humanen B-Zell-Populationen

Zur Mutationsanalyse des Haupt-Mutations-cluster (engl. major mutation cluster,
MMC) des Bcl6é Genlokus in humanen B-Zell-Populationen werden einzelne naive,
IgM*IgD*CD27", IgM-only und klassengewechselte B-Zellen in 20 ul Expand High
Fidelity PCR-Puffer (Roche) sortiert und mit 0,25 g/l Proteinase K (Roche) flr 2 h
inkubiert. Nach 7 Min. Inaktivierung der Proteinase bei 95°C wird mit einer
seminested PCR-Strategie der Bcl6-MMC mit einer Lange von 744 Basenpaaren
(engl. base pair, bp) amplifiziert. Die PCR-Produkte werden mit dem EZNA Cycle
pure kit (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) aufgereinigt und mit
den Primern der zweiten PCR von beiden Seiten mittels ABI Cycle Sequencing Kit
Version 3.1 (Applied Biosystems) und automatischem Sequenzierer (ABI3130,
Applied Biosystems) sequenziert. Die Sequenzanalyse geschieht unter Zuhilfenahme
des SeqScape Programmes Version 2.5 (Applied Biosystems) und der GenBank-
Datenbank. Um festzustellen ob nur ein oder beide Allele aus einer Zelle amplifiziert
werden, werden nur Donoren verwendet, die nachweislich heterozygot flr einen

Einzelnukleotid-Polymorphismus (rs3832246) sind.

Protokoll fir die 1. Runde Bcl6-MMC-PCR

PCR-Ansatz 20,5 ul (Einzelzelle in 1x PCR-Puffer)
1 ul ANTP (2 mM)
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2 ul 10x PCR-Puffer ohne MgCl, (Expand High Fidelity, Roche)
2 ul Bel6_1st_fwd (2,5 uM)

2 ul Bcl6_1st_rev (2,5 uM)

4 ul 25 mM MgCl; (Expand High Fidelity, Roche)

ad 39,7 ul H,O

Polymerase (hotstart)0,3 ul DNA-Polymerase (Expand High Fidelity, Roche)

PCR-Programm 95°C 3 Min., 80°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 Min., 35x (95°C 30
Sek., 59°C 30 Sek., 72°C 60 Sek.), 72°C 5 Min., 15°C Pause

Protokoll fur die 2. Bcl6-MMC-PCR

PCR-Ansatz 1 ul ANTP (2 mM)
3 ul 10x PCR-Puffer ohne MgCl, (Expand High Fidelity, Roche)
1,5 ul Bcl6_2nd_fwd (2,5 uM)
1,5 ul Bcl6_2nd_rev (2,5 uM)
2,1 ul 25 mM MgCl, (Expand High Fidelity, Roche)
0,3 ul DNA-Polymerase (Expand High Fidelity, Roche)
ad 28,5 ul H,O

Template 1,5 ul Bcl6 MMC PCR 1. Runde

PCR-Programm 95°C 4 Min., 72°C 1 Min., 40x (95°C 30 Sek., 56°C 30 Sek., 72°C 60
Sek.), 72°C 5 Min., 15°C Pause

2.9 Detektierung von klonal verwandten B-Zellen aus PB

Ein wichtiger Beweis dafiir, dal zumindest ein Teil der mutierten IgM* B-
Lymphozyten eine GC-Reaktion durchlaufen hat, ist der Nachweis einer klonalen
Verwandtschaft solcher Zellen mit klassischen, IgG'CD27" Gedéachtnis-B-Zellen.
Hierzu werden zwei verschiedene Techniken angewandt. In beiden Methoden dient
die Einzigartigkeit der CDRIIl dazu, VyDpJu-Genumlagerungen von Geschwister-B-

Zellen zu isolieren.

2.9.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese @ (PAGE) und CDRIII-Spektren-
Typisierung

Aliquots von je 30.000 IgG*CD27" und IgM*IgD*CD27" B-Zellen werden sortiert und
die RNA mit RNeasy mini kit (Qiagen) Uber eine Saule aufgereinigt. Es erfolgt eine
reverse Transkription (RT) mit Superscript-llI-RT (Invitrogen). Die verwendeten
Primer fur die RT von IgG* B-Zellen binden an die konstanten Bereiche von IgG1
(Cy1) und IgG3 (Cy3), die fur IgM*'CD27" B-Zellen an IgD (C38) oder IgM (Cu). Die
Distanz zum 3’-Ende des umgelagerten Jy Gens ist fur diese drei Primer identisch.
Mit Hilfe eines Vy1-Familien-spezifischen und eines Vy6-Primers wird cDNA nach

folgendem Protokoll amplifiziert:
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Protokoll fur die Vy1-/ Vu6-PCR zur CDRIII-Spektren-Typisierung

PCR-Ansatz 3 ul dNTP (2,5 mM)
3 ul 10x PCR-Puffer ohne MgCl, (Expand High Fidelity, Roche)
1,5 ul VH1_FR2_fwd oder VH6_FR2_fwd (2,5 uM)
1,5 ul Cy1/Cy3_exon1 (2,5 uM) oder Cu/Co-Mischung (2,5 uM)
1,8 ul 25 mM MgCl, (Expand High Fidelity, Roche)
ad 22,7 ul H,O

Template 7 ul cDNA (Cy oder Cu und C))
Polymerase (hotstart) 0,3 ul DNA-Polymerase (Expand High Fidelity, Roche)

PCR-Programm 95°C 2 Min., 80°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 Min., 35x (95°C 30
Sek., 46°C 30 Sek., 72°C 60 Sek.), 72°C 5 Min., 15°C Pause

Cu/Cd-Mischung (2,5 uM):
je 2 ul einer 250 uM Primerverdinnung von Cu_exon1 1st rev und

Cd_exon1_1st_rev, versetzt mit 96 ul 10 mM Tris-Puffer.

Die PCR-Produkte werden Ethanol-prazipitiert (Zugabe von Ethanol auf 70%
Endkonzentration, Zentrifugation fir 30 Min. bei 10.000 g) und das entstandene
Pellet in 10 ul Formamid geldst. Nach einer Denaturierung der DNA bei 95°C flr 2

Min. werden die Proben nebeneinander auf ein denaturierendes PAGE-Gel

aufgetragen.
6% PAGE Gel: 9 mil (19:1 Acrylamid: Bisacrylamid)
25,2 ml Harnstoff (7 M)
12 ml 5xTBE-Puffer
60 ul Temed
180 wl APS
ad 60 ml dd H,O
5xTBE-Puffer: 27,59 Borsaure
54 g Tris-HCI
20 mi 0,5 M EDTA pH8
ad 1l ddH,O

Das Gel wird flr 12 h unter Spannung gesetzt (1340 V, 13 mA) und anschlie3end mit
dem Silver sequence DNA staining kit (Promega, Mannheim, Germany) nach
Angaben des Herstellers gefarbt. PCR-Produkte gleicher Grolle aus
korrespondierenden IgM*CD27* und IgG* Proben werden ausgeschnitten und tber
Nacht in 50 ul H,O gewassert. Restlicher Harnstoff wird mittels einer weiteren
Ethanol-Fallung entfernt. Das Pellet wird wiederum in 50 ul H,O geldst und 5 ul
davon in weiteren 35 PCR-Zyklen (Bedingungen siehe oben) amplifiziert. Die PCR-

30



Material und Methoden

Produkte werden Uber eine DNA-Saule (EZNA Cycle pure kit, VWR) aufgereinigt und
sequenziert. Monoklonale Produkte mit identischer CDRIII in beiden Populationen
werden mit dem pGEM T-easy cloning kit (Promega) kloniert und wiederum
sequenziert, um verschiedene Mitglieder eines Klons nachweisen zu kdnnen (siehe

FluRdiagramm Anhang A1).

2.9.2 PCR mit CDRIlI-spezifischen Primern

Aus Aliquots von bis zu 1.5x10° IgG*CD27" und IgM*IgD*CD27"* B-Zellen wird - wie
unter 2.9.1 beschriecben — RNA extrahiert und revers transkribiert. Um den
polyklonalen Hintergrund der nicht klonal verwandten Gedachtnis-B-Zellen zu
reduzieren, werden gezielt nur Genumlagerungen der 1-Gen-Familie V46 und des
einzelnen V-Gens Vy3-23 vervielfaltigt. Im Falle des Vy3-23-Gens wird ein Primer
eingesetzt, der flr die Leitpeptidregion von Vy3-23 spezifisch ist. Um potentielle
Kontaminationen mit DNA aus IgG* B-Zellen von der Amplifikation auszuschlieRen,
werden auf Seite der IgM*CD27" cDNA nested Primer fiir Cu und C§ eingesetzt. Aus
den 2 Donoren fur die V43-23-Klone werden zusatzlich naive B-Zellen isoliert und auf

Klonmitglieder untersucht. Die cDNA wird nach folgendem Protokoll amplifiziert:

VH6- und Vx3-PCR fir die Gewinnung CDRIII-spezifischer Primer

PCR-Ansatz 3 ul dNTP (2,5 mM)
3 ul 10x PCR-Puffer ohne MgCl, (Expand High Fidelity, Roche)
1,5 ul VH6_FR1_fwd (2,5 uM) oder VH3-23-Leader (2,5 uM)
1,5 ul Cy1/Cy3_exon1 (2,5 uM) oder
Cu/Co-Nested-Mischung (2,5 uM)
2,4 ul 25 mM MgCl, (Expand High Fidelity, Roche)
ad 22,7 ul H,O

Template 7 ul cDNA (Cy1+3 oder Cu und C9)
Polymerase (hotstart) 0,3 ul DNA-Polymerase (Expand High Fidelity, Roche)

PCR-Programm 95°C 2 Min., 80°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 Min., 35x (95°C 30
Sek., 62°C 30 Sek., 72°C 60 Sek.), 72°C 5 Min., 15°C Pause

Cu/Co-Nested-Mischung (2,5 uM):
je 2 ul einer 250 uM Primerverdinnung von Cu_exon1_2nd_rev und C6_exon1_2nd_rev,
versetzt mit 96 ul 10 mM Tris-Puffer.

Im AnschluR an die PCR wird die amplifizierte cDNA der IgG* B-Zellen mittels
pGEM-T-Easy cloning kit (Promega) kloniert. Zwischen 8 und 30 Sequenzen pro
Donor werden generiert und komplementar zu den jeweiligen CDRIII-Regionen

werden Primer erstellt. FUr jeden einzelnen dieser Primer wird eine PCR-Bedingung
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bestimmt, die die Amplifikation der Originalsequenz aus Verdunnungen (< 5 ng/ul)
der korrespondierenden Plasmid-Praparationen in nicht mehr als 35 Zyklen erlaubt.
Die PCR-Bedingungen sind weitgehend identisch (siehe oben), einzig wird statt C-
spezifischen Primern der jeweilige CDRIIl-spezifische Primer eingesetzt. Die
Magnesiumionen-Konzentrationen  variieren  zwischen 15 und 2 mM
Endkonzentration, die Annealingtemperaturen zwischen 62 und 63°C. Diese PCR-
Bedingungen werden genutzt, um klonal verwandte Genumlagerungen aus cDNA
von IgM*IgD*CD27" und naiven B Zellen zu vervielfaltigen und im Erfolgsfall
zusatzliche Klonmitglieder aus IgG* cDNA zu isolieren. Fir jeden Klon werden
zwischen 30 und 120 Plasmide erstellt und sequenziert (siehe Flulddiagramm
Anhang A2). Fir einige Vy6-Klone mit Mitgliedern in sowohl IgG*™ als auch
IgM*IgD*CD27" B-Zellen konnte mit Hilfe von zusétzlichen Primern fiir die 5’-Region
der CDRIIlI ebenfalls der konstante Teil von IgM und/oder IgD aus cDNA von
IgM*IgD*CD27" B-Zellen amplifiziert werden (nicht gezeigt). Die PCR-Bedingungen
hierflr entsprechen den oben genannten, einzig werden statt den Vy-Primern die 5’-

CDRIII-Primer verwendet (nicht gezeigt).

2.10 Kalkulation der GroRe von Gedachtnis-B-Zell-Klonen im PB

Unter den Annahmen, dal} erstens mit der CDRIII-Primer-basierenden Strategie alle
Mitglieder eines Klones unter den sortierten Zellen gefunden werden und zweitens
identische Sequenzen von derselben Zelle stammen, kann die Mindestgrélie eines
Klons im PB nach folgendem Beispiel geschatzt werden: Der grofte Klon (Abb. 4,
Klon N) mit 37 Mitgliedern in 3x10° sortierten CD27* B-Zellen aus 1x10° Gesamt-B-
Zellen (1x108 B-Zellen in 500 ml PB, geschétztes PB-Gesamtvolumen 5 1) und einem
Gedachtnis-B-Zell-Anteil von 29% hétte in 5 | PB eine Mitgliederzahl von 37 x 1x10°
x 0.29 : 3x10° = 3600 B-Zellen.

2.11 Erstellung und Analyse von Mutationsbaumen

Mutationsbaume sind eine graphische Rekonstruktion von Zellteilungsabfolgen
anhand von Mutationsmustern klonal verwandter Sequenzen. Sie reprasentieren die
Phylogenese eines einzelnen Klones z.B. in einem GC. Sequenzen mit identischer
CDRIIlI werden mit Clustal W (Megalign, DNAstar, Madison, Wisconsin, USA) in
einem Alignment zusammengefasst. Da mdgliche DNA-Polymerase-Fehler eine

korrekte Rekonstruktion erschweren konnen, wird die Anzahl erwarteter Fehler pro
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Sequenz kalkuliert als: ~200 bp Sequenz x 70 PCR-Zyklen x Polymerase-Fehlerrate
(8,3x10™%/bp/Zyklus) = 0,1 (bzw. 0,2 im Falle der Vu3-23-Klone mit ~300 bp
Sequenz). Diese 1 bis 2 nicht-SHM-generierten Mutationen unter 10 Sequenzen
konnen vernachlassigt werden, da sie nur vereinzelt als Punktmutation und nicht
mehrfach an gleicher Stelle in verschiedenen Sequenzen auftreten kénnen. Alle
Nukleotide, die nicht mit der Keimbahnsequenz des jeweiligen V-Gens
Ubereinstimmen, werden als SHM-generiert angenommen. Die CDRIII ist von dieser
Analyse ausgenommen. Alle Sequenzen eines Klones werden manuell genealogisch
ausgerichtet, d.h. der Mutationsbaum wurzelt in der Keimbahnsequenz und eine
aufsteigende Zahl von gemeinsamen Mutationen wird korreliert mit dem Alter der
Zellteilungsgeneration. Jeder Mutationsbaum wird so angeordnet, dafl3 ihm maoglichst
wenige Verzweigungen und Mutationsereignisse zugrunde liegen. Es existieren
wenige Falle ohne eindeutige Losung fur eine Kette von Mutationsereignissen (z.B.
die Anzahl moglicher Rickmutationen wog die Anzahl gemeinsamer Mutationen auf,
oder gemeinsame Mutationen konnen ebenfalls als unabhangige Ereignisse
interpretiert werden). In diesen Fallen wird zu Gunsten einer hoéheren Anzahl
gemeinsamer Mutationen entschieden. Die wesentliche Struktur des jeweiligen
Mutationsbaumes wurde dadurch nicht verandert. Parallel dient das IgTree®
Programm (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. Ramit Mehr, Bar-llan
Universitdt, Ramat-Gan, Israel) als unabhangige Validierung fur die

phylogenetischen Analysen (Barak et al., 2008).

2.12 Erstellung von Genauspragungsprofilen von humanen B-Zell-

Populationen

Die vergleichende Analyse von Genauspragungsprofilen (engl. gene expression
profile) lasst sich dazu verwenden, den Grad einer Verwandtschaft oder Ahnlichkeit
zwischen verschiedenen Zelltypen einzuschatzen. Darlber hinaus bietet sie die
Maoglichkeit, von einer differentiellen Expression einzelner Gene oder Gengruppen
auf spezielle Funktionen oder Eigenschaften von Zelltypen zurickzuschlie3en. Fur
die Erstellung von Genexpressionsprofilen humaner B-Zell-Populationen werden aus
650 ml Vollblut von 5 gesunden Spendern quantitativ naive, IgM-only,
IgM*IgD*CD27" und klassengewechselte B-Zellen sortiert. Die Reinheit der
Sortierungen betragt dabei >98%. Die isolierten Zellen werden sedimentiert, in 1 ml

Trizol (Invitrogen) resuspendiert, mit 200 wl Chloroform (Merck, Darmstadt,
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Deutschland) versetzt und gemischt bis eine milchige Losung entsteht. Diese wird fur
15 Min. bei 16.000 g zentrifugiert. Der wassrige Uberstand wird abgenommen und
das gleiche Volumen Ethanol (70%) zugegeben. Die RNA in dieser Mischung wird
uber eine Saule (RNeasy Mini kit, Qiagen) aufgereinigt. Alle Arbeitsschritte erfolgen
auf Eis, alle Zentrifugierungen in einer Kuhlzentrifuge (4°C). Die Qualitat der RNA
wird mit Hilfe eines Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Boblingen, Deutschland) und
dem Eukaryote Total RNA Nano Series Il kit (Agilent) nach Angaben des Herstellers
bestimmt. Als Mal} fur die Qualitat der RNA dient der RNA-Integritats-Wert (engl.
RNA integrity number, RIN), der Werte zwischen 0 (RNA vollstandig degradiert) und
10 (keine Degradierung feststellbar) annehmen kann. Es werden ausschlielich
RNAs mit einer RIN > 9,5 verwendet. Je 250 ng dieser RNAs werden mit Hilfe des
Message Amp |l biotin enhanced kit (Ambion (Applied Biosystems), Darmstadt,
Deutschland) nach Angaben des Herstellers in cDNA umgeschrieben. Der hierzu
verwendete Oligo-dT-Primer enthalt 5’ eine T7-Promotorsequenz. Fir die Synthese
des komplementaren DNA-Stranges dienen Zufalls-Hexamer-Primer (engl. random
hexamer primer). Die cDNA wird bis zu 14 h einer in-vitro-Transkription durch T7-
RNA-Polymerase unterzogen, die Uridintriphosphate (UTP) fir die amplifizierte RNA
(aRNA) sind biotinyliert. Nach Aufreinigung der aRNA wird diese fragmentiert und auf
Human-Genom-Arrays hybridisiert. Die verwendeten HG-U133Plus 2.0 Arrays
(Affymetrix, Santa Clara, Kalifornien, USA) unterscheiden mit 54.675 Gensonden
(engl. probe sets) mehr als 47.000 Transkripte von ca. 38.500 Genen. Die
hybridisierten Arrays werden mit einem Fluoreszenzfarbstoff quantitativ gefarbt und
in einem Scanner 3000 (Affymetrix) eingelesen. Die Signalstarke mehrerer probe
sets ist ein Mall flir die Transkriptmenge eines einzelnen Gens. Zur
Qualitatssicherung existieren Schwellenwerte, die von den einzelnen Arrays nicht
uber- /unterschritten werden dirfen. Diese sind eine minimale, durchschnittliche
Signalintensitat (Scaling Factor < 15), eine Mindestmenge an exprimierten
Transkripten (present calls > 35%) und auferdem ein Maximum an
Hintergrundsignalen (Noise < 5 wund Background < 50). Die wichtigsten
Schwellenwerte sind die 3’-5’-Signal-Rate. Je degradierter die Transkripte eines
Gens sind, desto weniger Signal kann von einem probe set generiert werden, das
weiter 5 mit der aRNA hybridisiert. D.h. je intakter die aRNA, desto héher das 5'-
Signal und desto niedriger die 3’-5-Rate. Diese Raten werden exemplarisch fur
definierte Transkripte (Actin, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)

etc.) bestimmt.
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213 Analyse der Genexpressionsprofile humaner B-Zell-

Populationen

Die Genexpressionsprofil-Daten von 20 Arrays mussen normalisiert werden,
einerseits um Unterschiede in der Gesamtintensitat einzelner Arrays auszugleichen
(engl. scaling) vor allem jedoch um Hintergrundsignale von echten Signalen
unterscheiden zu kénnen. Der hierzu verwendete Algorithmus ist der GC-RMA (engl.
GC content Robust Multiarray Averaging) —Algorithmus, er korrigiert und Ubersetzt
Signalintensitaten in Signalwerte (Wu et al., 2004). Parallel dient der Affymetrix
Microarray Suite 5 (MAS5)-Algorithmus dazu, jedem Signal eine Markierung (engl.
flag) je nach Expression (present call) oder nicht-Expression (absent -call)
zuzuweisen. In die engeren Analysen gelangen auf diese Weise nur Gen-Sonden
(probe sets), die laut MAS5 mindestens 2 present calls in einem B-Zell-
Populationstyp (Kondition) aufweisen kdnnen. Die Signalwerte dieser 29.969 probe
sets (= 55%) beruhen dabei weiterhin auf GC-RMA-Normalisierung. Die 20 Arrays
werden in vier Chargen (engl. batch) erstellt. Daraus resultierende Batch-Effekte
(Unterschiede zwischen Chargen Uberwiegen scheinbar Unterschiede zwischen
Populationen) werden mit Hilfe der ComBat-Software (Johnson et al.,, 2007)
korrigiert. Alle Datenauswertungen erfolgen mit dem GeneSpring GX 7.3.1
Programm (Agilent) oder dem GSEA-Programm (Broad Institute, MIT, Cambridge,
Massachusets, USA).

2.13.1 Hierarchische Gliederung

Die hierarchische Gliederung ist eine statistische Analyse, in der einzelne
Datensétze anhand ihrer Ahnlichkeiten untereinander zu Gruppen zusammengefasst
werden. Der verwendete cluster-Algorithmus ist die Average-Linkage-Methode.
Hierbei werden die zueinander ahnlichsten Datensatze/cluster jeweils zu einem
nachsthoheren cluster zusammengefasst (agglomeratives Gruppieren), als
AhnlichkeitsmaR dient die Pearson-Korrelation. Ein bootstrapping-Verfahren aus 100
willkurlichen Austauschen einzelner Komponenten der Datensatze unter Berechnung
der Stabilitat einzelner cluster (engl. confidence level, entspricht der Frequenz einer

identischen Anordnung) dient als Test fiir die Richtigkeit solcher Ahnlichkeits-Bdume.

2.13.2 Prinzipielle-Komponenten-Analyse
Die Prinzipielle-Komponenten-Analyse (engl. principal component analysis, PCA) ist

eine Methode, die Variation vieler Datensatze in wenigen Dimensionen darzustellen.
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Die Varianz der Signalwerte eines probe sets lasst sich als Vektor darstellen, dessen
Lage im Raum die Ahnlichkeit der Populationen reflektiert, d.h. die Variation ist
maximal entlang seiner Ausrichtung. Ein Algorithmus fasst einen moéglichst grofen
Teil solcher ahnlicher Vektoren zu einer einzigen Dimension (erste prinzipielle
Komponente) zusammen. Die Fortfihrung solcher linearen Kombinationen (zweite,
dritte prinzipielle Komponente usw.) von originalen Variablen erhalt weitgehend die
Variation der Daten und ermoglicht eine Ubersichtliche Betrachtungsweise vieler,
grol3er Datensatze. Eine PCA kann sowohl beaufsichtigt oder unbeaufsichtigt (engl.
supervised/ unsupervised) erfolgen, dazu werden entweder nur differentiell
ausgepragte Gene aus bestimmten Konditionen betrachtet oder eine willkurliche

Genliste der PCA zugrunde gelegt.

2.13.3 Paarweise Vergleiche

Paarweise Vergleiche sind eine Methode, Gene (oder probe sets) nach ihrer
differentiellen Auspragung zwischen Datensatzen zweier Konditionen anzuordnen.
Als statistische Evaluierung beim Vergleich von zwei Komponenten dient der T-Test
(parametrisch, ungleiche Varianzen). Fur das Problem des multiplen Testens werden
die Irrtumswahrscheinlichkeiten (p) nach der Benjamini-Hochberg-Methode korrigiert
(Benjamini und Hochberg, 1995), so da® der Anteil fur irrtimlich als signifikant
ausgepragt beurteilte probe sets nicht mehr als 5% betragt (engl. false discovery
rate, FDR = 5%). Beim Vergleich von mehr als 2 Komponenten wird die
Varianzanalyse (ANOVA) mit Tukey’s post-hoc test und Benjamini-Hochberg-
Adjustierung genutzt. Die Genlisten, die paarweisen Vergleichen zugrunde liegen,
werden unsupervised zusammengestellt nach Filterkriterien (Signalstarke, minimaler
Expressionsfaktor, Standardabweichung, present call) oder supervised nach
Gengruppen, definiert in vorangegangenen Analysen. Diese definierten Gengruppen

werden aus Datenbanken rekrutiert, aufgefuhrt in Tabelle 1.

36



Material und Methoden

Tabelle 1: Datenbanke zur Klassifizierung von Genen

Datenbank®  Abkiirzung Quelle Inhalt
organisierte Genlisten (C2) aus PubMed-
Publikationen oder zusammengestellt

Molecular Broad Institute, von Experten verschiedener Bereiche

gignature MSigDB Cambridge, USA Mqtif—basigrende Ge_nlisten (C2)_, Gene
atabase mit gemeinsamen cis-regulatorischen
Elementen
Eine konsistente Kategorisierung von
GO Consortium, Genprodukten aus verschiedensten
Gene Ontology GO St.anfo.rd Dat.ent.)énken und Ii’ublikationen nach 3
University, Kriterien: 1. Zellulare Komponente, 2.
Stanford, USA Biologischer Prozess, 3. molekulare
Funktion
Kyoto

Karten von Gen-Pfaden und deren

Enzyclopedia Universitat Kyoto,

of Genes and KEGG Kvoto. Japan Module, basierend auf
yoto, Jap wissenschaftlichen Publikationen
Genomes
. . Eine Bibliothek von Genexpressions-
, National Institute . :
Staudt’s Signaturen maligner und gesunder
Database SDB of Health, lymphoider Zellen
Bethesda, USA ymp
unwersyor e Visuaisenng una Kesafizenng
Annotatorand GenMAPP California, San biolo ischer? Gen-Pfaden und
Pathway Profiler Franzisco, USA 9

Gengruppen

?Alle genannten Datenbanke sind etablierte, von Experten erstellte oder beaufsichtigte,
zitationsfahige Quellen (Ashburner et al., 2000; Dahlquist, 2004; Kanehisa und Goto, 2000;
Shaffer et al., 2006; Subramanian et al., 2005).

2.13.4 Gengruppen-Anreicherungs-Analyse

Die Gengruppen-Anreicherungs-Analyse (engl. gene set enrichment analysis, GSEA)
erfolgt mit dem GSEA-Programm (Broad Institute, MIT, Cambridge, Massachusets,
USA). |hr zugrunde liegt ein paarweiser Vergleich zweier Konditionen. Diese
hierarchisch angeordnete Genliste wird systematisch auf die Verteilung von
Komponenten bestimmter Gengruppen getestet. Sie beurteilt, ob ganze Gengruppen
statistisch signifikant in einer einzelnen Kondition starker oder schwacher
transkribiert vorliegen. Es ist auch mdglich, da} geringe Unterschiede in der
Transkription einzelner Gene im paarweisen Vergleich bedeutungslos erscheinen,
jedoch schwache Unterschiede in einer funktionell verknupften Gengruppe
zusammengenommen einen groflen Einflu auf biologische Funktionen auslben
kénnen. Die Gengruppen flr eine solche Analyse definieren sich z.B. Uber eine
molekulare Funktion, eine funktionelle Abhangigkeit oder eine gemeinsame
Regulation. Sie werden entweder manuell generiert oder stammen aus Datenbanken

(Tabelle 1). Die statistische Auswertung basiert auf einer kumulativen (engl. running
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sum) Statistik, einem Gengruppen-basierenden bootstrapping-Verfahren und einer

Adjustierung des Multiplen-Test-Verfahrens (Subramanian et al., 2005).

2.14 PCR-Primer

Gezeigt sind alle PCR-Primer, geordnet nach den jeweiligen Projekten. Die CDRIII-

spezifischen Primer sind nicht aufgelistet; unter Anhang A3 sind diejenigen, die zur

Detektion klonaler Sequenzen fuhrten, in den jeweiligen Beispiel-Sequenzen mit

aufgefihrt.

IgD-only B-Zellen und IgD-PC

VH1L
VH2L
VH3L
VH3.2L
VH4L
VH5L

3'JH1.2.4.5
3'JH3
3'JH6

5'JH1.4.5
5'JH2
5'JH3
5'JH6

VI
VI2
VI3A
VI3B
Vi4
VI6
VI7
VI8
VI9

3'J1
3'JI12.3
3'JI6.7

5'JI1
5'J12.3.7
5'JI6

5'-CTC-ACC-ATG-GAC-TGG-ACC-TGG-AG-3'
5'-TGC-TCC-ACR-CTC-CTG-CTR-CTG-A-3'
5'-ACC-ATG-GAG-TTT-GGG-CTG-AGC-TG-3'
5'-ACC-ATG-GAA-CTG-GGG-CTC-CGC-TG-3'
5'-CTC-CTG-GTG-GCA-GCT-CCC-AGA-T-3'
5'-ATC-ATG-GGG-TCA-ACC-GCC-ATC-CT-3'

5'-ACC-TGA-GGA-GAC-GGT-GAC-CAG-GGT-3'
5'-ACC-TGA-AGA-GAC-GGT-GAC-CAT-TGT-3'
5'-ACC-TGA-GGA-GAC-GGT-GAC-CGT-GGT-3'

5'-GAC-GGT-GAC-CAG-GGT-KCC-CTG-GCC-3'
5'-GAC-AGT-GAC-CAG-GGT-GCC-ACG-GCC-3'
5'-GAC-GGT-GAC-CAT-TGT-CCC-TTG-GCC-3'
5'-GAC-GGT-GAC-CGT-GGT-CCC-TTK-GCC-3'

5'-GGT-CCT-GGG-CCC-AGT-CTG-TG-3'
5'-CAG-TCT-GCC-CTG-ACT-CAG-CCT-3'
5'-CTC-AGC-CAC-CCT-CAG-TGT-CCG-T-3'
5'-CTC-AGC-CAC-CCT-CGG-TGT-CAG-T-3'
5-TTT-CTT-CTG-AGC-TGA-CTC-AGG-AC-3'
5'-GAG-TCT-CCG-GGG-AAG-ACG-GTA-3'
5'-GTG-GTG-ACT-CAG-GAG-CCC-TCA-C-3'
5'-ACT-GTG-GTG-ACC-CAG-GAG-CCA-3'
5'-GCT-GAC-TCA-GCC-ACC-TTC-TGC-A-3'

5'-GCC-ACT-TAC-CTA-GGA-CGG-TGA-C-3'
5'-GAA-GAG-ACT-CAC-CTA-GGA-CGG-TC-3'
5'-GGA-GAC-TYA-CCG-AGG-ACG-GTC-3'

5'-GGA-CGG-TGA-CCT-TGG-TCC-CAG-T-3'
5'-GAC-GGT-CAG-CTT-GGT-SCC-TCC-3'
5'-GAC-GGT-CAC-CTT-GGT-GCC-ACT-3'

Bcl6-MMC Mutationsanalyse

Bcl6_1st_fwd
Bcl6_1st_rev

Bcl6_2nd_fwd
Bcl6_2nd_rev

5'-CGCTCTTGCCAAATGCTTTGGC-3'
5'-CTCTCGTTAGGAAGATCACGGC-3'

5'-CGCTCTTGCCAAATGCTTTG-3'
5'-GACACGATACTTCATCTCATC-3'
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Detektion klonal verwandter Vy-Gen-Sequenzen von B-Zellen aus PB

Cy1/Cy3_exon1 5-AGGCAGCCCAGGGCCGCTGTGCC-3°
Cu_exon1_1st_rev 5-AGCCAACGGCCACGCTGCTCGTAT-3"
Cu_exon1_2nd_rev 5-TCGTATCCGACGGGGAATTCTCACAG-3’
Co_exon1_1st_rev 5-CATGCCAGGACCACAGGGCTGTTATC-3"
Co_exon1_2nd_rev 5-GTTATCCTTTGGGTGTCTGCACCCTG-3"

VH1_FR2_fwd 5-GGTGCGACAGGCCCCTGGACAA-3’
VH6_FR2_fwd 5-TGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGAG-3’
VH6_FR1_fwd 5-ACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTG-3"

VH3-23_Leader 5-TTTGGGCTGAGCTGGCTTTTTCTTGTG-3’
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3. Ergebnisse

3.1 V-Gen-Analyse von IgD-only B-Zellen und IgD* PC

Das erste Thema der vorliegenden Dissertationsschrift war die Fortfhrung und
endgultige Auswertung einer Analyse des V-Gen-Repertoires von IgD-only B-Zellen
und IgD* PC des Menschen. Diese Analyse sollte zu einem besseren Verstandnis
dieser seltenen und besonderen Zellen beitragen.

In einer friheren Studie wurde anhand von IgMIgD*Igh*-sortierten
Einzelzellen aus 3 gesunden Blutspendern nach Anzeichen fir Rezeptor-Revision
gesucht (Goossens et al., 2001). In dieser Studie wurden ebenso Anzeichen fir eine
hohe Klonalitat und ein verzerrtes V-Gen-Repertoire in IgD-only B-Zellen festgestellt.
Ahnliche Beobachtungen traten auch in einer Analyse von IgD* PC aus Tonsillen auf.
Eine finale Bestatigung dieser Ergebnisse konnte durch eine zusatzliche Analyse je
eines Blut- und eines Tonsillen-Spenders erzielt werden. Die experimentelle Arbeit
an den letzten beiden Spendern (Spender 4 und D) sowie die vollstandige
Auswertung der Daten zu klonaler Verwandtschaft, der Vy-Nutzung und Analyse der
Aminosaurenaustausche in FRIIlI aus allen Donoren ist Bestandteil der vorliegenden
Dissertation.

IgD-only B-Zellen aus PB und IgD* PC aus Tonsillengewebe wurden anhand
der Expression von CD27, IgD, IgM und Ig\ als Einzelzellen sortiert und ihre Vy- und
V,-Gene amplifiziert. Die IgD-only B-Zellen aus PB der Spender 1-3 wurden sortiert
als IgM'IgD*Ig)", die des Spenders 4 als CD27°IgM’IgD*Ig\". Parallel wurden
tonsillare IgD* PC aus den Spendern A-C von IgD-gefarbten Cytospins mittels
hydraulischem Mikromanipulator isoliert (nicht beschrieben, siehe (Seifert et al.,
2009)). Aus Spender D geschah die Isolierung nach CD38"" und intrazellularer IgD-
Expression per FACS. Um die Besonderheiten in der V-Gen-Analyse von IgD-only B-
Zellen und IgD* PC darzustellen, wurden aus Blutspender 1 und 4 und Tonsille C
und D  Vergleichspopulationen  sortiert:  naive  (CD271gD’Igh’)  und
klassengewechselte (IgMIgD’IgA") B-Zellen aus Donor 1, IgG" B-Zellen
(CD27°1gG"Ig\") aus Donor 4, IgG* PC aus Tonsille C (Mikrodissektion) und Tonsille
D (CD38"" intrazellular IgG*).

3.1.1 Klonalitat und VH3-30-Frequenz in IgD-only B-Zellen aus PB
Aus 53-91% der Einzelzellen konnte eine V-Gen-Umlagerung amplifiziert werden

((Goossens et al., 2001) und nicht gezeigt). Wie zuvor gezeigt (Liu et al., 1996) war
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der Mutationsgehalt in den IgD-only B-Zellen sowohl in Vu- als auch in V-
Genumlagerungen hoher als in den klassengewechselten B-Zellen, namlich 12,2%
(10,0-15,0%) gegenulber 6,6 und 5,8% in V4 und 8,2% (6,2-10,6%) gegenuber 4,5
und 5,5% in V. -Genen; naive B-Zellen waren unmutiert (nicht gezeigt). Die R/S-
Werte der FR in IgD-only B-Zellen lagen bei einem Mittelwert von 1,5 (1,2 bis 1,8),
wie es typisch ist fur selektierte post-GC-B-Zellen (Klein et al., 1998a).

Im Gegensatz zu naiven oder klassengewechselten B-Zellen, bei denen kein
Fall von Klonalitat festgestellt wurde, war ein grof3er Teil (48-82%) der IgD-only B-
Zellen klonal verwandt. Die GroRRe der Klone variierte zwischen 2 und 15 Mitgliedern

unter 40 bis 62 Zellen pro Auswertung (Tabelle 2).

Tabelle 2: Klonale Verwandtschaft in B-Zell-Populationen aus PB

klonal verwandte

Vu-PCR- Anzahl Klone mit Klonmit-

Spender  Zelityp Effizienz® (% aﬁ:aa:l;?allen) Klone Diversitat glieder
1 IgD-only 32/40 19 (48) 8 6 2-3
2 IgD-only 53/62 32 (52) 7 6 2-12
3 IgD-only 40/48 26 (54) 6 5 2-15
4 IgD-only 31/51 42 (82) 14 14 2-13
1 naiv 26/36 0 - - -
1 Kassen- 5555 0 i i i
gewechselt
klassen- 28/37 0 ) ) )
gewechselt

@ Probenréhrchen ohne Amplifikat wurden als Sortierungsausfall interpretiert, die V4-PCR-
Effizienz bezieht sich demnach auf Proben mit mindestens einem Vy- oder V -Amplifikat

Verglichen mit naiven und klassengewechselten B-Zellen enthalten Vy-
Genumlagerungen von IgD-only B-Zellen Uberdurchschnittlich oft das Segment Vy3-
30 (Tabelle 3). In der vorliegenden Analyse betragt die Frequenz von Vu3-30 in
amplifizierten Vy-Genen aus IgD-only B-Zellen zwischen 30 und 47%. Dies steht im
Gegensatz zu einer Frequenz von 15% unter naiven und 9 bzw. 8% unter den
klassengewechselten B-Zellen von Donor 1 und 4. Der Unterschied in den V{3-30-
Frequenzen zwischen IgD-only B-Zellen und jeweils naiven B-Zellen aus Spender 1
bzw. klassengewechselten B-Zellen aus Spender 1 und 4 zusammen ist statistisch
signifikant (exakter Fisher-Test) mit einer einzigen Ausnahme: die VH3-30-Frequenz
unter den IgD-only B-Zellen aus Spender 3 ist zu gering, um einen signifikanten
Schwellenwert im Vergleich zu naiven B-Zellen zu erreichen (Tabelle 3). In Donor 1
und 2 sind die VH3-30-exprimierenden B-Zellen vornehmlich in den klonal

expandierten Zellen aufzufinden (Tabelle 3).
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Tabelle 3: V3-30-Nutzung in B-Zell-Populationen aus PB

klonal
Vii3-30° verwandte einzelne Zellen
Spender Zelltyp Zellen statistische Zellen Anzahl (% Vi
(% Vy-Am- Signifikanzb (% aller klonal Klone A I'f'kHt a
plifikate) ® verwandter mplifikate)
Zellen)
1 IgD-only 5 (47) 0,009, <0,001 11 (58) 4 4 (13)
2 IgD-only 9 (36) 0,037, <0,001 13 (41) 3 6 (9)
3 IgD-only 2 (30) 0,098, 0,003 5(19) 2 7 (18)
4 IgD-only 4 (45) 0,013, <0,001 7 (23) 2 7 (23)
1 naiv (1 ) - 0 0 4 (15)
klassen-
1 gewechselt 3(9) ) 0 0 3(9)
klassen-
gewechselt 2(8) ) 0 0 2(8)

# VH-PCR-Effizienz siehe Tabelle 2

® Die Irrtumswahrscheinlichkeit p fiir einen Unterschied in der V3-30-Nutzung zwischen IgD-
only B-Zellen und naiven (Spender 1, erster Wert) oder klassengewechselten B-Zellen
(Spender 1 und 4 vereinigt, zweiter Wert) nach dem exakten Fischer-Test.

Weiterhin konnte eine haufige Nutzung des Jy6-Gensegmentes in IgD-only B-Zellen
von Spender 1 und 3 beobachtet werden: 48% (11/23), 29% (6/21), 44% (12/27) und
35% (9/26) der Vy—Genumlagerungen mit eindeutig bestimmbarem Ju-Segment der
jeweiligen Spender 1, 2, 3 und 4 nutzten Ju6, verglichen mit nur 20% (7/35) der
naiven und 26% (12/46) bzw. 33% (7/21) der klassengewechselten B-Zellen der
Spender 1 und 4. Unter den jeweiligen V,-Gensegmenten konnte keine
Verschiebung des V-Gen-Repertoires identifiziert werden.

Laut der vorliegenden Untersuchung sind IgD-only B-Zellen aus dem PB
haufig zu grollen Teilen klonal verwandt und nutzen praferentiell das Vu3-30-

Gensegment.

3.1.2 Klonalitat und VH3-30-Frequenz in tonsilldren IgD* PC
IgD-sekretierende PC sind immunologisch aktive, ausdifferenzierte IgD-only B-
Zellen. Daher war es wichtig, diese Zellen ebenfalls auf die oben beschriebenen
Besonderheiten hin zu testen. Zur Validierung wurden ebenfalls IgG-exprimiernde
PC aus Tonsille C und D mikrodissektiert bzw. sortiert und ihre Vu- und V-
Genumlagerungen analysiert.

Aus 72% bis 90% der isolierten PC konnten V-Genumlagerungen amplifiziert
werden (nicht gezeigt). Beinahe alle der analysierten PC aus Tonsille 1-4 waren in

ihren V-Genen mutiert (nicht gezeigt). Die durchschnittliche Vy-Mutationsfrequenz
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betrug 6,4% (3,7-9,9%) in IgD* PC aus den vier Tonsillen und 4,6 bzw. 5,4% unter
den IgG* PC aus Tonsile C und D (nicht gezeigt). Die durchschnittliche
Mutationsfrequenz der V,-Genumlagerungen betrug 4,9% (2,5-6,1%) in IgD* PC und
2,6% (Tonsille C) bzw. 2,2% (Tonsille D) in IgG* PC (nicht gezeigt). Die R/S-Werte
der FR in IgD* PC hatten einen Mittelwert von 1,7 (1,2-2,6).

Wahrend die klonale Zusammensetzung der analysierten PC in Tonsille A mit
nur 2 klonal verwandten PC unter 15 verwertbaren Sequenzen relativ niedrig ausfiel,
waren 31, 43 und 34% unter jeweils 51, 49 und 73 auswertbaren V-
Genumlagerungen aus Tonsille B, C und D klonal verwandt. Aufgrund von
detektierbaren in-frame-V,-Genumlagerungen in einzelnen Klonmitgliedern ist es
wahrscheinlich, dal® alle gefundenen Klone A-Leichtketten benutzen (Tabelle 4). 19
von 21 Klonen waren intraklonal diversifiziert. Unter den jeweils 45 bzw. 37
Amplifikaten aus IgG* PC der Tonsillen C und D war in keinem Fall eine klonal

verwandte Genumlagerung nachweisbar (Tabelle 4).

Tabelle 4: Klonale Verwandtschaft in tonsillaren PC

klonal
Tonsille Zelltyp Vy-PCR- verwandte  Anzahl Klone mitin- Klone mit Klonmit-
Effizienz® Zellen (% aller Klone frame V,dJ, Diversitat glieder
Zellen)
A IgD* 11/15 2 (13) 1 1 1 2
B IgD* 39/51 16 (31) 7° 6 6 2-4
C IgD* 31/49 21 (43) 4 4 3 2-13
D IgD* 34/73 25 (34) 9 9 9 2-5
C IgG” 33/45 0 - - - -
D IgG” 26/37 0 - - - -

@ Probenréhrchen ohne Amplifikat wurden als Sortierungsausfall interpretiert, die V4-PCR-
Effizienz bezieht sich demnach auf Proben mit mindestens einem V- oder V -Amplifikat.

Unter den Vy-Genumlagerungen aus IgD* PC aus Tonsille A bis D enthielten jeweils
27, 56, 52 bzw. 6% ein funktional umgelagertes V;3-30-Gensegment, IgG* PC aus
Tonsille C und D dagegen wiesen nur in 3% bzw. 4% der Vy-Genumlagerungen
funktionale Vu3-30-Gensegmente auf. Fur Tonsille A, B und C waren die
Unterschiede statistisch signifikant laut exaktem Fischer-Test. Die meisten klonal
verwandten PC aus Tonsille B benutzten Vy3-30. (Tabelle 5).

Tabelle 5: V43-30-Nutzung in tonsillaren PC

Vy3-30" Zellen statistische klonal Anzahl einzelne Zellen
Tonsille Zelltyp (% Vy- Signifikanz® verwandte Klone (% Vy-
Amplifikate) 9 Zellen Amplifikate)
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(% aller klonal

verwandter
Zellen)
A IgD* 3 (27) 0,023 0 0 3 (27)
B IgD* 22 (56) <0,001 14 (88) 5 8 (21)
C IgD* 16 (52) <0,001 13 (62) 1 3(10)
D IgD* 2 (6) 0,197 2 (8) 1 0
C IgG* 1(3) - 0 0 1(3)
D IgG* 1(4) - 0 0 1(4)

@ VH-PCR-Effizienz siehe Tabelle 4
® Die Irrtumswahrscheinlichkeit p fiir einen Unterschied in der V43-30-Nutzung zwischen IgD*
PC und klassengewechselten PC (Tonsille C und D vereinigt) nach exaktem Fischer-Test.

Wie zuvor in der Analyse von IgD-only B-Zellen aus PB beschrieben, nutzen IgD* PC
ebenfalls haufig Ju6 als Teil ihrer Genumlagerungen. 56% (6/11), 52% (13/25), 53%
(8/15) und 47% (16/34) der Vu-Gene aus IgD® PC der Tonsillen A bis D mit
identifizierbarem Jy-Segment der Tonsillen A-D nutzen Ju6, dagegen nur 13% (4/30)
und 28% (7/25) der IgG" PC. Fir die Leichtkettengene wurden keine
Verschiebungen im Repertoire festgestellt.

Zusammengefasst zeigen IgD-sezernierende PC ein ahnliches Muster in
Klonalitat und Nutzung des Vu3-30-Gensegments wie IgD-only B-Zellen aus PB,

einzig weisen PC eine héhere Variabilitat innerhalb dieser Muster auf.

3.1.3 Die Analyse von Austauschmutationsmustern in den FR funktionaler V43-
30-Gensegmente

Die verstarkte Nutzung des V13-30-Gensegmentes in IgD-only B-Zellen und IgD* PC
(zusammen IgD-only Zellen) legten eine Bedeutung dieses V-Genes flur die Selektion
dieser besonderen Zellen nahe. Um diese Hypothese zu untermauern wurden zwei
Alignments von Vu{3-30-Genumlagerungen aus IgD-only Zellen und nicht-lgD-only
Zellen (aus unserer Analyse und Gen-Datenbanken zusammengestellt) miteinander
verglichen.

Eine visuelle Uberprifung lieferte keine Hinweise auf Besonderheiten in der
Genumlagerung, etwa eine Restriktion der CDRIII-Lange oder eine gehaufte Nutzung
bestimmter Aminosauren in den CDR aufgrund eines besonderen Mutationsmusters
(nicht gezeigt).

Im Gegensatz dazu fiel ein eigentumliches Muster an Austauschmutationen in
der Vu3-30-FRIII von IgD-only Zellen auf, das auf eine Selektion von polaren und
eine Gegenselektion von sauren und unpolaren Aminosauren hinweist. Der Vergleich

zu Aminosaureaustauschen in nicht-lgD-only Zellen war laut exaktem Fischer-Test
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statistisch signifikant (Tabelle 6). Identische Austauschmutationen in klonal

verwandten Sequenzen wurden einfach gezahilt.

Tabelle 6: Unterschiede im Aminosaureaustausch-Muster in der FRIIl von Vx3-30

Polaritat/ Ladgng ir? Keimbahn- . IgD-only nicht-lgD-only . exakter
Konfiguration mutiert zu (% Gesamt) (% Gesamt) Flsch(ir)-Test
polar/ unpolar/ positiv negativ 36 (13) 17 (20) 0,034
polar/ unpolar/ negativ positiv 57 (20) 13 (15) 0,081
unpolar/ positiv/ negativ polar 117 (42) 26 (31) 0,021
polar/ positiv/ negativ unpolar 71 (25) 28 (33) 0,038
Gesamt 281 84

Daruber hinaus konnte ein bevorzugter Austausch von Lysin nach Arginin an
Position 76 des Vu3-30-Gens festgestellt werden: 24 von 102 IgD-only Zellen
kodieren flir ein solches Arginin. Zahlt man gemeinsame Mutationen in klonal
verwandten Sequenzen nur einmal, generieren 18 von 25 Austauschmutationen in
Kodon 76 von Vu3-30 ein Arginin an dieser Stelle, wogegen nur 3 unter 9
Austauschmutationen in nicht-IgD-only Zellen zum Einbau eines Arginins fuhren (p <
0,044 nach exaktem Fischer-Test). Verschiebungen im Mutationsmuster der anderen
FR wurden nicht festgestellt.

Zusammengefasst zeigte die V-Gen-Analyse von IgD-only B-Zellen und IgD*
PC eine hohe Klonalitdt und ein verzerrtes Vy-Gen-Repertoire. Ebenfalls konnten
Hinweise auf eine Relevanz der FR flir die Selektion dieser eigentimlichen
Populationen gefunden werden. Die neuen und bereits publizierten Erkenntnisse zu
IgD-only Zellen erganzen sich zu einem sehr speziellen Szenario einer

Superantigen-getriebenen Immunantwort (siehe Diskussion).
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3.2 Molekulare Analyse von humanen B-Zell-Populationen

Ein weiteres Thema der vorliegenden Dissertationsschrift war die Herkunft von IgM*
B-Zellen mit somatisch mutierten V-Genen. Drei verschiedene experimentelle
Ansatze wurden genutzt, um zu klaren, ob in diesen B-Zell-Populationen Hinweise

auf eine GC-Passage gefunden werden koénnen.

3.2.1 Analyse der Telomerlangen in humanen B-Zell-Populationen

Ein erster Ansatz sollte Uberprifen, ob mutierte IgM* B-Zellen genau wie
klassengewechselte B-Zellen als Zeichen einer GC-Passage langere Telomere als
naive B-Zellen besitzen. Hierzu wurden die Telomerlangen von 13 gesunden
Spendern mittels flow-FISH bestimmt. Die Auswertung ergab, dal in jedem der 13
Spender die Telomere der klassengewechselten B-Zellen (MW 8,7+1,1 kb) langer
waren als die der naiven B-Zellen. (7,2+0,7 kb). Die mittleren Telomerlangen der
IgM*IgD*CD27" (7,9+0,8 kb) sowie IgM-only B-Zellen (8,1+1,3 kb) waren intermediar
zu diesen Werten. Ein statistischer Test konnte zeigen, daB alle untersuchten CD27"
B-Zell-Populationen signifikant langere Telomere aufweisen als naive B-Zellen
(Tabelle 7).

, s + Klassen-
Naive IgM“IgD"CD27 IgM-only gewechselte
Anzahl der Spender 13 13 13 13
durchschnittliche
Telomerlange (kb) 77 7,86 8,07 8,71
Standardabweichung (kb) 0,71 0,79 1,25 1,1

Signifikanz einer

Unterschiedlichkeit zu - p< 0,028 p< 0,034 p< 0,0003
naiven B-Zellen?
Signifikanz einer
Unterschiedlichkeit zu
klassengewechselten B-
Zellen®

p< 0,0003 p< 0,034 p< 0,181 -

Tabelle 7: Analyse von Telomerlangen in humanen B-Zell-Populationen aus PB
@ Gezeigt sind die Irrtumswahrscheinlichkeiten von post-hoc paarweisen Vergleichen nach
Tukey basierend auf ANOVA (p< 0,003).
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Die gemessenen Telomerlangen variieren betrachtlich von Spender zu Spender
(Abb. 3). In vorangegangenen Untersuchungen, in denen nicht zwischen mutierten
IgM™ und klassengewechselten B-Zellen unterschieden wurde, konnte ebenfalls eine
solche Variabilitat in den Telomerlangen beobachtet werden (Son et al., 2003; Weng
et al., 1997a). So wurde in der vorliegenden Arbeit in drei von 13 Spendern ein leicht
hoherer Wert in der durchschnittichen Telomerlange von naiven gegenuber
IgM*IgD*CD27" und/ oder IgM-only B-Zellen festgestellt (Spender 8, 11, 12; Abb. 3).

Grundsatzlich weisen alle IgM* B-Zell-Populationen in unserer Analyse einen
niedrigeren Wert flr durchschnittiche Telomerlange auf als die jeweiligen
klassengewechselten B-Zellen, ein statistisch signifikanter Unterschied besteht
jedoch nur zu IgM*IgD*CD27" B-Zellen (p< 0,0342, Tabelle 7).

Abbildung 3: Telomerlangen in humanen B-Zell-Populationen
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Abb. 3: Die Telomerldange naiver und CD27" B-Zell-Populationen aus humanem PB,
gemessen mit flow-FISH. Die individuelle Telomerlange (kb) von naiven (weil),
IgM*IgD*CD27" (dunkelgrau), IgM-only (hellgrau) und klassengewechselten B-Zellen
(schwarz) aus 13 gesunden Blutspendern.

Zusammengefasst haben mutierte IgM*CD27" B-Zellen als Anzeichen einer
GC-Erfahrung langere Telomere als naive B-Zellen. Bemerkenswert ist hierbei, dal}
dieser Langenunterschied in etwa 50% des Langenunterschiedes zu

klassengewechselten B-Zellen betragt.

47



Ergebnisse

3.2.2 Analyse von Bcl6-Mutationen in humanen B-Zell-Populationen

Ein weiterer experimenteller Ansatz zur Klarung einer GC-Erfahrung von mutierten
IgM* B-Zellen war eine Mutationsanalyse des Bcl6-MMC. Bcl6, der zentrale
Transkriptionsfaktor fur GC-B-Zellen, mutiert auch in nicht-malignen B-Zellen
gelegentlich durch aberrante SHM. Da der Prozess der SHM die Transkription des
Zielgenes voraussetzt, konnen Mutationen im Bcl6-Lokus nur dann entstehen, wenn
neben der Aktivitdt einer SHM-Maschinerie (zur Diversifizierung des Ig-Lokus)
ebenfalls der Bcl6-Lokus in ausreichendem Male transkribiert wird. Demzufolge
wurden aus drei gesunden Spendern Bcl6-MMC-Mutationen als molekulare Spuren
einer GC-Reaktion in naiven, IgM*IgD*CD27", IgM-only und klassengewechselten B-
Zellen mittels Einzelzell-PCR untersucht. Der Ansatz der Einzelzell-PCR erlaubt eine
verlassliche Analyse von seltenen Mutationsereignissen (DNA-Polymerase-Fehler
sind durch Direktsequenzierung der PCR-Produkte vernachlassigbar) und lasst eine
genaue Einschatzung der Frequenz mutierter Sequenzen in einer Population zu, da
diese nicht durch eine artifizielle Uberreprasentierung weniger Sequenzen verzerrt
werden kann. Ein Nachteil ist, dal} Zellen mit zwei unmutierten Allelen keine Auskunft
dariber geben, ob nur ein oder beide amplifiziert wurden. Um dies zu umgehen,
werden nur Spender mit einem hetrozygot ausgepragten SNP fur die Analyse
zugelassen.

Insgesamt wurden in 21% (14-25%) der PCRs beide Allele amplifiziert
(Tabelle 8). Unter 60 amplifizierbaren, naiven B-Zellen wurden keine Mutationen in
Bcl6-MMC gefunden, wogegen 16 von 75 (21%) IgM*IgD*CD27", 13 von 64 (20%)
IgM-only und 19 von 57 (33%) klassengewechselten B-Zellen Mutationen trugen. Die
durchschnittlichen Mutationsfrequenzen betrugen 0,045% (0,036-0,084%) in
IgM*IgD*CD27%, 0,050% (0,013-0,119%) in IgM-only und 0,085% (0,082-0,093%) in
klassengewechselten B-Zellen. Diese Mutationen waren Uber den gesamten Bcl6-
MMC verteilt und — abgesehen von zwei 1 bp-Deletionen und einer 5 bp-Deletion —
ausschlieBlich einzelne Nukleotid-Austausch-Mutationen. Mehrere Mutationen pro
Sequenz traten weniger haufig auf als einzelne, mit 2 bis 6 Mutationen in 4 bis 9

Zellen und einzelnen Mutationen in 8 bis 12 Zellen pro CD27" B-Zell-Population.
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Tabelle 8: Bcl6-Mutationen in B-Zell-Populationen aus humanem PB

1 Allel/ . Mutations-
PCR- mutierte Anzahl
Spender Zelltyp Effizienz® an?p'lai\j‘li(zailzrtb Zellen (%)  Mutationen® fre(ci/l:;%nz
A Naiv 26/50 22/4 0 0 0
IgM*IgD"
CcD27" 31/50 22/9 7 (23) 6x1, 1x2 0,039
IgM-only 26/50 21/5 5 (19) 5x1 0,024
Klassen- 18/50 16/2 6 (33) 4x1, 1x2, 1x5 0,082
gewechselt
B Naiv 18/50 11/7 0 0 0
IgM*IgD"
CcD27" 25/50 21/4 5 (20) 4x1, 1x3 0,036
1x1, 2x2,
IgM-only 20/50 15/5 6 (30) 0,119
1x4, 1x5, 1x6
4x1, 2x2,
Klassen- 24/50 19/5 8 (33) 0,082
gewechselt 1x3, 1x5
C Naiv 16/40 12/4 0 0 0
IgM*IgD"
CcD27" 19/40 15/4 4(21) 2x1, 1x5, 1x6 0,084
IgM-only 18/40 13/5 2 (11) 2x1 0,013
Klassen- 15/40 14/1 5 (33) 2x1, 2x2, 1x4 0,093
gewechselt
Mw® Naiv 60/140 45/15 0 0 0
|g|\/|+|g|:)*r 12x1, 1x2,
+ 75/140 58/17 16 (21 0,045
Ch27 @1) 1x3, 1x5, 1x6
8x1, 2x2,
IgM-only 64/140 49/15 13 (20) 0,050
1x4, 1x5, 1x6
10x1, 5x2,
Klassen- 57/140 49/8 19 (33) 0,085
gewechselt 1x3, 1x4, 2x5

@Verhaltnis positiver PCR zu analysierten Einzelzellen.

®Anzahl der PCR-Produkte mit einem oder zwei Allelen.

°In AxB zeigt A die Anzahl der Sequenzen mit B Mutationen an.

Der Prozentsatz von Mutationen bezlglich einer Gensamtmenge von 670 betrachteten bp des Bcl6-
MMC pro Sequenz.

°Der Mittelwert (MW) (iber die Spender A-C.

Unter der Bedingung, dal® ein Nukleotid mit gleicher Wahrscheinlichkeit zu jeweils
einem der drei anderen Nukleotide des genetischen Kodes mutieren kann, konnte -
verglichen mit einer erwarteten Frequenz von 33% fur eine Transition (67% fur eine
Transversion) - in IgM*IgD*CD27", IgM-only und klassengewechselten B-Zellen eine

Frequenz von jeweils 63%, 58% und 46% festgestellt werden. Diese Bevorteilung
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von Transitionen zeigte statistische Signifikanz fir beide IgM*CD27" B-Zell-
Populationen (p< 0,001) nicht aber klassengewechselte B-Zellen (p< 0,09).

Das bevorzugte Mutieren der SHM-hotspots RGYW und WRCY (Rogozin und
Kolchanov, 1992) war ebenfalls nachweisbar, jeder CD27" B-Zelltyp trug vermehrt
Mutationen in solchen Sequenzmotiven. 28,6% der Mutationen in IgM*IgD*CD27",
18,5% in IgM-only und 40,5% in klassengewechselten B-Zellen lagen in
RGYW/WRCY-Motiven. Dies uberschreitet in jedem Fall die Schwelle einer zufalligen
Mutationsfrequenz von 16,7%, gemessen an der beobachteten Mutationslast pro
Gesamtzahl verfigbarer RGYW/WRCY-Nukleotide. Der Unterschied zwischen
zufalligem und beobachtetem Mutationsmuster ist statistisch nur far
klassengewechselte B-Zellen signifikant (p< 0,001). Von einer ahnlichen, nicht
signifikanten Nutzung von RGYW/WRCY-Motiven wird in einer weiteren Studie zu
Bcl6-Mutationen in klassengewechselten B-Zellen berichtet (Yavuz et al., 2002).

Zusammengefasst weisen IgM*IgD*CD27" und IgM-only B-Zellen Mutationen
im Bcl6-MMC als Hinweise auf eine GC-Passage auf. Die Mutationsfrequenz
entspricht dabei ca. 50% der Mutationsfrequenz des Bcl6-MMC in

klassengewechselten B-Zellen.

3.2.3 Detektion klonal verwandter IgM* und IgG* Gedachtnis-B-Zellen

Ein Beweis dafir, da mutierte IgM* B-Zellen an GC-Reaktionen teilgenommen
haben und dort modifiziert worden sind, ware der Nachweis von klonal verwandten
IgM*CD27" und klassengewechselten B-Lymphozyten, die sich anhand
gemeinsamer und individueller Mutationen zu genealogischen Baumen mit
durchmischter Anordnung rekonstruieren lassen.

Es wurden zwei experimentelle Strategien entworfen, um klonal verwandte
IgM*CD27" und 1gG"* B-Zellen aus PB isolieren zu kénnen. In beiden Fallen werden
nur IgM*IgD*CD27" und nicht IgM-only B-Zellen untersucht, da letztere weniger stark
kontrovers diskutiert sind beztglich ihrer Herkunft (Weller et al., 2001) und au3erdem
ihre Zahl im PB zu gering ist um mit den gewahlten experimentellen Ansatzen eine
effiziente Analyse zu gewahrleisten.

Der erste Ansatz basiert auf PAGE und CDRIII-Spektren-Typisierung (siehe
2.9.1 und Anhang A1). Dieser Ansatz erlaubt nur die Detektion sehr groRer Klone, da
die amplifizierten Vy-Gene (besonders Vy1), bei mehr als 30.000 eingesetzten B-
Zellen pro PCR-Ansatz schon bei dieser relativ niedrig anzunehmenden Diversitat

ein sehr dichtes und polyklonales CDRIII-Spektrum auf dem Gel zur Folge hatte. In
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einer Kalkulation mit einer Gesamtzahl von jeweils ca. 6x10® 1gG*CD27* und
IgM*IgD*CD27" B-Zellen im PB mul ein putativer Klon mindestens 20.000 Mitglieder
aufweisen um je einen Vertreter in zwei Aliquots aus 30.000 Zellen zu flihren. Aus
insgesamt 10 gesunden Spendern wurden jeweils mehrere Aliquots a 30.000 B-
Zellen sortiert, separat revers transkribiert und mit einem Vy1-Familien-Primer sowie
jeweils Cy- und Cuw/Cod-Primern amoplifiziert, wie in 2.9.1 beschrieben. Die
Amplifikation von Cy2-Genen wurde durch die Spezifitat des Cy-Primers
ausgeschlossen, da Cy2-Transkripte vornehmlich aus Tl-Immunantworten stammen
(Shackelford et al., 1988). Der identische Abstand der Cy-Primer zum umgelagerten
Ju-Gen war hierbei wichtig, um die in ihrer Grdélke uUbereinstimmenden CDRIII
putativer Klonmitglieder in gleich grol’e Amplifikate und damit identische Laufhéhen
auf einem Gel zu Ubersetzen. Nach einer Silbernitrat-Farbung wurden aus den
erstellten CDR-Spektren-Typisierungen korrespondierender IgM*IgD*CD27" und
IgG'CD27" B-Zellen eines Spenders Produkte gleicher GroRe ausgeschnitten,
reamplifiziert und sequenziert. Insgesamt wurden mehr als 120 Amplifikat-Paare aus
10 Spendern analysiert. Mehr als 85% dieser Produkte waren oligo- bis polyklonal
und wurden von der Analyse ausgeschlossen. Von den restlichen monoklonalen
Amplifikaten konnte ein einzelner Klon mit 7 unterschiedlichen IgG" und 2
unterschiedlichen IgM* Mitgliedern isoliert werden. (Abb. 2 A). Die Klonmitglieder
enthielten zwischen 3 und 9 Vy-Gen-Mutationen pro Sequenz von denen 2 bis 7 in
mindestens 2 Mitgliedern geteilt wurden.

Es ist wichtig anzumerken, dal} die genealogische Analyse nicht nur mehrere
IgG* Klonmitglieder mit nur einer einzigen Mutation, sondern auch 5 zuséatzliche
Mutationen zeigt, die in IgM- und IgG-Sequenzen gemeinsam auftreten. Daraus laf3t
sich schlieRen, dal’ der Grofteil — wenn nicht sogar alle — der V-Gen-Mutationen in
den IgM* Klonmitgliedern aus der Entwicklung eines GC-B-Zell-Klones herriihren,
der klassische Gedachtnis-B-Zellen hervorgebracht hat.

Mit einer weiteren Methode, basierend auf einer PCR mit CDRIll-spezifischen
Primern, wurde versucht, Klone auch aus gro3eren Zellmengen zu isolieren. Um
einen hohen polyklonalen Hintergrund aufgrund unspezifischer Bindung des CDRIII-
spezifischen Primers zu reduzieren, wurden ausschlieldlich Vy6- (Spender 1-6) und
Vu3-23-Genumlagerungen (Spender 7 und 8) amplifiziert. Aus sechs Spendern
(Spender 1-6) wurden bis zu 1,5x10° sortierte IgG* und IgM*IgD*CD27* B-Zellen und
aus zwei Spendern (Spender 7 und 8) zusatzlich naive B-Zellen isoliert. RNA wurde

isoliert und Cy-Gen-spezifisch revers transkribiert. Die cDNA wurde amplifiziert mit
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einer Kombination aus Vu6- bzw. Vy3-23- sowie Cy- und nested Cu/Cd-Primern.
Durch die Nutzung von nested Cu/Cd-Primern fir die IgM® cDNA sollte eine
potentielle Verunreinigung der PCR mit IgG-Transkripten aus Sortierungsfehlern
ausgeschlossen werden. Die amplifizierten VH-Genumlagerungen aus IgG-cDNA
wurden kloniert und 8 bis 30 Sequenzen zufallig ausgewahlt um einen CDRIII-
spezifischen Primer zu generieren. Die Primer wurden derart positioniert (moglichst
weit 3’ bzw. in FRIV gelegen), dald ausreichend Sequenz aus dem 5’-Bereich der
jeweiligen CDRIIlI in den resultierenden PCR-Produkten enthalten war um eine
eindeutige Beurteilung klonaler Verwandtschaft gewahrleisten zu kénnen. Konnten
klonal verwandte Genumlagerungen aus IgM-cDNA vervielfaltigt werden, so wurden
anschlielend auch zusatzliche Klonmitglieder aus der IgG-cDNA amplifiziert (siehe
2.9.2 und Anhang A2).

Aus 6 von 8 Donoren konnten 37 monoklonale PCR-Produkte amplifiziert und
sequenziert werden (2 bis 9 pro Spender, Tabelle 9). Oligo-oder polyklonale
Produkte wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Von diesen 37
Produkten waren 11 Vu6-PCR-Produkte und 3 Vu3-23-PCR-Produkte aus
IgM*IgD*CD27" B-Zellen klonal verwandt mit Genumlagerungen aus IgG* B-Zellen
des entsprechenden Spenders (Tabelle 9). Im Gegensatz dazu waren in den naiven
B-Zellen aus Spender 7 und 8 keine klonal verwandten Sequenzen detektierbar:
lediglich oligoklonale, unmutierte Produkte mit variierender CDRIII-Lange wurden
durch unspezifisches Binden des CDRIII-Primers amplifiziert (nicht gezeigt). Das
Fehlen von Klonmitgliedern unter den naiven validiert die Zuverlassigkeit des
experimentellen Ansatzes zur Detektion verwandter IgM*CD27" und IgG* B-Zellen.
Ein Nachteil der CDRIII-Primer-Methode gegenlber der PAGE-Strategie ist, dal® der
Gebrauch eines CDRIIl-spezifischen Primers den Verlust der Cy-Sequenz bedingt.
Eine Restunsicherheit, daR die amplifizierten klonal verwandten Sequenzen aus IgM*
B-Zellen durch kontaminierende Sequenzen aus IgG* B-Zellen entstanden, wurde
durch eine unabhangige PCR-Strategie ausgeraumt. Mit Hilfe zusatzlicher CDRIII-
spezifischer Primer, moglichst weit 5’ gelegen, wurde in Kombination mit Cu- bzw.
Cod-Primern aus 4 von 11 Vy6-exprimierenden Klonen ebenfalls der Cu- und/ oder
Co-Terminus nachgewiesen. Die Primer wurden derart positioniert, dall eine
eindeutige Identifikation des jeweiligen Klones anhand der CDRIII-Sequenz

gewahrleistet war (nicht gezeigt).
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Tabelle 9: Klone mit IgM™ und IgG* Mitgliedern in humanen B-Zellen mit somatisch

mutierten Vy-Genen

% CD27" analysiertes . Produkte mit Klone mit IgM* und
Spender B-Zellen Vi-Gen spezifische monoklonaler IgG* Mitgliedern (%)°
H Primer CDRIll (%) 97 ™9 °
1 30 V6 15 5 (33) 2 (40)
2 40 V46 20 2 (10) 0
3 45 V6 20 3 (15) 0
4 30 V6 15 3 (20) 3 (100)
5 25 V6 8 4 (38) 2 (50)
6 19 V6 8 4 (50) 4 (100)
7 29 Vy3-23 30 9 (30) 1(11)
8 21 Vy3-23 30 7 (23) 2 (29)

®Anzahl der CDRIll-spezifischen Primer, die ein spezifisches Produkt aus DNA-
Verdinnungen des korrespondierenden IgG* B-Zell-Klones amplifizieren konnten

®Gezahlt wurden nur Produkte mit monoklonalen Sequenzen, d.h. Produkte in denen der
CDRIlI-Primer ein einzelnes Produkt amplifizierte.

°Die Anzahl der Klone mit IgM* und IgG™ B-Zellen mit somatisch mutierten Vy-Genen. Die
Frequenz solcher Klone unter monoklonal amplifizierten Produkten ist in Klammern
angegeben.

Zur Untersuchung der klonalen Diversitat wurden die PCR-Produkte aus beiden
Populationen kloniert und pro Population eines Spenders wurden zwischen 30 und
60 Bakterienklone sequenziert. Partielle Alignments dieser Klone sind inklusive
Keimbahnsequenz und Primersequenz in Anhang A3 dargestellt. Fur alle 15 Klone
(inklusive Klon A, PAGE-Strategie) wurden mehrere verschiedene Mitglieder,
unterscheidbar anhand von bis zu 25 Punktmutationen, bzw. einzelner Triplet-
Insertionen und —Deletionen detektiert (Abb. 4). Die durchschnittliche
Mutationsfrequenz der IgM*IgD*CD27" bzw. IgG" B-Zellen lag bei jeweils 4,2% und
6,2%, Ubereinstimmend mit Literaturangaben zu beiden Populationen (Klein et al.,
1998b).

Die klonale Entwicklung der verwandten Sequenzen wurde mittels
genealogischer Mutationsanalysen rekonstruiert und zeigte eine grofRe Vielfalt an
unterschiedlichen Formen der Baume (Abb. 4). Ein wichtiges Resultat der
Mutationsanalyse war, daR sich 6 der Klone (Abb. 4 H-N) aus frilhen IgM* und
spaten, Uberwiegend starker mutierten, IgG* GC-Abkdmmlingen zusammensetzten.
Dagegen lagen in den anderen 9 von 15 Klonen insgesamt (Abb. 4 A-G, O und P)

beide Zelltypen in einer vermischten Anordnung bezlglich ihrer GC-Abstammung
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vor. Bemerkenswerterweise waren diese 1gG* B-Zellen ebenfalls im Durchschnitt
starker mutiert als ihre IgM*-Geschwisterzellen. Zusatzlich konnten in zwei Klonen
(Abb. 4 E und M) IgM* und in einem Klon (Abb. 4 G) sogar IgM* und IgG* post-GC-B-

Zellen mit unmutiertem Vy-Gen gefunden werden.

Abbildung 4 Teil 1 (Klon A-F): Genealogische Rekonstruktion klonal verwandter
IgM™ und IgG" post-GC-B-Zellen
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Abbildung 4 Teil 2 (Klon G-M): Genealogische Rekonstruktion klonal verwandter
IgM* und IgG™ post-GC-B-Zellen
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Abbildung 4 Teil 3 (Klon N-P): Genealogische Rekonstruktion klonal verwandter
IgM™ und IgG" post-GC-B-Zellen

N ko)

.A
‘_‘

4 5 6 6 10 13 1
1 2 2 1 16

Abb. 4 (Teil 1 bis 3): Rekonstruktion der Entwicklung von post-GC-B-Zellklonen aus PB
anhand von Mutationsbaumen. Die Baume wurzeln in den Keimbahnsequenzen (kb) der Vy-
Gene. Griine Kreise reprasentieren IgM™ (M), braune Kreise IgG* (G) Mitglieder. Die Zahlen
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in den Kreisen hinter dem B-Zell-Typ entsprechen den Sequenz-Nummern, Zahlen davor
bezeichnen die Anzahl identischer Sequenzen (Aufschlisselung der Sequenz-Nummern
siehe unten). Gp ist die initiale IgG" Sequenz aufgrund derer der CDRIIl-spezifische Primer
entwickelt wurde. Leere Kreise symbolisieren putative Intermediate. Die Zahlen auf3erhalb
der Kreise geben die Anzahl der zusatzlichen Mutationen zum nachsthéheren (putativen)
Mitglied an. Ein schwarzes X auflerhalb eines Kreises bezeichnet putative Wurzeln
pradiversifizierter IgM* Klonmitglieder als Ausgangspunkt separater IgG* Verzweigungen. A:
Vy1-18 exprimierender Klon (PAGE-Strategie); B-M: Vy6-exprimiernde Klone (CDRIII-
Strategie); N-P: Vy3-23-exprimierende Klone (CDRIII-Strategie)
@ enthalt M1, M2, G6-13 und G17-21
® enthalt M1, M2, M6, M8, M10, G1, G4, G5, G7, G9 und Gp
¢ enthalt M2, M7, M14, M19, M20, M24, M28, M31, M33, M37, M39, M40, G1, G5, G7, G8,
G10, G17, G21-24 und G29
4 enthalt M2-6, M9, G4, G9, G18, G19, G21-23, G27 und Gp
¢ enthalt M15, M28, M43, M49 und M63
"enthalt M1-4, M6, M10, G1, G3 und G9
9 enthalt M12, M21, G4, G7, G8 und G10
9 enthalt M13, M20, M23 und M26-28
f‘ enthalt G3-5, G7, G8, G10-12, G15 und G18
"enthalt M1-3, M8, M10, M12 und M15
“ enthalt M3, M4, M6, M9 und M10
" enthalt M2, M8, M10 und M15
" enthalt G10, G11, G14 und Gp
™ enthalt G3, G9, G10, G14, G15 und G17
" Die Anzahl der Mutationen beinhaltet eine 3 bp-Deletion in Sequenz G31
P Die Anzahl der Mutationen beinhaltet eine 3 bp-Insertion in allen nachfolgenden
Sequenzen

Betrachtet man die allgemeine Form der verschiedenen Klone, fallt eine beachtliche
Diversitat auf. Ein Grofteil der Klone besteht aus vielen verschiedenen Mitgliedern,
die sich zu parallelen Verzweigungen mit unterschiedlichen Mutationsmustern
anordnen lassen. Daruber hinaus sind regelmaflig schwach mutierte, frithe GC-
Abkémmlinge gemeinsam mit spateren, starker diversifizierten Vy-Gen-Sequenzen
aufzufinden. Dies zeigt, dal® bereits frih in einer GC-Reaktion und fortwahrend in
ihrem Verlauf Gedachtnis-B-Zellen gebildet werden und das GC verlassen.

Unter der Annahme, dal} alle Mitglieder eine Klones gefunden werden
konnten, und identische Sequenzen aus derselben B-Zelle stammen, wurde eine
durchschnittliche Mitgliederzahl von 1000 B-Zellen (190 bis 3600) kalkuliert (siehe
2.10).

Zusammengefasst konnten mit zwei verschiedenen experimentellen
Strategien 15 verschiedene B-Zell-Klone aus 6 von 8 Blutspendern isoliert werden.
Die Klone nutzten Vy-Gene der Vu1, Vi3 oder der Vy6-Familien und setzten sich
zusammen aus klonal diversifizierten IgM*IgD*CD27" und IgG* B-Zellen. In 9 von 14
Klonen war ein Mutationsmuster aufzufinden, das sich nur mit einer gemeinsamen
GC-Erfahrung von IgM* und IgG* Mitgliedern eines Klones erklaren Iasst. Weiterhin

zeigte die Analyse der Mutationsbaume, dall Gedachtnis-GC-B-Zellen mit einer sehr
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hohen Diversitat wahrend der gesamten GC-Reaktion gebildet werden, wobei frihere

Abkdédmmlinge vornehmlich IgM* und spatere IgG™ sind.

3.3 Genexpressionsanalyse humaner B-Zell-Populationen aus PB

Das dritte Thema der vorliegenden Dissertationsschrift war eine Charakterisierung

von B-Zell-Populationen aus humanem peripharen Blut anhand von
Genexpressionsprofilen. Die Auswertung dieser Genexpressionsprofile ist noch nicht
abgeschlossen, im Folgenden werden erste Erkenntnisse aufgefuhrt.

Mit einer genomweiten Genexpressionsanalyse von naiven, IgM*lgD*CD27",
IgM-only und klassengewechselten B-Zellen soll die Verwandtschaft dieser B-Zell-
Populationen in Bezug auf ihre Genauspragung bestimmt werden. Weiterhin sollen
potentiell individuelle Genmuster aufgedeckt werden, die dann in weiterfiUhrenden
Studien als Anhaltspunkte fiur eine funktionelle Charakterisierung der einzelnen
Populationen dienen konnen.

Es wurden zu jeder der oben genannten B-Zell-Poulationen jeweils 5
Genexpressionsprofile erstellt. Die Profile stammen von sortierten B-Zellen aus
Vollblutspenden von insgesamt 9 verschiedenen Spendern. Hierbei wurde eine
weitgehende Uberlappung bei der Auswahl der Spender fiir die verschiedenen
Populationen angestrebt, jedoch konnten nur selten alle vier Populationen mit
ausreichender Ausbeute, Reinheit und RNA-Qualitat aus einem einzelnen Spender
isoliert werden. Daruber hinaus konnte die Isolierung einzelner Populationen aus
einem Spender nicht immer zeitgleich durchgefuhrt werden, z.B. wurden alle
klassengewechselten B-Zell-Profile aus separaten (wiederholten) Blutspenden
angefertigt. Tabelle 10 zeigt eine Ubersicht Uber die erstellten Genexpressionsprofile

und die jeweiligen Spender.

Tabelle 10: Aufschlisselung der Genexpressionsprofile und zugehdrigen Spender

Charge IgM-only IgM*IgD*CD27* Naiv Klassengewechselt

(M) (D) (N) (KW)

1 Spender 1 Spender 2 Spender 2 Spender 3

2 Spender 3 Spender 4 Spender 4 Spender 2

3 Spender 2 Spender 1 Spender 1 Spender 1

4 Spender 6 Spender 5 Spender 5 Spender 3

5 Spender 7 Spender 8 Spender 8 Spender 9
Verhaltnis 3/2 3/2 3/2 3/2

mannlich/ weiblich
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3.3.1 Bestimmung eines Verwandtschaftsgrades von B-Zell-Populationen
anhand hierarchischer Gliederung

Da der Phanotyp einer Zelle (d.h. ihre Eigenschaften und Fahigkeiten) die
Transkription eines bestimmten Genmusters voraussetzt, kann das Transkriptom
einer Zelle als hinreichendes Aquivalent ihres Phanotyps betrachtet werden (hierbei
werden z.B. translationelle Genregulationsmechanismen vernachlassigt). Da die
verwendeten Genexpressionsarrays (U133Plus_2.0 Arrays, Affymetrix) reprasentativ
sind fur das annahernd gesamte humane Transkriptom, kann der Grad einer
Verwandtschaft fur die untersuchten B-Zell-Populationen bestimmt werden.

Dies geschieht mit einer hierarchischen Gliederung der einzelnen Arrays
(siehe 2.13.1) anhand des Pearsonschen Korrelationskoeffizienten. Je starker zwei
Datensatze (oder zwei cluster) miteinander korrelieren, desto enger verzweigt
werden sie in einem genealogischen Baum dargestellt. Eine hierarchische
Gliederung Uber das gesamte Datenspektrum (54.675 probe sets) ware irrefuhrend:
sehr viele sogenannte Haushalts-Gene (engl. housekeeping genes) werden von allen
Populationen in einem mehr oder weniger gleichmaligen Rahmen transkribiert.
Gemeinsam mit technischen und auch biologischen Artefakten wirde man die
entsprechenden probe sets demnach als Hintergrundsignale bezeichnen, da sie auf
einen spezifischen Phanotyp bestimmter Populationen keinen direkten Einflu®
haben, aber dennoch in die Gesamtwertung einer Ahnlichkeitsmatrix Einflul
nahmen. Um eine genealogische Auswertung des Phanotyps - und nicht des
Hintergrundes - zu gewahrleisten, mul® fur eine hierarchische Gliederung gefiltert
werden.

Die 54.675 probe sets wurden nach folgenden Kriterien gefiltert: erstens nach
mindestens 2 present calls (nach MAS5) in wenigstens einer B-Zell-Population
(Kondition), womit alle Transkripte ausgeschlossen wurden, die nicht mehr als einmal
ein verlalliches Signal pro Kondition aufweisen konnten. Die Ubriggebliebenen
29.969 probe sets wurden zweitens nach aufsteigender Standardabweichung (engl.
standard diviation, SD) in Gruppen zusammengefasst, z.B. alle probe sets, die eine
SD >0,3 (12.918 probe sets), >0,4 (7.662 probe sets), >0,5 (4.717 probe sets), ...,
>1,5 (514 probe sets) in mindestens einer Kondition aufwiesen. Uber diese probe
set-Gruppen wurde hierarchisch gegliedert und mittels bootstrapping-Verfahren die
wahrscheinlichste (weil stabilste) Anordnung ermittelt. Trotz der starken

Einschrankung in der Anzahl der probe sets qilt eine solche hierarchische Gliederung
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als unsupervised und ist statistisch aussagekraftiger als eine supervised Analyse, da

sie sich auf allgemeine, nicht Konditions-bezogene experimentelle Parameter stitzt.
Die wahrscheinlichste hierarchische Gliederung von 20 Arrays aus je 5 naiven,

IgM*IgD*CD27", IgM-only und klassengewechselten B-Zell-Populationen ist in Abb. 2

gezeigt, sie war reproduzierbar flr ein Spektrum von 1000 bis 5000 probe sets.

Abbildung 2: Hierarchische Gliederung von 20 Genexpressionsprofilen humaner B-

Zell-Populationen aus PB
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Abb. 2: Hierarchische Gliederung (unsupervised) nach der Average-Linkage-Methode von je
5 Genexpressionsprofilen aus naiven (N, rot), IgM*IgD*CD27" (D, blau), IgM-only (M, griin)
und klassengewechselten (KW, gelb) B-Zellen. Sie basiert auf 4717 probe sets (SD>0,5),
Ahnlichkeitsmal ist die Pearson-Korrelation. Die Zahlen unter den Verzweigungen geben die
Reproduzierbarkeit dieses clusters (in %) in einem bootstrapping-Verfahren mit 100
Datensatzvariationen an. Verzweigungen ohne Zahl entsprechen 100%. Rechts:
Farblegende flir den Expressionsfaktor nach probe set-spezifischer Normalisierung.

Es war festzustellen, dal} die Profile sowohl naiver als auch klassengewechselter B-
Zellen separat gruppierten. Dies ist leicht nachzuvollziehen, beachtet man die jeweils
stark ausgepragten Areale Populations-spezifisch hoch bzw. niedrig exprimierter
Transkripte. Die Eingliederung der IgM-only-B-Zellen erfolgte klar auf Seiten der
klassischen Gedachtnis-B-Zellen, wahrend die IgM*IgD*CD27" B-Zellen aufsplitteten
in ein Verhaltnis von zwei Gedachtnis-B-Zell-dhnlichen und drei naive B-Zell-
ahnlichen Profilen. Das allgemeine Muster der Genexpression war in beiden
IgM*CD27" Populationen wesentlich diffuser und uneinheitlicher. Dies liegt zum
einen daran, da} die dominierenden Muster naiver und klassengewechselter B-
Zellen potentielle Areale aus gleichférmig exprimierten Transkripten der anderen
beiden Populationen zerpflicken. Zum anderen aber auch an einer generellen,
uberraschend hohen Variabilitat der Datensets untereinander, vergleicht man etwa
das Farbschema von D4 und D5 bzw. M2 und M3. Ebenfalls fallt auf, daf} trotz einer
Korrektur von Batch-Effekten mittels ComBat-Software nach wie vor die Profile aus
Batch 1 (N1+2, M1+2, D1+2, KW1+2) und Batch 2 (N3-5, M3, D3-5, KW3-5)
grundsatzlich zueinander ahnlicher waren. Batch 3 und 4 (M4 bzw. M5) fugten sich
ein zwischen die Ubrigen IgM-only B-Zellen.

Zusammengefasst gruppierten naive und klassengewechselte B-Zellen
separat Uber ein weites Spektrum an differentiell ausgepragten Transkripten. IgM-
only-B-Zellen erschienen verwandter mit klassengewechselten B-Zellen, wogegen
IgM*IgD*CD27'B-Zellen, gemessen an ihrem Genexpressionsprofil, eine
Zwischenform aus naiven und Gedachtnis-B-Zellen darstellten. Es ist wichtig
festzuhalten, dal} sich die dominanten Areale aus naiv- oder klassengewechselt-
spezifischen probe sets weder in den Genexpressionsmustern von IgM-only noch in
denen von IgM*IgD*CD27"B-Zellen wiederfinden lieRen.

3.3.2 Bestimmung eines Verwandtschaftsgrades von B-Zell-Populationen mit
PCA
Wahrend eine hierarchische Gliederung die Beziehungen zwischen vollstandigen

Datensatzen auf einzelne Korrelationskoeffizienten reduziert, stellt die PCA einen
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verfeinerten und differenzierteren Ansatz dar, verwandtschaftliche Beziehungen
aufzuschlisseln (siehe 2.13.2).

Die groRte analysierte Datenmenge umfasste probe sets mit mindestens zwei
present calls in wenigstens einer Kondition (29.969 probe sets); analysiert wurden
jeweils 5 Datensatze (Spender) pro Kondition (naive, IgM-only, IgM*IgD*CD27" und
klassengewechselte B-Lymphozyten). Die 29.969 probe sets wurden schrittweise
reduziert nach ihrer SD in wenigstens einer Kondition. Im Folgenden werden

Auszuge dieser separat berechneten PCA gezeigt (Abb. 5 und Abb. 6).

Abbildung 5: unsupervised PCA von B-Zell-Populationen aus PB
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Abb. 5: PCA von naiven (rot), IgM’IgD'CD27"(blau), IgM-only (grin) und
klassengewechselten (gelb) B-Zellen aus PB basierend auf je 5 Genexpressionsprofilen. Die
Lage im Koordinatensystem reflektiert die Ahnlichkeit der Populationen, definiert durch einen
maoglichst hohen Anteil der Gesamtvarianz (1., 2. bzw. 3. prinzipielle Komponente, PC,
Varianzanteil in Klammern, siehe Achsenbeschriftung).

A: PC1 gegen PC2 unsupervised PCA Uber 29.969 probe sets (SD> 0); B: wie in A, PC2
gegen PC3; C: PC1 gegen PC2 unsupervised PCA Uber 4.717 probe sets (SD> 0,5); D: PC1
gegen PC2 unsupervised PCA Uber 1.046 probe sets (SD> 1)
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Eine unsupervised PCA Uber die Genexpressionsprofile der vier B-Zell-Populationen
zeigte unabhangig von der Anzahl der probe sets ein hoher aufgeldstes Bild von den
Ahnlichkeiten der Profile untereinander. Wie in der hierarchischen Gliederung
bildeten sowohl naive (rot) als auch klassengewechselte (gelb) B-Zellen jeweils enge
cluster in allen Analysen (Abb. 5 A-D). Eine PCA Uber 29.969 probe sets (Abb. 5 A
und B) zeigte fUr die ersten beiden prinzipiellen Komponenten (PC1 und PC2), die
jeweils 26,98 bzw. 16,06% der Gesamtvarianz beinhalteten, eine wesentlich
schwachere Assoziation der IgM*IgD*CD27" B-Zellen mit den naiven B-Zellen. In der
PC1 war nur ein einzelnes IgM*IgD*CD27"-Profil deutlich, ein weiteres intermediar
mit naiven B-Zell-Profilen assoziiert. Dem gegenlber standen die drei restlichen
IgM*IgD*CD27"-Profile deutlich auf Seiten der klassengewechselten B-Zell-Profile.
Nahm man die PC2 hinzu (zusammen ca. 42% der Varianz), setzte sich der naive
cluster noch deutlicher von den CD27"*-Profilen ab. Abb. 5 B schlieRt PC3 mit ein, die
jedoch mit nur ca. 10% zusatzlicher Varianz wenig Aussagekraft beinhaltet. Da
sowohl PC2 und ansatzweise auch PC3 (zusammen ca. 30% Varianz) eine scharfe
Assoziation zweier IgM-only-Profile mit dem naiven cluster andeuteten, so stand dem
immer noch die gewichtigere PC1 mit ca. 27% Varianz gegenuber. Die Reduzierung
der probe set-Anzahl nach SD (Abb. 5 C und D) auf 4.717 und 1.046 verstarkte diese
Resultate. In beiden Fallen erklarten die jeweils ersten beiden PC zusammen ca. 50
bzw. 49% der Gesamtvarianz, wobei maximal zwei IgM*IgD*CD27"-Profile eine — je
nach PC — intermediare oder naive Assoziation aufwiesen. Der Grol3teil der Varianz
aus 20 Genexpressionsprofilen liel in einer unsupervised PCA drei von funf
IgM*IgD*CD27"-Profilen klar mit klassengewechselten, klassischen Gedéchtnis-B-
Zellen gruppieren.

Da laut hierarchischer Gliederung und auch in einer unsupervised PCA keine
eindeutige Ahnlichkeit aller IgM*IgD*CD27"-Profile zu denen von entweder naiven
oder klassengewechselten B-Zellen festzustellen war, wurde eine supervised PCA
durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden alle signifikant (p< 0,05; T-Test) differentiell
zwischen naiven und klassengewechselten B-Zellen Uber einen paarweisen
Vergleich ermittelt. Diese Genliste aus 2.322 probe sets wurde anschlieliend einer
PCA flr alle 20 Profile unterzogen (Abb. 6).
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Abbildung 4: supervised PCA von B-Zell-Populationen aus PB
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Abb. 6: supervised PCA von naiven (rot), IgM‘lgD"CD27"(blau), IgM-only (griin) und
klassengewechselten (gelb) B-Zellen aus PB basierend auf je 5Genexpressionsprofilen. Die
Lage im Koordinatensystem reflektiert die Ahnlichkeit der Populationen, definiert durch einen
maoglichst hohen Anteil der Gesamtvarianz (PC1 bzw. PC2, Varianzanteil in Klammern). A:
PC1 von 2.322 zwischen naiven und klassengewechselten B-Zellen differentiell
ausgepragten probe sets (p< 0,05, T-Test); F: wie in E, PC1 gegen PC2

Die supervised PCA der vier B-Zell-Populationen unterstrich mit der PC1 (ca. 56%
der Varianz) den Eindruck aus den unsupervised PCA, dal IgM*IgD*CD27" B-Zellen
klassengewechselten B-Zellen ahnlicher sind als naiven. Wenn auch nach wie vor
die beiden IgM*IgD*CD27"-Profile tendenziell einen ,naiveren“ Phanotyp aufzeigten
als ihre Gegenstlicke aus drei anderen Spendern, stieg der Gesamtabstand der
Population zu naiven Profilen (Vergleich PC1 aus Abb. 5 A und C mit Abb. 6 A, Abb.
5 D reflektiert zu wenige probe sets flr einen gultigen Vergleich mit Abb. 5 A).

Hierbei ist jedoch zu beachten, dal® ausschliellich probe sets analysiert
wurden, die mutmallich eine wichtige Rolle in entweder naiven oder
klassengewechselten B-Zellen spielen, was einen verzerrten Eindruck auf die
Eigenschaften von IgM*CD27" B-Zellen vermitteln kann. D.h. in einer so restriktiven
Analyse wie der angewandten supervised PCA ware eine deutlichere Assoziation
von mutierten IgM-B-Zell-Populationen mit einer der beiden Extreme zu erwarten
gewesen. Nahm man zusatzlich zu PC1 die PC2 (ca. 13%) hinzu (Abb. 6 B), so
setzten sich die IgM*CD27" B-Zellen ebenfalls von klassengewechselten Profilen ab
und bildeten ein eigenstandiges cluster.

Zusammengefasst waren beide IgM*CD27" B-Zell-Populationen im Schnitt

klassengewechselten B-Zellen dhnlicher als naiven, wobei IgM*IgD*CD27" B-Zellen
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naher zu naiven B-Zellen tendierten als IgM-only B-Zellen. Eine supervised PCA
suggerierte eine Eigenstandigkeit beider Populationen und nicht eine eindeutige

Verwandtschaft mit naiven oder klassengewechselten B-Lymphozyten.

3.3.3 Charakterisierung von B-Zell-Populationen aus PB mit paarweisen
Vergleichen ihrer Genexpressionsprofile

Uber paarweise Vergleiche werden die Genexpressionsprofile naiver,
IgM*IgD*CD27", IgM-only und klassengewechselter B-Zellen auf eine statistisch
signifikante differentielle Auspragung von Transkripten untersucht. Auf diese Weise
sollen Genmuster aufgedeckt werden, die eine madglichst umfassende
Charakterisierung einzelner Populationen erméglichen. Solche Charakterisierungen
kénnen grundsatzlich nur auf biologische Funktionen hinweisen; sie bedtrfen einer
Verifizierung durch z.B. Proteinanalysen oder funktionelle Studien.

Fur eine Ubersicht wurden alle probe sets mit mindestens zwei present calls in
wenigstens einer Kondition (29.969 probe sets) in den 6 mdglichen paarweisen
Vergleichen auf einen mindestens 2-fachen Unterschied zwischen jeweils zwei
Konditionen gefiltert. In einem zweiten Schritt wurde fir jedes probe set ein
statistischer  Test (T-Test) durchgefihrt, probe sets mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit > 0,05 wurden verworfen. Im Anschluf3 daran wurden alle
probe sets, die das gleiche Transkript erkennen, auf dasjenige mit der hochsten
Signalintensitat reduziert, d.h. probe sets kollabieren zu differentiell ausgepragten
Genen. Tabelle 11 zeigt eine Ubersicht tber die Anzahl der als differentiell exprimiert

deklarierten Gene zwischen den einzelen Paaren.

Tabelle 11: Anzahl der differentiell ausgepragten Gene in B-Zell-Populationen

Naive IgM*IgD*"CD27"* IgM-only Klassengewechselte

Naive 789 1105 1125
IgM*IgD*CD27" 19 (121)® 422
IgM-only 509

Klassengewechselte
@ Der Wert in Klammern steht fir eine Genliste, die mit relaxierter Benjamini-Hochberg-
Adjustierung (FDR = 10%) erstellt wurde. Das Vermeiden einer allzu stringenten Statistik soll
einer Maskierung geringer Unterschiede zwischen den einander sehr ahnlichen Datensatzen
der IgM*IgD*CD27" und IgM-only-B-Zellen entgegenwirken.

Die vorliegende Dissertationsschrift fokussiert sich auf eine Charakterisierung der

IgM*IgD*CD27* B-Zellen anhand von Funktionen, die sie von naiven und
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klassengewechselten B-Zellen unterscheiden. Werte fir IgM-only B-Zellen sind zwar
weiterhin angezeigt, nehmen aber keinen Einflul auf die Berechnungen.

Zunachst wird eine Genliste von 214 Genen (390 probe sets) erstellt, die als
differentiell ausgepragt zwischen IgM*IlgD*CD27" und gleichzeitig naiven und
klassengewechselten B-Zellen gefunden wurden (Anhang A4). Spezifische
Unterschiede zu IgM-only B-Zellen waren kein Kriterium der Analyse. Die Liste von
214 IgM*IgD*CD27"-spezifischen Genen wurde kategorisiert in: Gene verschiedener
Signaltransduktionswege, der Zellzyklusregulation des Zytoskeletts und der
extrazellularen Matrix, Transkriptionsfaktoren und Zelladhasionsmolekiile (Anhang
A4). Ebenfalls waren 51 putative Transkripte von offenen Leserastern und 55 weitere
funktionell nicht naher charakterisierte Transkripte Teil der 390 probe sets. Diese 106
Elemente wurden von der Analyse ausgeschlossen. Die Liste von 214 Genen wurde
manuell auf Schllisselelemente gepruft. Dies waren Gene bzw. Kategorien, die eine
wichtige Funktionen in Lymphozyten ausuben oder sich durch hohe
Expressionsfaktoren zwischen den Populationen auszeichnen. Auch Kategorien mit
auffallend vielen Mitgliedern (z.B. ,Aufbau und Regulation Zytoskelett”) oder mit
definierter Funktion in B-Lymphozyten (z.B. BCR-Signalweg, Ca**-Signalweg etc.)
wurden als potentielle Hinweise auf Besonderheiten von IgM*IgD*CD27" B-Zellen in
Betracht gezogen.

Um solche Besonderheiten zu untermauern (oder verwerfen) wurden mittels
Literatur-/ Gendatenbank-Recherche Listen von Genen erstellt, fir deren einzelne
Mitglieder eine Verwandtschaft oder funktionale Verknipfung mit den
Schlisselelementen bekannt ist. Diese Genlisten wurden in paarweisen Vergleichen
Uber drei Konditionen (naive, IgM*IgD*CD27" und klassengewechselte B-Zellen) auf
ihre statistisch signifikant differentiell exprimierten Mitglieder reduziert anhand einer
Varianzanalyse (p < 0,05) und paarweisem Tukey-Test (p < 0,05) unter
Berucksichtigung einer FDR nach Benjamini und Hochberg. Im weiteren Verlauf der
Dissertationsschrift werden Gene, die diese Kriterien erflllten, kurz als ,differentiell
exprimierte Gene“ aufgeflhrt. Es ist wichtig zu bemerken, dal3 die paarweisen
Vergleiche auf allen 54.675 probe sets basierten. Daraus resultierte, dald hier
ebenfalls Gene mit einem Expressionsfaktor < 2, mit nur einem present call oder mit
Expressionsunterschieden in nur einer der drei Konditionen in die Analyse
eingeschlossen waren. Dieser Strategiewechsel geschah, damit nicht langer
Transkriptionsmuster fir eine Charakterisierung bestimmt, sondern einzelne

Elemente daraus umfassend ausgewertet werden konnten. Der Filter fur nicht
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exprimierte Gene liegt nicht mehr in der Betrachtung von present /| absent calls,
sondern in einer verstarkt konservativen statistischen Varianzanalyse.

Im Folgenden werden die wichtigsten Resultate dieser paarweisen Vergleiche
vorgestellt. Ein GroRteil der 214 IgM*IgD*CD27"-spezifischen Gene (Anhang A4)
kodierte flr Rezeptoren und Signaltransduktionsmolekiile. Besonders eine Kategorie
aus 22 Mitgliedern der BCR-Signaltransduktion stach hervor. Basierend auf Online-
Datenbanken (Tabelle 1) wurde eine Liste aus 55 Genen zusammengestellt, die
unmittelbar an der Rezeption, Modifikation und Weitergabe von Signalen einer BCR-
Kreuzvernetzung beteiligt sind (nicht gezeigt). Gene der schweren und leichten Kette
des BCR wurden entfernt. Diese Liste wurde erstens nach ,differentieller Expression®
(s.0.) und zweitens nach einem Mindestsignalwert von 50 in mindestens 5
Datensatzen einer Kondition gefiltert. Ein Mindestsignalwert von 50 wurde gewahlt,
weil probe sets mit niedrigerem Signalwert - trotz Normalisierung - eher statistische
Fluktuation (Hintergrundrauschen) als regulare Expression reprasentierten (nicht
gezeigt). Ebenfalls befinden sich Signalwerte von nicht-B-Zell-Genen (z.B. T-cell
receptor alpha chain, TCRA) in der Regel auf einem Niveau unter 50 (nicht gezeigt).
Die resultierende Liste aus 29 Genen wurde eingeteilt in solche, die dem Kern-
Signaltransduktionspfad angehoéren (Abb. 7 A) und solche, die entweder verstarkend
(Abb. 7 B) oder dampfend auf ein BCR-Signal wirken (Abb. 7 C).

Abbildung 7: Differentiell exprimierte Gene der BCR-Signaltransduktion
A
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Abb. 7: Abgebildet sind die Signalwerte von probe sets mit der hdchsten Signalintensitat von
allen probe sets eines Transkriptes. Die Signalwerte liegen probe set-spezifisch normalisiert
vor (engl. per-Gene-normalization) und sind tabellarisch aufgelistet nach Kondition/
Datensatz und Gensymbol. Die Legende gibt Auskunft tGber ein Expressions-Spektrum von
5-fach héherer (rot) bis zu 5-fach niedrigerer (griin) Signalintensitat eines probe set-
Mittelwertes (schwarz). Gezeigt sind statistisch signifikant differentiell exprimierte Gene mit
einem Mindestsignalwert von 50. A: Gene des zentralen BCR-Signaltransduktionsweges; B:
Gene mit kostimulierendem Einfluk; C: Gene mit inhibierendem EinfluR auf die BCR-
Signalweitergabe.

Neben Genen der BCR-Signaltransduktion sind Moleklle der BCR-Kostimulierung
(CD19, CD80, CD86) (Fearon und Carter, 1995; Linsley et al., 1994) und auch —
Inhibierung (Fcy-receptor 2 (FCGR2), CD22, CD72) (Fournier et al., 2008;
Kumanogoh et al., 2000; Ravetch und Lanier, 2000) ungleich stark ausgepragt. Von
den insgesamt 29 Genen sind 18 Gene mit einer besonderen Gewichtung in naiven
oder klassengewechselten B-Zellen exprimiert, 11 Gene zeigen jedoch ein
Expressionsmuster, das auf Besonderheiten von IgM*IgD*CD27" bzw. IgM-only-B-
Zellen in Bezug auf BCR-Signalverarbeitung schlieen lasst. Es ist wichtig zu
bemerken, dall kaum eines der Gene einen mittleren Signalwert von 50 in einer
Kondition unterschritt (nicht gezeigt). Das bedeutet, dal} zwar deutliche Unterschiede
im Expressionsniveau der Signalmolekule vorliegen, jedoch alle Faktoren prinzipiell
jeder Population zur Verfugung stehen. Ausnahmen dazu sind nucleotidase 5E
(NT5E, CD73), CD38 und lymphocyte cytosolic protein 2 (LCP2); deren Transkripte
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sind nicht in mutierten IgM* B-Zellen nachweisbar. Auch raft linker protein 1
(RFTN1), leukocyte immunoglobulin-like receptor 4 (LILR4) und FCGR2 (CD32) sind
interessant im Hinblick auf eine mogliche Einzigartigkeit der BCR-Signalverarbeitung
in IgM*CD27" B-Zellen.

Eine der wichtigsten Konsequenzen der BCR-Kreuzvernetzung ist eine
Modulierung der intrazellularen Kalzium-Konzentration als ,second messenger®
(Engelke et al., 2007; Oh-hora und Rao, 2008). Da neben Unterschieden in der BCR-
Signaltransduktion auch einige Gene des Ca'’-Signalweges als differentiell
exprimiert in IgM*IgD*CD27" B-Zellen vorlagen (Anhang A4), lag es nahe ebenfalls
zu diesem Signalweg eine umfassende Genliste (ca. 250 Gene) zu erstellen und auf
Signifikanz zu testen. Quelle fir diese Genliste waren die gangigen Datenbanken
(Tabelle 1) und zusatzlich eine Auswahl aktueller Primarliteratur (Dolmetsch et al.,
1997; Engelke et al., 2007; Kurosaki et al., 2000; Lewis, 2003; Oh-hora und Rao,
2008; Prakriya und Lewis, 2003). Ein signifikantes Muster wie in der BCR-
Weitergabe war Uber eine breite Palette von Genen der Ca'*-Signaltransduktion
nicht aufzufinden (nicht gezeigt). Zwar differierten wichtige Gene fur die unmittelbare
BCR-Ca"*-Transduktion (STIM1-2, ORAI1-3) (Gwack et al., 2007; Prakriya et al.,
2006) statistisch signifikant in ihrer Expression (leicht erhdht in naiven und
IgM*IgD*CD27* B-Zellen), jedoch war der Expressionsfaktor < 1,3 und die
Signalwerte in allen Konditionen so hoch, daf® eine funktionelle Wirkung
unwahrscheinlich ist (nicht gezeigt). Interessant dagegen erschien das
Expressionsmuster von Inositol-Triphosphat-Rezeptoren (ITPR), essentiellen
Mediatoren des store operated calcium release (SOCR) nach BCR-Kreuzvernetzung

(Sugawara et al., 1997).

Abbildung 8: Differentielle Expression von Rezeptoren fir SOCR-Regulation

Klassen-
gewechselte

ITPRZ-----@@@@@-----MMMMM
ITPR2
ITPR2
ITPR1
ITPR1

Naive ‘ IgM-only ‘IgM+IgD+CD27+‘

ITPR1
ITPR3
ITPR3

0,2

Abb. 8: Abgebildet sind die signifikant unterschiedlichen (ANOVA und Tukey-Test)
Signalwerte von allen probe sets fir Transkripte von ITPR1-3. Die Signalwerte sind per-
Gene-normalisiert und nach Kondition und Gensymbol geordnet. Farblegende:
Signalmittelwert = 1 (schwarz), 5-fach héher (rot) und 5-fach niedriger (grin).
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Die Expressionsunterschiede von ITPRs (besonders Typ1 und 2) sind gegenlaufig in
mutierten IgM* bzw. naiven und klassengewechselten B-Zellen. IgM*lgD*CD27" B-
Zellen enthalten vermehrt Transkripte fur ITPR1 (ca. 1,5-fach), dafir weniger ITPR2
(ca. 4-fach) und ITPR3 (ca. 1,3-fach) (Abb. 8).

Eine unterschiedliche und kombinatorische Expression der drei Inositol-
Triphosphat-Rezeptoren bestimmt eine Selektivitat bezuglich dreier
Transkriptionsfaktoren in Lymphozyten (Dolmetsch et al., 1997; Li et al., 1998). Diese
Transkriptionsfaktoren mit zentralen Funktionen in B-Lymphozyten (Matthias, 1998;
Oh-hora und Rao, 2008) sind nuclear factor kB (NFkB), octamer binding transcription
factor 1 (Oct1) und nuclear factor of activated T-cell (NFAT) (Choi et al.,, 1994;
Dolmetsch et al., 1998). Eine differentielle Expression dieser drei
Transkriptionsfaktoren (bzw. ihrer Untereinheiten) ist nicht signifikant (nicht gezeigt)
und liel®e nur schwerlich eine Aussage Uber ihre Aktivitat zu, da diese hauptsachlich
auf Protein-Ebene reguliert wird. Zur Verifizierung eines Einflusses der jeweiligen
ITPR-Zusammensetzungen auf eine Selektivitat bezlglich NFkB, Oct1 und NFAT,
wurden Listen putativer Zielgene erstellt. Diese Listen beruhen ausschlieldlich auf
den Motiv-basierenden Genlisten (C3) der MSigDB. Samtliche Gene mit putativen
cis-Bindestellen fir NFxB, Oct1 und/oder NFAT (initial jeweils 96, 555 und 902
Gene) wurden manuell auf Gene mit bekannter Funktion in B-Lymphozyten reduziert.
Daraus resultierten 62, 92 bzw. 155 differentiell exprimierte Gene (65%, 17% und
17% der initialen Listen) mit Signalwerten > 50 in mindestens einer Kondition (Abb.
9-11). 35 Gene aus diesen Genlisten waren in mehr als einer dieser Listen enthalten,
IL6 und inhibitor of NFkB (NFKBIA) wurden von allen drei Transkriptionsfaktoren
reguliert (nicht gezeigt). Daruber hinaus waren 27 Gene der Liste mit
IgM*IgD*CD27"-spezifischer Expression (214 Gene) ebenfalls Zielgene von NFkB,
Oct1 und/oder NFAT (nicht gezeigt).
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Abbildung 9: Differentiell exprimierte Zielgene von NFxB
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Abb. 9: Abgebildet sind die signifikant unterschiedlichen (ANOVA und Tukey-Test)
Signalwerte von in naiven, IgM*IlgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen differentiell
exprimierten Zielgenen des Transkriptionsfaktors NFxB. Gezeigt ist das jeweils
signalintensivste probe set. Die Signalwerte sind per-Gene-normalisiert und nach Kondition
und Gensymbol geordnet. Farblegende: Signalmittelwert = 1 (schwarz), 5-fach hdher (rot)
und 5-fach niedriger (grin).
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Abbildung 10: Differentiell exprimierte Zielgene von Oct1
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Abb. 10: Abgebildet sind die signifikant unterschiedlichen (ANOVA und Tukey-Test)
Signalwerte von in naiven, IgM*IlgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen differentiell
exprimierten Zielgenen des Transkriptionsfaktors Oct1. Gezeigt ist das jeweils
signalintensivste probe set. Die Signalwerte sind per-Gene-normalisiert und nach Kondition
und Gensymbol geordnet. Farblegende: Signalmittelwert = 1 (schwarz), 5-fach hdher (rot)
und 5-fach niedriger (grin).
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Abbildung 11: Differentiell exprimierte Zielgene von NFAT
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Abb. 11: Abgebildet sind die signifikant unterschiedlichen (ANOVA und Tukey-Test)
Signalwerte von in naiven, IgM*IlgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen differentiell
exprimierten Zielgenen des Transkriptionsfaktors NFAT. Gezeigt ist das jeweils
signalintensivste probe set. Die Signalwerte sind per-Gene-normalisiert und nach Kondition
und Gensymbol geordnet. Eine Liste mit den entsprechenden Gensymbolen ist zu finden in
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Anhang A5. Farblegende: Signalmittelwert = 1 (schwarz), 5-fach héher (rot) und 5-fach
niedriger (grin).

Die Zielgene von NFkB, Oct1 und NFAT (Abb. 9-11) zeigten ein differentielles
Expressionsmuster mit bis zu 50-fachem Unterschiede im Transkriptionsniveau. Die
meisten Gene waren besonders stark oder schwach in naiven oder
klassengewechselten B-Zellen transkribiert; sowohl IgM*IgD*CD27" als auch IgM-
only B-Zellen zeigten hier ein intermediares Expressionsniveau. Es ist interessant zu
bemerken, dald Gene, die einen klassengewechselten Phanotyp ausmachten (hoch
in klassengewechselten B-Zellen), optisch keinen Unterschied zwischen
IgM*IgD*CD27" und IgM-only B-Zellen aufwiesen. Jedoch waren Gene, die einen
naiven Phanotyp bedingten tendenziell leicht starker in IgM*IgD*CD27" B-Zellen
transkribiert (beachte Abb. 10 und 11). Dartber hinaus enthielten die Listen zu NFkB,
Oct1 und NFAT jeweils 6, 25 und 37 Gene (10%, 27% und 24%), die spezifisch in
IgM*IgD*CD27" und IgM-only B-Zellen (nicht) transkribiert werden.

Zusammengefasst konnte fir Gene der BCR-Signaltransduktion, der Ca*'-
Signalweitergabe und jeweils 17%, 17% bzw. 65% der Zielgene von NFkB, Oct1 und
NFAT ein deutliches Expressionsmuster fir naive, IgM*IgD*CD27", IgM-only und
klassengewechselte B-Zellen festgestellt werden. Diese Unterschiede sind wertvolle
Anhaltspunkte fiir Populations-spezifische Charakteristika bei der Ca**-abhangigen
Signaltransduktion.

Es existiert eine Vielzahl weiterer Rezeptoren und signalgebender Molekule,
die einen Einfluly auf B-Lymphozyten oder ihre Interaktionspartner austiben kdnnen.
In Abb. 12 ist eine Auswahl solcher Rezeptoren und Transmitter mit signifikant
unterschiedlicher Expression in mindestens einer Kondition aufgefthrt. Die Gene fir
diese Analyse rekrutierten sich aus den Ublichen Datenbanken (Tabelle 1). Um die
zunachst sehr grole Liste (fast 500 Gene) auf wesentliche Unterschiede zu
beschranken, wurde hier ein Schwellenwert von 150 (mittlere Signalintensitat) in

mindestens einer Kondition festgelegt.
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Abbildung 12: Differentiell exprimierte Hormone, Interleukine, Wachstumsfaktoren
und Rezeptoren
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Abb. 12: Abgebildet sind die signifikant unterschiedlichen (ANOVA und Tukey-Test)
Signalwerte von in naiven, IgM*IlgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen differentiell
ausgepragten Rezeptoren und Signaltransmittern. Gezeigt ist das jeweils signalintensivste
probe set. Die Signalwerte sind per-Gene-normalisiert und nach Kondition und Gensymbol
geordnet. Farblegende: Signalmittelwert = 1 (schwarz), 5-fach hoéher (rot) und 5-fach
niedriger (grin).

0,2

Interleukine, Chemokine, Tumornekrosefaktoren, Interferone und deren Liganden
(Rezeptoren) gehoren zur Gruppe der Zytokine und sind die wichtigsten Molekle fur
Zellkommunikation im Immunsystem (Janeway und Travers, 1997). Ihre Funktionen
sind so divers, dal® an dieser Stelle nicht detailliert auf jedes einzelne Mitglied der
Liste in Abb. 12 eingegangen werden kann. Es sei hier auf einige Gene mit sehr
hohen Expressionsfaktoren (5-10-fach) hingewiesen, die an anderer Stelle (siehe
Diskussion) erschopfender diskutiert werden. Das Zytokin Interleukin 6 (IL6) wurde
beinahe ausschlieRlich von IgM*CD27" B-Zellen transkribiert, wahrend sein Rezeptor
(IL6R) vermehrt in klassengewechselten B-zellen gefunden wurde. Die
Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCRS5 hatten beide - im Vergleich zu naiven —
wesentlich niedrigere Transkriptionsniveaus in CD27" B-Zellen. Reziprok dazu
konnte Epstein-Barr virus-induced gene 2 (EBI2) verstarkt in CD27" B-Zellen

ausgepragt vorgefunden werden. Letztlich seien noch die Rezeptoren fur IL4, IL10
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und IL13 erwahnt. Die Transkription dieser Ketten (IL4R und IL13RA) geschah
hauptsachlich in naiven und klassengewechselten B-Zellen. Im Gegensatz dazu war
der Rezeptor fur IL10, ebenfalls ein wichtiger Stimulator flir B-Lymphozyten,
vornehmlich in IgM*CD27" Zellen aufzufinden.

Adrenergic beta receptor 2 (ADRB2) wurde vornehmlich von mutierten IgM™* B-
Zellen ausgebildet, naive und klassengewechselte B-Zellen hatten sehr geringe
Transkriptionswerte. Umgekehrt verhielt es sich fur einen Serotonin-Rezeptor
(HTR3A), dieser schien in IgM-only und IgM*IgD*CD27" B-Zellen zu fehlen.

AbschlieBend sei erwahnt, dal ca. 50% der in naiven, IgM*IgD*CD27" oder
klassengewechselten  B-Zellen  hoch  differentiell  exprimierten  Zytokine/
Zytokinrezeptoren und anderer Signalmolekile aus Abb. 12 ein Expressionsmuster
spezifisch flr mutierte IgM* B-Zellen aufweisen. Zusammen mit den oftmals
dramatischen Einflissen auf B-Lymphozyten und deren Interaktionspartner ist diese
Genliste vermutlich eine spannende Quelle fir Ansatze zu funktionellen Studien.

IgM*IgD*CD27" B-Zellen wurden als migrierendes Pendant zu MGZ-B-Zellen
vorgeschlagen (Weller et al., 2004). Da fur die Ausbildung eines MGZ-B-Zell-
Kompartimentes in Maus und Mensch der Notch2-Signalweg eine wichtige Rolle
spielt (Kuroda et al., 2003; Pillai et al., 2004; Saito et al., 2003; Scheeren et al.,
2008), war es interessant zu untersuchen, ob eine Notch-Signatur (oder Spuren
davon) in IgM*CD27" B-Zellen gefunden werden konnten (siehe auch Anhang A4:
Whnt-/ Hegehog-/ Notch-Signalweg). Zu diesem Zweck wurde aus Datenbank-Quellen
und Primarliteratur (Borggrefe und Oswald, 2009) eine Liste von Notch-
Signaltransduktions- und —Zielgenen erstellt (ca. 80 Gene) und auf signifikante

Expressionsunterschiede getestet (Abb. 13).
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Abbildung 13: Differentiell exprimierte Notch-Signaltransduktions- und —Zielgene
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Abb. 13: Abgebildet sind die signifikant unterschiedlichen (ANOVA und Tukey-Test)
Signalwerte von in naiven, IgM*IlgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen differentiell
ausgepragten Gene des Notch-Pfades und seiner Zielgene. Gezeigt ist das jeweils
signalintensivste probe set. Die Signalwerte sind per-Gene-normalisiert und nach Kondition

und Gensymbol geordnet. Farblegende: Signalmittelwert = 1 (schwarz), 5-fach hdher (rot)
und 5-fach niedriger (grin).

Eine Notch-Signatur war in IgM*lgD*CD27" B-Zellen nicht erkennbar. Nur 37 der 162
probe sets hatten Signalwerte Uber 50, von ca. 80 Genen waren nur 9 signifikant
differentiell exprimiert (Abb. 13). Weiterhin ergab sich kein Expressionsmuster, das
auf IgM*IgD*CD27" B-Zellen gewichtet war, sondern ein eher diffuses Bild, das hohe
Transkriptionslevel nur in naiven B-Zellen zeigte. Dem Gesamteindruck, dal} eine
schwache Transkriptmenge konsistent in IgM*lgD*CD27" B-Zellen vorliegt, muB
entgegengehalten werden, dal} die Unterschiede im Transkriptionslevel zu IgM-only
oder klassengewechselten B-Zellen sehr niedrig sind (< 1,5). SchlieRlich fehlten
essentielle Zielgene von Notch, wie etwa Homolog of Enhancer of Split (HES); der
Transkriptionsfaktor 3 (TCF3) war sogar starker in naiven bzw. klassengewechselten
B-Zellen ausgepragt.

Ein ahnliches Bild ergab sich fir Gene des Wingless-Type MMTYV Integration
Site Family (Wnt)-Signalweges; auch hier war keiner der Populationen eine deutliche

Signatur aus differentiell ausgepragten Genen zuzuweisen (Abb. 14).

Abbildung 14: Differentiell exprimierte Gene der WNT-Signaltransduktion
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Abb. 14: Abgebildet sind die signifikant unterschiedlichen (ANOVA und Tukey-Test)
Signalwerte von in naiven, IgM*IgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen differentiell
ausgepragten Gene des WNT-Pfades. Gezeigt ist das jeweils signalintensivste probe set.
Die Signalwerte sind per-Gene-normalisiert und nach Kondition und Gensymbol geordnet.
Farblegende: Signalmittelwert = 1 (schwarz), 5-fach héher (rot) und 5-fach niedriger (grin).

Ebefalls zeigten Zielgene des WNT-Signalweges (Zyklin D1-3, Baculoviral IAP-
repeat containing (BIRC), X-linked Inhibitor of Apoptosis, (XIAP) (enthommen aus
KEGG) keine signifikanten Unterschiede, einzig Actin Gamma 1 (ACTG1) jedoch
nicht Actin Beta (ACTB) (nicht gezeigt). Bemerkenswert ist die Transkription der
Gene Wnt3 und Wnt16, sie waren die einzigen fir mutierte IgM* B-Zellen
spezifischen Gene, wiesen Signalwerte zwischen 200 wund 700 bzw.
Expressionsfaktoren von 3- bis 5- fach auf. Uber die Rolle von Wnt3 oder Wnt16 in
Lymphozyen ist wenig bekannt, Wnt16 ist auf Pra-B-Zellen ausgepragt (Muschen et
al.,, 2002). Eine plausible Erklarung fir die Expression beider Gene ware eine
Signalwirkung auf interagierende Zelltypen (MacDonald et al., 2009).

Zusammengefasst zeigt keine der analysierten B-Zell-Populationen eine
Notch- oder Wnt-Signatur. Die 8 Gene aus der Liste mit mehr als 2-fachem
Expressionsunterschied (Anhang A4) tauchen zwar in der Analyse wieder auf,
ergeben jedoch kein konsistentes Bild.

Eine jungere Untersuchung an humanen naiven, IgM*CD27" und
klassengewechselten B-Zellen aus der Milz konnte zeigen, daR CD27" B-Zellen —
unabhangig von externen Stimuli — schneller in Proliferation gehen als naive B-Zellen
(Good und Tangye, 2007). Ursache hierfir war die Expression von
Zellzyklusregulatoren in naiven B-Zellen, welche eine Zellzyklusruhe (Quieszenz)
bewirken (Krippel-like factor 4, (KLF4), KLF9 und promyelocytic leukemia zinc-
finger, (PLZF)). Da mehrere solche Faktoren in der Liste aus 214 IgM*IgD*CD27"-
spezifischen Genen auftraten, wurde eine Liste wichtiger Zellzyklus-Repressoren
(KLFs, forkhead transcription factor O (FOXO) und cyclin dependent kinase inhibitor
(CDKN) (Richards et al., 2008) auf signifikante Expressionsmuster getestet (Abb.
15).
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Abbildung 15: Differentiell exprimierte Zellzyklus-Repressoren und CDK6
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Abb. 15: Gezeigt sind die signifikant unterschiedlichen (ANOVA und Tukey-Test)
Signalwerte von in naiven, IgM*IgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen differentiell
ausgepragten Zellzyklus-Repressoren und CDKG6. Gezeigt ist das jeweils signalintensivste
probe set. Die Signalwerte sind per-Gene-normalisiert und nach Kondition und Gensymbol
geordnet. Farblegende: Signalmittelwert = 1 (schwarz), 5-fach hoéher (rot) und 5-fach
niedriger (grin).

In der vorliegenden Analyse konnte eine verstarkte Expression von KLF4, KLF9 und
PLZF (ZBTB16) in naiven B-Zellen bestatigt werden (Good und Tangye, 2007).
Dartber hinaus zeigten FOXO1 und KLF3 ein vergleichbares Expressionsmuster mit
ahnlichen Transkriptionsunterscheiden (zwischen 3- und 10-fach). Wahrend KLF6
umgekehrt dazu in CD27" B-Zellen 2-fach hdher exprimiert vorliegt, sind auerdem
noch KLF8, KLF11 und CDKN1A/2A vornehmlich auf Seiten der
klassengewechselten B-Zellen besonders stark vertreten. Eine besondere
Expression zeigt KLF10: aulder probe sets flir Immunglobulin D (IGHD) zeigt kaum
ein Gen eine so deutliche Ubereinstimmung von naiven und IgM*IgD*CD27" B-Zellen
(nicht gezeigt). KLF7 wiederum ist spezifisch fur naive bzw. klassengewechselten B-
Zellen. Ein weiteres Gen, cyclin dependent kinase 6 (CDKB6), ist kein Zellzyklus-
Repressor sondern (gemeinsam mit CDK4) am Ubergang von der Go/G1 zur S-Phase
des Zellzyklus beteiligt (Guan et al., 1994). Das weitgehend redundante CDK4 liegt
nicht differentiell transkribiert vor (nicht gezeigt).

Erganzend zu Untersuchungen an B-Zell-Populationen aus Milzgewebe
konnte eine Reihe weiterer Zellzyklus-Regulatoren mit moglichen spezifischen
Funktionen in entweder naiven, IgM*IgD*CD27" und/oder klassengewechselten B-
Zellen identifiziert werden.

Zwei weitere Gen-Kategorien wurden aus Datenbanken (Tabelle 1) erganzt
und auf signifikante Expressionsmuster untersucht: Zelladhasionsmolekile (Abb. 16)
und Gene des Zytoskelettes (Abb. 17).
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Abbildung 16: Differentiell exprimierte Zelladhasionsmolekile
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Abb. 16: Gezeigt sind die signifikant unterschiedlichen (ANOVA und Tukey-Test)
Signalwerte von in naiven, IgM*IlgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen differentiell
ausgepragten Zelladhasionsmolekilen. Gezeigt ist das jeweils signalintensivste probe set.
Die Signalwerte sind per-Gene-normalisiert und nach Kondition und Gensymbol geordnet.
Farblegende: Signalmittelwert = 1 (schwarz), 5-fach héher (rot) und 5-fach niedriger (grin).

Eine Liste aus ca. 200 Genen, wurde erstellt aus cellular adhesion molecules (CAM),
Lektinen, Selektinen, Cadherinen und Integrinen (nicht gezeigt). Diese
Adhasionsmolekile vermitteln Zellkontakte zu anderen Zellen oder Geweben, zur
extrazellularen Matrix oder I6slichen Proteinen. Obwohl oftmals nur wenig Uber die
genaue Funktion einzelner Molekile bekannt ist, sind dennoch alle Gruppen an
wichtigen Prozessen des Immunsystems beteiligt: Lektine (z.B. C-type lectins
(CLEC) oder sialic acid binding lectins (SIGLEC)) kdénnen Pathogene binden,
internalisieren und Immunantworten einleiten oder modifizieren (Geijtenbeek und
Gringhuis, 2009; von Gunten und Bochner, 2008). Selektin-Liganden (SELPLG,
SELL) sind an der Transepithel-Bewegung von Leukozyten beteiligt (Barthel et al.,
2007). Auch Integrine wie Integrin beta 2 (ITGB2) binden an Liganden auf
Epithelzellen, Zellen des Immunsystems oder der extrazellularen Matrix und

Uubermitteln Signale fur weitreichende intrazellulare Veranderungen (Davis, 2009).
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Unter den Genen aus Abb. 16 sind demnach mehrere Kandidaten, die eine
spezifische Funktion von IgM*IgD*CD27" und IgM-only, aber auch naiven und
klassengewechselten B-Zellen in Bezug auf Zellkontakte, Gewebsdurchlassigkeit

oder Selektivitat auf bestimmte Gewebskompartimente suggerieren.

Abbildung 17: Differentiell exprimierte Gene des Zytoskeletts und Zytoskelett-

interagierender Faktoren
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Abb. 17: Gezeigt sind die signifikant unterschiedlichen (ANOVA und Tukey-Test)
Signalwerte von in naiven, IgM*IlgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen differentiell
ausgepragten Zytoskelettgenen und interagierenden Proteinen. Gezeigt ist das jeweils
signalintensivste probe set. Die Signalwerte sind per-Gene-normalisiert und nach Kondition
und Gensymbol geordnet. Farblegende: Signalmittelwert = 1 (schwarz), 5-fach hdher (rot)
und 5-fach niedriger (grin).

Eine Liste von ca. 350 Genen fur Mikrofilamente, Mikrotubuli, intermediare Filamente

und assoziierte Faktoren wurde erstellt aus Datenbanken (Tabelle 1) und auf
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differentielle Expression gepruft. Das Zytoskelett von Lymphozyten unterliegt
dynamischen Prozessen. Der Kontakt mit T-Zellen oder APCs in der
immunologischen Synapse zieht schwerwiegende Veranderungen des Zytoskelettes
mit sich (Harwood und Batista, 2008; Yuseff et al., 2009), aber auch subtilere
Veranderungen, wie z.B. Lymphozyten-Migration (Junge et al., 1999), Endozytose
(Le Roux et al., 2007), MHCII-Prasentation (Barois et al., 1998) oder dynamische
Prozesse der Lipid-Flo3-Zusammensetzung (engl. lipid raft) (Cheng et al., 2001; Hao
und August, 2005; Jugloff und Jongstra-Bilen, 1997) sind gekoppelt an
Umlagerungen des (cortikalen) Zytoskeletts. Es lag nahe, solche putativen
Erfahrungen oder Besonderheiten einzelner B-Zell-Populationen auch auf
Transkriptionsebene zu untersuchen (Abb. 18). Ein Muster aus 43 differentiell
exprimierten Genen suggerierte, da naive, mutierte IgM* und klassengewechselte
B-Zellen intrinsische Unterschiede im Aufbau oder der Zusammensetzung des
Zytoskelettes aufweisen. Eine detaillierte Literaturrecherche fir jedes einzelne Gen
auf bekannte Funktionen in B-Zellen oder anderen Zellen des Immunsystems blieb
ohne Erfolg. Auffallend war jedoch, dal® ein groRRer Teil der Gene aus Abb. 17 (13
von 43, 30%) auch in Studien zur Zusammensetzung von lipid rafts in B-Zellen (Abb.
18) vertreten war (Mielenz et al., 2005; Saeki et al., 2003).
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Abbildung 18: Differentiell exprimierte Gene aus lipid rafts in B-Lymphozyten
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Abb. 18: Gezeigt sind die signifikant unterschiedlichen (ANOVA und Tukey-Test)
Signalwerte von in naiven, IgM*IlgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen differentiell
ausgepragten Genen aus lipid rafts in Lymphozyten. Gezeigt ist das jeweils signalintensivste
probe set. Die Signalwerte sind per-Gene-normalisiert und nach Kondition und Gensymbol
geordnet. Farblegende: Signalmittelwert = 1 (schwarz), 5-fach hoéher (rot) und 5-fach
niedriger (grin).

Eine Liste aus ca. 150 Genen, die laut GO-Datenbank (Tabelle 1) bzw. aus
Primarliteratur (Mielenz et al., 2005; Saeki et al., 2003) in einen Zusammenhang mit
lipid raft-Zusammensetzung bzw. —Signalweitergabe gebracht werden konnten,
wurde auf differentielle Expression zwischen den 3 B-Zell-Populationen gepruft.

Daraus ergaben sich 51 signifikante Gene, die nach ihrer Expressionssignatur
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gegliedert wurden (Abb. 18). Wie zu erwarten, ist diese Liste weitgehend redundant
mit Genen aus der BCR-Signaltransduktion, Zelladhasionsmolekilen und Genen des
Zytoskelettes, d.h. 28 von 51 Genen (55%) sind Teil vorheriger Abbildungen. Die
bisher nicht aufgeflihrten Gene aus dieser Llste sind z.B. Protonenpumpen (ATPase
6VOA1), strukturgebende Molekile (Tetraspanine, TSPAN; Flotillin, FLOT),
Phosphoproteine (PAG1) und eine Reihe von Genen, deren Funktion weitgehend
ungeklart ist. Abb. 18 soll einen Eindruck dafir vermitteln, da} Gene, die auf Grund
lange bekannter Funktion bestimmten Kategorien zugeordnet werden, durchaus
auch in einem anderen Zusammenhang zu differentellen Expressionsmustern
zusammengeflgt werden kénnen, die einen besonderen Effekt auf die Eigenschaften
von B-Zellen haben.

Zusammengefasst lasst sich Uber die Genexpressionsanalyse anhand
paarweiser Vergleiche eine Vielzahl von interessanten, fir B-Lymphozyten-
Populationen und deren Immunfunktionen potentiell bedeutsamen Gene
identifizieren. Wie Abb. 18 verdeutlicht, sind diese potentiellen Unterschiede nicht
notwendigerweise auf eine einzelne Eigenschaft beschrankt, sondern unter
Umstanden an mehreren oder gar ganzlich verschiedenen Funktionen beteiligt. Fur
eine abschlielRende Klarung B-Zell-Populations-spezifischer Charakteristika ist daher

eine Verifizierung in funktionellen Studien unabdingbar.

3.3.4 Charakterisierung von B-Zell-Populationen aus PB mit GSEA

Eine GSEA ist ein statistisches Verfahren, um eine gewichtete Expression von
Gengruppen in einer von zwei Konditionen zu testen. Die Gengruppen kdnnen frei
bestimmt werden, z.B. manuell aus Primarliteratur zusammengestellt oder definiert
Uber eine funktionelle Verknupfung, ahnlichen Aufbau oder gleiche
Regulationsmechanismen ihrer Genprodukte.

Die GSEA ist noch nicht abgeschlossen, daher werden in dieser
Dissertationsschrift nur erste Ergebnisse vorgestellt.

Der Analyse lagen vollstandige Datensatze (je 54.675 probe sets) aus Signal-
Rohwerten zugrunde, das GSEA-Programm verwendet eigene Normalisierungs- und
Rechnungsverfahren. Das Verhaltnis von Signalwert zu Hintergrund wurde als Mal}
fur die Gen-Rangliste genommen und eine gewichtete Statistik fir die Erstellung des
Anreicherungs-Spiegels (engl. enrichment score, ES) verwendet. Jeder einzelnen
Analyse wurde ein bootstrapping-Verfahren aus 1000 Permutationen von Gen Sets

(alle probe sets eines Gens) angeschlossen (Subramanian et al., 2005).
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Im Folgenden wird eine Auswahl von hoch signifikant in einer Kondition (naive,
IgM*IgD*CD27" oder klassengewechselten B-Zellen) angereicherte Gengruppen
gezeigt. Hoch signifinkant bedeutet einen normalisierten ES (NES) von > 1,2 (kann
Werte von 0 bis 2 annehmen), eine Irrtumswahrscheinlichkeit (p) < 0,05 und einer
FDR (q) < 0,25 (diese darf so hoch gewahlt werden, weil nur wenige Gengruppen
unter vielen als differentiell exprimiert angenommen werden kénnen). Der rot-blaue
Farbbalken in den Grafiken reprasentiert eine Rangliste der exprimierten Gene. In
grun ist ein Anreicherungsprofil (Verlauf des ES beim Abschreiten der Rangliste), in
schwarz einzelne Treffer einer Gengruppe eingezeichnet.

Eine GSEA basierend auf der MSigDB und SDB (Tabelle 1) zeigte ein breites

Spektrum an differentiell angereicherten Gengruppen (Tabelle 11).

Tabelle 11: Ubersicht angereicherter Gengruppen aus MSigDB und SDB geordnet

nach paarweisen Vergleichen

Naive IgM*IgD*CD27" Klassengewechselte
Naive ) (801) (1034)
74 115
730
IgM*IgD*CD27* ( 29 ) ] (964)
73
Klassengewechselte (41957) (527) )

Die Zahl in Klammern bezeichnet die Anzahl der angereicherten Gengruppen mit einer FDR
< 0,25 aus 1535 Gengruppen der MSigDB und SDB insgesamt. Die unterstehende Zahl
bezeichnet die Anzahl der Gengruppen, angereichert mit FDR < 0,25, p < 0,05, NES >1,5.

Die Gengruppen aus MSigDB und SDB sind zumeist unsupervised, d.h. sie sind in
der Regel sehr grob gefasst und schlieRen viel Hintergrund mit ein. Auf eine
oberflachliche Betrachtung dieser Gengruppen erfolgte eine Kategorisierung in:
Gengruppen des Metabolismus, der Zellproliferation und der Zelldifferenzierung.
Abb. 19 zeigt eine Auswahl von 4 Gengruppen, die reprasentativ flr ein breites

Spektrum der MSigDB- und SD-Datenbank-Analyse waren.
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Abbildung 19: Angereicherte Gengruppen aus MSigDB (C2: curated gene sets)
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Abb. 19: Gezeigt sind signifikant differentiell angereicherte Gengruppen in naiven,
IgM*IgD*CD27" bzw. klassengewechselten B-Zell-Populationen. Der ES-Kurvenverlauf
(grin) reflektiert die Gewichtung einer Verteilung der betrachteten Gengruppe entweder im
positiven (rot) oder negativen Bereich (blau) eines paarweisen Vergleiches aus zwei
Komponenten (siehe Farbkodierung in der Uberschrift). Ein positiver ES (,Berg“) stellt daher
eine Gewichtung im roten, ein negativer ES (,Tal“) eine Gewichtung im blauen Bereich eines
paarweisen Vergleiches dar, gemessen an einer Null-Linie (schwarz). Einzelne Mitglieder
einer Gengruppe sind dargestellt als senkrechte Striche (schwarz), relativ zu ihrer Position in
der Rangliste exprimierter Gene. Die Zahlen in Klammern entsprechen (NES / p / q). Die
Gengruppen dieser Analyse entstammen der MSigDB (C2 curated gene sets, Tabelle 1) und
sind unmodifiziert. A: Gene die im Vergleich zu PC differentiell in Plasmablasten ausgepragt
sind (Tarte et al.,, 2003). B: Gene der Glykolyse (GenMAPP, Tabelle 1). C: Gene der
homoostatischen Proliferation in T-Zellen (Goldrath et al., 2004). D: Gene, die im Vergleich
zu naiven differentiell in Gedachtnis-T-Zellen ausgepragt sind.

Abb. 19 A behandelt eine Gengruppe die in PC signifikant hoher exprimiert sind als

in Plasmablasten (Tarte et al., 2003). Diese Gengruppe war ebenfalls angereichert in
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IgM*IgD*CD27" gegenlber naiven, dariiber hinaus jedoch noch starker ausgepragt
in klassengewechselten B-Zellen. Einige weitere Gengruppen aus der gleichen
Studie (z.B. Plasmablasten gegenuber PB B-Zellen etc.) tauchten ebenfalls auf,
wenn auch weniger signifikant (FDR > 0,25 und nicht gezeigt). Abb. 19 B zeigt ein
ahnliches Muster, die Gene der Glykolyse (nach GenMAPP) waren praferentiell in
CD27" B-Zellen starker transkribiert. Fiir diese Gengruppe bestand kein Unterschied
zwischen IgM*IgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen. Eine Vielzahl weiterer
Gengruppen (z.B. des Aminosaurehaushaltes, der Glukoneogenese, der
Nukleotidsynthese und des Fettsauremetabolismus) zeigten eine gleiche Tendenz
(nicht gezeigt). Dies ist ein Hinweis auf hohere metabolische Aktivitat in somatisch
mutierten B-Zell-Populationen. Abb. 19 C behandelt eine Gengruppe, die im
Vergleich zu ruhenden, starker in homdostatisch proliferierenden Lymphozyten
exprimiert sind (Goldrath et al., 2004). Viele weitere Gengruppen der Kategorie
,Zellzyklus, Zellproliferation oder DNA-Synthese“ waren vermehrt in CD27,
besonders jedoch in klassengewechselten B-Zellen transkribiert (nicht gezeigt).
Abschlieltend zeigt Abb. 19 D ein interessantes Ergebnis der GSEA Uber MSigDB
und SDB: Gene, die im Vergleich zu naiven T-Zellen starker in Gedachtnis-T-Zellen
transkribiert waren (Goldrath et al., 2004), waren praferentiell auch in CD27" B-Zellen
ausgepragt, mit der starksten Gewichtung auf klassischen Gedachtnis-B-Zellen.

Als vorlaufiges Ergebnis einer GSEA Uber mehr als 1500 Gengruppen aus
Primarliteratur ist festzuhalten, daR IgM*IgD*CD27" und klassengewechselte B-
Zellen im Gegensatz zu naiven B-Zellen konsistent Gengruppen verstarkt
exprimieren, die typische Eigenschaften von Gedachtnis-B-Zellen ausmachen. Diese
sind verstarkte Zellproliferation (und ein damit verbundener, erhéhter Metabolismus)
(Macallan et al., 2005; Tangye und Good, 2007; van Zelm et al., 2007) und eine
Neigung zur Plasmazell-Differenzierung (Agematsu et al., 1997; Shi et al., 2003).
Auch eine Anreicherung von Genen, die aus einem paarweisen Vergleich naiver und
Gedachtnis-T-Zell-Genen stammen, in CD27' B-Zellen ist bezeichnend fiir die
Gemeinsamkeiten von IgM*IgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen.

Da Gengruppen aus Datenbanken wie MSigDB und SDB (Tabelle 1) oftmals
zu divers sind, um eine prazise Aussage Uber einzelne, charakteristische
Eigenschaften der drei B-Zell-Populationen zu treffen, beschrankt sich die weitere
GSEA auf Gengruppen der GO-Datenbank (Tabelle 1) bzw. manuell bearbeitete

Auszuge aus Genlisten anderer Datenbanken.
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Eine wichtige Fragestellung an die GSEA ist, ob Gengruppen, die mit
Expressionsmustern der paarweisen Vergleiche (Abb. 7 bis 18) Uberlappen, als
spezifisch angereichert in einer Kondition gefunden werden kdénnen. Im Folgenden
sind Gengruppen aus verschiedenen Datenbanken und Primarliteratur zu den drei
Transkriptionsfaktoren NFkB (Gilmore, 2006; Perkins, 2007), Oct1 (Matthias, 1998)
und NFAT (Choi et al., 1994; Gwack et al., 2007; Rao et al., 1997) zusammengestellt
und getestet worden (Abb. 20).

Abbildung 20: Angereicherte Gengruppen assoziiert mit NFkB-, Oct1- oder NFAT-
Aktivitat in B-Lymphozyten
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Abb. 20: Gezeigt sind Ergebnisse einer GSEA zwischen naiven, IgM'IgD*'CD27" bzw.
klassengewechselten B-Zell-Populationen. Der ES-Kurvenverlauf (grin) reflektiert die
Gewichtung einer Verteilung der betrachteten Gengruppe entweder im positiven (rot) oder
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negativen Bereich (blau) eines paarweisen Vergleiches aus zwei Komponenten (siehe
Farbkodierung in der Uberschrift). Ein positiver ES (,Berg®) stellt daher eine Gewichtung im
roten, ein negativer ES (,Tal“) eine Gewichtung im blauen Bereich eines paarweisen
Vergleiches dar, gemessen an einer Null-Linie (schwarz). Einzelne Mitglieder einer
Gengruppe sind dargestellt als senkrechte Striche (schwarz), relativ zu ihrer Position in der
Rangliste exprimierter Gene. Die Zahlen in Klammern entsprechen (NES / p / q). Die
Gengruppen dieser Analyse wurden zusammengestellt aus Primarliteratur (siehe Text). A:
216 Gene assoziiert mit NFkB-Expression in Lymphozyten. B: 156 Gene assoziiert mit
NFkB-Expression in B-Zellen. C: 162 Gene, assoziiert mit Oct1-Expression in Immunzellen.
D: 78 Gene assoziiert mit NFAT-Expression in B-Lymphozyten. (Quellen: siehe Text)

Eine Anreicherung einzelner Gengruppen die mit NFxB-, Oct1- oder NFAT-
Expression assoziiert waren, zeigte sich statistisch signifikant fur 216 Gene der
NFkB-Gruppe und fur 162 Gene der Oct1-Gruppe (Abb. 20 A und C). In beiden
Fallen zeigten CD27" B-Zellen eine tendenzielle Anreicherung der Gengruppe, der
Unterschied zwischen IgM*IgD"CD27" und klassengewechselten B-Zellen war
ebenfalls statistisch signifikant. Die Gruppe der 162 Oct1-assoziierten Gene erschien
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit > 5% (p < 0,06) als nicht differentiell angereichert
zwischen naiven und IgM*IgD*CD27" B-Zellen, doch ist hier schon rein optisch eine
Tendenz in der Verteilung ersichtlich (siehe ES Abb. 20 C). Eine Relaxierung des
Signifikanz-Schwellenwertes ware sinnvoll fur die Betrachtung von Oct1 als potentiell
Populations-spezifisch wirkenden Faktor. In Abb. 20 A war klar zu erkennen, daf}
eine besondere NFkB-Signatur in CD27", besonders aber in klassengewechselten B-
Zellen vorliegt. Dieser Eindruck liel3 sich nicht erharten durch eine Reduktion der
Liste auf Gene, die gesichert in B-Lymphozyten exprimiert sind (Abb. 20 B). Eine
Liste aus 162 Oct1- (Abb. 20 C), bzw. 162 NFAT-assoziierten Genen (Abb. 20 D)
zeigte ebenfalls nach Reduktion auf B-Lymphozyten-Gene keine statistisch
gesicherte Verteilung mehr (nicht gezeigt).
Die Analyse einer NFAT-assoziierten Gengruppe aus 216 Genen (Abb. 20 D) ergab
eine signifikante differentielle Anreicherung in klassengewechselten, verglichen mit
IgM*IgD*CD27", jedoch nur eine Tendenz zur Anreicherung in naiven B-Zellen.

Zusammengefasst zeigen die Genlisten zu NFxB, Oct1 und NFAT
interessante Tendenzen, bedirfen aber einer intensiven Uberarbeitung um
gesicherte Schlisse uber B-Zell-Populations-spezifische Eigenheiten ziehen zu
konnen.

In Abb. 21 ist eine Auswahl von Ergebnissen einer GSEA uber 1.454
Gengruppen aus GO (Tabelle 1) aufgeflihrt, die mit den Genlisten oder Kategorien

aus den paarweisen Vergleichen Uberlappen. bzw. zusammenhangen.
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Abb. 21: Gezeigt sind Ergebnisse einer GSEA zwischen naiven, IgM'IgD"'CD27" bzw.
klassengewechselten B-Zell-Populationen. Der ES-Kurvenverlauf (grin) reflektiert die
Gewichtung einer Verteilung der betrachteten Gengruppe entweder im positiven (rot) oder
negativen Bereich (blau) eines paarweisen Vergleiches aus zwei Komponenten (siehe
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Farbkodierung in der Uberschrift). Die Zahlen in Klammern entsprechen (NES / p / q). Die
Gengruppen dieser Analyse entstammen GO (1.454, Tabelle 1). Gezeigte Gengruppen (GO-
Name) A: Cell_Cell_Signaling; B: Cell_Cycle_GO; C: G1_Phase; D: Cell_Cell_Adhesion; E:
Actin_Binding; F: Humoral_Immune_Response

Bezlglich des GO-Sets Cell Cell_Signaling (1813 Gene, die an irgendeinem
Prozess des Informationsaustausches zwischen Zellen beteiligt sind) war eine
statistisch ~ signifikante Anreicherung in IgM*IgD*CD27", besonders aber in
klassengewechselten gegenuber naiven B-Zellen zu finden. Als einziger Vorbehalt
blieb eine minimal erhéhte FDR (q < 0,28) beim Vergleich IgM*IgD*CD27" und naiver
B-Zellen. Unterschiede zwischen IgM*IgD"CD27" und klassengewechselten
Lymphozyten waren nicht signifikant (Abb. 21A und Vergleich Abb. 12). Die
Gengruppe Cell Cycle GO (4290 Gene der Progression biochemischer und
morphologischer Phasen und Ereignisse wahrend sukzessiven Replikationen einer
Zelle) zeigte eine ansatzweise signifikante Anreicherung nur in klassengewechselten
B-Zellen, verglichen mit IgM*IlgD*CD27*, jedoch nicht naiven B-Zellen (Abb. 21 B).
Vermutlich reflektiert dies die hohe homoostatische Proliferationsrate der
klassengewechselten B-Zellen (Vitetta et al., 1991). Reduziert auf 75 Gene der G1-
Phase (Gene fur Prozesse des Intervalls zwischen Mitose und DNA-Replikation,
Abb. 21 C) zeigte sich ein besonderes Bild: die (statistisch tendenziell signifikante)
Anreicherung dieser Gene in naiven und klassengewechselten gegenuber
IgM*IgD*CD27* B-Zellen suggeriert einen reduzierten G1-Phase-Phanotyp in
mutierten IgM*IgD*CD27" Lymphozyten (Vergleich Abb. 15). Aus einer Liste von 668
Genen der interzellularen Adhasion waren (unter relaxierten statistischen
Bedingungen) wiederum CD27" B-Zellen gegeniiber naiven tendenziell ,adhasiver*
(Abb. 21 D und vergleiche Abb. 16). In Abb. 21 E ist eine Gruppe von 704 Genen
dargestellt, die selektiv mit monomerem oder filamentdsen Aktin interagieren. Aktin
ist in nicht-Muskelzellen vornehmlich an der Ausbildung des cortikalen Zytoskelettes
beteiligt (Kunda und Baum, 2009) und daher ist die Anreicherung dieser Gengruppe
in mutierten B-Lymphozyten eine mogliche Bestatigung besonderer Muster von
Zytoskelett- oder lipid raft-assoziierten Genen (Vergleich Abb. 17 und 18). Eine Liste
von 270 Genprodukten, die mit ,einer Immunantwort durch Korperfllssigkeiten
assoziiert ist (GO: Humoral_Immune_Response) zeigt - ahnlich zu G1-Phase-Genen
— eine besondere Assoziation mit dem IgM*lgD*CD27* B-Zell-Phanotyp. Diese
Gengruppe ist die ausgepragteste (gemessen an statistischer Signifikanz) in
IgM*IgD*CD27" B-Zellen, verglichen mit naiven und klassengewechselten B-Zellen

gleichzeitig aus einer Analyse von 1.454 GO-Gengruppen (Abb. 21 F).
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Neben den Gengruppen in Abb. 21 wurden noch weitere der Kategorien
Signalweitergabe, Zellzyklus, Zelladhdsion und Zytoskelett als differentiell
angereichert in mindestens einer Kondition gefunden (nicht gezeigt).

Zusammengefasst konnte die GSEA bereits in ihrem frihen Stadium zu
Erkenntnissen Uber B-Zell-Populationen und deren Eigenschaften verhelfen. Es ist
gelungen, einen Eindruck Uber proliferative oder Stoffwechsel-bezogene Leistungen
in naiven und somatisch mutierten B-Lymphozytentypen zu erlangen. Dartber hinaus
konnten Genexpressionsmuster aus paarweisen Vergleichen — die aus rein
willkirlichen Gesichtspunkten zusammengestellt wurden — durchaus auch mit
Anreicherungen verwandter Gengruppen bestatigt werden. Ebenso konnten
Hinweise auf spezifische Eigenschaften von IgM*IlgD*CD27" B-Zellen aufgedeckt
werden. Die Ergebnisse aus paarweisen Vergleichen und GSEA deuten auf viele
konkrete Untersuchungsansatze flur funktionelle Untersuchungen an humanen PB B-

Zell-Populationen hin.
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4. Diskussion

4.1 V-Gen-Analyse von IgD-only B-Zellen und IgD* PC

Im Folgenden sollen die Ergebnisse aus der Analyse des V-Gen-Repertoires von

IgD-only B-Zellen und IgD* PC diskutiert und interpretiert werden.

4.1.1 IgD-only B-Zellen und IgD* PC gehéren zu sehr groBen Klonen
Untersuchungen an IgD*IgM'CD38" GC-B-Zellen suggerierten bereits bei der
Erstbeschreibung einer IgD-only B-Zellen Population, da® diese Zellen nicht nur
Uberaus stark somatisch mutiert, sondern auch zu einem grof3en Teil klonal verwandt
sind (Liu et al., 1996). Vergleichbare Ergebnisse waren ebenfalls in IgD* PC
aufzufinden (Arpin et al., 1998). Beide Arbeiten stlitzten sich jedoch alleine auf eine
Populationsanalyse von Vy5-exprimierenden Zellen, was unzureichend ist fur eine
Beurteilung der gesamten Population. Dartber hinaus ist eine solche Analyse nur
eingeschrankt aussagekraftig im Hinblick auf die Zusammensetzung einer
Population, da sie erstens anfallig ist flir technische Artefakte und zweitens
identische Amplifikate nie eindeutig einer oder mehreren Ursprungszellen
zugewiesen werden koénnen. So waren z.B. bereits wenige kontaminierende
Plasmablasten aufgrund ihrer grolien Mengen von Ig-Transkripten eine Fehlerquelle,
da sie das Gesamtbild einer klonalen Zusammensetzung verzerren wirden. Die
vorliegende Einzelzellanalyse Uber das gesamte V-Gen-Spektrum ist daher eine
prazisere und umfassendere Vorgehensweise zur Bestimmung der V-Gen-Nutzung
und klonalen Zusammensetzung von IgD-only Zellen. Ein weiterer Vorteil ist, dal} mit
der Analyse von Gedachtnis-B-Zellen nur selektierte und nicht potentiell
gegenselektierte GC-Zellen in die Untersuchung einflieRen.

Die Daten zu den Spendern 1 bis 3 und Tonsillen A bis C wurden in einer
vorangegangenen Arbeit, die Daten zu Spender 4 und Tonsille D als Teil der
vorliegenden Dissertation erhoben.

Es konnte gezeigt werden, dald durchschnittlich 59% (48% bis 82%) der
untersuchten Einzelzellen eines Blutspenders klonal verwandt waren. Beachtet man
die geringe StichprobengrofRe, so kann man erwarten, dal® ein noch groflerer Tell,
wenn nicht gar alle IgD-only B-Zellen, zu sehr groRen Klonen mit bis zu 100.000
Mitgliedern eines Klons gehdren (siehe 2.5) (Vergleich: die KlongréRe der IgG*/IgM*
B-Zellen betragt durchschnittlich 1000 Mitglieder im PB, siehe 2.10). Die klonale
Zusammensetzung von IgD* PC aus Tonsillen zeigte ein vergleichbares, wenn auch

weniger ausgepragtes Bild. Die Tonsillen B, C und D wiesen eine Frequenz klonaler
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Zellen von durchschnittlich 36% (31-43%) auf. Nur 13% der IgD" PC aus Tonsille A
waren klonal verwandt; das Ausreil3en aus der Ergebnisreihe kdnnte im niedrigen
Alter des Spenders oder einer Fluktuation in einer sehr kleinen Stichprobe (unter 15
auswertbaren Sequenzen waren 2 klonal verwandt) begrindet liegen. Auch unter
den IgD* PC waren in 51, 49 und 73 informativen Zellen durchschnittlich 7 Klone mit
2 bis 13 Mitgliedern enthalten (Vergleich PB). Es konnten ebenfalls Klongrdfien von
bis zu 132.000 Zellen theoretisch ereicht werden (siehe Kapitel 2.5).

Im Gegensatz zu IgD-only Gedéchtnis-B-Zellen aus PB und IgD* PC aus
Tonsillengewebe konnte keine klonale Verwandtschaft unter vergleichbaren
Stichproben aus 36 naiven (Donor 1), und 55 bzw. 37 IgG" B-Zellen aus PB
(Spender 1 und 4) detektiert werden. Auch unter 45 und 37 IgG* PC (Tonsille D und
C) waren keine identischen CDRIIl-Genumlagerungen auffindbar. Auch in
vorangegangenen Studien an 350 Gedachtnis-B-Zellen aus PB oder 56 IgA*™ PC und
107 IgM™ PC aus Tonsillen konnten nur jeweils 5, 3 bzw. gar keine klonal verwandten
Paare identifiziert werden (de Wildt et al., 1999; Yavuz et al., 2001). Selbst in einer
Studie zu stark expandierten IgM* und IgA* Plasmazell-Klonen der Darm-Mukosa
war fur groRe Vy-Gen-Familien stets ein polyklonaler Hintergrund gegeben,
nachgewiesen durch eine CDRIII-Spektren-Typisierung (Holtmeier et al., 2000).
Zusammengefasst ist die Zusammensetzung aus wenigen, sehr grol3en Klonen eine
besondere Eigenschaft von IgD-only B-Zellen und auch IgD* PC.

Die beobachtete hohe klonale Diversitat in beiden IgD* Zelltypen legt eine
Generierung dieser Zellen in einer GC-Reaktion nahe (Kuppers et al., 1993). Dies gilt
besonders fur die IgD-only B-Zellen aus PB, da mutierte Gedachtnis-B-Zellen aus
GC-Reaktionen stammen (Rajewsky, 1996), wahrend un- oder schwach mutierte PC
auch in extrafollikularen Immunantworten gebildet werden (MacLennan et al., 2003).
Die Tatsache, dald IgD-only B-Zellen, die in Keimzentren gefunden wurden, einen
sehr grol3en Teil (bis 15%) der B-Zellen einer Tonsille ausmachten (Liu et al., 1996),
unterstreicht diese Vermutung und suggeriert eine Abstammung aus ebenfalls sehr
groen GC-Zell-Klonen. Ubereinstimmend mit Selektionsprozessen in GC-
Reaktionen, wiesen beide IgD-only Populationen aus PB und Tonsille
durchschnittliche R/S-Werte in den FR auf (jeweils 1,5 und 1,7) wie sie typisch sind
fur post-GC-B-Zellen (Klein et al., 1998a).
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4.1.2 Haufige Nutzung von Vu3-30 in IgD-only B-Zellen und IgD* PC

Ein weiteres Ergebnis der V-Gen-Analyse von IgD-only B-Zellen und IgD* PC ist die
mitunter dramatisch bevorzugte Nutzung des Vy3-30-Gensegmentes. 40% (30 bis
47%) der IgD-only Zellen aus dem Blut und 35% (6 bis 56%) der tonsillaren IgD* PC
nutzten dieses Vy-Gensegment. Laut einer Studie zur Autoreaktivitat von IgD-only B-
Zellen aus PB und Tonsillengewebe exprimierten 6 von 20 dieser Zellen V43-30, dies
wurde von den Autoren jedoch nicht kommentiert (Koelsch et al.,, 2007). Die
Uberraschend hohe Frequenz eines einzelnen Vy-Genes in IgD-only Zellen stand in
einem deutlichen Gegensatz zu 11% (8 bis 15%) bzw. 3 und 4% der naiven, IgG" B-
Zellen und IgG* PC aus einer Auswahl der untersuchten Blutspender (Tabelle 3)
bzw. Tonsille C und D (Tabelle 5). Da diese Kontrollen parallel zu den IgD*-Zellen
und mit vergleichbarer Effizienz durchgefihrt wurden, ist eine Verzerrung der Sicht
durch experimentelle Artefakte auszuschlielen. Tatsachlich liegt die Frequenz der
V13-30 Gensegmente in nicht-lgD-only B-Zellen auch laut anderen Publikationen bei
5 bis 11% (Brezinschek et al., 1995; de Wildt et al., 1999; Yavuz et al., 2001). Daher
ist die haufige Nutzung von V13-30 eine Besonderheit der IgD-only B-Zellen und IgD-
sezernierenden PC und dies hat Implikationen fur die Entstehung dieser Zellen in
Superantigen-getriebenen GC-Reaktionen (siehe 4.1.4). Es soll nicht unerwahnt
bleiben, dal eine weitere Arbeit zu IgD-only B-Zellen ebenfalls eine praferentielle
Nutzung des Vp4-34-Genes in tonsillaren IgD-only Zellen beschreibt. In dieser Arbeit
liegt die durchschnittliche Nutzung jedoch nur bei 6% aller IgD-only Zellen aus 15
Spendern, verglichen mit ca. 2-3% in CD27" B-Zellen (Zheng et al., 2004). Auch in
der vorliegenden Arbeit wurden vergleichbare Frequenzen von Vu4-34 festgestellt

(nicht gezeigt).

4.1.3 Besondere Muster von Austauschmutationen in der V43-30-FRIIl von IgD-
only B-Zellen und IgD* PC

Die Abstammung der IgD-only B-Zellen von besonderen GC-Reaktionen (Liu et al.,
1996) und die gehaufte Nutzung von V1x3-30 legten nahe, dald ein Selektionsvorteil
fur Vu3-30 exprimierende naive B-Zellen in das IgD-only Kompartiment besteht
(Kaartinen et al., 1984). Zusatzliche Hinweise auf eine antigenische Selektion dieses
Vu-Genes waren Auffalligkeiten in den CDR-Regionen, etwa besondere
Austauschmutationen (Hershberg et al., 2008; Kocks und Rajewsky, 1988) oder eine
definierte Lange oder Aminosaurekomposition der CDRIII (Ghia et al., 2008; Press et

al., 1991; Rohatgi et al., 2009). Bei einem Vergleich von IgD-only V13-30-Sequenzen
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mit nicht-IgD-only V43-30-Sequenzen konnten keine besonderen Hinweise auf eine
klassische Antigenselektion identifiziert werden. Statt dessen fiel ein bevorzugter
Austausch von Lysin nach Arginin an Position 76 des V13-30-Gens in IgD-only Zellen
auf: 72% der Austauschmutationen an dieser Position kodierten ein Arginin,
verglichen mit 33% in nicht-lgD-only Zellen (p < 0,05). Eine detailliertere Analyse des
Aminosaure-Austauschmutation-Musters erwies eine statistisch signifikante (p <
0,05) Selektion von polaren und Gegenselektion von sauren und unpolaren
Aminosauren in der Vx3-30-FRIII von IgD-only B-Zellen und IgD* PC. Unter der
Annahme, dal} die Uberaus stark mutierten IgD-only Zellen eine Affinitat der CDR-
Regionen zu einem initialen Antigen kaum mehr gewahrleisten kdnnen (Arpin et al.,
1998; Liu et al., 1996), wirde ein Beitrag der (verhaltnismalig konservierten) FR zur
Affinitat eine CDR-unabhangige Kreuzvernetzung des BCR wahrend der GC-
Reaktion und damit eine fortwadhrende Selektion der entsprechenden B-Zellen
ermdglichen. Ubereinstimmend mit diesem Szenario ist ein spezifisches
Austauschmutations-Muster in der FR3 eines Uberaus haufig benutzten Vy-Gens in
IgD-only B-Zellen: hier kdnnte sich die antigenische Selektion auf exponierte Motive
der Gerustregionen verlagert haben. Auch dies ist ein Hinweis auf eine

Superantigen-getriebene Entstehung von IgD-only B-Zellen.

4.1.4 Ein Szenario fiir die Superantigen-getriebene Entstehung von IgD-only B-
Zellen und IgD* PC

Die besonderen Strukturen des BCR von IgD-only B-Zellen lassen Spekulationen
Uber eine Generierung dieser Zellen in Superantigen-getriebenen GC-Reaktionen zu.
Naive B-Zellen, die uUber einen membranstandigen IgM und IgD BCR mit A-
Leichtkette und im Idealfall auch V{3-30 verfligen, waren pradestiniert fir eine
Kreuzvernetzung durch ein Superantigen, das (vornehmlich) die Gerust-

Komponenten von IgD, IgA und vorzugsweise Vy3-30 komplementiert (Abb. 22).
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Abbildung 22: Putative Bindung eines Superantigens an IgD, Igh und V43-30

VA

Abb. 22: Abgebildet ist ein stilisierter, zweidimensionaler BCR des lIsotyps IgD-V43-30
(schwarz) und IgAh (grau). Schwarze Querbalken symbolisieren kovalente Bindungen der
einzelnen Domanen, in grin sind die variablen Schleifen (CDRI bis Ill) dargestellt. Ein
putatives Superantigen (rot) bindet Uberlappend an Cy1, CA und die FR des Vy3-30-
Gensegmentes.

Durch Kreuzvernetzung des BCR wirde das Superantigen internalisiert, prozessiert
und ein Protein-Anteil auf MHCII prasentiert werden. Eine Unterstitzung durch T-
Zellen und eine Teilnahme an bzw. Initialisierung einer GC-Reaktion ware die Folge.
Mit Einsetzen der SHM wuirden die ersten Mutationen auftreten und die Zelle klonal
expandieren. Fur einige (wahrscheinlich nur wenige) B-Zellen bedeutete der Verlust
von IgM durch den ungewodhnlichen Cu-Cd-Klassenwechsel einen Selektionsvorteil
durch intensivierte Kreuzvernetzung von IgD. Diese nunmehr IgD-only GC-B-Zellen
waren ihren Geschwisterzellen an Affinitat Uberlegen, wirden Uber kurz oder lang
das GC dominieren und sequentiell als IgD-only Gedachtnis-B-Zelle oder IgD* PC in
die Peripherie auswandern.

Dieses Szenario wird durch die Besonderheiten und molekularen
Eigenschaften der IgD-only B-Zellen gestutzt:
Wenn die Bildung eines IgD-only Kompartimentes tatsachlich nur von besonderen
Antigenen dirigiert wird, dann sollte seine Ausbildung abhangig von entsprechenden
(wiederholten) Infektionen mit diesem Antigen sein. Tatsachlich ist die
interindividuelle Varianz bezuglich der IgD-only B-Zellen sehr grof3: in 9 von 10
Spendern war keine distinkte IgD-only-Population erkennbar und die GroRRe der
Populationen in IgD-only-Spendern schwankte von 0,1 bis 2% der B-Zellen im Blut
und zwischen 5 und 15% der PC in der Tonsille (nicht gezeigt) (Arpin et al., 1998;
Klein et al., 1998c). Hier bietet sich auch ein Erklarungsansatz flr die beobachteten
Schwankungen in den untersuchten Spendern: der jingste Spender (Tonsille A)

ware demzufolge einem primaren Kontakt mit dem Superantigen ausgesetzt
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gewesen und bildete ein IgD-only Kompartiment gerade erst aus, der altere Spender
(Tonsille D) litt unter einer akuten, polyklonalen Immunantwort gegen das spezielle
Superantigen und produzierte vermehrt nicht-Vy3-30-Antikorper (Tabellen 4 und 5).
Die Zahlen fur die IgD-only Gedachtnis-B-Zellen (Tabellen 2 und 3) sind uniformer,
da Gedachtnis-B-Zellen in erwachsenen Menschen einen Durchschnitt wiederholter
Immunantworten reprasentieren. Eine stabilere, weniger variierende Klonalitat, Vy-
Gen-Nutzung und Mutationslast sind daher plausibel.

Die teilweise enorme Mutationslast der IgD-only B-Zellen und IgD* PC ist in
dem Superantigen-Szenario wahrscheinlich durch zwei verschiedene Stellgroen
bestimmt: erstens geschieht in den IgD-only-GCs eine verzerrte, untypische
Selektion. Da die Superantigene eine Kreuzvernetzung des BCR weitgehend
unabhangig von den CDRI bis Ill gewahrleisten, bleiben schrittweise akkumulierende
Mutationen in diesen Regionen (Berek und Milstein, 1987) ohne weitere Folgen flr
die Zelle (solange sie nicht das Leseraster verschieben oder blockieren). Das
bedeutet, die GC-B-Zelle kann wiederholt und ausgedehnt an Mutations- und
Selektionsprozessen teilnehmen und bekommt in jedem Fall ein ausreichendes
Uberlebenssignal (Berek et al., 1991; Jacob et al., 1991). Erst die relativ seltenen,
weil zumeist gegenselektierten Austauschmutationen in den GerUstregionen (siehe
4.1.3), kdnnten eine Ubertretung eines ndtigen Signalschwellenwertes und damit ein
mdgliches Verlassen der GC-Reaktion bewirken (Niu et al., 1998). Oder aber die
schiere GroRe des Klons verdrangt Mitglieder aus limitierten GC-Nischen (Pereira et
al., 2009). Bis solche Prozesse sich jedoch eingestellt haben, wirden IgD-only B-
Zellen Uber langere Zeitrdaume in GCs verweilen und ungebremst Mutationen
akkumulieren. Auch in activation induced cytidine deaminase (AICDA)” -Mausen
geschieht aufgrund mangelnder SHM keine Affinitatsreifung und die Mause
entwickeln UbergroRe GCs (Muramatsu et al., 2000; Revy et al, 2000),
mdglicherweise weil den B-Zellen das Erreichen eines Signal-Schwellenwertes durch
einen hoher affinen BCR verwehrt ist (Niu et al., 1998). Die Kinetiken expandierter
GC-Passagen fuhren theoretisch auch zum Herauswachsen weniger dominanter
Klone. Der zweite Grund fur die Akkumulation vieler Mutationen in den CDR ware
eine potentielle wiederholte Teilnahme an GC-Reaktionen (Bende et al., 2007;
Schwickert et al., 2007). Damit Ubereinstimmend war der Mutationsgehalt in IgD-
only-B-Zellen jungerer Spender niedriger als in alteren Spendern (nicht gezeigt). Eine
wiederholte Teilnahme an GC-Reaktionen trige ebenfalls zu einer Expansion

weniger Klone innerhalb der IgD-only Populationen bei.
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Das zentrale Merkmal fur IgD-only-B-Zellen ist die Deletion von IgM. Der
Verlust von IgM kdnnte mehrere Wirkungen auf die Rezeption der IgD-only B-Zellen
haben: die verschiedenen Wirkmechanismen der IgM- und IgD-Kreuzvernetzung
(Brink et al., 1992; Mayumi et al., 1994) kdnnten zu einem verbesserten Einflul auf
die Uberlebensfahigkeit von IgD-only-Zellen fiihren, z.B. werden B-Zellen der
chronischen lymphozytischen Leukamie vermehrt apoptotisch, wenn sie mittels anti-
IgM-Antikorpern aktiviert werden, wogegen anti-lgD-Antikorper zu einer erhohten
Uberlebensrate fiihren (Zupo et al., 2000). Das Resultat einer Cu-Deletion wére in
dem Fall eine verbesserte Uberlebenssignal-Struktur aufgrund intrinsischer BCR-
Eigenschaften. Gleichfalls ist es denkbar, da® — wie eingangs erwahnt — der Verlust
von IgM eine hohere IgD-Rezeptordichte und ein somit besseres Superantigen-
vermitteltes Kreuzvernetzungs-Signal ermoglicht. Wahrscheinlicher ist jedoch
folgendes Szenario: da aufgrund alternativer SpleilRverfahren die Aktivierung von B-
Zellen (und das Unterlaufen einer GC-Reaktion) von der Herunterregulierung von
Oberflachen-IgD begleitet wird (Lebecque et al., 1997; Monroe et al., 1983; Yuan und
Tucker, 1984), wirde das im Falle einer GC-Reaktion auf ein Superantigen zu einem
sofortigen Zusammenbruch fuhren, da GC-B-Zellen ohne Kreuzvernetzung ihres
BCR schnell Apoptose unterlaufen (Liu et al., 1989). Bei solch einem Selektionsdruck
fur IgD-Expression ware die Deletion von IgM vorteilhaft (wenn nicht notwendig), da
sie alternatives Spleillen unmaoglich macht und die Expression von IgM auf Kosten
von IgD unterbindet. Das wahrscheinlich seltene Ereignis eines Cu-Cb-
Klassenwechsels (Kluin et al., 1995) erklart, warum nur wenige IgD-only B-Zell-Klone
existieren, obwohl initial ein sehr breites Spektrum von naiven und CD27" B-Zellen
durch das Superantigen aktiviert wirde.

Ein putatives Superantigen mit den oben beschriebenen Eigenschaften ist
bislang nicht identifiziert worden. Interessanterweise existieren jedoch Antigene aus
Haemophilus influenzae und Moraxella catarrhalis, die speziell an humanes IgD
binden (Forsgren und Grubb, 1979) und isolierte IgD* B-Zellen aus PB zur
Proliferation in vitro stimulieren kdénnen (Forsgren et al., 1988). Speziell aus
Moraxella catarrhalis konnte ein Protein isoliert werden (Moraxella IgD binding
protein, MID), das an C&1 und Cd02 bindet, als Mitogen wirken und in der
Anwesenheit von Th2-Zytokinen die Ig-Produktion in B-Zellen stimulieren kann
(Gjorloff Wingren et al.,, 2002; Janson et al., 1991; Ruan et al., 1990). Die
beschriebenen Pathogene verursachen Infektionen der Atemwege und tatsachlich

werden IgD-only-Zellen hauptsachlich in chronischer Tonsillitis und hyperplastischen
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Adenoiden gefunden und nicht oder nur sehr selten in z.B. Lymphknoten des Darmes
(Johansen et al., 2005).

Dal} eine Bindung eines Superantigenes an der Entstehung von IgD-only
Zellen beteiligt ist, wird zumindest gestutzt durch die V13-30 nutzenden Klone: ein
besonderes Muster an Austauschmutationen in der FRIIl ist kompatibel mit einem
Modell, in dem eine Selektion anhand von Motiven der Antikdrperstruktur aul3erhalb
regularer Antigenbindestellen stattfindet. Dartiber hinaus konnte beobachtet werden,
dal} ein breites Spektrum an VA-Genen genutzt wurde, was wiederum impliziert, dal®
CA und nicht VA wichtig ist fir die Selektion von IgD-only B-Zellen.

Wenn tatsachlich ein sehr spezielles (und damit wahrscheinlich ein einziges)
Superantigen notig ware, um den beschriebenen Selektionsdruck auszulben, wie
erklart sich dann, dal® immer noch recht viele Klone bereits in jungen Spendern
gebildet werden kdnnen? Der limitierende Faktor dafur ware bei gleichbleibend
verfugbarer T-Zell-Hilfe (Meyer-Hermann et al., 2009), das frihe Ereignis eines Co-
Klassenwechsels (Lebecque et al., 1997). Eine Haufigkeit fur Cd-Klassenwechsel ist
nur schwer einzuschatzen, jedoch sei eine Studie zu HIV-gp140-spezifischen IgG*
Gedachtnis-B-Zellen aus HIV-Patienten erwahnt: die Klonalitdt monoantigenisch
selektierter IgG* B-Zellen ist zwar leicht niedriger, liegt aber dennoch in dem Bereich
der IgD-only Gedachtnis-B-Zellen (50 Klone aus 502 Zellen gegentber 6 bis 8
Klonen aus 50 Zellen) (Scheid et al., 2009). Dies verdeutlicht, daf® flr die Selektion
von IgD-only Gedachtnis-B-Zellen in die beobachtete Anzahl von Klonen ein
einzelnes Superantigen ausreichen konnte.

Auch fur die Generierung von IgD-only B-Zellen wurde Uber einen Einflu® von
Autoreaktivitat spekuliert. Mehr als die Halfte der Antikorper aus IgD-only B-Zellen
zeigte eine Affinitat fiur humane Autoantigene. Diese Affinitat war entweder bereits
durch die Keimbahnsequenzen der benutzten V-Gene gegeben oder assoziiert mit
somatischen Mutationen in den CDR (Koelsch et al., 2007; Zheng et al., 2004). Es ist
wichtig zu bemerken, dal} die Vy-Genumlagerungen der untersuchten IgD-only B-
Zellen in beiden Studien in Kombination mit Cy exprimiert wurden und insofern
Einflisse der Cd-Region unbeachtet blieben. Es gibt zwei interessante Ansatze, die
die Erkenntnisse zur Autoreaktivitat mit dem Superantigen-Szenario verknulpfen:
erstens konnte das betreffende Superantigen ein Super-Autoantigen sein, zweitens
unterstreicht die Tatsache, dal® IgD-only B-Zellen vermehrt autoreaktive
Genumlagerungen kodieren, die Loslésung dieser Zellen von einer Selektion, in der

Schutzmechanismen flr Autoreaktivitat (Meffre et al.,, 2000; Tsuiji et al., 2006;
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Tussiwand et al., 2009) nicht mehr greifen. Das Superantigen ware theoretisch in der
Lage, die mangelnde T-Zell-Hilfe fir einen autoreaktiven B-Zell Klon zu Uberbriicken

und durch Unterstutzung von Superantigen-spezifischen T-Helfer-Zellen zu ersetzen.

Zusammengefasst konnten in dieser Dissertationsschrift IgD-only B-Zellen und
IgD* PC naher charakterisiert werden. Diese Zellen zeichnen sich nicht nur durch
eine hohe Mutationslast, Cu-Deletion und praferentielle IgA-Expression aus, sondern
weiterhin durch eine hohe klonale Verwandtschaft und eine stark verzerrte V-Gen-
Nutzung. Interessanterweise lassen sich diese Eigenschaften in einem Szenario
zusammenfuhren, das eine Generierung dieser Zellen in einer Superantigen-

getriebenen GC-Reaktion suggeriert.

4.2 Molekulare Analysen von humanen B-Zell-Populationen

In den folgenden Kapiteln sollen die Daten zu einer gemeinsamen Herkunft von
somatisch mutierten IgM* und IgG* B-Zellen aus GC-Reaktionen diskutiert und in
Zusammenhang mit der gegenwartigen Literatur gebracht werden. Daruber hinaus
sollen Implikationen auf die Entwicklung von Gedachtnis-B-Zellen im Allgemeinen
und die Vorteile einer Beteiligung von Gedachtnis-B-Zellen an angeborenen

Immunantworten diskutiert werden.

4.2.1 Humane mutierte IgM* B-Zell-Populationen tragen molekulare Spuren
einer GC-Reaktion

Das Durchlaufen einer GC-Reaktion geschieht nicht ohne Spuren. Diese
manifestieren sich in GC-B-Zellen auf DNA-Ebene und werden an post-GC-B-Zellen
weitergegeben. Um den kontrovers diskutierten Ursprung von somatisch mutierten
IgM* B-Zellen im Menschen aufzudecken, wurden zwei solcher GC-Merkmale in IgM-
only und IgM*1IgD*CD27" B-Zellen untersucht.

Zuerst wurden die Telomerldangen von naiven, IgM*CD27" und
klassengewechselten B-Zellen miteinander verglichen. Wahrend der immensen
klonalen Expansion in GCs (Zhang et al., 1988) reaktivieren B-Zellen Telomerase
(Hu et al., 1997; Igarashi und Sakaguchi, 1997), um einer vorzeitigen Seneszenz und
Apoptose durch Telomerverlust entgegenwirken zu kénnen (Allsopp und Harley,
1995; Allsopp et al., 1992). Im Vergleich zu Stammzellen und malignen Zellen, die
eine replikative Telomerverkirzung kompensieren koénnen (Allsopp et al., 1992),

weisen GC-B-Zellen eine weitere Besonderheit auf: sie verlangern ihre Telomere
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Uber die urspringliche Lange hinaus (Norrback et al., 2001; Weng et al., 1997a).
Diese Uberkompensation resultiert in verlangerten Telomeren in
klassengewechselten post-GC-B-Zellen (Hodes et al., 2002; Martens et al., 2002)
und dient moglicherweise als Puffer fur zuklnftige Zellteilungen langlebiger
Gedachtnis-B-Lymphozyten, die regelmaflig homoostatisch proliferieren (van Zelm et
al., 2007; Vitetta et al., 1991) und auch wiederholt an GC-Reaktionen teilnehmen
koénnen (Bende et al., 2007; Schwickert et al., 2007). Zwar weisen in vitro-
Experimente auf eine potentielle Reaktivierung von Telomerase auch in TI-
Immunantworten hin (Igarashi und Sakaguchi, 1997), jedoch korreliert eine
Reaktivierung von Telomerase in Lymphozyten nicht notwendigerweise mit einer
messbaren Telomer-Verlangerung (Weng et al., 1997b). Tatsachlich zeigen weitere
in vitro-Studien an TD- und TI- aktivierten PB B-Zellen, dal® nur im Falle einer TD-
Aktivierung eine statistisch signifikante Telomer-Verlangerung nachzuweisen ist
(Martens et al., 2002) (Abb. 23). Da eine potentielle primare Diversifizierung durch
SHM im Menschen weder raumlich oder zeitlich, noch auf einer zellularen Ebene
definiert wurde, kann eine putative Reaktivierung von Telomerase in diesem
postulierten Prozess formal nicht ausgeschlossen werden. Im Gegenteil misste ein
solcher Prozess sich durch eine Telomerase-Aktivitat und Telomer-Verlangerung
ahnlich denen in GC-B-Zellen auffallen. Eine solche Struktur ist bislang jedoch nicht

gefunden worden.

Abbildung 23: Relative Telomerlange als potentieller Indikator fur eine GC-Passage
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Abb. 23: Abgebildet sind drei hypothetische Szenarien zum Telomer-Haushalt einer B-Zelle.
Eine naive B-Zelle (links im Bild) zeigt eine durchschnittliche Telomerlange (rot) pro
Chromosom (schwarz). Szenario A: Sequentielle Zellteilungen verkiirzen die Telomere, bis

von Gedéachtnis-B-Zellen

Seneszenz/
Apoptose
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eine Schwelle zur Seneszenz unterschritten wird und die Zelle stirbt. Szenario B: In einer
extrafollikularen Aktivierung der Zelle ohne T-Zell-Hilfe wird Telomerase (griin) aktiviert und
gleicht den Telomerverlust aus. Szenario C: Die ausnehmend hohe Telomerase-Aktivitat in
den B-Zellen eines GC (gelb) sorgt fir eine Verlangerung der Telomere Uber den initialen
Wert der naiven B-Zelle hinaus.

In der vorliegenden Analyse von Telomerlangen in humanen B-Zell-Populationen
wurden in Kooperation mit den Hamatologischen Instituten der Universitatskliniken
Essen und Bern 13 erwachsene Individuen untersucht. In allen Spendern hatten
klassengewechselte B-Zellen die jeweils langsten Telomere. IgM-only und
IgM*IgD*CD27* B-Zellen hatten im Durchschnitt kiirzere, jedoch immer noch
signifikant langere Telomere als naive B-Zellen (Tabelle 7). Interessanterweise
betragt die relative Telomer-Verlangerung der mutierten IgM* B-Zellen zu naiven und
klassengewechselten B-Zellen ca. 50%, eine Analogie zum durchschnittlichen
Mutationsgehalt. Dieser Hinweis auf eine verklrzte, weniger intensive GC-Erfahrung
wird spater eingehender diskutiert. In Abb. 3 zeigt sich, dal} die absolute
Telomerlange zwischen einzelnen Individuen betrachtlich variieren kann. Tatsachlich
waren in drei aus 13 Spendern die Telomere der naiven B-Lymphozyten langer als in
mutierten IgM™ B-Zellen. Diese Variabilitdt konnte ebenfalls in klassengewechselten
B-Zellen detektiert werden (Son et al., 2003; Weng et al., 1997a) und reflektiert
vermutlich Schwankungen von Telomerverlangerung in GC-Reaktionen und
proliferationsbedingten Telomer-Verklrzungen, abhangig von den jeweiligen
individuellen Immunantworten auf neue Infektionen oder Reinfektionen. Folglich zeigt
die Analyse von Telomerlangen in humanen B-Zell-Populationen, dal}
IgM*IgD*CD27" und IgM-only im Vergleich zu naiven B-Zellen langere Telomere
aufweisen, und das unterstitzt ihre Generierung in einem GC.

Als weitere Spur einer GC-Reaktion in B-Zellen wurde der Bcl6-MMC auf
Mutationen untersucht. Bcl6 ist eines der ersten Gene, das als Ziel aberranter SHM
identifiziert werden konnte (Pasqualucci et al., 1998; Shen et al., 1998). In diesen
Arbeiten wurde gezeigt, dal® in 30% nicht maligner GC- und klassengewechselter B-
Zellen eines gesunden Menschen Mutationen in Intron 1 des Bcl6-Lokus vorliegen.
Diese Mutationen zeigen eindeutige Anzeichen von SHM (Pasqualucci et al., 1998).
Es ist wichtig zu erwahnen, dal} diese Mutationen nicht in allen klassengewechselten
B-Zellen auftreten, sondern nur in etwa 30% der Zellen, mit einer etwa 50 bis 100-
fach niedrigeren Mutationsfrequenz, verglichen mit der von V-Genen. Ein weiterer
essentieller Punkt ist, dal® SHM eng an die Transkription des Zielgenes gekoppelt ist
(Bachl et al., 2001; Fukita et al., 1998; Yang et al., 2006). Diese Besonderheiten der
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(aberranten) SHM lassen sich zu einem Szenario zusammenflihren, in dem Bcl6-
Mutationen in PB B-Zellen mit somatisch mutierten V-Genen als molekulare

Merkmale einer GC-Erfahrung interpretiert werden (Abb. 24).

Abbildung 24: Bcl6-MMC-Mutationen als Indikatoren fir eine GC-Passage von
Gedachtnis-B-Zellen
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Abb. 24: Abgebildet sind zwei hypothetische Szenarien zur gemeinsamen bzw.
unabhangigen SHM des Ig- und des Bcl6-Lokus. A: In einer GC-Reaktion ermdoglicht die
SHM-Maschinerie (grin) die Einfilhrung von Mutationen in den Ig-Lokus. Da der zentrale
GC-Transkriptionsfaktor Bcl6 vermehrt transkribiert wird, wird er zum Ziel aberranter SHM. B:
in einer extrafollikularen Situation, etwa priméarer Diversifizierung des BCR oder einer Tl-
Aktivierung, geschieht keine verstarkte Bcl6-Transkription und Bcl6 kann nicht mutieren.

Demzufolge kénnen Bcl6-Mutationen nur dann in IgM* B-Zellen auftreten, wenn
diese in einer GC-Reaktion somatisch mutieren, d.h. zu einem Zeitpunkt oder in einer
Umgebung, in der Bcl6 entsprechend starkt transkribiert wird (Klein und Dalla-
Favera, 2008). Es ist wichtig zu bemerken, dal} eine geringe Menge an Bcl6-
Transkripten auch in naiven oder Gedachtnis-B-Zellen nachweisbar ist (Klein und
Dalla-Favera, 2008), diese jedoch bei T-Zell-unabhangiger Stimulation rapide
reduziert werden ((Allman et al., 1996; Ye et al., 1993) und K.-M. Toellner,
personliche Mitteilung). Es kann formal nicht ausgeschlossen werden, dal3 Bcl6
ebenfalls in einer primaren Diversifizierung des BCR transkribiert wird. Dies erscheint
jedoch unwahrscheinlich, da Bcl6 der zentrale Regulator einer GC-Reaktion ist (Klein
und Dalla-Favera, 2008).

Da somatische Mutationen des Ig-Lokus und des Bcl6-Lokus beide durch die
gleiche SHM-Maschinerie generiert werden (Pasqualucci et al., 1998), sollten ihre
Mutationsfrequenzen korrelieren — und genau dies ist auch zu beobachten: mutierte

IgM* B-Zellen weisen 50 bis 60% des Mutationsgehaltes des Ig- und Bcl6-Lokus von
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klassengewechselten B-Zellen auf (Tabelle 8). Weiterhin ist zu bemerken, dal} der
durchschnittliche Anteil Bel6-mutierter IgM*IgD*CD27" und IgM-only B-Zellen nur 20-
21% der Populationen ausmacht (Vergleich klassengewechselte B-Zellen: 33%,
Tabelle 8), dies ist jedoch bei einer verringerten Mutationsfrequenz der Populationen
zu erwarten: bei 50- bis 100-fach reduzierter Mutationsfrequenz erzeugt ein
zusatzlicher Faktor von 0,5 mehr unmutierte Sequenzen. Mehr noch ist davon
auszugehen, daf ein groRer Teil — wenn nicht alle — der IgM*CD27" B-Zellen GC-
Erfahrung haben mussen, damit eine ausreichende Fraktion Bcl6-unmutierter Zellen
erhalten bleibt.

Die Tatsache, dal} intrinsische Besonderheiten der SHM (RGYW-Mutationen,
das Verhaltnis von Transitionen zu Transversionen) nicht in allen Mutationsmustern
der analysierten Zelltypen als statistisch gesichert auftreten, kdnnte auf eine héhere
Varianz im Mutationsmuster schlieBen als bisher angenommen. Wenn eine zu
geringe Anzahl von Mutationen analysiert wurde, wurde die volle Bandbreite der
biologischen Streuung nicht erfasst. Dies konnte bedingt sein durch z.B. einen
Einfluk von Bcl6-Mutationen auf die Transkriptionsrate von Bcl6 und damit
verbundene Selektionsprozesse (Pasqualucci et al., 2003) oder Unterschiede in den
Zeitfenstern, die der SHM-Maschinerie wahrend einer GC-Passage der einzelnen
Populationen zur Verfugung stehen.

Zusammengefasst ist die Detektion von Bcl6-Mutationen ein weiteres, starkes
Argument dafiir, daR die meisten, wenn nicht sogar alle der IgM*IgD*CD27" und IgM-

only B-Zellen aus GC-Reaktionen abstammen.

4.2.2 IgM*IgD*CD27" und IgG*CD27" B-Zellen stammen aus gemeinsamen GC-
Reaktionen

Wenn in einer GC-Reaktion sowohl IgM™ als auch IgG* Gedéachtnis-B-Zellen aus
einer naiven Grinderzelle entstehen, mul} eine klonale Verwandtschaft dieser Zellen
nachweisbar sein. Solche putativen Klone verfligen uber ein Muster gemeinsamer

und individueller somatischer Mutationen (Abb. 25)
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Abbildung 25: Szenario einer putativen klonalen Entwicklung einer GC-B-Zelle
=—=

Abb. 25: Dargestellt ist eine hypothetische Entstehung klonal verwandter IgM" (griin) und
IgG" (braun) GC-B-Zellen. Die Griinderzelle (links im Bild) erfahrt ein Mutationsereignis (roter
Pfeil) im Ig-Lokus und vererbt eine gemeinsame Mutation an ihre Nachkommen. Wahrend
nur ein Teil ihrer Nachkommenschaft klassenwechselt (schwarzer Pfeil), bleibt der andere
Teil IgM*. AnschlieRende Mutationsereignisse flihren zu individuellen Mutationen.

Es ist gelungen, mit zwei unabhangigen Methoden die Existenz solcher klonal
verwandter Vy-Genumlagerungen mit gemeinsamen und individuellen somatischen
Mutationen aus IgM*IgD*CD27" und 1gG* B-Zellen nachzuweisen. Der Vy1-18-
exprimierende Klon wurde mittels PAGE-Strategie identifiziert. Der experimentelle
Aufbau gewahrleistete die Amplifikation von VyDnJy-Genumlagerung gemeinsam mit
den Cuw/Cd bzw. Cy-Termini und stellte somit eine intrinsische Kontrolle fur die
Verlasslichkeit einer Amplifizierung aus beiden Populationen dar (Anhang A3, Klon
A). Im Falle der CDRIII-Primer-Strategie konnte eine Richtigkeit der Ergebnisse
validiert werden durch eine Amplifikation von Klon-spezifischer CDRIII gemeinsam
mit entsprechenden Cy-Termini in vier von 11 Vy6-exprimierenden Klonen. Die
niedrige Effizienz ist hierbei bedingt durch die Schwierigkeit, einen zweiten Primer fur
eine einzelne CDRIIlI zu erstellen, der gleichzeitig den Anforderungen an Klon-
Spezifitat und an ausreichende Positionierung 5 der CDRIIl gentgt. Der
exemplarische Nachweis in vier von 11 Fallen ist unter diesen Gesichtspunkten eine
gute Validierung. Eine weitere Bestatigung, dal verwandte B-Zellen in beiden CD27"
Populationen nachgewiesen werden konnten, ist das Fehlen solcher Klonmitglieder
in naiven B-Zellen der Spender 7 und 8 (nicht gezeigt). Die Heterogenitat der CDRIII
naiver B-Zellen bereits in Kindern (Weller et al., 2008) ist eine angemessene
Kontrolle fur die Unterscheidung von spezifischen gegenlber zufallig identischen
Amplifikaten aus polyklonalen B-Zellen. Das starkste Argument fur einen realen und
gegen einen artifiziellen Ursprung der klonal verwandten Sequenzen in IgM* und
IgG* B-Zellen ist schlieRlich das Vorhandensein von Mustern in den Resultaten. Im

Einzelnen sind dies die durchschnittliche friihere Abstammung von IgM* B-Zellen
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gegenuber  klassengewechselten, eine niedrigere, mit Literaturquellen
Ubereinstimmende V-Gen-Mutationsfrequenz (insbesondere auch bei spaten IgM*
Abkdédmmlingen) und nicht zuletzt die Beobachtung, daR IgM* und IgG* Klonmitglieder
(von wenigen, wichtigen Ausnahmen abgesehen) tendenziell zusammen gruppieren.
Im Falle von Kontaminierungen ware eine wesentlich durchmischtere Anordnung zu
erwarten.

Es ist wichtig festzuhalten, dal3 eine klonale Verwandtschaft von
IgM*IgD*CD27" und IgG* B-Zellen alleine kein Nachweis flr eine Entstehung von
IgM*  Gedachtnis-B-Zellen im GC ist. Einzelne Mitglieder sowohl primar
diversifizierter IgM* B-Zellen als auch solcher aus Tl-lmmunantworten kdnnen nach
einer extrafollikularen Entstehung eine Stimulation durch T-Zellen erfahren, eine GC-
Reaktion durchlaufen und diese als klassengewechselte Gedachtnis-B-Lymphozyten
verlassen. Erst die jeweiligen Mutationsmuster von klonal verwandten IgM* und 1gG”
B-Zellen konnen Riickschlisse auf eine genealogische Entwicklung in oder
aulRerhalb eines GC erlauben. In Abb. 4 sind drei Klone gezeigt (J, L, M), die kein
Urteil (ber eine GC-Erfahrung zulassen. Alle mutierten und unmutierten IgM®
Mitglieder kénnen Tl generierte oder pradiversifizierte Klone sein, von denen
einzelne Mitglieder in nachfolgenden Immunantworten zu klassengewechselten post-
GC-B-Zellen differenzierten. Ahnliches gilt fir zwei weitere Klone (Abb. 4 H, K): hier
muld jedoch bereits das unwahrscheinliche Szenario postuliert werden, dafl}
mindestens zwei unterschiedliche Mitglieder eines TIl-generierten oder primar
diversifizierten Klones zusatzlich an GC-Reaktionen teilgenommen haben (die
putativen Grianderzellen sind mit einem X markiert). Das Mutationsmuster der 10
restlichen Klone (Abb. 4 A-G und N-P) ist dagegen so vielgestaltig, dal} die
verschiedenen IgM* und IgG" Mitglieder noch starker durchmischt in den
genealogischen Rekonstrukten auftreten. Eine Erklarung eines solchen Bildes durch
Teilnehmen einzelner Mitglieder an GC-Reaktionen setzt eine enorme Grofle und
Diversitat der betreffenden Klone voraus, um die Wahrscheinlichkeit fur eine solche
unabhangige Selektion in verschiedene Immunantworten zu gewahrleisten. Diese
erforderliche Klongrofle und -diversitat ist mit durchschnittlich 1000 (190 bis 3600)
Mitgliedern eines Klones jedoch nicht gegeben (siehe Kalkulation der Klongréfien,
2.10 und Abb. 4). Die durchmischte Anordnung von IgM* und IgG* Klonmitgliedern in
10 von 15 detektierten Klonen der vorliegenden Analyse lasst sich nicht damit
erklaren, dal} statt einer einzelnen naiven B-Zelle mehrere pradiversifizierte oder Tl-

generierte Vorlaufer eine GC-Reaktion durchlaufen haben. Die einzig mogliche
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Erklarung flr das beobachtete Muster aus geteilten und individuellen V-Gen-
Mutationen in zwei Drittel der klonal verwandten B-Lymphozyten ist das Szenario
einer gemeinsamen Herkunft klonal verwandter IgM* und IgG* Ged&chtnis-B-Zellen
aus GC-Reaktionen.

Da die meisten Klone (11 von 15) aus Vy6-amplifizierten Produkten isoliert
wurden, muf formal diskutiert werden, ob IgM*IlgD*CD27" und klassengewechselte
Geschwisterzellen eine Besonderheit dieses einzelnen V-Genes darstellen. Dies ist
jedoch aufierst unwahrscheinlich, da in der Literatur bislang keine Hinweise auf eine
Affinitat des Vu6-Gensegmentes zu bestimmten Antigenen existieren. Viel eher
bestimmt die niedrige Frequenz Vy6-exprimierender B-Zellen in der PB Population
(Brezinschek et al., 1995) einen niedrigeren Hintergrund aus polyklonalen Zellen und
erleichtert die Amplifikation einzelner Klone. Schliel3lich zeigt der Nachweis von drei
Vu3-23- und einem V11-18- exprimierenden Klon, daf IgM* und 1gG* Gedéchtnis-B-
Zellen auch haufigere Vy-Gene nutzen.

Die Auswertung von nur 15 Klonen aus PB erlaubt kein Urteil dartuber, ob alle
oder nur ein Teil der IgM*IgD*CD27" B-Zellen aus GCs stammen. Gemessen an
insgesamt 37 monoklonalen, experimentell weiter verfolgten Cu oder Cb-
amplifizierten Sequenzen konnten jedoch 14 (40%) der 1gG* Lymphozyten-
Sequenzen korrespondierende IgM*IgD*CD27" Klonmitglieder zugeordnet werden.
Das bedeutet, daR GC-Reaktionen regelmaBig IgG™ und IgM* Mitglieder
hervorbringen. Aullerdem lassen sich Ruckschlisse auf die klonale
Zusammensetzung der beiden B-Zell-Populationen im Blut ziehen: Vergleicht man
deren ahnliche Frequenzen (Klein et al., 1998b) mit der ebenfalls ahnlich grof3en
Anzahl der jeweiligen unterschiedlichen IgM* und IgG* Mitglieder in 8 von 15 Klonen
(Abb. 4 E-J, L-O), so legt dies nahe, dal} ein sehr grolRer Teil, wenn nicht sogar alle
IgG* B-Zellen, auch IgM* Geschwisterzellen haben. Mégliche Griinde, warum
entsprechende IgM* Klonmitglieder nur in 40% der Falle nachgewiesen werden
konnten, sind erstens, daR die Anzahl der IgM* Klonmitglieder unterhalb einer
Nachweisgrenze liegt (weniger als 1 Mitglied in 0,5 | Blut) oder Mutationen in den
Primerbindestellen eine Amplifikation erschweren. Zweitens befinden sich nur ca. 2%
der humanen Lymphozyten im Blut; ihre Menge und Zusammensetzung ist von einer
Vielzahl komplexer Mechanismen reguliert (etwa dem Austausch von Zellen mit
lymphoiden Geweben) und unterliegt standigen Veranderungen (Blum und Pabst,
2007). Demzufolge stellt die zellulare Zusammensetzung des Blutes nur bedingt eine

Reflexion der gesamten B-Zell-Population eines Menschen dar (Blum und Pabst,
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2007). Daher ist ein einzelner Lymphozyten-Klon, der neben vielen weiteren in einer
Immunantwort gebildet wurde, nur anteilig oder unter Umstanden gar nicht im Blut
aufzufinden. Daruber hinaus reduzieren mit der Zeit Mechanismen wie Kompetition
und Apoptose (Utzny und Burroughs, 2001) die Anzahl der langlebigen
Klonmitglieder. Dem Nachweis klonal verwandter IgM* und IgG* B-Zellen im PB des
Menschen sind demnach nicht nur technische, sondern auch biologische Grenzen
gesetzt.

Klonal verwandte Vy-Gen-Sequenzen aus PB IgM*IgD"CD27" und IgG" B-
Zellen sind der formale Beweis daflr, dal klonale Diversifizierungsmuster aus
klassischen, klassengewechselten Ged&chtnis-B-Zellen ebenfalls in IgM* B-Zellen
existieren. Dies ist das starkste Argument fur eine gemeinsame Herkunft aus GC-

Reaktionen von somatisch mutierten IgM* und IgG* B-Zellen.

4.2.3 Ist eine Entstehung von somatisch mutierten IgM* B-Zellen mit dem
gegenwartigen Wissensstand vereinbar?

Wie fugen sich diese neuen Erkenntnisse in ein Bild, in dem somatische Mutationen
in den V-Genen dieser Zellen durch primare Diversifizierung oder durch Teilnahme
an Tl-Immunantworten eingefligt werden? Es wurde berichtet, dal’ Menschen, die
von Geburt an keine Milz besitzen, bzw. Patienten nach einer Splenektomie
spezifisch mutierte IgM*™ B-Zellen verlieren (Kruetzmann et al., 2003) (IgM-only-B-
Zellen wurden in dieser Arbeit nicht berlcksichtigt). Diese Abhangigkeit der
IgM*CD27" B-Lymphozyten von Milzgewebe wurde interpretiert als entweder eine
Abhangigkeit der Zellen von Uberlebenssignalen aus bzw. einer Generierung in
diesem Gewebe. Die Wichtigkeit von (mutierten) IgM* B-Zellen in Immunantworten
gegen TI-Pathogene ist unbestritten (Martin und Kearney, 2002; Pillai et al., 2005;
Shi et al.,, 2005; Takizawa et al., 2006). DarUber hinaus waren offensichtliche
Parallelen zur Entwicklung von B1a-B-Zellen in der Milz von Mausen eine
interessante Korrelation, da diese besonderen Zellen ebenfalls eine wichtige
Funktion in der angeborenen Immunitat gegen polysaccharidhaltige Pathogene
ausuben (Wardemann et al., 2003). In diesem Zusammenhang wurde spekuliert, dal}
humane IgM*IgD*CD27" B-Zellen ein Pendant zu Maus-B1a-B-Zellen darstellen
(Capolunghi et al., 2008; Kruetzmann et al., 2003; Rosado et al., 2009) und diese
Theorie wurde bereits in eine Reihe von klinischen Zusammenhangen eingearbeitet
(Di Sabatino et al., 2008; Di Sabatino et al., 2007; Plebani et al., 2007). Es ist jedoch

wichtig zu bemerken, dal} in keiner dieser Publikationen gezeigt werden konnte, daf
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mutierte IgM*IgD*CD27" B-Zellen in Tl-lmmunantworten gebildet werden. Der
einzige experimentelle Fokus war, dal} diese Zellen mit einer Resistenz gegen
verkapselte Bakterien korrelieren. Dies ist unzureichend flr eine Beurteilung der
Herkunft von somatischen Mutationen in IgM*CD27" B-Zellen. Eine Teilnahme an TI-
Immunantworten ist kein Garant flr eine Affinitatsreifung gegen TI- Antigene (EI
Shikh et al., 2009), zumal wahrscheinlich jeder TD-Immunantwort eine initiale, T-Zell-
unabhangige Aktivierung von B-Zellen vorausgeht (Baumgarth, 2000). Tatsachlich
wurde die Abhangigkeit von IgM*IgD*CD27" B-Zellen von der Milz, und damit eine
Abhangigkeit von TIl-Immunantworten (Kruetzmann et al., 2003), in mehreren
anderen Studien nicht beobachtet (Martinez-Gamboa et al., 2009; Wasserstrom et
al.,, 2008; Weller et al., 2004). Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dafl
IgM*IgD*CD27" B-Zellen durchaus typischer T-Helfer-Zell-Stimuli bedlrfen, um eine
verbesserte Immunantwort zu gewahrleisten (Agematsu et al., 1997). Dies ist nicht
eingangig mit einer TI-Generierung. In einer weiteren Arbeit wurde gezeigt, dal} in
einer Immunisierung humanisierter Mause (immundefiziente (SCID) Mause mit
transplantierten humanen B-Zellen) mit Polysaccharid-Impfstoff und inaktivierten
Pneumokokken sowohl IgM* als auch IgG" Gedéachtnis-B-Zellen mit jeweiliger
Affinitat zu Polysaccharid- und gleichzeitig Protein-Antigenen gebildet werden.
Weiterhin wurde in dieser Arbeit gezeigt, dall IgM* Gedachtnis-B-Zellen auch nach
einem Klassenwechsel zu IgG flir beide (TI- und TD-) Antigentypen Affinitat zeigen
(Moens et al., 2008). Zu einem gleichen Resultat fUhrten Untersuchungen an
Polysaccharid-geimpften Menschen: in 7 unabhangigen Individuen konnten
klassengewechselte, affinitatsgereifte post-GC-B-Zellen und damit verbundene
verbesserte Immunantworten gegen TI-Antigene nachgewiesen werden (erklart
durch einen vorherigen, naturlichen Kontakt mit TI-Antigenen in Konjugation mit
Proteinen) (Zhou et al., 2002). Auch diese Erkenntnisse zeigen Uberzeugend, dal}
klassische Gedachtnis-B-Zellen an TI-Immunantworten teilnehmen und eine T-Zell-
abhangige Affinitatsreifung gegen TI-Epitope von z.B. kokkalen Bakterien geschieht.
Dies ist formal kein Widerspruch zu einer Affinitatsreifung von IgM*CD27" B-Zellen in
Tl-Immunantworten, doch zeigt es, dal} die beobachteten Phadnomene durchaus mit
einer klassischen Generierung von IgM*IgD*CD27" Gedéchtnis-B-Zellen in GC-
Reaktionen kompatibel sind. Zum Abschlul3 sollen noch wichtige Arbeiten an
Mausmodellen erwahnt werden: es existiert eine Gedachtnisfunktion fur TI-Antigene
in Nagetieren; diese ist abhangig von B1b-B-Lymphozyten, bedarf keiner T-Zellen
und ist unabhangig von SHM (Alugupalli et al., 2004; Toyama et al., 2002). Demnach
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ist es mdglich, durch Tl-Immunisierung langlebige Gedachtnis-B-Zellen — wie die des
Menschen (Richards et al., 2000) — gegen TI-Antigene zu bilden. Bei einer
genaueren Betrachtung solcher Tl-Immunisierungen zeigen sich jedoch mit humanen
IgM*IgD*CD27" B-Zellen unvereinbare Eigenschaften: im Gegensatz zu TD- fiihren
Tl-Immunisierungen in Mausen zwar zu (abortiven) GC-Reaktionen, die darin
gebildeten post-GC-B-Zellen sind jedoch weitgehend unmutiert und nicht langlebig
(Obukhanych und Nussenzweig, 2006; Toellner et al., 2002). Nicht zuletzt gibt es
Hinweise darauf, da® MGZ in Mausen ein Reservoir flr post-GC-B-Zellen darstellen
(Liu et al., 1988; Song und Cerny, 2003). Das bedeutet, an einer Pravention von
Infektionen durch verkapselte Bakterien koénnen ebenfalls Zellen aus TD-
Immunisierungen beteiligt sein.

Das Fazit zu einer TI-Generierung von somatischen Mutationen in IgM*CD27*
B-Zellen ist, dal® eine Korrelation dieser Zellen mit einer verbesserten Immunantwort
gegen TI-Antigene die vorliegenden Daten zu einer Generierung in TD-
Immunantworten keineswegs ausschlief3t. Stattdessen wird deutlich, dald nattrliche
Effektorfunktionen dieser post-GC-B-Zellen durch intrinsische Errungenschaften
wahrend einer Affinitatsreifung gegen TD-Antigene, oder alleine durch ihre
Lokalisation in den MGZ der Milz begriindet sein missen (Dunn-Walters et al., 1995;
Zandvoort et al., 2001).

Im Vergleich dazu stitzt sich die Theorie einer primaren Diversifizierung auf
direkte, eindeutigere Indizien. Es wurde berichtet, dal} eine Population von
IgM*IgD*CD27" B-Zellen bereits in Féten angelegt wird (Scheeren et al., 2008). Mit
geringer Frequenz ist eine solche Population auch in Nabelschnurblut zu finden
(Weller et al., 2001) und wird bis zu einem Alter von 2 Jahren graduell und parallel zu
IgG* B-Zellen aufgebaut (Weller et al., 2008). Die Existenz solcher Zellen ist ein
klarer Hinweis darauf, da (in MalRen) eine T-Zell-unabhangige Diversifizierung fur
die Existenz von IgM*IgD*CD27" B-Zellen in fotaler Leber und im Nabelschnurblut
von Neugeborenen verantwortlich sein kann. Es ist jedoch wichtig zu bemerken, daf
erstens die Frequenz der mutierten IgM*IgD*CD27" B-Lymphozyten in Fétus und
Nabelschnur sehr gering ist (< 5% bzw. 1%), weiterhin der Anteil der mutierten Zellen
nur 17-21% bzw. 20-64% der IgD'CD27" Zellen ausmacht und schlieRlich die
durchschnittliche Mutationsfrequenz der mutierten B-Zellen 2,4 bzw. 0,4% betragt
(Scheeren et al., 2008; Weller et al., 2001). Dies steht in einem deutlichen
Gegensatz zu den mutierten IgM*™ B-Zellen des adulten Menschen, der
durchschnittlich 25% IgM*IgD*CD27" B-Zellen im Blut aufweist, von denen fast alle
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(94%) mutiert sind, und zwar mit einer durchschnittlichen Mutationsfrequenz von 4-
6%. Daher sind die Prozesse, die eine Diversifizierung des BCR bereits im Foétus
steuern, verhaltnismafig selten und uneffektiv. Welche Prozesse kdnnten an solch
einer Diversifizierung des BCR beteiligt sein? Wenn auch fir mutierte Zellen aus
humanem Nabelschnurblut theoretisch immer noch potentielle T-Zell-abhangige
fotale Infektionen verantwortlich gemacht werden koénnten (Adkins et al., 2004;
Cooper, 1987; Enders et al., 2007; Lazzarotto et al., 2008; Stiehm et al., 1966), so
scheint das fiir IgM*IgD*CD27" B-Zellen aus fotaler Leber nicht zuzutreffen: In der
entsprechenden Arbeit zeigen artifizielle, humanisierte Mausmodelle, dall die
Entwicklung eines diversifizierten IgM*IgD*CD27" Kompartimentes weitgehend
unabhangig von T-Zellen geschieht. Wahrend Weller et al. und Scheeren et al.
jeweils nur mutierte IgM* B-Zellen in Fétus und Nabelschnurblut beschreiben, steht
demgegenuber eine friuhere Publikation, die nur unmutierte Cu- jedoch eine ganze
Reihe von somatisch mutierten Cy-Transkripten beschreibt (Mortari et al., 1993). Fur
diese IgG" Transkripte kommen als Quelle im Nabelschnurblut nur
klassengewechselte Gedachtnis-B-Zellen in Frage, die in uteralen T-Zell-abhangigen
Immunanreaktionen im Fotus gebildet wurden. In solchen putativen GC-Reaktionen
wirden ebenfalls IgM* Gedachtnis-B-Zellen als friihe Abkdmmlinge das GC
verlassen. Selbst wenn das nicht zutreffen sollte, kann fir keine der beiden Arbeiten
ausgeschlossen werden, daR die beobachteten mutierten IgM*IgD*CD27* Zellen
statt einer Pradiversifizierung aus TD-Immunantworten stammen. Dafir wirde
bereits die niedrige Mutationsfrequenz der fétalen IgM*IgD*CD27" B-Zellen
sprechen, wie durch Mausmodelle suggeriert wird (Toellner et al., 2002). Leider sind
Untersuchungen zur Langlebigkeit — Tl generierte mutierte Zellen sind kurzlebig
(Toellner et al., 2002) - der sogenannten pradiversifizierten IgM*IgD*CD27" B-Zellen
in Fotus und Nabelschnurblut nicht moglich. Eine stetige Akkumulation der
IgM*IgD*CD27" B-Zellen ab Geburt wird in diesem Zusammenhang interpretiert als
zunehmender Ausbau einer solchen unabhangigen B-Zell-Abstammungslinie,
parallel zu einer Akkumulation von IgG* Gedachtnis-B-Zellen (Weller et al., 2008).
Hier stellt sich jedoch die Frage, warum ein vorgeschlagener Pradiversifizierungsweg
nicht mit einer weitgehend konstanten Mutationsrate arbeitet, sondern diese erst
nach zwei Jahren Lebensalter voll ausgebildet haben sollte. Naheliegender ist
dagegen eine Herkunft von IgM*IgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen aus
gemeinsamen GC-Reaktionen, die spatestens ab der Geburt durch akkumulierende

Infektionen/Reinfektionen mit wiederholten GC-Passagen und zusatzlicher
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Affinitatsreifung zu einem gleichmafigen Aufbau eines klassengewechselten und
IgM™ post-GC-Kompartimentes flihren wiirden (Agematsu et al., 1997; Zandvoort et
al., 2001).

Eines der ersten und starksten Argumente fir eine GC-unabhangige
Generierung von somatisch mutierten IgM* B-Zellen war die Existenz solcher Zellen
in Patienten mit Typ 1 des Hyper-IgM-Syndrom (HIGM) (Weller et al., 2001). Diesen
Patienten fehlt ein intakter CD40-Ligand (Ferrari et al., 2001), daher weisen diese
Patienten Defekte in der Ausbildung von GC-Strukturen in Lymphknoten auf
(Facchetti et al., 1995; Notarangelo et al., 1992; Van Kooten und Banchereau, 1996).
Es ist wichtig, auch hier zu bemerken, dal die gefundenen Zellen in Frequenz (1-
4%), Anteil mutierter Zellen (43-95%) und Mutationsfrequenz (0,3 bis 3,4%) denen in
Foten und Nabelschnurblut dhneln (Scheeren et al., 2008; Weller et al., 2001).
Weitere Arbeiten zu mutierten IgM*IgD*CD27" B-Zellen in Typ 1 HIGM-Patienten
zeigen diese Tendenz umso deutlicher (Chu et al., 1995; Kuraoka et al., 2009; Longo
et al.,, 2009). Daher gilt auch hier das Argument, dal} ein zu geringer Teil der
IgM*IgD*CD27" Lymphozyten mutiert ist (und auch qualitativ zu niedrig), um mit den
Werten einer expandierenden Population von post-GC-B-Zellen in Milz und PB
bereits in jungen Kindern (8-11 Monate), geschweige denn in adulten Menschen
plausibel korreliert werden zu kénnen. Darlber hinaus muld festgehalten werden,
dal} in immundefizienten Menschen des HIGM-Syndroms (genau wie in Féten oder
Sauglingen (Adkins et al., 2004; Levy, 2007)) eine starke Suppression bzw.
Unvollstandigkeit des Immunsystems vorliegt. Somit lasst ein Mangel an Kompetition
durch adaptive Immunitat Raum fir alternative Mechanismen, etwa eine rudimentar
angelegte primare Diversifizierung oder ein gewisses Mal® an SHM durch TI-
Aktivierungen, oder SHM in unreifen, transitionellen B-Zellen, wie in Mausen
nachgewisen werden konnte (Han et al., 2007; Mao et al., 2004; Ueda et al., 2007).
Abschlieltend sei noch erwahnt, dald eine Untersuchung von Typ 1 HIGM-Patienten
auf GC- oder GC-ahnliche Strukturen niemals so umfassend durchgeflhrt wurde,
dal} diese vollkommen ausgeschlossen werden kdnnen, mehr noch wurden in einer
Studie sogar GC-ahnliche Strukturen in Lymphknoten gefunden (Facchetti et al.,
1995). Auler CD40-CD40L-Interaktion zum Ein- und Austritt in GC-Reaktionen
(Basso et al., 2004) verfugen die Patienten Uber alle nétigen Elemente einer TD-
Affinitatsreifung. Interessanterweise gibt es zumindest einen alternativen Liganden
fur humanes CD40, der in GCs exprimiert wird und eine stimulierende Wirkung auf B-

Zellen ausubt (Brodeur et al., 2003). Auch in Mausmodellen existieren Hinweise auf
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eine CD40L-unabhangige Aktivierung von CD40 in Tl-induzierten GC-Reaktionen
(Gaspal et al., 2006). Eine alternative Stimulierung von CD40 ist demnach auch in
CDA40L-defizienten Patienten mdglich.

In Typ 2 HIGM-Patienten, in denen aufgrund von Mutationen des AICDA-
Gens keine SHM und kein Klassenwechsel, dafur aber hyperplastische Keimzentren
aufzufinden sind (Revy et al., 2000; Weller et al., 2004), sind hohe Frequenzen von
IgM*IgD"CD27" (bis 7% der PB B-Zellen) mit unmutierten BCR aufzufinden. Das
verleitet Weill et al., dazu, IgM-only (und nicht IgM*IgD*CD27") B-Zellen als friihe
GC-B-Zellen zu postulieren, die mangels Klassenwechsel-Rekombination
akkumulieren (Weill et al., 2009). Dazu steht jedoch in deutlichem Widerspruch, dal}
erstens AICDA-defiziente Patienten ebenfalls eine ahnlich grofle Population
unmutierter IgM*IgD*CD27" B-Zellen aufweisen (Weller et al., 2004), zweitens IgM-
only B-Zellen im PB dagegen klassischerweise mutiert sind (Klein et al., 1998b) und
darUber hinaus intrinsisch eine reduzierte Klassenwechsel-Kapazitat aufweisen
(Werner-Favre et al., 2001). Im Gegenteil ist die Existenz von IgM-only B-Zellen in
Patienten mit vergroRerten GC eher ein Hinweis darauf, dal} dies post-GC-B-Zellen
sind, die IgD herunterreguliert haben.

Ein weiteres Argument fur einen primaren Diversifizierungsweg fur B-
Lymphozyten im Menschen entstammt der Analyse des BCR-Repertoires in
Kleinkindern (8 bis 11 Monate) anhand der Verteilung und Komplexitat der CDRIII-
Langen in naiven, IgM’IgD'CD27", klassengewechselten und GC-B-Zellen
(aufgesplittet in Cu- und Cy-lg-Transkripte) (Weller et al., 2008) (Abb. 26).

Abbildung 26: BCR-Rezeptor-Diversitat in Kleinkindern

A: B:
Naive B-Zellen wha ‘h\ﬁ.'\v?\ﬁuMMHn Naive B-Zellen i M’HALWUUI‘LFM\m_
laM+lgD+CD27+ IgM+IgD+CD27+ \ :
e MMM )U MMMM &J"“.Jhﬁuﬂu/ A/”\MMJM
Klassengewechselte
e | IgM+ GC-B-Zellen ) ﬂmm f\
s AUV UL LA

IgG+ GC-B-Zellen

I

LU U‘u I MJ A

Abb. 26: Abgebildet sind CDRIII-Spektren-Analysen des VH3-15 Genes von B-Zell-
Populationen aus PB eines 11 Monate alten Kleinkindes (A) bzw. aus der Milz eines 8

A
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Monate alten Kleinkindes. Die Beschriftung bezeichnet die jeweils untersuchte Population,
die roten Peaks zeigen eine Verteilung distinkter CDRIII-Langen von amplifizierten V-Genen.
Wichtig: untereinander dargestellte Verteilungen beruhen auf einer identisch skalierten X-
Achse. Modifiziert nach (Weill et al., 2009).

Es fallt auf, daR naive und IgM*IgD*CD27" B-Zellen ein sehr heterogenes,
klassengewechselte und GC-B-Zellen ein verhaltnismaRig homogenes (bzw.
oligoklonales) CDRIII-Spektrum aufweisen. Weller et al. interpretieren diesen
Unterschied als Hinweis auf eine polyklonale, pradiversifizierte Zusammensetzung
der IgM*IgD*CD27" B-Zellen, die — ahnlich naiver B-Zellen — bereits frih in der
Entwicklung von Kleinkindern polyklonal angelegt wurden. IgG* B-Zellen dagegen
entstehen nur schrittweise mit ersten Immunreaktionen. Wie ist ein solches Bild mit
einer gemeinsamen Herkunft von IgM*IlgD*CD27" und IgG* B-Zellen aus GC-
Reaktionen zu vereinbaren? Der Schllssel liegt darin, dal® Kleinkinder aufgrund der
niedrigen Entwicklungsstufe ihres Immunsystems in grollem Malle immunsupprimiert
sind (Lydyard et al., 2004). Ein verzerrter Zytokin-Haushalt (Levy, 2007), reduzierte
Tu1- und Tx2-Antworten (Adkins et al., 2004), aber auch Einschrankungen in der
Diversitat der B-Lymphozyten (Mortari et al., 1993; Xue et al., 1997), sowie in der
Architektur von lymphoiden Follikeln, Follikularen Dendritischen Zell-Netzwerken und
GCs (Adkins et al., 2004; Pihigren et al., 2003; Timens et al., 1987) fihren dazu, dal}
besonders der adaptive Arm nur unzureichend funktionsfahig ist (Marshall-Clarke et
al., 2000; Siegrist und Aspinall, 2009). Eine der Folgen ist, dal} Antikdrperreaktionen
verzogert, weniger effizient und vor allem mit kirzerer Dauer ablaufen (Adkins et al.,
2004; Siegrist, 2001). GC-Reaktionen, die Uber unzureichende T-Zell- oder FDC-
Netzwerke verfligen, konnten friih abbrechen und daher hauptsachlich IgM*
Gedachtnis-B-Zellen ausschutten. Ebenso koénnte das Klassenwechselverhalten
aufgrund von verzerrten Zytokin-Haushalten benachteiligt sein (Levy, 2007). Fir ein
verandertes Klassenwechselverhalten spricht ebenfalls, dalk IgG* B-Zellen bereits ab
Geburt, IgA*™ B-Zellen jedoch erst nach ca. 2 Monaten gebildet werden (Lydyard et
al., 2004), und daf in Neugeborenen die Verteilung von Ig-Klassen von denen in
erwachsenen Menschen abweicht (Adkins et al.,, 2004). Nicht zuletzt muUssten
interklonale Selektionsprozesse wahrend einer GC-Reaktion in Betracht gezogen
werden. Das impliziert, daR friihe IgM* B-Zellen mit einer kurzen Verweildauer im GC
weitaus weniger Kompetition ausgesetzt sind als hochaffine IgG* B-Zellen in einer
spaten GC-Reaktion, deren Zusammensetzung durch wenige Klone bestimmt wird
(Kroese et al., 1987; Kuppers et al., 1993). Es gibt also eine Reihe von Prozessen,

die eine polyklonale Zusammensetzung von IgM*IgD*CD27" B-Zellen als Folge von
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TD-Immunantworten erklaren konnen. Interessanterweise bergen sogar die Daten zu
einer sogenannten primaren Diversifizierung von mutierten IgM* Lymphozyten im
Menschen deutliche Hinweise auf eine antigenische Selektion: die CDRIII der
IgM*IgD*CD27" B-Zellen ist durchschnittlich kiirzer als in naiven B-Zellen (Abb. 26).
Durchschnittlich kitrzere CDRIII-Langen sind in der Literatur eindeutig mit
antigenischer Selektion assoziiert worden (Brezinschek et al., 1998; Luger et al.,
2001; McHeyzer-Williams et al., 1993; Rosner et al., 2001; Tsuiji et al., 2006) Dieser
Unterschied besteht ebenfalls zwischen unmutierten Cu- und mutierten Cy- und Ca-
Transkripten aus Nabelschnurblut (Mortari et al., 1993). Wenn Weill et al. kiirzere
CDRIIl auf Antigen-unabhangige Selektionsprozesse, d.h. tonische BCR-Signale
durch autoantigenes Kreuzvernetzen, bei der Entstehung von MGZ-B-Zellen
zuruckfuhren (Weill et al., 2009), lassen sie dabei aulRer Acht, dald in Mausen gerade
das schwachste tonische BCR-Kreuzvernetzen zur Differenzierung in MGZ-B-Zellen
fuhrt, wahrend die intensivste Kreuzvernetzung zur Differenzierung in B1-B-Zellen
fuhrt (Casola et al., 2004). Im Menschen gibt es jedoch keine Unterschiede in den
durchschnittlichen CDRIII-Langen von B1 und B2-B-Zellen in PB (Brezinschek et al.,
1997) und Nabelschnurblut (Kiyoi et al., 1995).

Ein letzter Punkt der diskutiert werden soll ist die Ahnlichkeit von
IgM*IgD*CD27* B-Zellen aus PB zu MGZ-B-Zellen der Milz; so z.B. eine
nachgewiesene klonale Verwandtschaft (Weller et al., 2004), eine besondere
Reaktivitat mit TI-Antigenen (Kruetzmann et al., 2003; Martin und Kearney, 2002;
Takizawa et al., 2006) und eine mogliche Abhangigkeit von Notch2 (Scheeren et al.,
2008), einem wichtigen Faktor fir MGZ-B-Zell-Entwicklung in Mausen (Saito et al.,
2003; Tanigaki et al., 2002). Diese Ubereinstimmungen haben dazu gefiihrt, daR in
der Literatur IgM*CD27" PB B-Zellen haufig mit MGZ-B-Zellen gleichgesetzt werden,
so z.B. in (Weill et al., 2009). Auch dies hat Implikationen auf eine Betrachtung dieser
Zellen als unabhangige Abstammungslinie, da wichtige Arbeiten an Mausmodellen
zeigten, dal dieses Szenario in Nagetieren zutrifft (Cariappa et al., 2001; Casola et
al., 2004; Kuroda et al., 2003; Loder et al., 1999; Saito et al., 2003; Tanigaki et al.,
2002). Es ist jedoch zu beachten, dal} zwischen Maus und Mensch experimentell wie
biologisch wichtige Unterschiede bestehen: beinahe alle Arbeiten zu Maus-B-Zellen
werden an entnommenen Milzen durchgeflihrt, daher ist nur wenig tUber PB B-Zell-
Populationen bekannt. Jedoch koénnen B-Zellen aus verschiedenen Geweben
wichtige Unterschiede, z.B. im Mutationsgehalt, aufweisen (Blum und Pabst, 2007;
Weller et al., 2004; Weller et al.,, 2008). Daruber hinaus bestehen strukturelle
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(Mebius und Kraal, 2005) und qualitative Unterschiede zwischen Mensch und
Kleinsauger, etwa der Mutationsgehalt der MGZ-B-Zellen (Carsetti et al.,, 2004;
Dunn-Walters et al., 1995). Eine MGZ-B-Zelle ist definiert durch ihre Lokalisation
(sessile Interaktion mit Milzgewebe), daher ist eine Bezeichnung von zirkulierenden
IgM*IgD*CD27* B-Zellen aus PB als MGZ-B-Zellen unprazise. Es zeigt sich
ausgerechnet in Publikationen zu einer Ubereinstimmung dieser Populationen
(Weller et al.,, 2004; Weller et al., 2008) entscheidende Unterschiede: in
altersgleichen Spendern weisen die B-Zellen aus der Milz — wohlgemerkt sowohl
IgM*CD27" als auch klassengewechselte B-Zellen — einen ca. 2-fach niedrigeren
Mutationsgehalt auf. Dies macht deutlich, da® auch im Menschen besondere
Selektionskriterien flr die Zusammensetzung der MGZ bestehen und die beiden
Populationen nicht ohne weiteres gleichgesetzt werden dirfen. Abgesehen davon
besteht kein Grund zur Annahme, daR nicht gelegentlich sowohl IgM*IgD*CD27" als
auch klassengewechselte B-Zellen in die MGZ (und aus ihr heraus) selektiert
werden. Dies jedoch ist kein Widerspruch zu einer Abstammung aus gemeinsamen
GC-Reaktionen. Es gibt sogar einen interessanten Hinweis auf klonale
Verwandtschaft von GC-B-Zellen und MGZ-B-Zellen eines sekundaren Milz-Follikels
(Mateo et al., 2001), wenn auch die Gemeinsamkeit von 2 Bcl6-Mutationen zu gering
ist, um als unumstoRlicher Beweis flr eine klonale Verwandtschaft von B-Zellen zu
gelten.

Zusammengefasst ist die Prasenz einer sehr kleinen Fraktion von geringfigig
mutierten IgM* B-Zellen in fotaler Leber, Nabelschnurblut und auch in Typ1 HIGM-
Patienten bestenfalls ein Hinweis auf eine rudimentare Diversifizierungsmaschinerie,
die im Menschen nur minimal, oder unter extremen Bedingungen wirksam ist. Zum
jetztigen Zeitpunkt existiert kein Beweis dafiir, daR es sich bei mutierten IgM*
Lymphozyten nicht um Gedachtnis-B-Zellen handelt, die in gesunden, erwachsenen

Menschen gemeinsam mit IgG* B-Zellen in GC-Reaktionen gebildet werden.

4.2.4 Die Dynamik von Gedachtnis-B-Zellen in primdren und sekundaren
Immunantworten

Die Analyse von Genumlagerungen aus klonal verwandten IgM* und IgG”
Gedachtnis-B-Zellen zeigt nicht nur ihre gemeinsame Herkunft aus GC-Reaktionen,
sondern gewahrt daruber hinaus Einblicke in die Dynamik der Entwicklung von
Gedachtnis-B-Zell-Klonen in GC-Reaktionen.
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Es fallt auf, dal flr viele Klone eine Uberraschende Vielfalt an parallel
selektierten Mutationsmustern besteht. Dal} eine solch hohe Diversitat und daraus
resultierenden unterschiedlichen Bindungseigenschaften der Antikdrper aus einem
einzelnen B-Zell-Klon entspringt, zeigt, wie vielfaltig und komplex die parallel
ablaufenden Selektionsprozesse in einem einzelnen GC sind. Die hohe Diversitat
eines B-Zell-Klones in Antwort zu einer begrenzten Auswahl von prasentierten
Antigenen einer GC-Reaktion koénnte dazu beitragen, eine erschwerte
Wiedererkennung von leicht modifizierten Pathogenen (ein Phanomen, bezeichnet
als original antigenic sin) zu umgehen.

Weiterhin zeigt das regelmalige Auffinden von Klonmitgliedern mit nur
wenigen oder gar keinen Mutationen im Vy-Gen, daly Gedachtnis-B-Zellen durchweg
in GC-Reaktionen und nicht z.B. nur in der Endphase gebildet werden. Es zeigt
ebenfalls, dald auch post-GC-B-Zellen mit nur wenigen Mutationen existieren kénnen,
und nicht notwendigerweise aus Immunreaktionen ohne oder mit verminderter T-Zell-
Hilfe stammen. Ebenfalls wird ersichtlich, dal} der Klassenwechsel ein relativ friihes
Ereignis im Verlauf einer GC-Reaktion sein kann, wenn auch tendenziell 1gG”
Klonmitglieder eher spate Abkodmmlinge mit starker mutierten Vy-Gen Sequenzen
sind. Das impliziert, daR IgM* B-Zellen vornehmlich frilhe Abkémmlinge derselben
GC-Reaktionen wie klassische Gedachtnis-B-Zellen sind, und liefert eine plausible
Erklarung fur ihre niedrigeren Mutationsfrequenzen.

Mutierte IgM* B-Zellen sind Ged&chtnis-B-Zellen, deren relativ niedrigere
Affinitat z.B. durch die hohe Aviditat eines pentameren IgM-Antikdrpers ausgeglichen
wird. Ihre im Vergleich zu klassengewechselten B-Zellen breitere, intermediar affine
Diversifizierung in GC-Reaktionen erlaubt ihnen womaoglich eine Aktivierbarkeit durch
BCR-Kreuzvernetzung eines breiteren Spektrums an Antigenen und ist entscheidend
fur ihre Rolle in angeborener Immunitat gegen T-Zell-unabhangige Antigene. Der
Vorteil gegentber unmutierten B1-B-Zellen ist hierbei, dal sie als Gedachtnis-B-
Zellen (auch von nicht kognitiven, zufallig affinen) Antigenen schneller und besser
aktiviert werden konnen (Agematsu et al., 1997). Darlber hinaus sind IgM*
Gedachtnis-B-Zellen — im Gegensatz zu klassengewechselten und B1-/naiven B-
Zellen - durch einen stringenten Selektionsprozess von autoreaktiven Mitgliedern
befreit (Tsuiji et al., 2006) und verringern so das Risiko von Autoimmunerkrankungen
als Begleiterscheinung einer Infektion durch gewohnliche Pathogene. Nicht zuletzt
sind IgM* Gedéachtnis-B-Zellen, neben ihrer dualen Funktion in angeborener und

adaptiver Immunitat, antigenerfahrene Mitglieder eines Gedachtnis-B-Zell-Klones,
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offen fur eine weitere Affinitatsreifung gegen modifizierte Pathogene. Ein weiterer
Vorteil ist die Maoglichkeit zu einem spateren Klassenwechsel in sekundaren
Immunantworten (Werner-Favre et al., 2001), etwa um auf veranderte Lokalisation
des Antigens reagieren zu konnen, was klassengewechselten B-Zellen unter
Umstanden (d.h. flr 5’ gelegene Cy-Gene) verwehrt ist.

Die Analyse von Gedachtnis-B-Zell-Klonen erlaubt ein besseres Verstandnis
vieler Aspekte einer T-Zell-abhangigen Immunantwort. Weiterhin bietet sie Raum fur
Spekulationen, warum im Menschen im Vergleich zu niederen Saugetieren vermehrt

antigenerfahrene Lymphozyten am Aufbau einer naturlichen Immunitat beteiligt sind.

Zusammengefasst zeigen die Daten zu Telomerlangen, Bcl6-Mutationen und klonal
verwandten IgM* und IgG* post-GC-B-Zellen, dafl der Uberwiegende Teil — wenn
nicht gar alle - IgM*IlgD*CD27" und auch IgM-only B-Zellen gesunder Erwachsener
aus GC-Reaktionen stammen und somit Gedachtnis-B-Zellen in einem klassischen

Sinne sind.

4.3 Genexpressionsanalyse von humanen B-Zell-Populationen
In den folgenden Kapiteln soll die Analyse von Genexpressionsprofilen zur
Verwandtschaftsbestimmung und  Charakterisierung von  B-Lymphozyten-
Populationen aus PB des Menschen diskutiert und interpretiert werden. Grundlage
fur diese Analyse waren jeweils 5 Genexpressions-Arrays pro naiver, IgM-only,
IgM*IgD*CD27" bzw. klassengewechselter B-Zell-Population. Im Gegensatz zu
vorherigen Studien (Klein et al., 2003; Weller et al., 2004) konnten in der
vorliegenden Analyse gro3e Unterschiede zwischen den Transkriptionsmustern der
einzelnen Populationen gefunden werden. Dies schliel3t nicht nur die Menge der
differentiell exprimierten Transkripte, sondern auch den Expressionsfaktor einzelner
Transkripte mit ein. Dieser lag fur signifikant differentiell exprimierte Gene zumeist
zwischen 2 und 10, in manchen Fallen konnten jedoch dramatische 50- bis 150-
fache Unterschiede im Transkriptgehalt einzelner Gene nachgewiesen werden.
Tabelle 11 (siehe 3.3.3) zeigt eine Ubersicht tiber die Anzahl der mindestens 2-fach
statistisch signifikant differentiell exprimierten Gene.

Eine gezielte Suche nach Transkripten, die durch Kontaminationen mit T-
Zellen (z.B. CD3, CD4 oder CD8), NK-Zellen (CD56, CD16), Monozyten (CD14,
CD16) oder B-Zellen der jeweils anderen Populationen (IgM, IgD, 1gG/IgA bzw.
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CD27) entstanden sein muissen, hatten Signalwerte nahe dem Hintergrung (nicht
gezeigt).

Zusammengefasst zeigt dies, daly die Erstellung von Genexpressionsprofilen
mittels des Message Amp Il biotin enhanced kit (Applied Biosystems, siehe 2.12)
erfolgreich, mit hoher Sensitivitat und ausreichender Reinheit verlaufen ist. Sie bietet
eine stabile Grundlage fir eine Charakterisierung von humanen PB B-Zell-

Populationen.

4.3.1 Bestimmung eines Verwandtschaftsgrades von B-Zell-Populationen aus
PB

In der vorliegenden Dissertationsschrift wurde anhand zweier verschiedener
mathematischer Verfahren die Ahnlichkeit von naiven, IgM-only, IgM*IgD*CD27" und
klassengewechselten B-Zellen auf transkriptioneller Ebene gepruft. In beiden
Ansatzen gruppierten sich die je 5 verschiedenen Datensatze naiver bzw.
klassengewechselte Lymphozyten in jeweils unabhangigen clustern. Da beide
Konditionen als extreme Phanotypen angenommen werden kénnen (bezuglich der
Frage, ob IgM* B-Zellen ahnlicher zu naiven oder klassengewechselten B-Zellen
sind), ist dies eine gute Validierung fur die Richtigkeit der Vorgehensweise. Die Lage
der IgM-only B-Zellen in den hierarchischen Gliederungen und PCA zeigte in beiden
Fallen eine jeweils deutliche Assoziation mit klassengewechselten B-Zellen. Dies
stimmt Uberein mit anderen Quellen (Weill et al., 2009), die IgM-only B-Zellen als
GC-Vorlaufer bzw. —Derivate betrachten. Die Einordnung der IgM*IgD*CD27" B-
Zellen dagegen ist weniger eindeutig. Betrachtet man die Ahnlichkeit von naiven,
IgM*IgD*CD27* und klassengewechselten B-Zellen alleine, so erscheinen
IgM*IgD*CD27" B-Zellen als Intermediate zwischen naiven und klassengewechselten
B-Zellen. Diese intermediare Lokalisierung zeigt zwar nach wie vor eine starkere
Tendenz zu klassengewechselten B-Zellen, dennoch sind in der hierarchischen
Gliederung drei Datensatze und in der (statistisch aussagekraftigeren) PCA
zumindest einer deutlich mit naiven B-Zellen assoziiert (siehe 3.3). Es gibt drei
Szenarien, die im Zusammenhang mit einer solchen heterogenen Ahnlichkeit
diskutiert werden missen: Erstens, IgM*IlgD*CD27" B-Zellen des Menschen sind
eine biologisch heterogene Population aus (pradiversifizierten) naiven B-Zellen und
post-GC-B-Zellen, daher ahnelt die je nach Spender variierende Zusammensetzung
entweder mehr naiven oder mehr klassengewechselten B-Zellen. Ein solches

Szenario ist grundsatzlich nicht auszuschliel3en, erscheint aber vor dem Hintergrund
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der beschriebenen molekularen Gemeinsamkeiten und klonaler Verwandtschaft mit
post-GC-B-Zellen als unwahrscheinlich. Zweitens koénnte die Dualitat der
IgM*IgD*CD27" B-Zellen in angeborener und adaptiver Immunitat sich ebenfalls — je
nach individueller genetischer Pradisposition oder klinischer Vergangenheit — in den
einzelnen Spendern auch in den Transkriptionleveln der Population
niedergeschlagen haben, wodurch IgM*IgD*CD27" B-Zellen einiger Spender einen
starkeren B1-/naive B-Zellen-Phanotyp aufweisen. Drittens mussen jedoch noch rein
technische Umstande in Betracht gezogen werden: In einer Mindestreinheit von 98%
fur sortierte IgM*IgD*CD27" B-Zellen kommen als kontaminierende Ereignisse vor
allem IgM*IgD" naive B-Zellen und nicht IgD™ (IgM-only, I1gG”, IgA") in Frage. Dieser
Umstand fuhrt dazu, dal} bis zu 2% der analysierten Transkripte aus naiven B-Zellen
stammen. Dies ware in einer supervised Analyse zu vernachlassigen, da in der
Regel diese Transkripte auch nur 2% der Signalintensitat erreichen. In einer
unsupervised hierarchischen Gliederung bzw. PCA wirde ein Expressionsmuster
aus in naiven B-Zellen besonders stark exprimierten Transkripten jedoch auf ein
bestehendes Expressionsmuster aufaddiert. Dieses wirde zwar schwache
Signalwerte aufweisen, kann im Vergleich zu nicht-naiven B-Zellen jedoch
statistische Signifikanz erreichen, solange gentgend Transkripte eines naiven
Phanotypes die Hintergrundschwelle durchbrechen. Eine eindeutige Klarung, welche
der drei Ursachen fur die beobachteten Resultate verantwortlich zeichnet, kann nicht
erfolgen. Es ist jedoch bezeichnend, dal} eine PCA mit Reduktion der probe sets
bzw. mit einer Umstellung der Analyse auf supervised, die Assoziation der
IgM*IgD*CD27" mit naiven B-Zellen abnimmt, d.h. Kontaminationen vermutlich eine
Rolle spielen.

Zusammengefasst ist die Ahnlichkeitsanalyse von B-Zell-Populationen aus
humanem PB vereinbar mit dem Szenario, dalk IgM*CD27" B-Zellen Gedachtnis-B-
Zellen sind. Mehr noch untermauert eine hohere Ahnlichkeit eines GroRteils der
mutierten IgM* B-Zell-Populationen mit klassengewechselten B-Zellen diese
Hypothese. Daruber hinaus wird der wesentlich faszinierendere Eindruck erweckt,
daR die hdchste Ahnlichkeit immer noch zwischen IgM*IgD*CD27" und IgM-only B-
Zellen besteht und somit eine Eigenstandigkeit, d.h. eine losgeloste Rolle
unabhangig von naiven und klassengewechselten B-Zellen suggeriert. Dies wirft die
Fragestellung auf, welche spezifischen Eigenschaften in den Entwicklungsprozessen
in GC-Reaktionen etabliert werden. Bezuglich einer Verschiedenheit von IgM-only

und IgM*IgD*CD27" B-Zellen muRl an dieser Stelle erwahnt werden, dalk mit den
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bisherigen Analysen kein wesentlicher Unterschied festzustellen war. Weder in den
Untersuchungen zu Spuren einer GC-Erfahrung (siehe 3.2.1 und 3.2.2) noch den
Auswertungen der Genexpressionsprofile (siehe 3.3) konnte bislang ein Hinweis auf
eine Besonderheit einer der beiden Populationen gefunden werden, mdglicherweise
erfordert dies eine statistisch relaxiertere Vorgehensweise (Tabelle 11). Die weitere
Analyse in dieser Arbeit fokussiert sich auf naive, IgM'lgD*CD27" und

klassengewechselte B-Zellen.

4.3.2 ldentifizierung von Gensignaturen, die eine spezifische Funktion von
IgM*IgD*CD27* B-Zellen suggerieren

Die Auswertung von Genexpressionsprofilen anhand paarweiser Vergleiche ist eine
Methode um Besonderheiten eines Phanotyps identifizieren zu kdnnen. lhr Vorteil ist,
dall der Phanotyp von Entitdten umfassend erfasst werden kann. Die vorliegende
Analyse basiert auf Genexpressions-Arrays des Typs HG-U133Plus_2.0 (Affymetrix)
und erlaubt eine genomweite Analyse der transkriptionellen Unterschiede in
humanen Zellen. In der GroRe der Datenmenge liegt gleichzeitig auch der Nachteil
einer solchen Analyse: es erfordert viel Aufwand, relevante Unterschiede
herauszufiltern, etwa funktional verknupfte Gengruppen oder zentral wirkende
Signalmolekule/Transkriptionsfaktoren, die einen Hinweis auf biologische
Eigenschaften liefern. Die Betonung liegt hierbei auf Hinweis, denn der Auswertung
von groflen Datenmengen liegt ein statistisches Problem zugrunde: je mehr
Instanzen getestet werden, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit fur die
Identifizierung von falsch-positiven Ereignissen, d.h. probe sets, die aufgrund
statistischer Schwankungen zufallig als differentiell ausgepragt erscheinen, obwohl
sie es nicht sind. Mathematische Korrekturverfahren (FDR) sind daher essentiell fur
eine Analyse. Jedoch sind auch ihnen Grenzen gesetzt, besonders wenn es um die
Beurteilung einzelner probe sets oder sehr kleiner Gengruppen geht (Vergleich
GSEA: je groRRer eine Genliste ist, desto verlasslicher ist die Kalkulation der FDR).
Da eine finale Klarung der identifizierten Genmuster (siehe 3.3.3) durch zusatzliche
Nachweise auf Proteinebene, besser noch durch funktionale Studien, noch nicht
erfolgt ist, missen die im Folgenden auszugsweise aufgeflhrten Ergebnisse unter

Vorbehalt diskutiert werden.
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Hinweise auf Besonderheiten der BCR-Signaltransduktion

Alle vier untersuchten B-Zell-Populationen sind ruhende Lymphozyten. In
Ermangelung einer Interaktion mit kognitiven Antigenen sollte eine Kreuzvernetzung
des BCR ausschlieBlich auf sogenannte tonische Signale zurlckzuflhren sein, die
zusammen mit Zytokinen wie BAFF fir das Uberleben der ruhenden Lymphozyten
verantwortlich sind (Khan, 2009; Kraus et al., 2004). Die Verfigbarkeit
entsprechender Antigene sollte fir B-Zellen des PB im Durchschnitt gleich sein. Zu
erwarten waren Unterschiede erst bei der Signalweitergabe innerhalb der B-Zellen:
die verschiedenen Verhaltnisse von IgM zu IgD auf der Oberflache von naiven, IgM-
only und IgM*IgD*CD27" B-Zellen (Klein et al., 1997; Klein et al., 1998b), bzw. der
Wechsel zu einem anderen Cy-Gen ist mit Unterschieden in der Signalweitergabe in
Maus-B-Zellen (Geisberger et al., 2003; Horikawa et al., 1999) bzw. im Menschen
verbunden (Martin und Goodnow, 2002). Tatsachlich sind zentrale Elemente der
BCR-Signaltransduktion, wie CD79A/B, BLNK, LYN, SYK und BTK und andere
(Tsubata und Wienands, 2001) auf Transkriptionsebene differentiell mit bis zu 10-
fachem Unterschied exprimiert (Abb. 7). Eine eindeutige Assoziation von starkerer
Transkription signalweitergebender Molekile in Gedachtnis-B-Zellen (z.B. LYN) ist
nicht grundsatzlich gegeben, jedoch findet sich ein interessantes
Genexpressionsmuster von Molekulen, die in einer Aktivierung von Phospholipase
Cy2 (PLCy2) miunden. Die Phosphotyrosinkinasen (PTK) BTK und SYK sind hierflr
zentrale Molekiile (Kurosaki et al., 2000; Takata et al., 1994) und in IgM*IgD*CD27"
B-Zellen mit einem Expressionsfaktor von 2 bis 3 (engl. 2 to 3 fold change, 2-3 FC)
exprimiert. In Abbildung 5 ist eine Assoziation von SYK mit mutierten IgM* B-Zellen
zu erkennen. Die darlber hinaus starke Assoziation von BLNK (3-4 FC), dem
Bindeglied zwischen BTK/SYK und PLCy2 (Kurosaki et al., 2000) suggeriert, dal}
eine erhohte Bereitstellung von SYK und BLNK in IgM*IlgD*CD27" B-Zellen einen
Einflul auf SOCR austbt (Kurosaki et al., 2000). Daflrr existieren weitere Hinweise:
eine Rolle von PLCy2 ist die Bereitstellung der second messenger Diacylglycerol
(DAG) und Inositol-Tri-Phosphat (IP3) fir interne Kalzium-Mobilisierung (Engelke et
al., 2007; Oh-hora und Rao, 2008). Das Expressionsmuster von Inositol-Triphosphat-
Rezeptoren (ITPR), essentiellen Mediatoren des SOCR nach BCR-Kreuzvernetzung
(Sugawara et al., 1997), ist differentiell angelegt mit 4-10 FC (Abb. 8). Die variable
Wirkung einer Aktivierung von ITPR1-3 durch IP3-Bindung auf die Ubersetzung von
Kalzium-Influx in Transkription (Dolmetsch et al., 1997; Gwack et al., 2007; Kurosaki

et al.,, 2000; Miyakawa et al., 1999) ist eine mdgliche Ubersetzung eines BCR-
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Signals in eine gedampfte, transiente Ca**-Oszillation in IgM*IgD*CD27" B-Zellen
(Miyakawa et al., 1999), z.B. aufgrund der etwa 100 fach héheren Affinitat des ITPR2
fur IP3 (Miyakawa et al., 1999). Eine Auswirkung solcher gedampften, kurzlebigen
Signale ist eine differentielle Aktivitat der drei Transkriptionsfaktoren NFkB, Oct1 und
NFAT (Dolmetsch et al., 1997; Li et al., 1998). Wenn IgM*IgD*CD27" B-Zellen bei
Kreuzvernetzung schnell und effizient IP3 bereitstellen kénnen und diese Signale
anders umgesetzt werden als in naiven oder klassengewechselten B-Zellen, dann
mufld dies auch Auswirkungen auf die Expression der Zielgene dieser
Transkriptionsfaktoren haben, und genau das ist zu beobachten (Abb. 9-11). Diese
differentiellen Genexpressionsmuster sind nicht nur das Resultat aus paarweisen
Vergleichen, sondern konnten dartber hinaus noch durch eine weitere Methode zur
Auswertung von gro3en Datenmengen, der GSEA, bestatigt werden (Abb. 20).

Darlber hinaus existieren zusatzliche Hinweise auf besondere Eigenschaften
mutierter IgM* B-Zellen in der BCR-Signaltransduktion: die offensichtliche
Abwesenheit der Src-family PTK LCK (absent call) ist ein Hinweis, auf welchem Weg
IgM* Gedéchtnis-B-Zellen an einer Funktion in angeborener Immunitat beteiligt sein
konnten, denn B1-B-Zellen der Maus sind funktionell an die Abwesenheit von LCK
gekoppelt (Dal Porto et al., 2004; Frances et al., 2005).

Ein weiterer essentieller Faktor fir BCR-Signalweitergabe ist das Protein
RFTN1 (25-40 FC) mit seiner entscheidenden Rolle fur die Ausbildung und Erhaltung
von BCR-Signalosomen in sogenannten lipid rafts (Saeki et al., 2003). Es ist
interessant zu spekulieren, was die drastisch niedrigere Expression eines so
zentralen Proteins in IgM*IgD*CD27" B-Zellen bedeutet. Der Eintritt des BCR in lipid
rafts ist ein wichtiger Schritt fur die Initierung eines BCR-Signals, da die
vormontierten weiterfihrenden Signalmolekile (Igo/lgp, LYN) eine schnelle
Weitergabe erlauben (Cheng et al., 2001; Tsubata und Wienands, 2001). Was wurde
in einer Situation passieren, in der der Zutritt zu solchen lipid rafts oder deren
Stabilitat heruntergesetzt ware (Saeki et al., 2003)? Moglicherweise kann der Mangel
an RFTN1 durch die Bindung eines repetitiven Antigens ersetzt werden, so dal die
Interaktion von BCR und lipid raft erhdht und stabilisiert wird. Dies wurde mutierte
IgM* B-Zellen bevorzugt an TI-2 Immunantworten teilnehmen lassen. Zwar zeigen
IgM*IgD*CD27" B-Zellen schnelle Gedachtnis-Antworten bei Aktivierung durch T-
Zell-Stimuli und/oder Staphylokokken (SAC) (Shi et al., 2005; Tangye et al., 2003a),
doch verlaufen diese weniger robust (Tangye et al.,, 2003a). Dartber hinaus

existieren Hinweise, dal’ eine Stimulierung von Oberflachen-IgG durch monoklonale
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Antikérper alleine zu Proliferation und Ig-Sekretion flhrt (Callard et al., 1995)
wahrend eine Stimulierung von Oberflachen-IgM nur dann einen Effekt hat, wenn
mehrere anti-lgM-Antikérper miteinander verknlpft werden (Callard et al.,, 1995;
Igarashi und Sakaguchi, 1997; Liou et al., 2009). Welchen Wert sollte eine solche
differentielle Expression von RFTN1 in humanen B-Zell-Populationen haben?
Generell reagieren natirlich alle Populationen auf TI-2-Antigene. Doch naiven B-
Zellen fehlt die Fahigkeit zur sekundaren Immunantwort und klassengewechselte B-
Zellen kénnen kein pentameres IgM sezernieren, das eine hohe Aviditat (ideal far
repetitive Antigene) besitzt und das Komplementsystem aktiviert. Moglicherweise
bremst eine heruntergesetzte Reaktivitit auf monomere Antigene das
Ausdinnen/Klassenwechseln der wertvollen, antibakteriell wirkenden IgM-
Gedachtnis-B-Zellen.

Die kostimulatorisch wirkende ADP-ribosyl-cyclase, auch bekannt als CD31-
Ligand oder CD38, ist ein Ektoenzym mit multiplen Funktionen in Zelladhasion,
Signaltransduktion und Ca**-Influx in Lymphozyten (Deaglio und Malavasi, 2006).
Dieses Gen wird in IgM*IlgD*CD27" B-Zellen nicht transkribiert (absent call). Es gibt
Hinweise, dalk die Ektodomane von CD38 wichtig und die enzymatische Funktion der
Zyklase unerheblich ist flir die Signalweitergabe in B-Lymphozyten (Lund et al.,
1998; Lund et al.,, 1999). Ein Modell fur die Beteiligung von CD38 an der BCR-
Signalweitergabe wurde postuliert, da® mit Hilfe eines dritten BCR-assoziierten
Faktors eine BCR-Signaltransduktion nur im Falle einer gleichzeitigen
Aktivierung/Ligandenbindung von CD38 erfolgen kann (Lund et al., 1999). Auch
dieses Modell wurde bereits daflr herangezogen, mogliche Funktionen von B-
Lymphozyten sowohl in angeborener als auch adaptiver Immunitat zu postulieren
(Malavasi et al., 2006).

Fur eine Reihe weiterer Ektoenzyme wurden vergleichbare Funktionen
aulRerhalb ihrer enzymatischen postuliert oder gefunden (Goding und Howard, 1998).
Eines davon, nucleotidase 5E (NT5E), ist mit einer zu CD38 vergleichbaren Funktion
in T-Lymphozyten von Mausen beschrieben worden (Resta et al., 1998; Yamashita
et al.,, 1998). Auch dieses Enzym ist an der Modulation von lipid raft-assoziierter
Signalweitergabe des T-Zell-Rezeptors beteiligt und auf 75% der humanen B-Zellen
exprimiert (Resta et al., 1998). Interessanterweise ist dieses wichtige Signal-
modulierende Molekil genau wie CD38 spezifisch in mutierten IgM* B-Zellen sehr
niedrig (4 FC) exprimiert (Abb. 7).
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Eine GSEA aus GO-Gengruppen (Abb. 21 F) zeigte in IgM'IgD*CD27" B-
Zellen eine signifikante Anreicherung von Genen, die in der humoralen
Immunantwort eine Rolle spielen. Dies ist eine Bestatigung, dal IgM*CD27" B-Zellen
besonders sind beztiglich der Initiierung und Ausflihrung von Immunantworten.

Zusammengefasst sind einige wichtige Gene der Signaltransduktion des BCR,
seiner aktivierenden und inhibitorischen Molekile speziell in IgM* Gedachtnis-B-
Zellen besonders hoch, niedrig oder gar nicht ausgepragt. Eine biologische Relevanz
dieses Ergebnisses wird dadurch unterstitzt, dald unmittelbar betroffene
Mechanismen, wie Ca**-Haushalt und Transkription von Zielgenen dreier wichtiger
Transkriptionsfaktoren, in B-Zellen ebenfalls ein differentielles Expressionsmuster
zeigen. Man kann spekulieren, dafl regelmaRige oder tonische Signale in IgM*
Gedachtnis-B-Zellen unterschiedlich zu naiven und klassengewechselten B-Zellen
rezeptiet werden und anschlieBend in eine besondere Kombination von
Transkriptionsregulation umgesetzt werden, an der sowohl NFxB, Oct1 und NFAT
beteiligt sind. Dartber hinaus fallen einzelne Gene mit essentiellen Funktionen in
BCR-Signaltransduktion als differentiell in IgM*CD27" B-Zellen ausgepragt auf, die in
Verbindung mit angeborenen oder TI-2-Immunreaktionen gebracht werden konnen.
Maoglicherweise liegen darin Hinweise auf Mechanismen, die eine duale Funktion von
IgM* post-GC-B-Zellen in angeborener und adaptiver Immunitat im Menschen,

vielleicht sogar ihre Wichtigkeit fur TI-2-Antigene, erklaren kénnen.

Hinweise auf eine besondere Ausstattung mit Zytokinen, Hormonen,
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren

Ein weiterer Hinweis auf eine Spezialisierung der IgM*CD27" B-Zellen in natrlicher
Immunitat ist die Transkription von IL6 mit 3-5 FC in diesen Zellen. Dieses Zytokin ist
wichtig fur die Kopplung von angeborener an erworbene Immunitat (Hoebe et al.,
2004; Jones, 2005). Es ist interessant, IL6 in einer B-Zell-Population exprimiert
vorzufinden, da es gewohnlich nur von Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten
sezerniert wird. Die Ausschittung dieses Zytokins ist ein zentraler Faktor flr den
Wechsel von einer primaren Entzundungsreaktion zu einer adaptiven Immunantwort:
Apoptose  wird  induziert, die  Ausschittung von Interferonen  und
Tumornekrosefaktoren wird reduziert, Chemo-Attraktoren fiir B- und T-Zellen werden
sezerniert (Jones, 2005). Der Einfluly von IL6 auf B-Zellen dagegen ist vornehmlich
eine Ausdifferenzierung in PC und Ig-Sekretion. Es ist bezeichnend, daR IgM*

Gedachtnis-B-Zellen IL6 sehr stark transkribieren, der Rezeptor daflir aber nur von
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klassengewechselten B-Zellen exprimiert wird (20-40 FC, absent call in
IgM*IgD*CD27" B-Zellen) (Abb. 12). Auch dies betont eine Beteiligung von IgM* B-
Zellen an friihen Ereignissen im Ubergang von angeborener zu adaptiver Immunitat
und nicht nur — wie ihre klassengewechselten Geschwisterzellen — an einer
effizienten Bekampfung des Pathogens.

Eine weitere interessante Beobachtung ist die Expression von CXCR4 und
CXCRS5 vornehmlich in naiven B-Zellen (2-3 FC). Diese Chemokinrezeptoren
vermitteln im Wechsel die Organisation von dunkler und heller Zone der GC-
Reaktion (Allen et al., 2004). Im Gegensatz dazu ist der G-Protein-gekoppelte
Rezeptor EBI2 (5 FC) ein essentieller Faktor flr das Verlassen oder Vermeiden einer
GC-Reaktion durch eine extrafollikular orientierte Migration (Pereira et al., 2009).
Dies ist eine Validierung der Herkunft von IgM*CD27" und klassengewechselten B-
Zellen aus Keimzentren, da post-GC-B-Zellen CXCR4- und CXCR5-Expression
unterbunden haben muissen, um nicht langer einer GC-Chemoattraktion zu
unterliegen. EBI2 dagegen mufl} in Analogie zu einem GC-Exit-Modell zumindest
zeitweise exprimiert worden sein, und eine solche Expression liegt vor. Es ist
ebenfalls interessant zu sehen, dal} naive B-Zellen offensichtlich schon CXCR4- und
CXCRS5-Transkripte generieren, vermutlich um im Fall einer Aktivierung durch
kognitives Antigen zligig am Aufbau einer GC-Reaktion mitzuwirken.

Die Rezeptoren flir die Tn2-Interleukine IL4 und IL13 haben weitgehend
redundante Auswirkungen auf B-Lymphozyten (Kelly-Welch et al., 2003). Die
vorherrschende Wirkung ist dabei der Klassenwechsel zu IgE und eine vermehrte
Ausschuittung dieses Immunglobulins (Grimbacher et al., 1998; Trigona et al., 1999).
Dal die Transkription von IL4R und IL13RA hauptsachlich in naiven und
klassengewechselten B-Zellen geschieht und IgM*CD27" B-Zellen nur relativ wenig
IL4R/IL13R transkribieren (5-10 FC, Abb. 12), stimmt mit der Idee Uberein, dafl
IgM*IgD*CD27" B-Zellen offen fiir einen spateren Klassenwechsel in sekundaren
Immunantworten sind. Da Klassenwechsel, abgesehen von dem zu IgE, stufenweise
geschieht (Brinkmann et al., 1992) und Ce und Ca2 die am weitesten 3’ gelegenen
Cuy-Gene im Menschen darstellen (Flanagan und Rabbitts, 1982), ware ein
Klassenwechsel zu IgE unvorteilhaft, da die meisten Cy-Gene durch einen direkten
Klassenwechsel zu IgE verwehrt blieben. In Ubereinstimmung mit dieser Theorie ist
der Rezeptor fur IL10 verstarkt in IgM*IgD*CD27" B-Zellen aufzufinden. Fir diesen
wichtigen Stimulator von B-Lymphozyten konnte gezeigt werden, dal3 er in

Kombination mit IL4- oder transforming growth factor beta (TGF-f)-Stimulation eine
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Rolle fur Klassenwechselverhalten zu einem wesentlich breiteren Spektrum von Cy-
Genen spielt (Hummelshoj et al., 2006).

Uberraschend ist die offensichtlich spezifische Expression des Rezeptors fir
Adrenalin, ADRB2, in mutierten IgM* B-Zellen, und umgekehrt das Fehlen des
Serotonin-Rezeptors HTR3A. ADRB2 ist direkt mit einem Effektor (Kalziumkanal
CACNA1) gekoppelt und ermdglicht einen rapiden Ca**-Influx bzw. eine unmittelbare
Produktion des second-Messengers cAMP (Davare et al., 2001). Eine Sensitivitat
von B-Zellen fir Botenstoffe des Neuroendokrinen Systems findet in der Literatur
zunehmend Beachtung (Berczi et al., 1996; Elenkov et al., 2000). Eine Sensitivitat fur
die wichtigen Akute-Phase-Hormone Adrenalin und Noradrenalin ware eine
Besonderheit der mutierten IgM* Populationen, da die Signalwerte des ADRB2 fir
naive und klassengewechselte B-Zellen sehr niedrig waren (etwa 100) und
alternative Adrenozeptoren in keiner B-Zell-Population exprimiert wurden (nicht
gezeigt). Fur den Serotonin-Rezeptor HTR3A ist bekannt, dald er positiv auf die
Aktivierung von T-Zellen einwirken (Khan und Hichami, 1999) und dartber hinaus
verschiedene Wirkungen auf den Kalium-Haushalt von pra-B-Zellen haben kann
(Choquet und Korn, 1988).

Zusammengefasst sind ausgesuchte Beispiele von differentiell ausgepragten
Zytokinen, Hormonen bzw. deren Rezeptoren spannende Ansatze, um zentrale
Funktionen oder Mechanismen von B-Zell-Populationen aus PB zu untersuchen und
zu verstehen. Auch eine GSEA (Abb. 21 A) zeigte zumindest eine Gewichtung von

Genen der Zell-Zell-Signalweitergabe in CD27" Gedachtnis-B-Zellen.

Die differentielle Expression von Zellzyklus-Regulatoren

Die Analyse von KLF4, KLF9 und PLZF (ZBTB16) in humanen B-Zellen zeigte, dal}
Unterschiede in der Expression dieser Zellzyklus-Repressoren einen Beitrag zu einer
intrinsisch besseren Aktivierbarkeit von Gedachtnis-B-Zellen leisten (Good und
Tangye, 2007). In einer umfassenden Analyse weiterer Repressoren konnten
mehrere zusatzliche Kandidaten identifiziert werden, die das von Good et al.
vorgeschlagene Szenario erweitern und abrunden kénnen (Abb. 15). Im Ergebnisteil
wurde bereits auf KLF10 und KLF7 hingewiesen, weil ihre Transkriptionslevel sowohl
Ubereinstimmungen der IgM*IgD*CD27" mit naiven B-Zellen (KLF10, 4-5 FC), als
auch Besonderheiten der mutierten IgM* B-Zellen (KLF7, 3-4 FC) suggerieren. In der

Literatur gibt es auler beschriebenen Assoziationen mit bestimmten
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Tumorerkrankungen keine Hinweise auf spezifische Funktionen dieser beiden
Faktoren.

Die fehlende Expression (absent call) von Zyklin-abhangiger Kinase 6 (CDKB6)
in IgM* Gedachtnis-B-Zellen suggeriert, daf sich mutierte IgM* B-Zellen vermehrt in
der Zellzyklusphase Gg befinden, da CDK6 einen EinfluR auf den Go/G;-Ubergang
von T-Lymphozyten auslben kann (Veiga-Fernandes und Rocha, 2004).
Interessanterweise lieferte auch die GSEA auf Gengruppen aus GO Hinweise (Abb.
21 B und C), dal® naive und klassengewechselte B-Zellen tendenziell Gene, die mit
der G1-Phase des Zellzyklus assoziiert sind, vermehrt auspragen. Diese
Unterschiede waren jedoch nur eingeschrankt statistisch signifikant. Als
Gegenargument Uben CDK6 und CDK4 weitgehend redundante Funktion aus (Guan
et al., 1994); CDK4 wird von allen B-Zell-Populationen gleichmaRig ausgepragt (nicht
gezeigt), konnte also CDK6 weitgehend ersetzen (Malumbres et al., 2004; Veiga-
Fernandes und Rocha, 2004). Darliber hinaus missen auch IgM* Gedéachtnis-B-
Zellen ein gewisses Mall an homoostatischer Proliferation erfillen kdénnen um
langlebig zu sein (Woodland und Schmidt, 2005). Siehe hierzu auch die GSEA in
Abb. 19 C: eine Anreicherung von Genen, die in homoostatisch proliferierenden T-
Zellen auftreten, ist im Vergleich zu naiven, verstarkt in IgM*IlgD*CD27" und mehr
noch in klassengewechselten B-Zellen aufzufinden. Vielleicht ist die Abwesenheit
von CDKG6 kein quantitativer Hinweis auf die Zellzyklus-Situation der IgM*CD27" B-
Zellen, sondern vielmehr ein qualitativer Hinweis darauf, durch welchen
Mechanismus diese Zellen proliferieren, oder wie schnell oder wie haufig
hintereinander sie proliferieren.

Zusammengefasst konnte mit Hilfe der Analyse von Genexpressionsprofilen
eine Reihe weiterer Zellzyklus-Regulatoren mit mdglichen spezifischen Funktionen in
naiven, IgM-only, IgM*IgD*CD27" und/oder klassengewechselten B-Zellen

identifiziert werden.

Die differentielle Expression von Zelladhdasionsmolekiilen
Zelladhasionsmolekule spielen eine wichtige Rolle in Immunreaktionen, da sie unter
anderem an Prozessen wie selektive Zell-Zell-Interaktion, Epithel-Transmigration und
auch Pathogen-Bindung involviert sind (Janeway und Travers, 1997). Im Folgenden
sollen einige Zelladhasionsmolekile naher beleuchtet werden, die ausschliel3lich
oder zumindest besonders stark in mutierten IgM* B-Zellen transkribiert vorliegen
(Abb. 16).
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Sialic acid binding lectins (SIGLEC, 2-3 FC) kénnen Pathogene binden,
internalisieren und Immunantworten einleiten oder modifizieren (Geijtenbeek und
Gringhuis, 2009; von Gunten und Bochner, 2008). Das hemmend wirkende
SIGLEC10 ist bisher in der Literatur nicht im Zusammenhang mit Lymphozyten
beschrieben, jedoch ist seine Expression auf Monozyten und dendritischen Zellen
untersucht worden (Ancuta et al., 2009). SIGLEC10 kdénnte demnach auch in
IgM*CD27" B-Zellen (3 FC) fiir eine besondere Interaktion mit bakteriellen oder auch
anderen Pathogenen verantwortlich sein (Crocker und Varki, 2001).

Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 (CEACAM1, 4-10
FC) ist ein Molekll, das regulierend auf BCR-Kreuzvernetzung und dessen
Signaltransduktion einwirken kann. In Mausmodellen (Greicius et al., 2003) und auch
humanen B-Zellen (Lobo et al., 2009) konnte festgestellt werden, dal} IgM-
Kreuzvernetzung, gemeinsam mit CEACAM1-Ligation zu einer erhéhten Aggregation
und Aktivierung von B-Zellen fihren kann. Dies geschieht womaoglich in Verbindung
mit dem CD19-Signaling-Komplex (Lobo et al., 2009), der ein wichtiges Bindeglied
von angeborener und adaptiver Immunitat darstellt (Fearon und Carter, 1995).
Ebenso dient CEACAM1 zur Bindung und Internalisierung bestimmter Bakterien,
wirkt dann jedoch inhibierend auf die Ig-Sekretion (Pantelic et al., 2005).

Zusammengefasst bietet auch die Analyse von Zelladhasionsmolektlen eine
Quelle fuir Gene, die zu einem besseren Verstandnis von humanen B-Zell-
Populationen aus PB beitragen konnen. Abermals fielen einige Mitglieder in der
Genliste auf, die differentiell zwischen IgM*IgD'CD27" und naiven bzw.
klassengewechselten B-Zellen transkribiert wurden. Es ist interessant, dal} in der
Literatur fir diese Molekile entweder eine Funktion in angeborener oder in TI-
Immunitat berichtet wurde. Dies weist abermals darauf hin, dal IgM* post-GC-B-
Zellen im Menschen wichtig sind fur diese Immunantworten. Eine GSEA bestatigte
eine besondere Verteilung von Transkripten flr Zelladhasionsmolekile zwischen
naiven und CD27" B-Zellen (Abb. 21 D).

Hinweise auf Besonderheiten des cortikalen Zytoskeletts und lipid raft
assoziierter Prozesse

Eine Untersuchung der Genexpressionsprofile von humanen B-Zell-Populationen auf
Unterschiede in der Zusammensetzung des Zytoskelettes resultierte in einer Liste
von 43 aus 350 Genen (ca. 12%), die signifikant differentiell innerhalb der drei

untersuchten Haupt-B-Zell-Fraktionen ausgepragt waren. Dies ist Uberraschend, da
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so zentrale und konservierte Elemente einer Zelle — besonders in ruhenden
Lymphozyten und nicht in z.B. proliferierenden GC-B-Zellen — homogen exprimiert
sein sollten. Eine genauere Uberpriifung bestéatigte die Erwartung, dal die meisten
der Gene tatsachlich nur Unterschiede in der Menge an Transkripten zwischen den
Populationen aufwiesen und nur in seltenen Fallen in einer Population nicht
exprimiert (absent call) vorlagen. Die wenigen Gene, die speziell in mutierten IgM* B-
Zellen herauf- oder herunterreguliert vorlagen, waren darliber hinaus in der Literatur
nicht (oder nur in malignen Zellen, nicht gezeigt) mit einer Expression oder Funktion
in Leukozyten in Verbindung gebracht worden. Eine GSEA fur Gruppen aus
Zytoskelett-assoziierten Genen blieb erfolglos, einzig war eine Liste aus Genen, die
mit Aktin interagieren, in Gedachtnis-B-Zellen angereichert (Abb. 21 E).

Eine mogliche Erklarung fir die beobachteten Genexpressionsmuster in
Zytoskelett-Genen lieferte eine Liste von Genen, die in humanen B-Lymphozyten an
Aufbau, Regulation oder Zusammensetzung von lipid rafts (Abb. 18) beteiligt sind
(Mielenz et al.,, 2005; Saeki et al., 2003). Diese Genliste zeigte eine
Ubereinstimmung mit ca. 30% der Zytoskelett-assoziierten Gene. Mehrere Quellen
zeigen, dald das cortikale Zytoskelett eng an die dynamischen Prozesse der lipid
rafts gekoppelt ist (Cheng et al., 2001; Hao und August, 2005; Jugloff und Jongstra-
Bilen, 1997). Es ware eine interessante Fragestellung, ob die gefundenen
Unterschiede Eigenschaften von B-Zell-Populationen bestimmen, oder eher
sekundare Effekte darstellen, bedingt durch Unterschiede in der Signalweitergabe
oder auch Zelladhasion.

Zusammengefasst bietet die Analyse von Zytoskelett-Genen und lipid raft-
assoziierten Genen einen unabhangigen Ansatzpunkt um Erkenntnisse Uber B-Zell-

Populations-spezifische Eigenschaften gewinnen zu kénnen.

4.3.3 GSEA von humanen PB B-Zell-Populationen
Nach paarweisen Vergleichen ist die zweite Methode zur Auswertung von
Genexpressionsanalysen die GSEA. Sie stellt eine unabhangige Methode dar, um
die praferentielle Verteilung von Genen, die in einer funktionalen Beziehung
zueinander stehen, aufdecken zu konnen.

Eine erste GSEA basierte auf Genen der Datenbanken MSigDB und SDB.
Sehr viele der Gengruppen daraus zeigten eine signifikante Anreicherung in einer
Kondition (Tabelle 11), waren jedoch bezlglich der Eigenschaften von naiven,

IgM*IgD*CD27" und klassengewechselten B-Zellen zumeist schwer zu interpretieren.
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Die Ursache dafur ist, dall die Gengruppen sehr grob gefasst sind und aus
Vergleichen sehr weit entfernter Zelltypen (etwa gesunde mit entarteten, transfizierte
mit untransfizierten oder unreife mit ausdifferenzierten Zellen) stammen. Die
Gengruppen (oder ihre Verknupfung) sind oftmals zu grol3, zu divers oder zu speziell,
als dall verhaltnismaRig subtile Unterschiede einander ahnlicher, ruhender
Lymphozyten aus PB erfasst werden koénnen. Die als signifikant angereichert
angezeigten Gengruppen wurden aus diesem Grund manuell gefiltert nach einer
moglichen Interpretierbarkeit bzw. einem Bezug zu Lymphozyten. Die Ubrigen Listen
konnten nach naherer Beurteilung grob in drei Kategorien eingeteilt werden:
Metabolismus, Zellproliferation und Zelldifferenzierung von Lymphozyten/ PC. In
Abb. 19 sind reprasentative Mitglieder der Kategorien gezeigt.

Abb. 19 A behandelt eine Gengruppe die in PC signifikant hdher exprimiert ist
als in Plasmablasten (Tarte et al., 2003). Diese Gengruppe ist ebenfalls in
IgM*IgD*CD27" angereichert gegeniiber naiven, dariiber hinaus jedoch noch starker
ausgepragt in klassengewechselten B-Zellen. Da im humanen PB ebenfalls eine
geringe Zahl von Plasmablasten auftreten kdénnen (Mei et al.,, 2009), und diese
Plasmablasten sowohl Oberflachen-Ig als auch CD27 auspragen, mufld an dieser
Stelle eine potentielle Kontamination mit solchen Zellen als Ursache fur die
beobachteten Muster diskutiert werden. Eine Kontamination mit PC st
unwahrscheinlich, da sie erstens nur eine geringe Frequenz im Blut haben und
darUber hinaus anhand von drei durchfluBzytometrischen Grofien identifiziert und
von der Sortierung ausgeschlossen werden konnen: Zellgrole und -Granularitat
(Verhaltnis von Durchlicht/Streulich), und weiterhin eine besonders hohe CD27-
Expression (Jackson et al., 2009). Nicht zuletzt spricht gegen eine Verunreinigung
der Proben, daR sowohl IgM'CD27" als auch IgG'CD27" Plasmablasten in
verhaltnismaRig gleichen Frequenzen auftraten (nicht gezeigt). Ein Einflul dieser
Zellen als StorgroBe in den Genexpressionsprofilen muisste demnach in
IgM*IgD*CD27" und IgG* B-Zellen gleich groRR sein. Abb. 19 A zeigt jedoch einen
deutlichen Gradienten in der Verteilung der assoziierten Gene in IgM*IlgD*CD27" und
klassengewechselten B-Zellen. Stattdessen kann angenommen werden, dal die
Expression von Plasmablasten-Genen in Gedachtnis-B-Zellen vielmehr mit deren
Neigung zur PC-Differenzierung korreliert (Agematsu et al., 1997; Shi et al., 2003).
Abb. 19 B zeigt neben vielen weiteren Gengruppen (z.B. Glukoneogenese,
Lipidmetabolismus, Aminosauresynthese, nicht gezeigt), da IgM*lgD*CD27" und

klassengewechselte B-Zellen einen erhdhten Stoffwechsel betreiben. Dies suggeriert
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bereits ihre gemeinsame Morphologie, sprich gréRere Zellvolumina und
heterogenere Zellform, verglichen mit naiven B-Zellen (Dunn-Walters et al., 1995;
Klein et al., 1997). Abb. 19 C zeigt, dal’ homdostatische Proliferation eine graduell
zunehmende Eigenschaft von IgM*IgD*CD27" und klassengewechselten verglichen
mit naiven B-Zellen ist, wie bereits verschiedentlich in der Literatur vorgeschlagen
wurde (Bernasconi et al.,, 2003; Bernasconi et al., 2002; Woodland und Schmidt,
2005). Abschliel3end zeigt Abb. 19 D eine Anreicherung von Genen, die Gedachtnis-
T-Zellen von naiven T-Zellen unterscheiden, in IgM‘lgD*CD27* und
klassengewechselten B-Zellen. Dies ist eine =zusatzliche und unabhangige
Validierung des Szenarios, daf die untersuchten CD27" B-Zell-Populationen aus
gemeinsamen GC-Reaktionen stammen und daher klassische Gedachtnis-B-Zellen
sind.

Zusatzlich zur Suche nach Populations-spezifischen Eigenschaften kann die
GSEA als unabhangige Validierung von paarweisen Vergleichen herangezogen
werden, da sie zwar auf denselben Datensatzen beruht, sich jedoch einer
verschiedenen Normalisierung, Datenanalyse und statistischen Auswertung bedient.

Abb. 20 und 21 zeigen den Versuch einer solchen Validierung bezuglich der
spezifischen Anreicherung von Zielgenen der Transkriptionsfaktoren NFxB, Oct1 und
NFAT. Dazu wurden Listen derer Zielgene erstellt und nach einer bekannten
Funktion in Lymphozyten gefiltert. In Abb. 20 A werden 216 Zielgene von NFkB nach
ihrer Verteilung in naiven, IgM*IgD'CD27" und klassengewechselten B-Zellen
abgebildet. Setzt man eine solche Gewichtung mit Aktivitat in einer Population gleich,
dann ware dies ein Hinweis darauf, dal} der EinfluR von NFxB auf Transkription in
CD27" B-Zellen héher ist als in naiven, mit besonderer Gewichtung in
klassengewechselten B-Lymphozyten. Dies schlie3t ebenfalls Gene ein, die bislang
in der Literatur zwar mit Lymphozyten, jedoch nicht spezifisch mit B-Zellen in
Verbindung gebracht wurden. Reduziert man diese Liste um weitere 60 auf 156
Gene, die tatsachlich in B-Lymphozyten nachgewiesen wurden (Abb. 20 B), so ist
eine Anreicherung nicht mehr gegeben. In Abb. 20 C ist eine Verteilung von Oct1-
Zielgenen in Leukozyten gegeben. Auch hier besteht der Eindruck einer graduellen
Anreicherung in Gedachtnis-B-Zellen, jedoch ist der Unterschied zwischen naiven
und IgM*IgD*CD27" B-Zellen nicht signifikant. Abbildung 20 D stellt die Verteilung
von 78 B-Zell-spezifischen NFAT-Zielgenen dar, in keinem der paarweisen
Vergleiche wird statistische Signifikanz erreicht, jedoch ist auch hier ein interessanter
Ansatz zu sehen, der eine niedrigere Aktivitdt von NFAT in IgM*IgD*CD27" B-Zellen
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suggeriert. Zusammengefasst bedirfen die Genlisten zu NFxB, Oct1 und NFAT
zuséatzlicher Uberarbeitung, um mit Hilfe einer GSEA gesicherte Schliisse liber B-
Zell-Populations-spezifische Eigenschaften ziehen zu kénnen. Vielversprechend ist,
dal fir alle drei Transkriptionsfaktoren eine deutlichen Gewichtung des ES vorliegt,
diese im Falle von NFAT sogar spezifisch in IgM*IgD*CD27" B-Zellen zu fehlen
scheint (siehe Abb. 20).

Abb. 19 zeigt Auszlige einer GSEA von uber 1400 Genlisten aus GO. Mit
dieser Analyse oftmals sehr theoretischer Genlisten, deren Einordnung strikt nach
den drei Kategorien Lokalisation (cellular component), biologische Funktion
(biological process) und molekulare Wirkungsweise (molecular function) erfolgt, sollte
unter anderem getestet werden, ob die Erkenntnisse aus den paarweisen
Vergleichen der Genexpressionsprofile (siehe 3.3.3) verifizierbar waren. Es konnte
zu jeder Kategorie von Genen, die ein differentielles Expressionsmuster zeigten,
mehrere signifikante Anreicherungen verwandter Gengruppen durch GSEA
nachgewiesen werden (Abb. 19 und nicht gezeigt). Eine Diskussion einzelner
Auszlige aus dieser Analyse geschieht im Zusammenhang mit der jeweiligen
Kategorie (siehe 4.3.2).

Zusammengefasst konnte die GSEA die Charakterisierung von B-Zell-
Populationen in Bezug auf allgemeine Eigenschaften von Gedachtnis-B-Zellen
erweitern. Darlber hinaus konnten populationsspezifische Besonderheiten,
suggeriert durch paarweise Vergleiche, mit der GSEA verifiziert werden. Eine
umfassendere Analyse der Genexpressionsprofile durch GSEA, besonders auch

unter Einbeziehung der IgM-only B-Zellen, mul noch erfolgen.

Das Fazit der Analyse von Genexpressionsprofilen humaner naiver, IgM*lgD*CD27",
IgM-only und klassengewechselter B-Lymphozyten aus PB ist, daR IgM* Gedachtnis-
B-Zellen und klassengewechselte B-Zellen im Einklang mit den Daten zu
Telomerlange, Bcl6-Mutationen und gemeinsamer expandierter Klone, zueinander in
einem hdheren Verwandtschaftsgrad stehen als zu naiven B-Zellen. Darlber hinaus
existiert nicht nur eine allgemeine Ahnlichkeit der Profile, sondern essentielle
Eigenschaften von Gedachtnis-B-Zellen wie erhdhter Stoffwechsel, Neigung zur PC-
Differenzierung, hodhere Zellteilungsrate und Gene, die eine Antigen-Erfahrung
reflektieren, sind ihnen gemeinsam. Eine fokussierte Analyse von Genen, die speziell
in IgM*IgD*CD27" B-Lymphozyten exprimiert oder nicht transkribiert werden, gibt

Hinweise darauf, wie bestimmte molekulare Mechanismen diesen besonderen post-
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GC-Zellen eine zusatzliche Rolle in angeborener Immunitat und auch in TI-

Immunantworten erlauben.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertationsschrift konnten neue Erkenntnisse Uber B-
Lymphozyten in gesunden Menschen gewonnen werden.

Der erste Teil behandelt eine sehr seltene und einzigartige B-Zell-Population,
die IgD-only B-Zellen. Diese Lymphozyten =zeichnet ein ungewohnlicher
Klassenwechsel zu IgD, eine Uberdurchschnittlich hohe Frequenz an somatischen V-
Gen-Mutationen und eine praferentielle Nutzung von VA-Leichtketten aus. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal® IgD-only B-Zellen aus wenigen,
Uberaus stark expandierten Klonen zusammengesetzt sind und sehr haufig das Vy3-
30-Gensegment nutzen. Diese neuen Erkenntnisse konnten entscheidend dazu
beitragen, eine Theorie zur Superantigen-getriecbenen Entstehung dieser
einzigartigen B-Zell-Population in gesunden Menschen zu formulieren die im
Einklang mit ihren ungewohnlichen Eigenschaften steht.

Das zweite Thema dieser Arbeit ist auf die seit langem kontrovers diskutierte
Entstehung von IgM* B-Zellen mit somatisch mutierten V-Genen fokussiert. Der
Nachweis von expandierten post-GC-B-Zell-Klonen mit IgM* und IgG* Mitgliedern
zeigte, dalR IgM* Gedachtnis-B-Zellen in TD-Immunantworten entstehen konnen.
Weiterhin trugen zwei unabhangige Analysen molekularer Spuren von GC-
Reaktionen dazu bei, eine GC-Abstammung auf den Grol3teil der mutierten IgM* B-
Zell-Population zu extrapolieren. Damit konnte die bislang umstrittene Herkunft
dieser Zellen, die bis zu 25% der PB B-Zellen in erwachsenen Menschen
ausmachen, weitgehend geklart werden. Daraus resultiert ein besseres Verstandnis
von verschiedenen Infektionserkrankungen, Autoimmunerkrankungen,
Immundefizienzen und B-Zell-Neoplasien, die IgM* B-Lymphozyten mit mutierten V-
Genen einschlielen. Dartber hinaus erlaubte die genealogische Analyse der Klone
wertvolle Erkenntnisse uber die Dynamik und Diversitat der Entwicklung von
Gedachtnis-B-Zellen in einer GC-Reaktion.

Der dritte Abschnitt dieser Arbeit behandelt die Erstellung und Auswertung von
Genexpressionsprofilen humaner B-Zell-Populationen. Mit diesen Analysen konnte
eine generelle Ahnlichkeit von mutierten IgM* zu klassengewechselten B-Zellen und
auch Gemeinsamkeiten in Gedachtnis-B-Zell-spezifischen Eigenschaften bestatigen,
dald diese beiden Populationen naher miteinander verwandt sind als mit naiven B-
Zellen. Darliber hinaus konnten spezifische Eigenschaften von IgM*IgD*CD27" B-
Lymphozyten identifiziert werden, die die duale Funktion dieser Zellen in

angeborener und adaptiver Immunitat erklaren.
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6. Ausblick

Bezuglich der IgD-only B-Zell-Population ware es interessant zu untersuchen, ob bei
Langzeit-Stimulierung von IgM*IgD* B-Zellen mit den kurzlich identifizierten IgD-
bindenden Antigenen oder mit Lysaten von Bakterien, die in Infektionen der
respiratorischen Mukosa involviert sind, vermehrt IgA"V13-30" B-Zellen auswachsen.
Vielleicht kdnnte sogar ein Klassenwechsel nach C§, z.B. durch den Nachweis von
switch-u-switch-d Exzisionszirkeln (Chen et al., 2009), als unmittelbare Folge einer
konstanten IgD-Stimulierung nachgewiesen werden. Dies ware eine Bestatigung fur
das Superantigen-getriebene Szenario. Moglicherweise kdnnten ebenfalls Antikérper
aus IgD* PC als Koéder genutzt werden, um aus Bakterienlysaten IgD-bindende
Superantigene anzureichern und zu charakterisieren.

Im Hinblick auf ihre mdgliche Verwandtschaft mit IgM*lgD*CD27" B-Zellen
ware es interessant zu klaren, ob die MGZ-B-Zellen im Menschen aus einer
unabhangigen Abstammungslinie entstehen (Carsetti et al., 2004; Weill et al., 2009)
oder ebenfalls aus post-GC-B-Zellen rekrutiert werden kénnen. Zur Analyse kdnnten
aus sekundaren Follikeln humaner Milz GC und auch MGZ gepickt, vereinigt und mit
Hilfe der CDRIll-spezifischen-Primer-Methode auf verwandte Klone untersucht
werden. Ein wesentlich aufschlufdreicherer Ansatz ware massive parallele
Sequenzierung. Mit dieser Technik kénnte man einen umfassenden Uberblick tber
die klonale Zusammensetzung und Verwandtschaft des B-Zell-Repertoires des
Blutes (Leukapherese) und/oder einer Milz (Splenektomie) erlangen. Dies wirde
natlrlich in so groRem Umfang hohe Anforderungen an Zellseparationsmethoden
und auch Verfahren zur Auswertung stellen, es lage jedoch auch ein besonderer
Reiz darin, da eine vergleichbare Studie in erwachsenen Menschen in solchem
Umfang noch nicht durchgefuhrt worden ist. Ebenfalls ware eine interessante
klinische Studie, in welchem Umfang bestimmte Impfstoffe (Tl und TD) IgM* und
IgG* Gedachtnis-B-Zellen  hervorbringen. Zu diesem Zweck kénnte bei
Immunisierung Deuterium als klonaler Marker fur neu gebildete Zellen verwendet
werden (Vrisekoop et al., 2008). Nach Verstreichen eines Zeitraumes von mehreren
Monaten konnten langlebige Gedachtnis-B-Zellen geerntet, die schwerere DNA
mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert und molekularbiologisch analysiert
werden (Cy-Gene, V-Gene, klonale zusammensetzung etc.).

Beziiglich der méglicherweise pradiversifizierten IgM* B-Zellen in Foéten,
Nabelschnurblut und HIGM-Patienten wéare es interessant herauszufinden, an

welchen Orten diese gebildet werden, und ob an diesen Stellen Bcl6 exprimiert und
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Telomere verlangert werden. Dies kdnnte mit Hilfe einer umfassenden Sichtung von
Gewebeschnitten erfolgen, die z.B. durch Kombination mit anti-AlD, anti-Bcl6 und
anti-hTERT Antikorpern gefarbt wurden. Ebenso ware es interessant zu untersuchen,
ob IgM*IgD'CD27" B-Zellen aus adulten Menschen und solche aus Foten
Unterschiede in der Charakteristik ihrer somatischen Mutationen (Hotspot-Nutzung,
Transitionen/Transversionen) aufweisen. Dies kdnnte zur Klarung beitragen, ob die
fotalen Zellen nicht doch aus TD-Reaktionen stammen, da eine neuere Publikation
besondere Mutationsmuster in den pradiversifizierten IgM* B-Zellen aus HIGM-
Patienten beschreibt (Longo et al., 2009).

Die Auswertung der Genexpressionsprofile ist bislang nur unvollstandig
erfolgt. Erstens stehen firr die Charakterisierung der IgM*IlgD*CD27" B-Zellen noch
Analysen aus (weitere GSEA uber noch nicht bearbeitete Datenbanken, Fortfliihrung
von Literaturrecherche zu weiteren differentiell exprimierten Genen aus den
paarweisen Vergleichen etc.). Eine interessante Aufgabe ware zum Beispiel, aus den
differentiell exprimierten Zielgenen von NFkB, Oct1 und NFAT diejenigen
herauszufiltern, die eine besondere Funktion in den einzelnen Populationen
bewirken. Dies erfordert jedoch nicht nur einen hohen Aufwand an
Literaturrecherche, sondern schliel3t ebenfalls Verifikationen einer differentiellen
Auspragung auf Proteinebene mit ein. Dies gilt selbstverstandlich auch fir die
differentiell exprimierten Gene der anderen Kategorien. SchlieRlich mussten
funktionale Untersuchungen zu ausgewahlten Kandidaten durchgeflhrt werden, um
eine biologische Relevanz der gefundenen Unterschiede zu zeigen. Solche
Untersuchungen waren z.B. in vitro Aktivierungsstudien von ex vivo B-Zellen aus PB,
um z.B. eine besondere Funktion von Adrenalin (ADRB2), bestimmten Zytokinen
(IL4R, IL13R, IL10R) oder Liganden fiir Zelladhasionsmolekile auf IgM*lgD*CD27*
B-Zellen zu testen. Ebenso konnte untersucht werden, ob eine Reduzierung von
IgM*IgD*CD27* B-Zell-spezifischen Transkripten mit si-RNA Einflisse auf die
Langlebigkeit, Reaktivitat oder das Klassenwechselverhalten zeigt. Im Anschlul an
diese Arbeiten kénnte dann auch der Fokus auf besondere Eigenschaften von

naiven, IgM-only und klassengewechselten B-Zellen gelegt werden.
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Anhang

9. Anhang

A1 FluRdiagramm: Detektion klonaler Vy1-Gen-Sequenzen mit

PAGE und CDRIII-Spektren-Typisierung
Das FluRdiagramm soll die experimentelle Vorgehensweise zur Detektion klonal
verwandter Sequenzen aus IgM*CD27" und IgG* B-Zellen mittels PAGE und CDRIII-

Spektren-Typisierung veranschaulichen.
Zellsortierung

PN

30.000 B-Zellen 30.000 B-Zellen
(lgG*CD27%) (IgM*IgD*CD27+)
l RNA Isolierung l
e S— D> E—
Vi [P Ju [ cvi+cs | reverse Transkription [ Vi o] s | cu+co
v — —_
Distanz: 82 bp Distanz: 82 bp

|

— e — PCR Amplifikation — —
Vy [P i [ cy1+cs | Vi [Df Jy | Cu+Cod
T (V41 FRII Primer —_———
Distanz: 82 bp und Distanz: 82 bp
C,, Primer)
PAGE

— : Ausschneiden
i — : gleich grof3er

/ _ \ Produkte

PCR Amplifikation PCR Amplifikation
(identische Primer) (identische Primer)
Klonieren/ Klonieren/
Sequenzieren Sequenzieren
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A2 FluRdiagramm: Detektion klonaler Vu6- und Vy3-23-Gen-

Sequenzen mit CDRIlI-spezifischen Primern
Das FluRdiagramm soll die experimentelle Vorgehensweise zur Detektion klonal

verwandter Sequenzen aus IgM*CD27" und IgG”* B-Zellen mittels CDRIII-spezifischer

Primer-Strategie veranschaulichen.
Zellsortierung

PN

1-1,5 x 106 B-Zellen 1-1,5 x 108 B-Zellen
(IgG*CD27+) (IgM+*IgD*CD27+ oder IgM*IgD*CD27-)
l RNA Isolierung l
D — —
Vu Dy Ju | cn1+cy3 | reverse Transkription [ Vi [Df Jy | Cu+Co

l l

VK6 FR1/N3-23-Leader . V{6 FR1/V/3-23-Leader
" und Cy1H+3 Primer PCR Amplifikation und Cu/0 Primer (nested)

[ Vi o ] cri+cs ] [ Vi [ Ju [ cutco |
Klonierung, Generierung von 8 bis l
30 CDRIll-spezifischen Primern Klon-spezifische PCR mit
(PCR Etablierung) > IgM*IgD* cDNA template
| Vy |DH| Jy | Cyl +Cy3 | | Vy |DH| Jy | Cu+Cd |

| |

Klon-spezifische PCR mit

Untersuchung der Produkte auf
IgG* cDNA template klonale Verwandtschaft mit der
G — Y L
Ve o] 9n ] Crivca | urspriinglichen IgG* Sequenz
Klonierung, Suche nach weiteren Klonierung, Suche nach weiteren
Klonmitgliedern Klonmitgliedern
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A3 Partielle Alignments jedes identifizierten Klones mit IgM* und IgG* Mitgliedern

Gezeigt sind 5 zufallig ausgewahlte Sequenzen jedes identifizierten Klones aus 3.2.3. Die Sequenzen sind ausgerichtet an der
korrespondierenden Keimbahnsequenz (Keimbahn) des jeweiligen Vy-, Dy und Ju-Gensegmentes. Jedes Alignment enthalt die initiale
IgG-Sequenz (IgG primar) mittels der ein CDRIII-spezifischer Primer (unterstrichene Sequenz) erstellt wurde. Klon A wurde mit PAGE-
Gelelektrophorese und CDRIII-Spektren-Typisierung gefunden, daher enthalten die Sequenzen zusatzlich Teile von Cu oder Cy.

Klon A
VH1-18 |1GHD4-23
CGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGGAGCCTGAGATCT GACGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGATGGTAACTCC Keimbahn
B &t Bueeeeeeean Covinnnn C....TGGTAACGGTGTGTATCAGCG IgG1
.......... T ¢ R & PSR o U PP IgM3
R, T et ettt ee e Ge ettt e Bueeeeeeean Covinnnn R IgG3

B T et ettt ee e Ge ettt e Bueeeeeiea Covennnn R IgMl

B T ettt ee e Ge ettt e Bueeeeeeean Covinnnn O T. I9G9

IGHJ4 | 1GHG1
TTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAA Keimbahn

CACT...... Coe et et et e Bt IgGl
.......... Coviiiiee e et .GGAGTG.ATC IgM3
.......... I IgG3
.......... Chovtiiee e et ..GGAGTG.ATC IgM1
.......... I IgG9
Klon B
VH6
TCGAGAGGCCTTGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTATAATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCAACCCAGACA Keimbahn
............................... TG.T..AA. .. ... TT et . TOLAC. ..o .Geve v v e G e s T e IgG primar
............................... T IgG2
................................................... AR ¢ PSRRI i PSPPI IgG3
............................... TG.T..AA.....uueeee.TTeeeeeeeeeeoT..ACe oo GuveeeeeeaGuee e i Teeeen. . IgMl
............................... TG.T..AA.... .o TTeeeeeeeee.T..AC....GGuvreeee G e i Teeenn. .. I9G6

162



Anhang

CATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGA

GAGTGGGATAGAA

CTTTGACTACTGGGG

CAGTCCCCATCGAGAGGCCTTGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTATAATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCA

ACCCAGACACATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGAACGATT

CTTTGACTACTGGGGCCA

CAGTCCCCATCGAGAGGCCTTGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTATAATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCA

Keimbahn
IgG primar
IgG2

IgG3

IgM1l

IgGo6

Keimbahn
IgG primar
IgG2

IgG3

IgG29
IgM20

Keimbahn
IgG primar
IgG2

IgG3

IgG29
IgM20

Keimbahn
IgG primar
IgG7

IgM8

IgM9

IgG29
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VH6

ACCCAGACACATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGGCTACTAC
C.A...TCTGGG

Klon E

VH6

TTTGACTACTGGGACCA

CAGTCCCCATCGAGAGGCCTTGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTATAATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCAACCCAGACAC

ATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGA

VH6
Keimbahn
...... Covt et iiiiie
C e e e e e e e e e e
Klon F
VH6

TATAGCAGCAG

CAGTCCCCATCGAGAGGCCTTGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTATAATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCAACCCAGACAC

Keimbahn
IgG primar
IgG7

IgM8

IgM9

IgG29

Keimbahn
IgG primar
IgM11
IgM15
IgG24
IgG42

IgG primar
IgM11
IgM15
IgG24
IgG42

Keimbahn
IgG primar
IgM9

IgG8

IgM7

IgGlo0
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VHG6 IGHD3-9 IGHJS
ATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGA CGATATTTTGACTGGTT TGGTTC
............. Gt it e e e e e e et e e e et e e e e et e et ettt e e e e e e e GGTL T, .Coo ... . TCCGCCCGCTCAGT. . .G..
........................ A 2 R ..C..
........................ A 2 R ..C..
........................ A 2 R ..C..
........................ A 2 R .C..
Klon G
VHG6
CAGTCCCCATCGAGAGGCCTTGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTATAATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCAACCCAGA
.................. o RN € 32 SR
.................................................. R €
................................................... [ R € S 4
................................................................................. [ € N € P
......................................... 2 1
VHG6 IGHD7-27 IGHJ4
CACATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGA TAACTGG CTACTGGGCCAG
[ GAAT....... GGAGTATTAGG. v v v v v e v e n ™
........ O 1 2
........ N G
................ L2
....... C ot e e e it e e et e e et e e et et e et e et e et et et e et et et e e e et et e et et et e
Klon H
VHG6
ATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCAACCCAGACACATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGC
.CT.G....... C....G..... [ TT..A. ... [ AL e AG. .. . it tA et e e e e e e e
Coviennn T..... T e e G...T....... [ G
....... O LY T 2
....... 4 SO T 2
CT.G....... Cueeeiee e G.T.T TT..A. ... G..A G.A. . nn. AG T.GG. A . it et it e et et eeaenn

Keimbahn
IgG primar
IgM9

IgG8

IgM7

IgGlo0

Keimbahn
IgG primar
IgGll

IgG2

IgMl4
IgM29

Keimbahn
IgG primar
IgGll

IgG2

IgMl4
IgM29

Keimbahn
IgG primar
IgG9

IgM17

IgM4

IgGl7
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VHG6 IGHD6-19 IGHJ4
TGTGTATTACTGTGCAAGAGA AGCAGTGGCTGGTACTGGGATGCTCTTGATTT
............ C.......CCGTCCTCCGGAAGCCG . v v vttt et e e nnn
.................... Covvnn
.................... Covvnn
.................... Covvnn
A........ Covvnn [
Klon J
VHG6
CAGTCCCCATCGAGAGGCCTTGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTATAATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCAACCCAGACA
............................................ T et i et e e e e eeeeeaeeaae AT, . .....C.G....C....TTG.......T....
............................................................. R
..... A O RO € SR
............................................ T eeGein ittt i iieeeeee AT . .....C.G. C TTG. .. ... T
......................................................... Covevo....T [ C N € T.oooo..
VHG6 IGHD5-18 IGHJ4
CATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGA TGGTTAC TTGACTACTGGGGCC
............. At it i i e e T e e e e e e ettt e e e e T CCCL ..., . TGCATCAGCTGTC ettt e e e e e e e
............................... T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e oo oo eeeeeeeneeasoseeeeeeeeeneeans
T e e e e e e e e e e e e e e et ee et T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e oo oo eeeeeeeneeasoseeeeeeeeeneeans
............. A......... T L ARy SO
............................... L PP
Klon K
VHG6
CAGTCCCCATCGAGAGGCCTTGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTA---TAATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCAACC
........................................................... Ut OO € IO
................................. CAC [ S ORI A
................................. CAC [ SO € TT
GA..... R CAC AGG. . i i i e AA..GGAT...... Covinn A Covo G..o... G T.G......
GA..... R CAC AGG. . i i i e AA..GGAT...... Covin A Covno G..o... G T.G......

Keimbahn
IgG primar
IgG9

IgM17

IgM4

IgGl7

Keimbahn
IgG primar
IgM7

IgM11
IgG22
IgG4l

Keimbahn
IgG primar
IgM7

IgM11
IgG22
IgG4l

Keimbahn
IgG primar
IgM3

IgM4

IgG3

IgG5
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VH6 | IGHD1-26 IGHJ4
CAGACACATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTG ACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGGGGAG TTGACTACTGGGGCCAG Keimbahn
Tt Covvnnnnn T oot et e e et et e e e e et e e e Tt AAAAGAGTCC..... AC.......... IgG primar
............................... N €7 W oS IgM3
............................... N - P ¢- W N IgM4
...................... - LS IgG3
...................... - S LS IgG5
Klon L
VH6
CAGTCCCCATCGAGAGGCCTTGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTATAATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCA Keimbahn
.................................................... N IgG primar
........................................................ N o R W N IgM11l
................................................................. et e e e e et e e e e e e e e e e e IgM5
...................................... P € IgG6
................................................................. et e e e e e e e e e e e e e e e e e IgG2
VH6 IGHD3-3
ACCCAGACACATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAG TACGATTTTTGGAGTGGTT Keimbahn
............................................................................ CA.G....GGGATGGCAC...........C...A... IgG primar
............................................................................... T.......G. IgM11
B Gttt et Bt Buveennn.. G. IgM5
T e e e Coveeeeeeenns Guveeeeenn T e e e e e e AT.ueeenn.. Auvunn.. C... IgG6
N AT.eeeenn.. Auvunn.. C... IgG2
IGHJ4

CCCTACTACTTTGACTACTGGGGC Keimbahn
.. IgG primar

IgM11

IgM>5

IgGo6

IgG2
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Klon M
VHG6
TACTACAGGTCCAAGTGGTATAATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCAACCCAGACACATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGA
............ TC....C...C...G.e .. .CCL it ittt iiee e e Gl e e e et e i T e e e e e e e e e A e e e e AL
.................. G [ N S 2R
[ [ Coe e e e et e e e e e et e e, [ A
............. C L R O N 2 ¥
............. C R N 1 A O N 2 ¥
VHG6 IGHD2-15 IGHJ2
ACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAG ATTGTAGTGGTGGTGGCTGCTAC GGTACTTCGATCTCTGGG
O GGA..... [ ACCGATG . v v vt et et et eeeeenn
........................................... [
..................................................... [,
..................................................... [,
..................................................... [,
Klon N
VH3-23
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCA
................. AR C P s W C
........ ot e e i e et e e e e e e et et et et et e e e et e ettt e et et e ettt ettt e e e ettt et e e e,
[ N Cueeiiie i A e e e e e (G CA..T.....
........................................................................................... A.......G
....................................................... 2 Y C
VH3-23
TGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCG
T e e e e e e e e e e e e e e et et ettt et 2 A A e e e e e et e e [
72 Y T .G. T. .o A e e e e e e et ettt ettt e
.................................................................. A
.................................... Y WD U Gttt e e et e e e e e e e e e
R [ A..C...... A
VH3-23
GTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGC
............................................................. CTT.....ceee...Teo........ . A.TGAAAATGAC
.......... [ € S
.................... ot et i et e e e e e e et et e et et e e et e et et e et ettt et e et e et e ettt e e e
................ 2 N

Keimbahn
IgG primar
IgM24
IgM28
IgGl3
IgGl8
Keimbahn
IgG primar
IgM24
IgM28
IgGl3
IgGl8

Keimbahn

IgG primar

IgM7

IgG49

IgM3

IgG27

Keimbahn

IgG primar

IgM7

IgG49

IgM3

IgG27

Keimbahn

IgG primar

IgM7

IgG49

IgM3

IgG27
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IGHD7-27 IGHJ4
TAACTGG GACGCAGTGACTACTGGGGCC Keimbahn
Gevvnnnn CCCCC. vt ittt it iiiiiiinn IgG primar
Aveviinnnns IgM7
Al iiiiann. IgG49
Aveviinnnns IgM3
G.Covivvivt IgG27
Klon O
VH3-23
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCA
.................................................................................... A.......Too...
............................ A ©
C AC 2 Ao, Ao ottt e e e e Ao, Tovennnnn AGC......
.................................. ottt e et e e e e i i i e e e e e e e e e i e e e i e e e
........ e
VH3-23
TGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCG
Bl e e e e i e e e e e AG........ [
.......................................................................... e
T oot et e e e e e e ettt e e e e e e CG.C.C..... Covnn C..A..... Tt e e e e e e e e e
A e e e Al i e A e e A e e e e e
............................................... N O
VH3-23 IGHD
GTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAA TGGC
........................................................... L A A
........................................................... A i e T
ottt e e e e e e e e e e e e Coot e e A..G.ooven Gevewvnneeen Tt
........................ Tttt e G i A e T
........................................................... A G iiiiiiiii e e T n
3-3 IGHJ6
AGTGG GTACAATTACCACTACGCTAT Keimbahn
LCTG. e et it i i i e IgG primar
IgM1
IgG24
IgM10
IgGl3

Keimbahn
IgG primar
IgM1l

IgG24
IgM10
IgGl3

Keimbahn
IgG primar
IgM1l

IgG24
IgM10
IgGl3

Keimbahn
IgG primar
IgM1l

IgG24
IgM10
IgGl3
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Klon P

VH3-23

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCA

................................... £ R €

............ L 5

................................... R

........ N

..................................... e

VH3-23

TGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGT ---AGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG

T AT....G...C.GGA...AAC....A...... T..T.T...G.vvvevnenn.

e e e e e e e e AT....G..... GGT.C.A....A.A..G.evvvinnnnn. Govvvvnninnt
ot e e e e e e e e e e e e e e e AT G..... GGT...vvvevn Attt e Govvvvnninnt
e e e e e e e e e e e e e e C..AT G..... GGT...A...... Ao Covivnnt Govvvvnninnt
L T..A.T......... AT..A.G C.GGA A AA....... C AT.Gevevewenwnnn

VH3-23

CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGA

......................................................................... T et i e i it i e e T

.............................................. R

.................................................... 1

[ AA.. . oo Coe e e e i e T..... G..T..... L
IGHD3-16 IGHJ4
GGAGGTTATGCT TTTGACTACTGGGGCCA Keimbahn

CGA. .. vvviie ... TACACT . ..ttt iiine e IgG primar

............ IgG5

............ IgG8

............ IgGl2

............ IgM12

Keimbahn
IgG primar
IgG5

IgG8

IgGl2
IgM12

Keimbahn
IgG primar
IgG5

IgG8

IgGl2
IgM12

Keimbahn
IgG primar
IgG5

IgG8

IgGl2
IgM12
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A4 Auflistung und Beschreibung von 214 Genen, die in

IgM*IgD*CD27* B-Zellen hdher oder niedriger transkribiert sind als

in naiven und klassengewechselten B-Zellen

probe set

Expressionsfaktor

Gen-Symbol

FGL2
AHNAK2
TUBB6
SYNE2
MAST4
KLK1
EML4
EMILIN2
LOC645638
DMD
BTBD14A
SSPN
MAP7
GSN
COL4A4
ARHGAP6
STX11
ACTA2
PHACTR1
MYO1B
EPB41L2
DBNDD1
SEMA4A
NAV2
MAP2
ADD2

CBLB
LILRA4
FCRL2
CD1D
CD1C
ITGB1
HOMER3
CD80
CD247
CD200
SKAP1
LAIR1
FCER2
CD72
CD1A
TRAC
RFTN1
LCP2
LCK
GCET2
CD38

MD27/ MD27/

Naive KW
Zytoskelett und extrazellulare Matrix
204834 _at 14,4 2,0
212992_at 2,8 29
209191_at 2,6 3,7
240777 _at 24 3,5
225613_at 30,1 3,8
216699 s_at 7,3 3,5
228673_s_at 2,2 2,1
224374 s_at 4,1 5,0
229566_at 3,1 4,7
203881_s_at 2,3 3,3
212993_at 3,8 2,6
204964 _s_at 14,5 -6,6
202890_at 24 -16,7
200696_s_at 3,0 -4,1
214602_at 18,5 -2,4
206167_s_at 3,2 -7.4
235670_at 24 -2,5
200974 _at 2,5 -3,7
213638_at -2,5 2,7
212365_at -5,3 3,2
201718_s_at -5,6 4,3
222234 s_at  -33,3 2,1
219259 _at -10,8 -2,6
218330_s_at -2,2 -3,0
225540_at -3,9 -2,5
205268_s_at -2,6 -4,1
BCR/TCR Signalweitergabe
227900_at 2,1 2,7
210313_at 9,0 20,2
224192_at 29 29
205789_at 2,1 2,6
205987_at 7,3 49
1553678_a_at 13,5 -4,2
204647_at 7,2 -9,7
1554519_at 55 -2,1
210031_at 7.9 -9,3
209583_s_at -9,3 5,6
205790_at -22,2 24
210644_s_at -3,2 2,5
206759_at -14,7 2,5
215925 s_at  -2,1 6,6
210325_at -14,1 13,5
210972_x_at  -2,7 -7,0
212646_at -35,7 -22,4
205269_at -2,3 -10,8
204891_s_at -4,6 -2,1
235310_at -6,7 -6,7
205692_s_at -10,3 -5,3

Beschreibung

Fibrinogen-ahnlich

Ein GerUstprotein

Tubulin Beta 6

Verbindet Aktin mit der Kernlamina
Mikrotubulus assoziierte Kinase
kallikrein 1, Serinprotease

interagiert mit Mikrotubuli
Kollagen-ahnlich, extrazellulare Matrix
extrazellularer Proteaseinhibitor
dystrophin, bindet Myosin

Ein GerUstprotein

sarcospan (Kras assoziiertes Gen)
interagiert mit Mikrotubuli

Gelsolin, Aktin-Regulation

collagen, type IV, alpha 4

GAP, Aktin-regulation

Vesikeltransport (SNARE)

Aktin Alpha 2

Phosphatase, Aktin-Regulation

Myosin IB

Verbindet Spektrin und Aktin

Dysbindin, Teil des Dystrophin-Komplexes
Signalmolekdl fiir Zytoskelett-Umlagerungen
interagiert mit intermediaren Filamenten
interagiert mit Mikrotubuli

Verbindet Aktin und Zellmembran

Kostimulatorisch in T-Zellen
ITAM-Molekdl, kostimulierend
Fc-Rezeptor-Homolog
MHC-ahnliches Glykoprotein
MHC-ahnliches Glykoprotein
Integrin Beta 1(CD29)
NFAT-Regulator
Kostimulatorisches Molekiil
Kostimulatorisch bei B-T-Zell-Interaktion
konnte myeloide Zellaktivitat stimulieren
BCR/TCR-Signalweitergabe
ITIM-Molekdl, hemmend

CD23, Fc-Rezeptor
CD100-Rezeptor, kostimulatorisch
MHC-ahnliches Glykoprotein

TCR Alpha C-Kette
BCR-Signalweitergabe
BCR-Signalweitergabe
BCR-Signalweitergabe

ITAM, (induziert durch 114)
Kostimulatorisches Molekl
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1553995_a_at -4,1

Ca++ Signalweg
209469_at 5,8
218872_at 17,4
225019_at -2,0
206637_at -27,0
211323_s_at -4,5
210786_s_at -2,4
211825 _s_at  -3,1

GTP-Signalweg
202975_s_at 17,6
206290_s_at 3,1
204115_at 9,3
202748_at 24
222942 s at 4,6
217762_s_at 3,1
209581_at 2,0
218807_at -2,3
203431_s_at -23,6

Insulin-Signalweg
209185_s_at -2,3
213792_s_at -3,8

(CD73) 5'-Nucleotidase, kostimulatorisch

Ca++-Kanal, Axonales Wachstum
Tescalcin, Ca++ signaling

CaM Kinase Il delta

Intrazellulare Ca++-Ausschittung
Intrazellulare Ca++-Ausschittung
Hamatopoese

Hamatopoese

GTPase
G-Protein-Regulation
GTPase
G-Protein-Regulation
GEF

GTPase
G-Protein-Regulation
GEF
G-Protein-Regulation

Insulin Rezeptor Substrat 2
Insulin Rezeptor

Mitogen-assoziierte Proteinkinase (MAPK) Signalweg

204068_at 4.4
206170_at 4,5
208892 s at -4.4

Serin/Threonin-Kinase 3
Adrenalinrezeptor
reguliert MAPK-Signalweitergabe

Phosphatidylinositolphosphat-/Proteinkinase C-Signalweg

219358 _s_at 2,0
210612_s_at 24
209504_s_at 2,1
1558770 _a_at 21

217677 _at 2,5
219024_at -3,0
219155_at 2,0

225688_s at  -29,2

Wnt- /[Hedgehog- /Notch-Signalweg

229103_at 2,7
224022 x_at 2,4
1553873_at 3,2
209815_at 3,2
226666_at 47
223709 s at  -2,6

212611_at -2,9
227336_at -2,2
203987_at -6,0

-3,4 NT5E

5,1 GPMG6A
-2,8 TESC

3,3 CAMK2D
-2,2 P2RY14
-2,2 ITPR1
-2,0 FLI

-2,1 EWSR1 /// FLI1
16,9 RHOBTB3
10,7 RGS7
10,0 GNG11
2,1 GBP2
-10,9  TIAM2
-2,1 RAB31
-6,0 HRASLS3
2,0 VAV3

2,2 RICS

25 IRS2

-2,7 INSR

3,5 STK3

2,8 ADRB2
6,8 DUSP6
2,6 CENTA2
-2,0 SYNJ2
-2,3 PLEKHB1
-3,1 PIK3R6
2,2 PLEKHAZ2
23 PLEKHA1
-7,2 PITPNC1
-54 PHLDB2
2,6 WNT3
24 WNT16
23 KLHL34
-2,7 PTCH1
-2,3 DAAM1
25 WNT10A
2,1 DTX4

54 DTX1

-2,1 FZD6

centaurin, PIP3-Signalweg
synaptojanin 2, PIP3-Signalweg
PKC-Signalweg
PIP3-Signalweg
PKC-Signalweg
PKC-Signalweg
PIP3-Signalweg
PKC-Signalweg

WNT-Signalweg
WNT-Signalweg

Kelch-ahnlich 34 (Drosophila)
Patched Homolog 1 (Drosophila)
Dishevelled assoziiert
WNT-Signalweg

Deltex Homolog 4 (Drosophila)
Deltex Homolog 1 (Drosophila)
Frizzled Homolog 6 (Drosophila)

Sonstige Signalgebende und -verarbeitende Molekiile

206907 _at 19,5
205805_s at 2,0
227396_at 2,9
212230 _at 15,8
218888 s at 7,4
223159 s at 4,5
225116_at 7,2
228568_at 5,7

23
2,1
3,7
3,3
2,1
-3,0
-6,3
2,0

TNFSF9
ROR1
PTPRJ
PPAP2B
NETO2
NEKG6
HIPK2
FCER3

Tumor Nekrose Faktor Familie 9 (Ligand)
RTK-like Orphan-Rezeptor

Protein Tyrosin Phosphatase

Phosphatische Saure Phosphatase Typ 2B
RTK-/Metalloprotease-ahnlich
Serin/Threonin-Kinase

Proteinkinase, interagiert mit Homéodomane
Glutamat-Rezeptor
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228494 at -10,2 -251 PPP1R9A Proteinphosphatase 1 Regulator
209371_s at -10,6 -21 SH3BP2 SH3-bindendes Protein

227013 _at -5,1 -9.1 LATS2 putative Serin/Threonin-Kinase
204491 _at -3,8 -17,6 PDE4D cAMP-spezifische Phosphodiesterase
204119 s at -4.1 -3,4 ADK Adenosinkinase

SLAM-Signalweg

211192 s at 2,6 2,8 CD84 CD84 molecule

222838_at 19,9 -2,2 SLAMF7 SLAM family member 7
Transkriptionsfaktoren und DNA-interagierende Molekiile

215767_at 17,2 2,0 ZNF804A Zinkfinger-Protein 804A
225802_at 3,9 2,6 TOP1IMT mitochondriale Topoisomerase |
228698 at 36,3 11,2 SOX7 Transkriptionsfaktor, embryonale
Entwicklung

219387_at 4,7 24 CCDC88A Enthalt Coiled-Coil-Domane 88A
228994 _at 3,9 2,8 CCDC24 Enthalt Coiled-Coil-Doméane 24
219221 _at 6,5 -3,0 ZBTB38 Zinkfinger-Protein 38

219836 _at 9,9 -14,0 ZBED2 Zinkfinger-Protein D2
204529 s at 5,1 -229 TOX DNA-biegendes Molekll

205255 x_at 6,0 -5,6 TCF7 Transkriptionsfaktor 3 (T-Zellen)
228964 at 3.1 -4.8 PRDM1 Blimp, Plasmazell-Differenzierung
202393 s at 5,1 -5,5 KLF10 Quieszenz-Transkriptionsfaktor
236635 _at -5,9 2,2 ZNF667 Zinkfingerprotein 667
218793 s at -25 3,2 SCMLA1 Polycomb-Familie, Repressor
203140_at -4.4 2,4 BCL6 GC-Transkriptionsfaktor
208703_s_at -8,8 10,0 APLP2 DNA-bindend, Zellzyklus
210829 s at -49 -21 SSBP2 bindet einzelstrangige DNA
204900 x_at -25 -3,4 SAP30 Histon-Deazetylase-Komplex
219396 s at -7,5 -4.8 NEIL1 Glykosylase, Basenexzisionsreparatur
1555420 a at -5/4 -4.,6 KLF7 Quieszenz-Transkriptionsfaktor
211597 s at -55,2 -224,2 HOPX HOP Homdoobox, Zellzyklusregulation
236442 at -3,4 -2,7 DPF3 Zinkfinger-Protein DPF3
230807_at -5,9 -3,9 CCDC151 Enthalt Coiled-Coil-Doméane 151
Zelladhasionsmolekiile

221004_s at 2,6 2,2 ITM2C Integrales Membran-Protein
209498 at 18,3 5,0 CEACAM1 ITIM, bindet an Endothelzellen
212813 _at 3,2 2,2 JAM3 Leukozytenmigration

206869 _at 7,7 -9,8 CHAD Chondroadherin

208949 s at 4,8 -38,3 LGALS3 Galaktose bindendes Lektin
201506_at 59 -2,5 TGFBI moduliert Zelladhasion
219737_s_ at -7,0 7,2 PCDH9 Protocadherin 9

1555691_a_at -2,1 4,5 KLRC4 Lektin-ahnlich

200606_at -69,0 4,0 DSP Desmoplakin (tight junction)
204591_at -2,9 29 CHL1 L1CAM-ahnliches Molekil
201005_at -31,9 -3,7 CD9 Tetraspanin, CEACAM-Ligand
215145 s at -17,5 -9,7 CNTNAP2 interagiert mit Kontaktin
Wachstumsfaktoren, Hormone und deren Rezeptoren

209392 at 41,3 11,3 ENPP2 autokriner Wachstumsfaktor, Zellmigration
217853 at 4.4 2,8 TNS3 Focale Adhasion/Signalweitergabe
205207_at 2,2 12,6 IL6 Interferon Beta

204912_at 4.1 2,1 IL10RA Interleukin-10 Rezeptor

242903 at 2,5 2,3 IFNGR1 Interferon Gamma Rezeptor
200678 x_at 34 2,1 GRN Granulin, autokriner Wachstumsfaktor
205225 at 4.4 2,9 ESR1 Ostrogenrezeptor

206978 at 411 2,9 CCR2 Chemokinrezeptor 2

205098 at 52 -16,0 CCR1 Chemokinrezeptor 1

226333 _at 3,4 -35,5 IL6R Interleukin-6 Rezeptor

216176_at 2,5 -8,5 HCRP1 Wachstumsfaktor
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209499 x at -24 4,0 TNFSF12-TNFSF13 Tumor Nekrose Faktor Familie 12 (Ligand),
BAFF
205114 s at -7,8 4.4 CCL3 Chemokinligand 3

201161_s_at  -10,3 3,5 CSDA
204897 _at -2,2 -2,1 PTGER4
203233_at -1050 45 IL4AR
211612_s_at  -6,3 -7.4 IL13RA1
216615_s_at  -2,1 -7,6 HTR3A
209524 _at -4,0 -2,3 HDGFRP3
228948 _at -5,0 -106,7 EPHA4
immunglobuline

215118_s_at 13,3 -13,9  IGHG/IGHM
228518_at 7,7 -2,1 IGHG/IGHM
217022_s_at 15,0 -7.4 IGHA1 /IGHA2
216491 _x_at -2/4 2,7 IGHM
213674_x_at -3,6 32,6 IGHD
1558438 _a_at -2,4 -13,3 IGHE
Kanéle, Pumpen und Transporter

230748_at 5,1 -2,5 SLC16A6
205234 _at 9,9 4,8 SLC16A4
212192_at 29 -2,9 KCTD12
205262_at 2,0 -2,3 KCNH2
39248_at 3,2 -9,1 AQP3
214595 _at -34,5 3,0 KCNG1
202124 _s_at  -4,1 -2,4 TRAK2
210432_s_at -431 -16,4  SCN3A
219287_at -2,4 -2,1 KCNMB4
223727 _at -3,5 -2,5 KCNIP2

1552742_at -23,8 -16,6  KCNH8

Metabolismus

237180_at 2,1 24 PSME4
224839 s_at 3,1 2,2 GPT2
45288_at 25 27 ABHDG6
202589 _at 3,8 -9,8 TYMS
223062_s_at 2,6 -2,0 PSAT1
32502_at 24 -3,1 GDPD5
223952 _x_at 2,3 -2,3 DHRS9
226517_at 9,6 -2,2 BCAT1
218844 _at 25 -2,6 ACSF2
213725_x_at -2,4 2,1 XYLT1
225207_at -10,6 2,2 PDK4
204646_at -2,0 4,8 DPYD
207819_s_at -2,7 2,6 ABCB4
209994 _s_at -2,5 24 ABCB1 /// ABCB4
237465_at -2,6 -2,5 USP53
207245_at -72,5 -7,3 uGT2B17
218217_at -3,5 -3,0 SCPEP1
227417_at -13,7 -54,1 MOSC2
209512_at -2,4 -3,0 HSDL2
202967_at -4,1 -2,0 GSTA4

Apoptoseregulation

204780 s at 31,1 42  FAS
210609 s at 2,9 24  TP53I3
205780_at 2,3 39  BIK
217963 s at 2,2 26 NGFRAP1
209995 s at -485 10,8  TCL1A
203795 s at  -2,7 2,5 BCL7A

Kolonie-stimulierender Faktor
Prostaglandin E Rezeptor
Interleukin-4 Rezeptor
Interleukin-13 Rezeptor
Serotonin-Rezeptor
Wachstumsfaktor dhnlich HDGF
Ephrin-Rezeptor A4

Immunglobulin G C-terminus
Immunglobulin G C-terminus
Immunglobulin A C-terminus
Immunglobulin M C-terminus
Immunglobulin D C-terminus
Immunglobulin G C-terminus

unbekannt
monokarboxylat-Transporter
Kaliumkanal

Kaliumkanal

Wassertkanal (Aquaporin 3)
Kaliumkanal

Chlorid-Kanal

Natriumkanal

Kaliumkanal

Kaliumkanal

Kaliumkanal

Protein Qualitatskontrolle
Glukoneogenese

enthalt Abhydrolase-Domane
Thymidylat-Synthetase
Phosphoserin Aminotransferase
Phosphodiesterase
Dehydrogenase

Aminosaure Anabolismus
Acetyl-CoA Synthetase
Xylosyltransferase |

Pyruvat Dehydrogenase
Dihydropyrimidin Dehydrogenase
MDR/TAP Mitglied 4

MDR/TAP Mitglied 1

Protein Qualitatskontrolle

Protein Qualitatskontrolle

Serin Karboxypeptidase 1
Molybdan-Kofaktor Synthese
Hydroxysteroid Dehydrogenase ahnlich
Glutathion-S Transferase

CD95, Apoptoserezeptor
P53-induziertes Protein
BCL2-interagierendes Moleklil
NGFR-assoziierte Apoptose
Apoptose Regulator
Apoptose Regulator
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Zellzyklus

212912_at 2,4 4.5 RPS6KA2 Zellzyklusregulation

224428 s at 9,7 -4.8 CDCA7 Kontaktunabhangiges Zellwachstum
216176_at 2,5 -8,5 HCRP1 inhibiert Proliferation

202503 s at 2,6 -12,0 KIAA0101 PCNA assoziierter Faktor

212560_at -29,2 -3,8 SORL1 inhibiert Proliferation

204249 s at -7,0 -8,3 LMO2 moduliert Retinoblastom 1

224847 at -5,0 -71 CDK®6 Cyclin-abhangige Kinase 6

RNA interaktion/Transkription

213273 _at 3,7 3,8 ODz4 interagiert mit mMRNA

226425 at 3,3 -6,8 CLIP4 mRNA turnover

204207 s at -54 -10,2 RNGTT MRNA-Capping-Enzym

203865 s at -18,3 -2,8 ADARB1 RNA spezifische Adenosin Deaminase
225941 _at -3,3 -2,4 EIF4E3 Translationsfaktor 4E3

218696 _at -3,5 -3,4 EIF2AK3 Translationsfaktor 2 alpha kinase (PERK)
Verschiedenes

208923 at 6,0 -2,5 CYFIP1 FMR1-interagierendes Protein

207395 at 3,4 -6,0 BTN1A1 Butyrophilin, assoziiert mit Muttermilch
221253 s at -3,7 -7,4 MUTED Genese von Lysosom-ahnlichen Organellen
225673 at -2,9 -3,3 MYADM Myeloider Differenzierungsmarker

A5 Auflistung und Beschreibung von 155 Zielgenen von NFAT, die

ein differentielles Expressionsmuster in PB B-Zell-Populationen

aufweisen (Abb. 11)

probe set

205207 _at
203761_at
223287 s_at
201170_s_at
229103_at
226267_at
207630_s_at
228046_at
223068_at
221012_s_at
215925 s at
204165_at
204591_at
209185 s _at
203140_at
202761_s_at
209360_s_at
207574 _s_at
223916_s_at
202364 _at
205297 _s_at
204103_at
226111_s_at
219312_s_at
214157_at
211965_at
225915 _at
210347 _s_at
211105_s_at
228003_at

Gen-Symbol

IL6

SLA
FOXP1
BHLHB2
WNT3
JDP2
CREM
ZNF827
EML4
TRIM8
CD72
WASF1
CHLA1
IRS2
BCL6
SYNE2
RUNX1
GADD45B
BCOR
MXI1
CD79B
CCL4
ZNF385A
ZBTB10
GNAS
ZFP36L1
CAB39L
BCL11A
NFATC1
RAB30

Beschreibung

Interleukin 6 (Interferon Beta 2)
Src-like Adaptor

Forkhead-box Protein 1 (Quieszenz)
Transkriptionsfaktor
Whnt-Signaltransduktion
AP1-Transkription Regulator
cAMP-Signaltransduktion
Transkriptionsfaktor

Zytoskelett assoziierter Faktor
Transkriptionsfaktor, Tumorsuppressor
BCR-Inhibition, reguliert XBP1 (Differenzierung)
Regulator fir Actin Polymerisierung
Zelladhasion

Insulin Rezeptor Substrat
GC-Transkriptionsfaktor

Nukleares Geristprotein
Runt-ahnlicher Transkriptionsfaktor
Zellzyklus Regulator

Bcl6 Korepressor

Reguliert Myc, Tumorsuppressor
BCR-Signaltransduktion
Chemokinligand 4

Transkriptionsfaktor
Transkriptionsfaktor

G-Protein Signaltransduktion
Transkriptionsfaktor

Kalzium Signaltransduktion

B Zell-Lymphom (CLL) 11A

NFAT (zytoplasmatisch, Kalzium abhangig)
Signaltransduktion
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219132_at
203735 x_at
227597_at
216734 _s_at
203026_at
205259_at
228208_x_at
202123_s_at
203708_at
200783 _s_at
200920_s_at
1553685_s_at
219123_at
212774 _at
221579 _s_at
218785 s _at
207980_s_at
212261_at
202688_at
206649_s_at
209507 _at
232981_s_at
210582 _s_at
203415_at
221757_at
201051_at
202883_s_at
226157_at
205027_s_at
242794 _at
1567628_at
221873_at
204562_at
211671_s_at
217742 _s_at
239843 _at
209110_s_at
208407_s_at
225283_at
212195_at
221059 s _at
215092 _s_at
223082_at
202680_at
205512 _s_at
203181_x_at
205414 s _at
203753_at
213793 s _at
212860_at
225947 _at
200863_s_at
203508_at
202978 s _at
218751 _s_at
203749 s _at
212798 s _at
208617_s_at
208749 x_at
201426_s_at
209563 x_at
212687_at

PELI2
PPFIBP1
DIS3L2
CXCR5
ZBTB5
NR3C2
ZNF354C
ABL1
PDE4B
STMN1
BTG1
SP1
ZNF232
ZNF238
NUDT3
RABL5
CITED2
GIGYF2
TNFSF10
TFE3
RPA3
AP1GBP1
LIMK2
PDCD6
PIK3IP1
ANP32A
PPP2R1B
TFDP2
MAP3K8
MAML3
CD74
ZNF143
IRF4
NR3C1
WAC
RIT1
RGL2
CTNND1
ARRDC4
IL6ST
COTL1
NFAT5
SH3KBP1
GTF2E2
AIFM1
SRPK2
RICH2
TCF4
HOMER1
ZDHHC18
MYO19
RAB11A
TNFRSF1B
CREBZF
FBXW?7
RARA
ANKMY2
PTP4A2
FLOT1
VIM
CALM1
LIMS1

Signaltransduktion (Traf 6)
Liprin beta 1

Zellzyklus Regulator
Chemokinrezeptor 5
Transkriptionsfaktor
Nuklearer Rezeptor
Transkriptionsfaktor
Rezeptro Tyrosin Kinase
Phosphodiesterase 4B
Stathmin1

B-Zell Translokationsgen 1
Transkriptionsfaktor
Transkriptionsfaktor
Transkriptionsfaktor

Nudix -Motif 3
Signaltransduktion
Zellzyklus Regulator
Signaltransduktion
TRAIL-Rezeptor (Apo2-Ligand)
Transkriptionsfaktor bindet IgM-Enhancer
DNA-Replikation
AP1-Transkription Regulator
LIM-Domane enthaltende Kinase
Apoptose

Signaltransduktion
Nukleares Phosphoprotein
Protein Phosphatase 2
Transkriptionsfaktor (E2F Dimerisierung)
Signaltransduktion
Mastermind 3

MHCII unveranderliche Kette
Transkriptionsfaktor
PC-Differnezierung
Nukearer Rezeptor
Protein-Adapter
Signaltransduktion
Signaltransduktion

Catenin deltaD1

enthalt Arrestin-Doméne
l16-Signaltransduktion
Koaktosin-ahnlich
Muskeltonus-abhangiger NFAT
Signaltransduktion
Transkriptionsfaktor
Apoptose

Protein Kinase
Signaltransduktion
Transkriptionsfaktor
NFAT-Signaltransduktion
Transkriptionsfaktor
Myosin 19
Signaltransduktion

CD120b (Tumornekrosefaktor Rezeptor)
CREB Transkriptionsfaktor
Proteininteraktion
Retinolsaure-Rezeptor
enthalt Ankyrin-Domane
Protein Tyrosin Phosphatase
Flottilin 1

intermediares Filament
Calmodulin 1

Zellseneszenz
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222409_at
227983_at
214004_s_at
1553645_at
238622_at
218645_at
212124 _at
212930_at
209286_at
225173_at
209205 _s_at
207121_s_at
216248_s_at
219930_at
204655_at
203725_at
202284 _s_at
212135 _s_at
221496_s_at
244062_at
202388_at
205249_at
207901_at
209031_at
217963 s_at
230563_at
200872_at
226003_at
203373_at
200696_s_at
228964 _at
205686 _s_at
206167_s_at
202890_at
201105_at
210426_x_at
210284 _s_at
213227_at

1555247 a_at

211960_s_at
223894 _s_at
222846_at
218181_s_at
201502_s_at
224027 _at
208986_at
202293_at
202479 s _at
222572 _at
209200_at
210786_s_at
211323_s_at
236442_at
204334 _at
219301_s_at
224848 _at
204249 _s_at
211597 _s_at
224303_x_at
226025_at
222590 _s_at
229414 _at

CORO1C
RILPL2
VGLL4
CCDC141
RAP2B
ZNF277
ZMIZ1
ATP2B1
CDC42EP3
ARHGAP18
LMO4
MAPKG6
NR4A2
KLF8
CCL5
GADDA45A
CDKN1A
ATP2B4
TOB2
DAAM1
RGS2
EGR2
IL12B
CADM1
NGFRAP1
RASGEF1A
S100A10
KIF21A
SOCS2
GSN
PRDM1
CD86
ARHGAP6
MAP7
LGALS1
RORA
MAP3K71P2
PGRMC2
RAPGEF6
RAB7A
AKTIP
RAB8B
MAP4K4
NFKBIA
CCL28
TCF12
STAG1
TRIB2
PPM2C
MEF2C
FLI
ITPR1
DPF3
KLF7
CNTNAP2
CDK6
LMO2
HOPX
NIN
ANKRD28
NLK
PITPNC1

Aktin bindendes Protein
Signaltransduktion

Vestigial ahnliches Protein 4
enthalt coiled-coil-Domane
Signaltransduktion
Transkriptionsfaktor
Transkriptionsfaktor
Kalziumtransport (ATPase)
Zellzyklus Regulator
Signaltransduktion

enthalt LIM-Domane
Signaltransduktion

Nuklearer Rezeptor
Krippel-like Faktor (Quieszenz)
Chemokin-Ligand 5
Zellzyklus/ DNA-Reparatur
CDK-Inhibitor
Kalziumtransport (ATPase)
Signaltransduktion
WNT-Signaltransduktion
Signaltransduktion
Wachstumsfaktor-Signaltransduktion
Interleukin 12B

Zelladhasion
Tumornekrosefaktor Rezeptor
Signaltransduktion
Kalzium-Signaltransduktion
Kinesin 21 A
Zytokin-Signaltransduktion
Depolymerisiert Aktin
PC-Differnezierung
BCR-Kostimulation
Signaltransduktion
Zytoskelett-assoziiert

Lektin 1 (I6slich)
Retinolsaure-Rezeptor ahnlich
Signaltransduktion
Hormonrezeptor Komponente
Signaltransduktion
Signaltransduktion
AKT-interagierendes Protein
Signaltransduktion
Signaltransduktion

NF kappa B Inhibitor
Chemokinligand 28
Transkriptionsfaktor
Stroma-Antigen 1
Tribbles-Homolog 2

Protein Phosphatase 2C
Myozyten timulierender Faktor 2C
Friend Leukamie Virus Integration 1
SOCR Rezeptor
Tranaskriptionsfaktor
Quieszenz-Faktor
Kontaktin-assoziiertes Protein
Zyklin abhangige Kinase 6
Rhombotin ahnliche LIM-Doméane
HOP Homdobox

Ninein

enthalt Ankyrin-Domane
Nemo-ahnliche Kinase
Signaltransduktion
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214582 _at PDE3B Phosphodiesterase 3B
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