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1 Einleitung 
1.1 Das humane Immunsystem 

Das Immunsystem des Menschen ist ein aufeinander abgestimmtes Geflecht aus 

verschiedenen Organen, Zelltypen und Proteinen. Es ist verantwortlich für die Abwehr 

körperfremder Pathogene, beispielsweise Bakterien oder Giftstoffe sowie für die 

Homöostase des Organismus selbst, wie der Neutralisierung von entarteten, 

körpereignen Zellen. (Murphy und Weaver 2017).  

Man unterscheidet zwei Komponenten des Immunsystems:  Das angeborene 

Immunsystem sowie das adaptive Immunsystem  (Kindt et al. 2007). Das angeborene 

Immunsystem reagiert schnell und unspezifisch auf pathogene Strukturen, das 

adaptive Immunsystem durch Reifung und durch die Bildung eines immunologischen 

Gedächtnisses (Alberts et al. 2008). Grundlegende Voraussetzung für ein 

funktionierendes Immunsystem ist die korrekte Unterscheidung zwischen fremd und 

selbst (Chaplin 2006). Ist das Immunsystem nicht in der Lage, diesen Unterschied zu 

leisten, drohen schwere Immundefekte oder Autoimmunkrankheiten wie 

beispielsweise multiple Sklerose (Sospedra und Martin 2005), systemischer Lupus 

erythematodes (Mok und Lau 2003) oder Diabetes mellitus Typ 1 (DiMeglio et al. 

2018). Darüber hinaus erhöhen Dysregulationen des Immunsystems die Chancen für 

die Bildung von Krebs (Gonzalez et al. 2018) oder Allergien (Ring et al. 2001). Im 

Folgenden wird auf die jeweiligen Komponenten des Immunsystems sowie deren Rolle 

bei Immunantworten eingegangen. 

1.2 Das humane angeborene Immunsystem 

Das angeborene Immunsystem ist phylogenetisch älter als das adaptive  (Thompson 

1995). Bereits sehr früh in der Evolution von Vielzellern haben sich Mechanismen 

ausgebildet, die eine unspezifische Erkennung und Neutralisierung einer großen 

Bandbreite an Pathogenen ermöglichten. Diese Mechanismen sind vielschichtig 

ausgeprägt und auch im Menschen, besonders zu Beginn einer Infektion, von 

entscheidender Bedeutung (Alberts et al. 2008).  

Die erste Linie der Verteidigung gegenüber Pathogenen bilden anatomische Barrieren 

wie die Haut oder Schleimhäute der respiratorischen Gewebe und des Darmtraktes, 
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welche das Eindringen von Pathogenen verhindern. (Gallo und Hooper 2012). 

Zusätzlich befinden sich auf diesen anatomische Barrieren eine Vielzahl 

antimikrobieller Peptide (Zasloff 2002). Aufgabe dieser Peptide, darunter Defensine, 

Cathelicidine oder C-Typ Lektine  ist die Lyse oder Markierung von kontaktierenden 

Pathogenen (Mukherjee et al. 2008). Die Unterscheidung zwischen körpereigenen und 

körperfremden Strukturen erfolgt bei antimikrobiellen Strukturen auf unterschiedlichen 

Wegen. Einige antimikrobielle Peptide, wie beispielsweise das Lysozym, binden und 

spalten bestimmte Oberflächenmuster, die ausschließlich in Zellwänden von Bakterien 

und nicht beim Menschen vorkommen (Callewaert und Michiels 2010). 

Überwindet ein Erreger diese Barrieren und dringt in den Organismus ein, wird er mit 

dem Komplementsystem konfrontiert. Das Komplementsystem umfasst eine Gruppe 

von Proteinen, die gelöst im Blut vorliegen und bei Pathogenkontakt in einer 

geordneten Kaskade miteinander interagieren (Janssen et al. 2005). Das Ziel dieser 

Reaktionen ist die Etablierung eines entzündlichen Milieus, die Markierung 

eindringender Erreger für bestimmte Immunzellen sowie die direkte Lyse von 

ebendiesen Erregern  (Hosea et al. 1980). Das Komplementsystem ist in der Lage, 

Kohlenhydrate, gebundene Proteine oder allgemeine Oberflächenstrukturen auf 

Mikroorganismen zu erkennen und so von körpereignen Strukturen zu unterscheiden 

(Gros et al. 2008). 

Zusätzlich zum Komplementsystem umfasst die angeborene Immunität eine zelluläre 

Komponente. Die meisten Zellen der angeborenen Immunität sind Teil der 

myeloischen Zelllinie und haben somit  den common myeloid progenitor (CMP) als 

Ursprungszelle (Alberts et al. 2008).   Aus dieser Ursprungszelle gehen unter anderem 

Monozyten bzw. Makrophagen, Granulozyten (eosinophile, basophile und neutrophile 

Zellen) (Akashi et al. 2000), ein Großteil der dendritischen Zellen (Steinman und Inaba 

1999) und Mastzellen (Franco et al. 2010) hervor. Makrophagen (Hirayama et al. 

2017), Granulozyten (Lin und Loré 2017) sowie dendritische Zellen (Henderson et al. 

1997) gehören zur Gruppe der phagozytierenden Zellen, welche Pathogene nach 

Erkennung aufnehmen und lysieren. Darüber hinaus sind Makrophagen beim 

Auslösen von Entzündungsreaktionen (Fujiwara und Kobayashi 2005) und 

Präsentieren von Antigenen (Unanue 1984) involviert. Mastzellen sind hauptsächlich 

aufgrund ihres IgE-vermittelten Mechanismus bei allergischen Reaktionen bekannt, 
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haben aber auch andere Aufgaben wie beispielsweise die Abwehr von Parasiten 

(Krystel-Whittemore et al. 2015). Mehr noch als Makrophagen gelten dendritische 

Zellen als wichtigste antigenpräsentierende Zellen, welche eine Vielzahl pathogener 

Stoffe durch Phagozytose oder Makropinozytose aufnehmen und den Zellen des 

adaptiven Immunsystem präsentieren. Aus diesem Grund gelten dendritische Zellen 

als ein wichtiges Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunität (Cabeza-

Cabrerizo et al. 2021). Aus der lymphoiden  Vorläuferlinie (common lymphoid 

progenitor, CLP), gehen unter anderem die angeborenen lymphatischen Zellen (innate 

lymphoid cells, ILCs)  sowie die natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) hervor (Spits et al. 

2013). ILCs sezernieren Zytokine, die wichtig für die Rekrutierung von Makrophagen 

und dendritischen Zellen, der Abwehr von Parasiten sowie der Ausschüttung von 

antimikrobiellen Peptiden sind (Panda und Colonna 2019). NK-Zellen spielen 

besonders bei der Abtötung von entarteten Zellen und von virusinfizierten Zellen eine 

Rolle. Sie wirken direkt über die Ausschüttung zytotoxischer Granula (Vivier et al. 

2008). 

Zellen des angeborenen Immunsystems besitzen für die Erkennung von Pathogenen 

eine Vielzahl keimbahncodierter und unveränderlicher Rezeptoren, die sowohl intra- 

als auch extrazellulär Bedrohungen erkennen können. Diese Rezeptoren werden als 

Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) und deren 

Liganden als pathogenassoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular 

patterns, PAMPs) bezeichnet (Janeway und Medzhitov 2002; Akira et al. 2006). Es 

gibt viele verschiedene Familien von Mustererkennungsrezeptoren. Hierzu zählt die 

Familie der Toll-like-Rezeptoren (TLRs), welche beim Menschen aus mindestens zehn 

Mitgliedern besteht, die sowohl intra- als auch extrazellulär exprimiert werden und so 

unterschiedliche Antigene wie Lipopolysaccharide (TLR-4), Flagellin (TLR-5) 

einzelsträngige RNA (TLR-7 und TLR-8) sowie unmethyliertes CpG (TLR-9) erkennen 

(Akira et al. 2006). Neben den Toll-like-Rezeptoren stellen NOD-like-Rezeptoren 

(NLRs) eine weitere Familie von Mustererkennungsrezeptoren dar. NLRs sind 

Rezeptoren, welche ausschließlich intrazellulär exprimiert werden und mikrobielle 

Pathogene als Liganden besitzen (Fritz et al. 2006). Des Weiteren gibt es die Familie 

der Retinoic Acid-Inducible Gene-I-Like Receptors (RIG-I-like-Rezeptoren), welche 

spezifisch virale Nukleinsäuren erkennen (Pichlmair et al. 2006).  
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NK-Zellen unterscheiden zwischen gesunder und infizierter Zelle über ein Netzwerk 

aus inhibierenden und aktivierenden Rezeptoren. Verliert eine virusinfizierte Zelle 

beispielsweise die Eigenschaft Haupthistokompatibilitätskomplex-Proteine der Klasse 

I (MHC-Klasse-I-Proteine) auszuprägen, welche eine große Bedeutung bei der 

Präsentation von Antigenen haben, werden die inhibierenden Rezeptoren der NK-Zelle 

nicht mehr aktiviert und die NK-Zelle geht dazu über, die infizierte Zelle zu töten (Lanier 

2005). 

Zusammenfassend verhindert das angeborene Immunsystem das Eindringen von 

Pathogenen in den Körper, etabliert durch das Ausschütten von Zytokinen 

Entzündungen und identifiziert sowie neutralisiert invadierende Pathogene schnell und 

effizient durch verschiedene Mechanismen. Es fungiert ebenso als Schnittstelle für das 

adaptive Immunsystem, indem es an der Antigenpräsentation beteiligt ist und auf diese 

Weise die Zellen des angeborenen Immunsystems, die B-Lymphozyten (B-Zellen) und 

T-Lymphozyten (T-Zellen), aktiviert. 

1.3 Das humane adaptive Immunsystem 
1.3.1 Charakteristika der humanen adaptiven Immunantwort 

Die hervorstechenden Merkmale des adaptiven Immunsystems sind die Ausbildung 

eines immunologischen Gedächtnisses sowie eine individuell an den Erreger 

angepasste Spezifität. Diese Eigenschaften werden maßgeblich von den beiden 

Zelltypen des adaptiven Immunsystem, den B- und T-Zellen , vermittelt (Murphy und 

Weaver 2018). 

B- und T-Zellen entstehen aus CLPs und erfahren ihre ersten Entwicklungsschritte im 

Knochenmark, einem primären lymphatischen Organ (Boehmer und Melchers 2010). 

Während B-Zellen ihre Reifung im Knochenmark vervollständigen (Ichii et al. 2014), 

wandern T-Zellen für deren finale Entwicklung in den Thymus, ein weiteres primäres 

lymphatisches Organ (Godfrey und Zlotnik 1993). Nach ihrer Reifung wandern 

Lymphozyten durch Blut und Lymphe und sitzen in sekundären lymphatischen 

Organen wie Milz und Lymphknoten sowie im Gewebe (Springer 1994). B-Zellen und 

T-Zellen werden auf unterschiedliche Wege aktiviert. Die Art der Aktivierung ergibt sich 

aus der für den jeweiligen Subtyp charakteristischen Expression des Antigenrezeptors 
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und der sich daran anschließenden Signalkaskade. T-Zellen exprimieren den T-Zell-

Rezeptor (T cell receptor, TCR) auf ihrer Oberfläche und erkennen über diesen 

Proteinantigene, die von antigenpräsentierenden Zellen über MHC-Moleküle 

präsentiert werden (Lanzavecchia und Sallusto 2001). MHC-Moleküle sind Proteine, 

die auf der Zellmembran verankert sind und in zwei Klassen unterteilt werden: MHC-

Klasse I Moleküle und MHC-Klasse II Moleküle (Swain 1983). Diese beiden Klassen 

werden auf verschiedenen Zelltypen unterschiedlich stark exprimiert. MHC-Klasse I 

Moleküle werde auf fast allen kernhaltigen Zellen ausgeprägt, während die Expression 

von MHC-Klasse II Molekülen auf Zellen des Immunsystem, wie B-Zellen, 

Makrophagen oder dendritische Zellen beschränkt ist (Rock et al. 2016). Mit MHC-

Molekülen werden ausschließlich Proteinantigene präsentiert. Wird eine gesunde Zelle 

beispielsweise von Viren infiziert oder internalisiert Pathogene, werden deren 

Proteinanteile degradiert und ein MHC-Molekül mit dem resultierenden Peptid 

„beladen“. Das beladene MHC-Molekül wird zur Zellmembran transportiert und 

präsentiert dort das Antigen (Neefjes et al. 2011). Für die Erkennung von Antigen-

MHC-Komplexen benötigen T-Zellen bestimmte Ko-Rezeptoren. MHC-Klasse I 

Moleküle können nur von T-Zellen erkannt werden, die  den Ko-Rezeptor CD8 

ausprägen und MHC-Klasse II Moleküle nur von T-Zellen, die den Ko-Rezeptor CD4 

exprimieren (König et al. 1992). CD4-positive Zellen werden als T-Helferzellen und 

CD8-positive Zellen als zytotoxische T-Zellen bezeichnet. T-Helferzellen und 

zytotoxische T-Zellen unterschieden sich erheblich in ihren Effektorfunktionen 

(Salgame et al. 1991). CD8-positive T-Zellen neutralisieren Zellen, die über ihre MHC-

I Moleküle bspw. virale Peptide präsentieren. Dies geschieht bei Säugern vor allem 

über die Ausschüttung von Perforin sowie über den FAS-Signalweg (Lowin et al. 

1994). CD4-positive T-Zellen werden in mehrere Subgruppen unterteilt. Hierzu 

gehören Th1-, Th2- und Th17-Helferzellen sowie regulatorische T-Helferzellen 

(Yamane und Paul 2013). Th1-, Th2- und Th17-Helferzellen modulieren die 

Immunantwort über die Ausschüttung von Zytokinen und regulatorische T-Helferzellen 

können Immunreaktionen abschwächen oder ganz inhibieren (Zhu und Paul 2010). 

Eine weitere wichtige Gruppe von T-Helferzellen sind follikuläre T-Helferzellen (Tfh). 

Diese sind essenziell für die Aktivierung von B-Zellen und stellen somit das Bindeglied 

zwischen B-Lymphozyten und T-Lymphozyten dar. Tfhs sind darauf spezialisiert von 

B-Zellen präsentierte Antigene in lymphoiden Organen zu erkennen und spielen somit 
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eine gewichtige Rolle bei der Generierung hochspezifischer Antikörper sowie bei der 

Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses (King 2009). 

1.3.2 B-Zell-Entwicklung und V(D)J-Rekombination 

Die Entwicklung von CLPs zu funktionsfähigen und reifen B-Lymphozyten ist eine 

komplexe Kaskade von zellulären Differenzierungsschritten mit vielen Kontrollpunkten, 

die eng an die einzelnen Schritte der genetischen Rekombination gekoppelt ist (LeBien 

und Tedder 2008).  

B-Zellen sind charakterisiert durch die Expression individueller B-Zell-Rezeptoren (B 

cell receptors, BCRs), die für die Erkennung von Antigenen zuständig sind 

(Marchalonis 1975; Stall et al. 1996; Nurieva et al. 2009; Rajewsky 1996; Nakayama 

et al. 2003; Yu et al. 2008). Die notwendige Vielfalt an BCRs wird generiert durch im 

Genom befindliche Gensegmente, die jeweils als Variabilitäts- (variability, V), Vielfalts- 

(diversity, D), Verknüpfungs- (joining, J) oder konstantes (constant, C) Segment 

bezeichnet werden (Rechavi et al. 1982).  Diese Genfragmente, die frei kombinierbar 

sind, kodieren, sofern korrekt umgelagert, für einen funktionellen BCR (Brack et al. 

1978). Jeder BCR besteht aus zwei schweren Ketten (heavy chains, H-Kette) und zwei 

leichten Ketten (light chains, L-Ketten). Der Genlokus für die schwere Kette befindet 

sich auf Chromosom 14. Im Menschen gibt es bei der schweren Kette ca. 40 V-

Segmente, 23 D-Segmente und sechs J-Segmente (Ravetch et al. 1981; Ichihara et 

al. 1988; Cook et al. 1994; Corbett et al. 1997; Matsuda et al. 1998; Lefranc 2001). Bei 

der leichten Kette wird zwischen den Isotypen der λ-Kette und der κ-Kette 

unterschieden (Milstein 1966). Im κ-Ketten-Lokus existieren ca. 35 V- und fünf J-

Segmente und im λ-Ketten-Lokus ca. 30 V-, vier bis fünf J-Segmente. Leichte Ketten 

besitzen keinen Genlokus für D-Segmente. Während der B-Zell-Entwicklung wird 

immer jeweils eines der verschiedenen Segmente für den Aufbau eine BCRs zufällig 

ausgewählt (Schäble und Zachau 1993; Jaenichen et al. 1984; Klobeck et al. 1985; 

Meindl et al. 1990; Huber et al. 1993; Frippiat und Lefranc 1994; Chuchana et al. 1990). 

Die chemischen Reaktionen der Umlagerung der Gensegmente werden durch 

spezifische Proteine katalysiert. Die Transkription dieser Proteine wird durch die 

Ausprägung verschiedener Transkriptionsfaktoren wie E2A und EBF (O'Riordan und 

Grosschedl 1999) ausgelöst. Dies führt zur Ausprägung der Proteine RAG1 und RAG2 
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(Oettinger et al. 1990). Diese Proteine bilden einen Komplex, der zuerst eine Faltung 

der DNA bewirkt und durch eine Nukleaseaktivität des RAG1-RAG2-Komplexes zu 

einer Spaltung an einer definierten Nukleotidsequenz mit anschließender Ausbildung 

einer Haarnadelstruktur an den Enden führt. Die ausgeschnittene Sequenz wird aus 

dem Genom entfernt und die codierenden Sequenzen werden neu zusammengefügt 

(Sadofsky 2001). Dies geschieht durch die Anlagerung des Ku70-Ku80-Komplexes an 

die jeweiligen Enden der DNA. An dieses Proteindimer bindet der DNA-PK-Artemis-

Komplex und öffnet die Haarnadelstruktur an einer zufälligen Stelle, wodurch freie 

Einzelstränge entstehen (Spagnolo et al. 2006). Durch die Öffnung der 

Haarnadelstruktur entstehen an den Einzelsträngen palindromische DNA-Sequenzen, 

die als P-Nukleotide bezeichnet werden (Lafaille et al. 1989). An diese Sequenzen 

werden durch das Protein terminale Desoxynucleotidyltransferase (TdT) zufällig und 

ohne DNA-Template Nukleotide hinzugefügt. Diese matrizenunabhängig angehängten 

Nukleotide werden als N-Nukleotide (non-germline nucleotides) bezeichnet (Landau et 

al. 1987). Durch Exonukleaseaktivitäten werden beide Einzelstränge so lange 

enzymatisch abgebaut bis zueinander komplementäre Teilsequenzen vorliegen und 

durch den DNA-LigaseIV-XRCC4-Komplex wieder verknüpft werden (Francis et al. 

2014). Dieser als junktionale Diversität bezeichneten Prozess trägt zu einem großen 

Teil zur Einzigartigkeit von BCRs bei (Jeske et al. 1984). Während der V(D)J-

Rekombination werden alle Segmente auf diese Weise zusammengefügt. 

Das erste Stadium der Entwicklung ist die Differenzierung von einer CLP-Zelle zu einer 

frühen Pro-B-Zelle (Loken et al. 1987). In diesem Stadium findet die Umlagerung eines 

D- an ein J-Segment statt, wodurch sich eine späte pro-B-Zelle entwickelt. In dieser 

Phase wird im Lokus der schweren Kette zufällig ein V-Gensegment zu dem bereits 

bestehenden DJ-Fragment angefügt (Davi et al. 1997; Francis et al. 2014; Bertrand et 

al. 1997). Die zufällige Verknüpfung von V-, D- und J-Segmenten wird als 

kombinatorische Diversität bezeichnet und ist ein weiterer Mechanismus, der zur 

Einzigartigkeit eines BCRs beiträgt (Glanville et al. 2009). Sofern die Umlagerungen 

nicht erfolgreich waren, bspw. durch Generierung eines Stopp-Codons, findet eine 

neue Umlagerung auf dem zweiten Allel statt. Ist diese Umlagerung ebenfalls nicht 

erfolgreich, stirbt die Zelle (LeBien 2000). Bei erfolgreicher Umlagerung wird das 

Stadium der großen Prä-B-Zelle erreicht. Hier wird an das Transkript des 

umgelagerten VDJ-Fragments ein Transkript  des C-Segments gespleißt, wodurch 



 Einleitung 
 

8 
  

eine vollständige schwere Kette entsteht (Cooper 1981; Nishimoto et al. 1991). Diese 

wird gemeinsam mit einer Surrogat-L-Kette, die stellvertretend für eine spätere L-Kette 

eingebaut wird, als Prä-B-Zell-Rezeptor auf der Oberfläche exprimiert und besteht aus 

den Proteinen VpreB und λ5 (Sakaguchi und Melchers 1986; Melchers 2005). Werden 

mehrere Prä-B-Zell-Rezeptoren stabil auf der Oberfläche ausgeprägt und sind in der 

Lage Cluster zu bilden, werden Überlebenssignale an die Zelle gesendet (Bankovich 

et al. 2007). Dies hat zur Folge, dass die Zelle beginnt zu proliferieren und dass das 

zweite Allel für die schwere Kette nicht weiter umgelagert wird (Allelausschluss). 

Andernfalls entstünde eine B-Zelle mit zwei unterschiedlichen BCRs und 

verschiedenen Spezifitäten (Vettermann und Schlissel 2010; Hauser et al. 2014). Die 

proliferierenden großen Prä-B-Zellen differenzieren in kleine Prä-B-Zellen und 

beginnen mit der Umlagerung der Genloki, die für die leichte Kette kodieren. In dieser 

Entwicklungsstufe wird kein Prä-B-Zell-Rezeptor ausgeprägt (Melchers et al. 2000). 

Da leichte Ketten kein D-Segment enthalten, wird an dieser Stelle nur ein V- mit einem 

J-Segment verbunden. Findet eine produktive Umlagerung statt, werden die anderen 

Allele wie bei der schweren Kette nicht weiter umgelagert. Zusätzlich kommt es zu 

einem Isotypenausschluss (Hieter et al. 1981; Bräuninger et al. 2001). Bei produktiver 

Umlagerung beider Ketten assoziieren diese miteinander und es wird ein BCR auf der 

Zelloberfläche exprimiert. Dieses Stadium wird als unreife B-Zelle bezeichnet (Rolink 

et al. 1994). Durch die beliebige Kombination von schwerer und leichter Kette ergibt 

sich eine weitere Stufe der Vielfalt an BCRs. Unreife B-Zellen und deren neu 

rekombinierter Rezeptor werden in dieser Entwicklungsstufe auf Spezifitäten 

gegenüber körpereigenen Strukturen überprüft (zentrale Toleranz) (Nemazee 2017). 

Liegt eine starke Autoreaktivität vor, können die restlichen Allele für die leichte Kette 

nochmals umgelagert werden. Dieser Vorgang wird als Rezeptoreditierung (receptor 

editing) bezeichnet (Melamed et al. 1998; Pelanda et al. 1997). Liegt nach weiteren 

Umlagerungen erneut ein stark autoreaktiver Rezeptor vor, geht die Zelle in Apoptose 

(klonale Deletion) (Nemazee und Buerki 1989). Reagiert der BCR schwach auf 

Autoantigene, geht die B-Zelle in den Zustand der Anergie über. Anergie beschreibt 

einen reversiblen Zustand, in dem eine B-Zelle nicht mehr auf ihr Antigen reagiert (Pike 

et al. 1982). Bei keiner oder sehr schwacher Autoreaktivität verlässt die Zelle das 

Knochenmark. Dies geschieht bei Säugern durch die Expression des Rezeptors 

S1PR1 (Allende et al. 2010). Die weitere Reifung der B-Zelle findet in der Peripherie 
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statt. Unreife B-Lymphozyten in der Peripherie werden als transitionelle B-Zellen 

bezeichnet (Carsetti et al. 1995). 

Da nicht alle Autoantigene des gesamten Körpers im Knochenmark vorhanden sind, 

müssen unreife B-Zellen in der Peripherie auf Autoreaktivität hin geprüft werden 

(periphere Toleranz) (Wardemann et al. 2003; Chen et al. 2022). Wie schon im 

Knochenmark, unterliegen auch periphere B-Zellen einem strengen 

Kontrollmechanismus. Abhängig vom Grad der Autoreaktivität gehen B-Zellen 

gegebenenfalls in Apoptose (klonale Deletion) oder Anergie über (Hartley et al. 1991; 

Hartley et al. 1993). Transitionelle B-Zellen wandern durch den Körper, insbesondere 

durch periphere lymphatische Organe, vor allem die Milz, und vervollständigen dort 

ihre Reifung (Chung et al. 2003; Loder et al. 1999). In Lymphfollikeln werden von 

verschiedenen Zelltypen Moleküle wie BAFF und APRIL ausgeschüttet, die an 

verschiedene Rezeptoren auf transitionellen B-Zellen wie dem BAFF-Rezeptor, BCMA 

und TACI binden. Die Aktivierung dieser Rezeptoren sendet transitionellen Zellen 

Überlebenssignale (Wu et al. 2000; Yu et al. 2000; Batten et al. 2000; Mackay et al. 

2003). Diese exprimieren, ermöglicht durch alternatives spleißen, neben µ 

überwiegend den Isotyp δ und werden als IgD-positive reife, naive Zelle bezeichnet 

(Moore et al. 1981; Chen und Cerutti 2010; Enders et al. 2014; Pioli et al. 2014). 

Reife B-Zellen bewegen sich durch verschiedene Gewebe, lymphatische Organe und 

Lymphe bis sie auf komplementäre Antigene treffen oder sterben nach einigen 

Wochen der Zirkulation, falls keine Aktivierung erfolgt ist. Neben dieser als follikuläre 

oder B2-Zellen bekannten B-Zell-Linie existieren mit B1-Zellen und splenischen 

Marginalzonen-B-Zellen weitere Linien im Menschen (Allman und Pillai 2008). 

1.3.3 Humane B-Zell-Linien 

B1-Zellen, B2-Zellen und splenische Marginalzonen-B-Zellen unterscheiden sich 

durch  verschiedene Entwicklungsstadien, ihrer Lokalisation im Körper, ihre Funktion 

während einer Immunantwort sowie durch ihr BCR-Repertoire (Prieto und Felippe 

2017). 

B1-Zellen wurden zuerst bei Mäusen entdeckt und durch die Expression des 

Oberflächenmoleküls CD5 charakterisiert (Stall et al. 1996). Heute unterscheidet man 
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CD5+ und CD5- B1-Zellen, die als B1a- bzw. B1b-Zellen bezeichnet werden 

(Baumgarth 2011). B1-Zellen  entwickeln sich ontogenetisch früher als konventionelle 

B2-Zellen und stellen die Quelle natürlicher Antikörper (IgM) dar (Hayakawa et al. 

1983). Diese natürlichen Antikörper werden von B1-Zellen ohne vorherige Stimulation 

sezerniert, sind polyreaktiv (Duan und Morel 2006), autoreaktiv (Hayakawa et al. 

1986a) und spielen bei der angeborenen Immunabwehr eine Rolle (Hayakawa et al. 

1986b). Murine B1-Zellen entwickeln sich bereits in der fötalen Leber, anders als 

konventionelle B2-Zellen, die erst kurz vor der Geburt im Knochenmark entstehen  

(Montecino-Rodriguez und Dorshkind 2012). Fötale hämatopoetische Stammzellen 

(HSCs) produzieren vornehmlich B1-, adulte HSCs überwiegend B2-Zellen 

(Montecino-Rodriguez et al. 2016). In erwachsenen Mäusen entstehen B1-Zellen 

hauptsächlich durch Selbsterneuerung, vor allem in der peritonealen Leibeshöhle 

(Beaudin und Forsberg 2016).  

Die Existenz bzw. Definition von B1-Zellen beim Menschen wird kontrovers diskutiert. 

So ist beispielsweise CD5 als alleiniger Marker für eine Phänotypisierung 

unzureichend (Sims et al. 2005; Lee et al. 2009). Weitere typische murine B1-Zell-

Marker (z.B. CD11b oder CD43) konnten ebenfalls nicht auf den Menschen übertragen 

werden (Budeus et al. 2021). Versuche, durch komplexere Kombinationen von 

Oberflächenmolekülen, ein humanes Gegenstück zu murinen B1-Zellen zu finden, 

schlugen ebenso fehl (Rock et al. 2016; Griffin et al. 2011). Vergleichende 

Genexpressionsanalysen bei Mäusen und Menschen zeigten, dass typische Gene wie 

Arid3a (Zhou et al. 2015) oder Bhlhe41 (Kreslavsky et al. 2017), die in murinen B1-

Zellen verstärkt ausgeprägt werden, in menschlichen B-Zell-Populationen keine 

signifikant erhöhte Expression aufweisen (Budeus et al. 2021). Im Gegensatz dazu 

wurden auf funktioneller Ebene Gemeinsamkeiten zwischen murinen B1-Zellen und 

menschlichen UCB-B-Zellen gefunden. Ein Beispiel für diese Übereinstimmungen sind 

eine schnelle T-Zell-unabhängige IgM-Sezernierung (Griffin et al. 2011). Die 

ontogenetische Entwicklung sowie die genauen Vorläuferzellen von humanen B1-

Zellen sind weitgehend ungeklärt (Kageyama und Katayama 2020). 

Splenische Marginalzonen-B-Zellen (sMZ-B-Zellen) sind gewebsresidente IgM+ 

Lymphozyten, die an der Grenze von roter zu weißer Pulpa in der Milz lokalisiert und 

durch eine verstärkte Ausprägung des Komplementrezeptors CD21 charakterisiert 
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sind (Steiniger und Barth 2000; Cariappa et al. 2001). Die wichtigsten Aufgaben der 

Milz selbst sind die Filtration von Blut sowie die Neutralisierung von dort befindlichen 

Pathogenen, welche maßgeblich von sMZ-B-Zellen erkannt werden (Martin et al. 

2001). Die Neutralisierung von Pathogenen erfolgt unabhängig von T-Zell-Stimulation 

(Amlot und Hayes 1985). Zwischen sMZ-B-Zellen und Gedächtnis-B-Zellen gibt es 

Überschneidungen bezüglich der Expression von CD27 und dem Mutationsstatus der 

V-Gene (Steiniger et al. 2005; Tangye et al. 1998). Eine keimzentrumsabhängige 

Diversifizierung von sMZ-B-Zellen wird ausgeschlossen (Willenbrock et al. 2005). In 

Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass sMZ- und konventionelle B-2-Zellen 

dieselben Vorläuferzellen haben. Erst im Stadium der transitionellen B-Zelle teilen sich 

die Linien in der Milz auf (Tull et al. 2021). 

1.3.4 Aufbau von Antikörpern und deren Funktion 

Antikörper, die auch als Immunglobuline bezeichnet werden, sind die lösliche Form 

des B-Zell-Rezeptors und gelten als Effektoreinheit der humoralen Immunität. Durch 

hohe Spezifität bilden sie ein wichtiges Grundgerüst des adaptiven Immunsystem, sind 

aber auch Baustein der angeborenen Immunität (Forthal 2014). Im Folgenden wird auf 

den Aufbau eines Antikörpermoleküls und auf die Funktion bei einer Immunantwort 

eingegangen. 

Die Grundeinheit eines humanen Antikörpers ist wie ein „Y“ aufgebaut. Er besteht, wie 

auch der B-Zell-Rezeptor, aus vier Ketten: Zwei identischen schweren Ketten und zwei 

identischen leichten Ketten (Alzari et al. 1988). Abhängig vom Isotyp des Antikörpers 

werden Immunglobulin M (IgM, µ), Immunglobulin D (IgD, δ), Immunglobulin G (IgG1-

IgG4, γ1-4), Immunglobulin A (IgA1, α1 und IgA2, α2) sowie Immunglobulin E (IgE, ε) 

unterschieden (Spiegelberg 1989; AGARWAL 1964).  

Antikörper werden in den meisten Säugern in zwei verschiedene funktionelle Einheiten 

unterteilt: Das antigenbindende Fragment (Fab-Fragment, fragment antigen binding) 

und das Fc-Fragment (fragment crystalliziable) (PORTER 1958). Das Fab-Fragment 

setzt sich aus den umgelagerten V(D)J-Genen von schwerer und leichter Kette 

zusammen und ist für die Bindung von Antigenen verantwortlich. Bei leichten Ketten 

wird die variable Region VL (light) und bei schweren Ketten VH (heavy) genannt (Inbar 

et al. 1972). Das Fc-Fragment ist für die Effektorfunktionen und Interaktion mit anderen 
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Zellen des Immunsystems zuständig (Forthal 2014; Spiegelberg 1989). Bei leichten 

Ketten existieren bei der Fc-Region κ- oder λ-Ketten, welche aus einer einzigen 

Domäne bestehen. Schwere Ketten bestehen aus vier (IgM, IgE) oder drei (IgD, IgG, 

IgA) Domänen (Schroeder und Cavacini 2010). Bei Antikörpern existieren zwischen 

den Domänen der VH sogenannte Hinge-Regionen. Diese fungieren als Gelenk und 

ermöglichen dem Antikörper eine höhere Flexibilität beim Binden von Antigenen 

(Smyth und Utsumi 1967; Paul et al. 1971). Darüber hinaus weisen die konstanten 

Regionen von schweren Ketten verschiedene Glykosylierungsmuster auf (Deisenhofer 

1981; Arnold et al. 2007). Antikörper liegen zumeist als Monomer vor. Ausnahmen 

hiervon bilden IgM, das als Pentamer oder Hexamer vorliegt und IgA, das auch als 

Dimer vorkommt (Eskeland und Christensen 1975; Keyt et al. 2020; Grey et al. 1971; 

Sousa-Pereira und Woof 2019). 

Aufgrund der V(D)J-Umlagerungen der Fab-Fragmente besitzen Antikörper 

individuelle dreidimensionale Strukturen mit unterschiedlichen Bindungseigenschaften 

(Spezifitäten) (Honjo et al. 1981; Schatz und Ji 2011). Fab-Fragmente bestehen aus 

hypervariablen Regionen (HVs) und Framework-Regionen (FRs). Pro Fab-Fragment 

gibt es vier FRs und drei HVs. FRs bilden das dreidimensionale Grundgerüst des Fab-

Fragments (Schroeder und Cavacini 2010). HVs zeichnen sich hingegen durch eine 

hohe Vielfalt aus.  Die drei HVs  aus leichter und schwerer Kette bilden zusammen die 

komplementaritätsbestimmenden Regionen (complementary determining regions, 

CDRs), von denen es pro variabler Region drei gibt (Al-Lazikani et al. 1997). Die CDRs 

sind der Teil des Antikörpers, der die höchste Variabilität aufweist und der Anteil, der 

direkt durch seine dreidimensionale Struktur das Antigen bindet. Die Bindung von 

CDRs und Antigenen entsteht durch elektrostatische Kräfte, Wasserstoffbrücken, Van-

der-Waals-Kräfte, hydrophobe Kräfte und Kation-π-Wechselwirkung (Braden und 

Poljak 1995). Die Struktur des Antigens, die von Antikörpern erkannt wird, wird als 

Epitop bezeichnet (Liang 1998). Ein Antigen kann mehrere Epitope haben, sodass 

Antikörper mit verschiedenen V(D)J-Umlagerungen dasselbe Antigen erkenne können 

(Kawashima et al. 1998). Die Bindungsstärke eines Antikörpermoleküls ergibt sich aus 

seiner Affinität zum Epitop und seiner Avidität. Affinität beschreibt die Stärke einer 

einzelnen chemischen Bindung eines Antikörpers zu seinem Epitop und Avidität wird 

als Summe aller Affinitäten bei multimeren Antikörpern beschrieben (BOŽIČ et al. 

2007). 
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Antikörper haben verschiedene Effektorfunktionen. Die erste Effektorfunktion ist die 

Neutralisierung, d.h. die Bindung von Antikörpern an lösliche Giftstoffe oder einzelne 

Viruspartikel. Auf diese Weise werden Toxine ungefährlich für den Körper und können 

beispielsweise von Makrophagen aufgenommen werden. Die Aufnahme hierbei erfolgt 

über Rezeptoren auf Makrophagen, welche spezifisch für die jeweilige Fc-Region sind 

und daher als Fc-Rezeptoren bezeichnet werden (Guilliams et al. 2014; Dorrington 

1976). Verschiedene Zelltypen prägen Fc-Rezeptoren mit unterschiedlichen Affinitäten 

für die jeweiligen Isotypen aus (Powell und Hogarth 2008). Ein weiterer Mechanismus 

von Antikörpern für die Neutralisierung von Pathogenen ist die Opsonisierung. Dabei 

werden spezifisch pathogene Strukturen, zum Beispiel auf der Oberfläche von 

Bakterien, gebunden und dadurch für Zellen des angeborenen Immunsystem, wie 

neutrophilen Granulozyten oder Makrophagen, markiert. Über Fc-Rezeptoren werden 

die markierten Pathogene anschließend internalisiert und abgetötet (Aderem und 

Underhill 1999). Neben der Opsonisierung für Phagozyten können Antikörper bei der 

Bindung auf bakterielle Pathogene zusätzlich das Komplementsystem aktivieren. Dies 

führt im Anschluss entweder zur Lyse des Bakteriums oder zu einer Aufnahme in einen 

Phagozyten über bestimme Komplementrezeptoren (Frank und Fries 1991).  

1.3.5 Aktivierung von B-Zellen 

Damit klassische ruhende B-Zellen proliferieren und Antikörper sezernieren, müssen 

sie aktiviert werden. Nur aktivierte klassische B-Zellen können zu 

antikörpersezernierenden langlebigen Plasmazellen bzw. kurzlebigen Plasmablasten 

und zu Gedächtnis-B-Zellen differenzieren (Victora und Nussenzweig 2012). Es gibt 

mit T-Zell-abhängigen (T cell dependent, TD) und zwei T-Zell-unabhängigen (T cell 

independent, TI) Aktivierungen verschiedene Möglichkeiten B-Zellen zur 

Differenzierung anzuregen (Mond et al. 1995).  

TI-I-Antworten bestehen aus der Interaktion mit Mitogenen wie CpG, die über die 

Bindung von PRRs eine Aktivierung der B-Zelle bewirken (Zubler 2001). Über TLRs 

aktivierte B-Zellen sind beispielsweise in der Lage IgM zu sezernieren (Jiang et al. 

2007). Bisher konnte noch nicht gezeigt werden, dass TI-I-Immunantworten zu 

Keimzentrumsreaktionen und Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses 

führen. 
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TI-II-Antworten entstehen durch die massive Quervernetzung von B-Zell-Rezeptoren. 

Diese Quervernetzung wird durch die Bindung repetitiver Antigene, wie sie 

beispielsweise auf der Oberfläche von pathogenen Mikroorganismen vorkommen, 

hervorgerufen (Zinkernagel und Hengartner 2001). Im Gegensatz zu TI-I-Antworten 

sind B-Zellen, die auf diese Weise aktiviert wurden, im Stande sich sowohl zu 

Gedächtnis-B- als auch Plasmazellen zu differenzieren (Bortnick und Allman 2013). 

Anders als bei der konventionellen durch TD-Antigene hervorgerufene Diversifizierung 

im Keimzentrum, findet die Phase exponentiellen Wachstums bei TI-II-

Immunantworten in extrafollikulären Foci statt (García de Vinuesa et al. 1999). 

Bei TD-Aktivierungen werden in einem peripheren lymphatischen Organ freie Antigene 

oder Antigene, die von follikulären dendritischen Zellen (FDCs) präsentiert werden, in 

die B-Zell-Follikel transportiert (Heesters et al. 2014). B-Zellen präsentieren das von 

ihnen erkannte und internalisierte Proteinantigen als Peptid über ihre MHC-II-Moleküle 

auf der Zelloberfläche und wandern, ausgelöst durch die Hochregulierung von CCR7, 

zur T-Zell-B-Zell-Grenze innerhalb des Lymphfollikels (Okada et al. 2005). Tfh-Zellen 

prägen den Rezeptor CXCR5 aus. CXCL13, der Ligand dieses Rezeptors wird von 

Stromazellen innerhalb sekundärer Lymphfollikel exprimiert, woraufhin Tfh-Zellen in 

diesen einwandern (Kim et al. 2001). Tfh-Zellen und B-Zellen bewegen sich innerhalb 

des Lymphfollikels entlang der B-Zell-T-Zell-Zone. Sobald dort ein von der B-Zelle 

präsentiertes Antigen von einem TCR einer Tfh-Zelle erkannt wurde, gehen beide 

Zelltypen eine längere Interaktion miteinander ein (Okada et al. 2005). Danach werden 

weitere Aktivierungsschritte eingeleitet. Hierzu gehört das von Tfh-Zellen exprimierte 

Molekül CD40L, das den Rezeptor CD40 auf B-Zellen bindet und diese über einer 

Signalkaskade zur Proliferation anregt (Noelle et al. 1992; Crotty 2011). Weitere 

Aktivierungs- und Überlebenssignale sind die Ausschüttung von BAFF, IL-4 und IL21 

(Biram und Shulman 2020). Sofern aktivierte B-Zellen diese Voraussetzungen erfüllen, 

treten sie in die Keimzentrumsreaktion ein. Hier erfolgen weitere Schritte, die zu einer 

erhöhten Spezifität des B-Zell-Rezeptors für sein Antigen führen (Victora und 

Nussenzweig 2012). 

Der Mechanismus der TD-Aktivierung ist davon abhängig, dass das Antigen ein 

Protein ist, da T-Zell-Rezeptoren ausschließlich Peptide erkennen können. Antigene, 
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die beispielsweise als Kohlenhydrat vorliegen, werden über TI-Mechanismen aktiviert 

(Allman et al. 2019; Fagarasan und Honjo 2000). 

1.3.6 Keimzentrumsreaktion 

Erkennen B-Zellen ein spezifisches Antigen, wandern sie zur T-Zell-B-Zell-Grenze 

eines Lymphfollikels. Treffen sie dort auf aktivierte T-Zellen und erfahren über MHC-

II-Interaktion weitere Stimulierung, migrieren aktivierte T-Zellen und B-Zellen in das 

Zentrum von B-Zell-Follikeln (Allen und Cyster 2008). Hier werden durch weitere 

Interaktionen mit follikulären dendritischen Zellen Keimzentrumsreaktionen etabliert 

(Garside et al. 1998; Cabeza-Cabrerizo et al. 2021). B-Zellen in Keimzentren werden 

als Keimzentrums-B-Zellen (germinal center B cells, GC-B-Zellen) bezeichnet (Victora 

und Nussenzweig 2022). Initiator und Hauptregulator des Keimzentrumsprogramm ist 

der Transkriptionsfaktor BCL6 (Kitano et al. 2011). GC-B-Zellen teilen sich alle fünf bis 

sechs Stunden und durchlaufen ihren Zyklus um ein vielfaches schneller als naive B-

Zellen oder vergleichbare Zellen im menschlichen Körper (Gitlin et al. 2015). Nach 

einigen Tagen Proliferation wird innerhalb des Follikels zwischen light zone (LZ) und 

dark zone (DZ) unterschieden. LZ und DZ besitzen jeweils eigene funktionelle 

Eigenschaften und sind aus unterschiedlichen Zelltypen zusammengesetzt (Rodda et 

al. 2015; Victora et al. 2010). Die DZ besteht hauptsächlich aus dicht gepackten GC-

B-Zellen und einigen wenigen FDCs (Rodda et al. 2015), während die LZ loser gepackt 

und zum größten Teil ebenso aus GC-B-Zellen und FDCs sowie zusätzlich aus Tfh-

Zellen aufgebaut ist (Victora et al. 2010). GC-B-Zellen migrieren, abhängig von ihrem 

Entwicklungsstatus, zwischen diesen beiden Zonen (cyclic re-entry) (Kepler und 

Perelson 1993).  

In der DZ prägen GC-B-Zellen, hier Zentroblasten genannt, den charakteristischen 

Chemokinrezeptor CXCR4 aus. CXCR4 bewirkt, dass Zentroblasten in der DZ 

festgehalten werden (Victora et al. 2012). In der DZ werden in den Zentroblasten durch 

den Prozess der somatischen Hypermutation (SHM) Punktmutationen in die variablen 

Regionen des BCRs eingeführt. Der Schlüssel der SHM ist das Enzym activation-

induced cytidine deaminase (AID) (Muramatsu et al. 2000). Die Aktivierung von AID 

führt zu Punktmutationen im Sequenzbereich der V-Gene mit einer Häufigkeit von 

einer pro 1000 Basen, was der 1×106-fachen Mutationsrate verglichen zum restlichen 
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Genom entspricht (Pavri und Nussenzweig 2011). Aufgrund der Zufälligkeit der 

Mutationen entstehen in den meisten Fällen unproduktive BCRs oder solche mit einer 

verminderten Affinität zum ursprünglichen Antigen. Nur wenige Mutationen haben eine 

erhöhte Affinität zur Folge. Unproduktive Mutationen führen zu Apoptose (Rajewsky 

1996). Neben den Ig-Loci können auch an anderer Stelle Mutationen im Genom von 

GC-B-Zellen auftreten, welche zu Lymphomen führen können (Robbiani et al. 2009). 

SHM ist neben kombinatorischer und junktionaler Diversität sowie der zufälligen 

Paarung von schwerer und leichter Kette einer der Mechanismen, die zur 

Einzigartigkeit von BCRs beitragen. Nach erfolgter SHM migrieren Zentroblasten aus 

der DZ in die LZ und differenzieren zu Zentrozyten, welche den Marker CD83 

ausprägen (Victora et al. 2012).  

In der LZ werden die mutierten BCRs der Zentrozyten auf ihre Affinität zum Antigen 

geprüft (Liu et al. 1989). Erfahren Zentrozyten in der LZ Überlebenssignale in Form 

von Interaktionen mit follikulären dendritischen Zellen und Tfh-Zellen, migrieren sie 

wieder zurück in die DZ und mutieren weiter (Kepler und Perelson 1993). Die genauen 

Selektionsmechanismen dabei sind noch nicht genau geklärt. Es werden mehrere 

Erklärungsansätze diskutiert. Bei der death-limited selection wird davon ausgegangen, 

dass Zentrozyten um Überlebenssignale in der LZ konkurrieren. Hohe Affinitäten des 

BCRs zu seinem Antigen in der LZ führen in diesem Model zu einer erhöhten 

Wahrscheinlichkeit Überlebenssignale zu empfangen. Dies hat einem Wiedereintritt in 

die DZ mit sich daran anschließender Proliferation, weiteren Mutationen und der 

Generierung neuer BCRs zur Folge (Amitai et al. 2017). Beim Ausbleiben von 

Überlebenssignalen begehen die Zellen Apoptose, was circa 70 bis 90% aller 

Zentrozyten betrifft (Meyer-Hermann et al. 2012). Die birth-limited selection besagt, 

dass nicht zwangsläufig die Affinität eines B-Zell-Klons zum entsprechenden Antigen 

in der LZ, sondern seine relative Häufigkeit das entscheidende Kriterium für eine 

positive Selektion ist (Amitai et al. 2017). 

Neben der somatischen Hypermutation gibt es mit dem Klassenwechsel einen 

weiteren Mechanismus, der innerhalb von Keimzentren stattfindet. Dabei verändert 

eine B-Zelle den Fc-Teil ihres BCRs, wodurch ein anderer Isotyp ausgeprägt wird. 

Dieser Mechanismus verändert nicht Affinität des BCRs einer GC-B-Zelle zu ihrem 
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Antigen, sondern hat Einfluss auf die Effektorkapazitäten von B-Zellen (Chi et al. 

2020).  

Nach einigen Zyklen von Migration zwischen LZ und DZ, bei der GC-B-Zellen mit 

hochaffinen BCRs entstehen (Affinitätsreifung), entscheidet sich deren finale 

Differenzierung. GC-B-Zellen entwickeln sich entweder zu langlebigen Gedächtnis-B-

Zellen bzw. Plasmazellen oder begehen Apoptose. 

1.3.7 Antikörpersezernierende Zellen 

Antikörpersezernierende Zellen (antibody secreting cells, ASCs) sind die 

Effektoreinheit der humoralen adaptiven Immunität. Man unterscheidet Plasmablasten 

und Plasmazellen. Diese unterscheiden sich in Bezug auf Affinität, Lebensdauer, 

Teilungsverhalten und Aktivierung (Nutt et al. 2015). Der genaue Mechanismus der 

Differenzierung von B-Zellen zu ASCs ist im Menschen nicht abschließend geklärt und 

es werde mehrere Erklärungsansätze diskutiert. Beispielsweise werden 

konkurrierende interne Prozesse innerhalb der Zellen oder externe Stimuli innerhalb 

des Keimzentrums als mögliche Faktoren für eine Differenzierung diskutiert (Duffy et 

al. 2012; Nutt et al. 2015). Ein anderer Erklärungsansatz ist, dass B-Zellen sich 

innerhalb des Keimzentrums asymmetrisch teilen und wichtige regulatorische 

Moleküle, wie beispielsweise BCL-6, ungleich auf die Tochterzellen verteilt werden 

(Barnett et al. 2012).  

Plasmablasten besitzen eine Lebensdauer von ca. drei bis fünf Tagen (Khodadadi et 

al. 2019) und sind proliferationsfähig. Sie schütten niedrigaffine Antikörper aus und 

entstehen vornehmlich zu Beginn von Infektionen, wenn B-Zellen bereits aktiviert und 

ihren BCR internalisiert haben, aber noch keine Keimzentrumsreaktion initiiert wurde 

(extrafollikuläre Antwort) (MacLennan et al. 2003). Charakteristisch für Plasmablasten 

ist die beginnende Expression von BLIMP-1 (Angelin-Duclos et al. 2000). Eine 

Ausnahme hiervon bilden B1-Zellen sowie sMZ-B-Zellen. Beispielsweise können diese 

B-Zell-Linien in der Maus unabhängig von ihrem BCR Antikörper sezernieren und sind 

daher nicht auf T-Zell-Hilfe angewiesen (Fairfax et al. 2007). Darüber hinaus konnte 

gezeigt werden, dass humane B-Zellen aus Nabelschnurblut wahrscheinlich in der 

Lage sind, spontan, d.h. ohne vorherige Stimulierung, IgM-Antikörper zu sezernieren 

(Budeus et al. 2021). 
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Langlebige Plasmazellen entstehen aus Keimzentrumsreaktionen und stellen den 

terminalen Differenzierungsschritt von B-Zellen dar. In Mäusen konnte gezeigt werden, 

dass Plasmazellen später als Gedächtnis-B-Zellen und affinitätsgetrieben aus dem 

Keimzentrum austreten. Dafür sprechen u.a. deren hochaffine sezernierte Antikörper, 

welche mehr re-entrys zwischen DZ und LZ und somit eine größere Zahl an Runden 

an SHM benötigen (Weisel et al. 2016; Kräutler et al. 2017). Plasmazellen sind 

langlebig, teilungsunfähig und die Quelle für Serumantikörper (Nutt et al. 2015).  Der 

Austritt einer GC-B-Zelle aus dem Keimzentrum und die Differenzierung hin zu einer 

Plasmazelle werden über Transkriptionsfaktoren wie BLIMP-1 (stärker ausgeprägt als 

in Plasmablasten (Soro et al. 1999)), XBP1 sowie IRF4 gesteuert, welche eine 

Inhibierung von BCL-6 bewirken (Shapiro-Shelef und Calame 2005). Dabei ist es 

unklar, ob Plasmablasten grundsätzlich die Vorläufer von Plasmazellen sind. Studien 

in Mäusen weisen jedoch darauf hin, dass sich zumindest ein Anteil des 

Plasmablastenpools zu Plasmazellen entwickeln kann (Kabashima et al. 2006). Nach 

Austritt aus dem Keimzentrum befindet sich ein kleiner Teil der Plasmazellen in 

lymphoiden und nicht-lymphoiden Organen. Der Großteil befindet sich im 

Knochenmark (Benner et al. 1981; Smith et al. 1997). Die Rekrutierung ins 

Knochenmark erfolgt über die Interaktion von CXCL12 und CXCR4 (Nakayama et al. 

2003; Tangye 2011). Werden Plasmazellen diese Signale entzogen, sterben sie ab 

(van Chu und Berek 2013). Im Knochenmark konkurrieren Plasmazellen daher um 

sogenannte Nischen, wo Überlebenssignale (CXCL12, IL-6, APRIL, etc.) empfangen 

werden. Diese Überlebenssignale werden in der Maus zu einem Großteil von 

eosinophilen sezerniert (van Chu et al. 2011). In Ihren Nischen können Plasmazellen 

mehrere Jahrzehnte überleben und Immunglobuline sezernieren (Slifka et al. 1998; 

Manz et al. 1997; Manz et al. 1998; Hammarlund et al. 2017). Plasmazellen stellen 

somit den humoralen Teil des immunologischen Gedächtnisses dar (Seifert und 

Küppers 2016).  

1.3.8 Gedächtnis-B-Zellen 

Eine der grundlegenden Eigenschaften des adaptiven Immunsystems ist die 

Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses. Hierdurch ist es dem Körper 

möglich, auf zukünftige, bereits bekannte Erreger schneller und effizienter zu reagieren 
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und auf diese Weise eine erneute Infektion zu verhindern oder abzuschwächen 

(Defrance et al. 2011; Seifert und Küppers 2016). 

Typischerweise entstehen Gedächtnis-B-Zellen durch Keimzentrumsreaktionen. 

Damit GC-B-Zellen das Keimzentrum verlassen und differenzieren, muss die 

Expression von BCL-6, dem Regulator der Keimzentrumsreaktion inhibiert werden. 

Dies geschieht u.a. durch den Transkriptionsfaktor NF-κB, dessen Ausprägung durch 

CD40- und BCR-gekoppelte Signalwege angeregt wird (Basso et al. 2004). Zusätzlich 

begünstigt die Ausschüttung von IL-24 die Entwicklung von Gedächtnis-B-Zellen 

(Maarof et al. 2010). Viele, aber nicht zwangsläufig alle Gedächtnis-B-Zellen sind 

durch ihren Aufenthalt im Keimzentrum affinitätsgereift und klassengewechselt 

(Rajewsky 1996; Klein et al. 1997; Klein et al. 1998). Die Lebensspanne von 

Gedächtnis-B-Zell-Klonen reicht, ähnlich wie bei Plasmazellen, von mehreren Jahren 

bis hin zu Jahrzenten (Crotty et al. 2003; Yu et al. 2008). Im Vergleich zu 

affinitätsgereiften Plasmazellen verweilen Gedächtnis-B-Zellen wahrscheinlich kürzer 

im Keimzentrum. Hierfür sprechen deren weit gefächerte Affinitäten, was in 

Mausexperimenten gezeigt werden konnte (Viant et al. 2020; Wong et al. 2020). 

Nach ihrem Austritt aus dem Keimzentrum migrieren Gedächtnis-B-Zellen durch den 

Körper und siedeln sich u.a. an Orten mit hoher Wahrscheinlichkeit für einen 

Pathogeneintritt an (Inoue et al. 2018). Hierzu gehören beispielsweise die Tonsillen 

oder die Lunge (Liu et al. 1995; Onodera et al. 2012). Darüber hinaus besiedeln 

Gedächtnis-B-Zellen periphere lymphatische Organe, Knochenmark sowie splenische 

Marginalzonen (Fazilleau et al. 2007; Mamani-Matsuda et al. 2008).  

Bei einer erneuten Infektion mit einem bekannten Erreger (Reaktivierung), sind 

Gedächtnis-B-Zellen schneller in der Lage zu reagieren als naive B-Zellen (Bernasconi 

et al. 2002; Good et al. 2009). Der Grund hierfür liegt u.a. an der reduzierten 

Ausprägung von Transkriptionsfaktoren wie KLF4 und KLF9 sowie der erhöhten 

Expression von stimulierenden Proteinen wie IL21-R und einigen TLRs (Good und 

Tangye 2007; Avery et al. 2010; Bernasconi et al. 2003). Die Reaktivierung von 

Gedächtnis-B-Zellen führt zu deren Proliferation mit sich daran anschließender 

Plasmazelldifferenzierung zwecks Erhöhung des Titers protektiver Antikörper oder 
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einer weiteren affinitätssteigernden Keimzentrumsreaktion (McHeyzer-Williams et al. 

2015; Seifert et al. 2015). 

Obwohl die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses in den meisten Fällen 

eng mit Keimzentrumsreaktionen sowie T-Zell-abhängigen Aktivierungen assoziiert ist, 

sind diese Parameter nicht zwangsläufig nötig für die Entstehung von Gedächtnis-B-

Zellen. So existieren Mechanismen der Gedächtnisbildung, die unabhängig von einer 

T-Zell-Stimulation oder dem Etablieren von Keimzentrumsreaktionen sind (Defrance 

et al. 2011; Viant et al. 2021). Einige Studien weisen die Existenz eines Gedächtnisses 

bei sMZ-B-Zellen nach Polysaccharid-Impfungen nach (Weller et al. 2004). Ebenso 

zeigten weitere Studien, dass ein bestimmter Subtyp von B1-Zellen in Mäusen in der 

Lage ist, lang anhaltende T-Zell-unabhängige Immunität zu etablieren (Alugupalli et al. 

2004). In Mäusen konnte auch gezeigt werden, dass T-Zell-unabhängige Gedächtnis-

B-Zellen einen anderen Phänotyp als ihr T-Zell-abhängiger Gegenpart besitzen. Die 

Lebensspanne dieser Gedächtnis-B-Zellen entspricht den von naiven B-Zellen 

(Obukhanych und Nussenzweig 2006). Ein Unterschied zwischen beiden 

Mechanismen der Gedächtnisbildung ist, dass nach zweiter Immunisierung TI-II-

aktivierte Gedächtnis-B-Zellen im Gegensatz zu ihrem TD-aktiviertem Gegenstück 

refraktär werden (Granoff et al. 1998). 

Darüber hinaus gibt es Mausstudien, die besagen, dass sich in frühen Phasen von 

Immunantworten ebenso Gedächtnis-B-Zellen bilden, die sich bereits vor der 

Etablierung von Keimzentrumsreaktionen entwickeln (Weisel et al. 2016). Diese Form 

der Gedächtnisbildung wird als Keimzentrums-unabhängig (germinal center 

independent, GC-unabhängig) bezeichnet. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 

diese GC-unabhängigen Gedächtnis-B-Zellen sich von GC-abhängigen in Bezug auf 

weniger Klassenwechsel und ausbleibende SHM unterscheiden (Viant et al. 2021). 

1.3.9 Unterschiede zwischen frühkindlichen und adulten 
Immunsystemen 

Die früheste Kindheit ist neben dem hohen Alter die verwundbarste Zeit im Leben. Von 

den 2.400.000 im Jahr 2021 weltweit gestorbenen Kindern waren  fast die Hälfte (47%) 

unter 28 Tage alt (World Health Organization 2022). Dies betrifft vor allem 

ressourcenschwache Regionen wie dem sub-Sahararaum und Zentral- bzw. 
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Südostasien, welche zusammen fast 80% der weltweiten kindlichen Mortalität 

ausmachen. Eine der Hauptgründe für die frühkindliche Mortalität sind Infektionen, 

welche vor allem zu Sepsen, Pneumonien oder Durchfallerkrankungen führen (World 

Health Organization 2022; Black et al. 2010).  

Die Immunantworten von Neugeborenen und Erwachsenen unterscheiden sich. So 

existieren im Neugeborenen z.B. weniger konventionelle dendritische Zellen und 

verringerte Th1-Zellantworten. Zudem präsentieren Makrophagen Antigene weniger 

effektiv als ihr adulter Gegenpart (Langrish et al. 2002; Nguyen et al. 2010). 

Granulozyten besitzen schlechtere Adhäsionseigenschaften, z.B. durch die niedrigere 

Ausprägung von L-Selektin (CD62L) und zeigen Defizite bei der Erkennung 

opsonisierter Bakterien durch eine reduzierte Expression des Komplementrezeptors 3 

(Nussbaum et al. 2013; Abughali et al. 1994). Bei kindlichen natürlichen Killerzellen 

zeigt sich eine verminderte Zytotoxizität, hervorgerufen durch verminderte Level an 

Perforin und Granzym (Guilmot et al. 2011). Ferner ist die Anzahl an ILCs in 

Neugeborenen erhöht und ihre Aktivität gesteigert (Yu et al. 2018). Darüber hinaus 

existieren Unterschiede bezüglich des Mikrobioms sowie des Metaboloms (Tsafaras 

et al. 2020). Das Mikrobiom ist nach der Geburt noch nicht so divers wie im späteren 

Leben und Neugeborene zeigen höhere Level an Glycin, was direkt Auswirkung auf 

die Glutathion-Synthese und somit auf den Schutz gegenüber oxidativem Stress hat 

(Dzidic et al. 2018; Noto et al. 2016). Neonatale T-Zell-Signalwege sind ebenso 

verändert. Durch eine niedrigere Expression der Tryosinkinase Lck ergibt sich eine 

verringerte Expression von T-Zell-Rezeptor-assoziierten Proteinen und die CD4-

vermittelte T-Zell-Immunität ist in Neugeborenen weniger effizient (Miscia et al. 1999; 

Palin et al. 2013).  

Neugeborene weisen eine Anreicherung von CD5+ B-Zellen im peripheren Blut auf, die 

mit zunehmendem Alter abnimmt. B-Zellen von Neugeborenen und Erwachsenen 

unterscheiden sich bezüglich ihrer Entwicklung, ihrem BCR-Repertoire und der 

Dynamik ihrer Immunantwort (Budeus et al. 2021; Okada et al. 2005; Shapiro-Shelef 

und Calame 2005; Klein et al. 1998; Palin et al. 2013). Zusätzlich zeigt sich bei 

Neugeborenen ein verstärkter Klassenwechsel zum IgA-Isotyp (Budeus et al. 2021). 

Das BCR-Repertoire bei Neugeborenen besteht bis zu 8% aus Klonotypen 
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(interindividuell homologe BCR-Sequenzen) und ist höher als bei Adulten (Budeus et 

al. 2021). 

1.4 Zielsetzung 

Das Immunsystem von Neugeborenen gilt als unausgereift. So leiden Neugeborene 

vermehrt unter Infektionen, die im schlimmsten Fall zur Sepsis führen können. Darüber 

hinaus entfalten Impfungen in Neugeborenen nicht die gleichen Wirkungen wie bei 

Erwachsenen. Global gesehen gehören Infektionen bei Kleinkindern und 

Neugeborenen zu den häufigsten Todesursachen. Daher ist ein grundlegendes 

Verständnis des Immunsystems bei Neugeborenen und Kleinkindern und dessen 

Entwicklung mit zunehmendem Alter bis zum Erwachsenen von besonderem 

Interesse. 

In der vorliegenden Arbeit sollte sich im speziellen auf das B-Zell-Immunsystem bei 

Neugeborenen und dessen Reifung bis hin zu Erwachsenen konzentriert werden. Das 

Ziel hierbei war es, funktionelle sowie genetische Unterschiede zu ermitteln und diese 

ggf. experimentell zu validieren. Da Bulk-Genexpressionsprofile von 

Gesamtpopulationen zwar einen hohen Informationsgehalt aufweisen, eine mögliche 

zelluläre Heterogenität bzw. putative neue Subpopulationen jedoch verschleiern 

können, sollten Einzelzellanalysen erfolgen. Diese Einzelzellanalysen umfassten 

mehrere Ebenen. So sollten neben der Genexpression auch die Ausprägung von B-

Zell-Rezeptoren, die Oberflächenexpression von Proteinen und epigenetische Muster 

(Chromatinzugänglichkeit) von peripheren B-Zellen untersucht werden. Die gewonnen 

Erkenntnisse sollten experimentell validiert werden. Um  verlässliche Aussagen über 

die Transition von einem neonatalen bzw. frühkindlichem Immunsystem zu einem 

„adulten“ treffen zu können, sollten mehrere Altersstufen von Neugeborenen über 

Kleinkinder, Kinder, jungen Erwachsene bis zu Erwachsenen in die Analyse  mit 

einbezogen werden. 

Darüber hinaus sollte ein Arbeitsablauf zur Synthese humaner rekombinanter 

Antikörper für die Bestimmung der Spezifitäten bestimmter B-Zell-Rezeptoren, bspw. 

von Klonotypen, etabliert werden. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Geräte 
Tabelle 1: Liste der in der Arbeit verwendeten Geräte 

Gerät Hersteller 

3130 Genetic Analyzer Hitachi (Tokio, Japan) 

Biometra UNO-II (PCR-Thermocycler) Biometra GmBH, Göttingen 

C1000 Touch Thermal Cycler BIO-RAD (Hercules, USA) 

Chromium Controller & Next GEM 
Accessory Kit 

10X Genomics, Leiden, Niederlande 

Color Sprout Mini-Zentrifuge Biozym Scientific GmbH (Hessisch 
Oldendorf) 

CytoFLEX S Beckman Coulter, Krefeld 

Elektrophoresis Power Supply EPS 200   Amersham Pharmacia Biotech (Little 
Chalfont, UK) 

FACSAria Fusion Becton Dickinson (Abk. BD) 
Biosciences, Heidelberg 

Fusion Solo Vilber Lourmat (Eberhardzell) 

Gefrierschrank -20°C Liebherr (Kirchdorf an der Iller) 

Gefrierschrank -80°C Liebherr (Kirchdorf an der Iller) 

Gel Doc XR+ Molecular Imager BIO-RAD (Hercules, USA) 

Himac CT 15 E Hitachi (Tokio, Japan) 

Inkubator BE 400 Memmert (Büchenbach) 

Inkubator C200 Labotect, Rosdorf 

Innova 4000 Incubator Shaker New Brunswick Scientific (New Jersey, 
USA) 

Kühlschrank Liebherr AG, Bulle 

Laminar Flow Werkbank UVF 6.12 BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH, 
Sonnenbühl-Genkingen 

MDF-DU700VH-PE Ultra-low 
Temperature Freezer 

Panasonic, Hamburg 
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Micro Star 17R VWR, Langenfeld 

Mikro 20 Hettich (Kirchlengern) 

Mikrowellen Herd GT 8804 General Technic (Howald, Luxemburg) 

Mini-Protean® 3 Zelle BIO-RAD (Hercules, USA) 

Multifuge 3SR+ Thermo Fisher Scientific 

Multifuge X1R Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 

MXX-5001 Denver Instrument (Göttingen) 

Nanodrop ND-1000 Peqlab GmbH, Erlangen 

Owl Easy-Cast Electrophoresis System, 
Model 82 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
USA) 

ProBlot™ Rocker 25 Shaker Labnet (New Jersey, USA) 

Rollenschüttler Greiner Bio-One (Kremsmünster, 
Österreich) 

Scanlaf Mars Sterilbank LaboGene, Lillerød, Dänemark 

SpeedVac Thermo Fisher 

T professional Thermocycler Biometra (Göttingen) 

Thermomixer 5436 Eppendorf (Hamburg) 

Thermomixer Comfort Eppendorf (Hamburg) 

Thermomixer Compact Eppendorf (Hamburg) 

Trans-Blot® Turbo™ BIO-RAD (Hercules, USA) 

Uno II Biometra (Göttingen) 

Vortexmischer Scientific Industries Inc., Bohemia 

Waage AE240 DR Mettler Toledo GmbH, Gießen 
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 2: Liste der in der Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller 

Gradienten-Polyacrylamid-Gele 4-15% 
Mini-Protean® TGX 

BIO-RAD (Hercules, USA) 

Pierce™ Disposable Columns, 10 mL Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
USA) 

Pipetten Eppendorf (Hamburg); Gilson 
(Middleton, USA) 

Pipettenspitzen Eppendorf (Hamburg); Sarstedt 
(Nümbrecht); Axon (Kaiserslautern); 
Greiner (Kremsmünster, Österreich); 
Starlab (Hamburg) 

Reaktionsgefäße (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml) Eppendorf (Hamburg) 

Röhre (13 ml) Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
USA) 

Röhre (15 ml; 50 ml) Sarstedt (Nümbrecht) 

Serologische Pipette (5 ml; 10 ml; 25 ml) Sarstedt (Nümbrecht) 

Trans-Blot Turbo Transfer Pack BIO-RAD (Hercules, USA) 

Vivaspin 6, 50.000 MWCO PES Sartorius (Göttingen) 

Zellkulturflasche (250 ml, 75 cm2) Greiner Bio-One (Kremsmünster, 
Österreich) 
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2.1.3 Nährmedien, Enzyme, Lösungen und Chemikalien 
Tabelle 3: Liste der in der Arbeit verwendeten Nährmedien, Enzyme, Lösungen und Chemikalien 

Bezeichnung Hersteller 

10X Taq Puffer Thermo Fischer Scientific 

1kb GeneRuler Plus Thermo Fisher Scientific 

2× Rapid Ligation Buffer Promega (Madison, USA) 

Agarose Wide Range Serva (Heidelberg) 

Albumin Fraktion V Carl Roth GmbH (Karlsruhe) 

anti-HA-tag-Antikörper R&D Systems Inc.  

Blasticidin Invivogen 

Bovines Serum Albumin (BSA) PAN Biotech GmbH 

Cell Proliferation Dye eFluor™ 670 eBioscience (San Diego, USA) 

Digitonin Thermo Fisher Scientific 

DNA Ligation Kit, Mighty Mix Takara 

DNA Ligation Kit, Mighty Mix Takara Bio (Kusatsu, Japan) 

dNTP Mix (10 mM) Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

DPBS 10x PAN Biotech (Aidenbach) 

DreamTaq DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific 

DTT Sigma-Aldrich 

ECL™ Luminol Enhancer Solution Cytiva (Massachusetts, USA) 

ECL™ Peroxide Solution Cytiva (Massachusetts, USA) 

Expand high fidelity Polmerase Roche (Basel) 

Fast Digest BshTI Thermo Fisher Scientific 

Fast Digest NheI Thermo Fisher Scientific 

Fast Digest Pfl23II Thermo Fisher Scientific 

Fast Digest XhoI Thermo Fisher Scientific 

Fast Digest XmaJ Thermo Fisher Scientific 
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FastLoad 50 bp DNA Ladder Serva 

Fötales Kälberserum (FCS) PAN Biotech GmbH  

FreeStyle™ 293 Expression Medium Gibco™ (Thermo Fisher Scientific, Grand 
Island, New York, USA) 

GelRed® Nucleic Acid Stain Biotium (Fremont, USA) 

IGEPAL CA-630 Sigma-Aldrich 

LB-Medium Carl Roth (Karlsruhe) 

MACS BSA-Lösung Miltenyi Biotec 

MagicMark XP Invitrogen 

MgCl2 Thermo Fischer Scientific 

MgCl2 Sigma-Aldrich 

NaCl Sigma Aldrich 

Nuclei-Puffer (20×) 10X Genomics 

Nuklease-freies Wasser Ambion 

Orange DNA Loading Dye (6x) Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

PageRuler™ Prestained Protein 
ladder 

Thermo Fisher Scientific 

Pierce™ Protein A/G Agarose Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Rekombinanter humaner CD40-
Ligand-HA-tag 

R&D Systems Inc. (Minneapolis, USA) 

RPMI-1640 Medium PAN Biotech GmbH 

SOC-Medium New England Biolabs (Frankfurt am Main) 

T4 DNA Ligase Promega 

TGS-Puffer (10x) BIO-RAD (Hercules, USA) 

Tris-HCL Sigma-Aldrich 

Tween-20 Bio-RAD 

UltraPure™ Dithiothreitol Invitrogen (Waltham, USA) 

Zeocin InvivoGen 
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2.1.4 Puffer 
Tabelle 4: Liste der in der Arbeit verwendeten Puffer 

Bezeichnung Zusammensetzung 

Affinitätsaufreinigung: 
Bindungspuffer 

PBS 

Affinitätsaufreinigung: 
Elutionspuffer 

0,1 M Glycin (pH: 2,8) 

Affinitätsaufreinigung: 
Neutralisationspuffer 

1 M TRIS (pH: 9) 

PBS/T  500 ml PBS (1x), 2,5 ml Tween 20 (20% Stock-
Lösung)  

PBS/T 1%BSA  500 ml PBS (1x), 2,5 ml Tween 20 (20% Stock-
Lösung), 5 g BSA  

PBS/T 10% BSA  500 ml PBS (1x), 2,5 ml Tween 20 (20% Stock-
Lösung), 50 g BSA  

Puffer Isolierung Nuklei: 
Lyse  

Tris-HCL (10 mM), NaCL (10 mM), MgCl2 (3 mM), 
BSA (1%), Tween-20 (0,1%), IGEPAL CA-630 
(0,1%), Digitonin (0,01%), DTT (1mM), RNase-
Inhibitor (1 U/µl), nukleasefreies Wasser 

Puffer Isolierung Nuklei: 
Verdünnung 

Nuklei-Buffer (1×), DTT (1 mM), RNase-Inhibitor (1 
U/µl), nukleasefreies Wasser 

Puffer Isolierung Nuklei: 
Waschen 

Tris-HCL (10 mM), NaCl (10 mM), MgCl2 (3 mM), 
BSA (1%), Tween-20 (0,1%), DTT (1 mM), RNase-
Inhibitor (1 U/µl), nukleasefreies Wasser 

TAE-Puffer (50×) 242 g Tris, 100 ml 0,5 M EDTA, 57,1 ml Eisessig, 1 l 
H2O 
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2.1.5 Kits 
Tabelle 5: Liste der in der Arbeit verwendeten Kits 

Bezeichnung Hersteller 

5' Feature Barcode Kit 10x Genomics (Pleasanton, USA) 

Biolegend TotalSeq™-C Biolegend  

Chromium Next GEM Single Cell 5ʹ Kit 
v1.1 + v2 

10x Genomics 

Chromium Single Cell Human BCR 
Amplification Kit 

10x Genomics 

Chromium Single Cell Multiome ATAC + 
Gene Expression Kit 

10X Genomics 

FreeStyle™ MAX 293 Expression 
System 

Thermo Fisher Scientific 

mi-Plasmid Miniprep Kit Metabion (Planegg) 

Monarch® DNA Gel Extraction Kit New England Biolabs (Frankfurt am 
Main) 

 

2.1.6 Primer 
Tabelle 6: Liste der in der Arbeit verwendeten Primer 

Bezeichnung Sequenz 

FW-Primer DNA-Amplifizierung 5‘-CCCCGTCACCTTTGGCTTATC-3‘ 

RV-Primer DNA-Amplifizierung 5‘-CGGTCTTAGCGTCCAGATGTC-3‘ 

M13-Primer (Sequenzierung) 5‘-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3‘ 

pFUSE-Primer (Sequenzierung) 5‘-TGCTTGCTCAACTCTACGTC-3‘ 
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2.1.7 Antikörper Durchflusszytometrie und FACS 
Tabelle 7: Liste der in der Arbeit verwendeten Antikörper für Durchflusszytometrie und FACS 

Bezeichnung Klon Fluorochrom Hersteller 

anti-CD1c F10/21A3 PE Biolegend 

anti-CD20 2H7 BV421, APC-A750 BD Biosciences, Biolegend 

anti-CD23 M-L233 PE BD Biosciences 

anti-CD24 ML5 PE BD Biosciences 

anti-CD27 M-T271 PE-Cy7 Biolegend 

anti-CD32 FLI8.26 PE BD Biosciences 

anti-CD35 E11 PE BD Biosciences, Biolegend 

anti-CD38 HIT2 AP- A700, FITC, APC BD Biosciences, Biolegend 

anti-CD45 2D1 PE Biolegend 

anti-CD5 L17F12 BV510, BV421, FITC BD Biosciences, Biolegend 

anti-CD73 AD2 PE, ECD, FITC BD Biosciences, Biolegend 

anti-CD79b CB3-1 FITC Dako 

anti-CD82 ASL-24 PE, PE-Cy7 Biolegend 

anti-IgD IA6-2 APC Biolegend 

anti-IgK TB28-2 PE-Cy7 Biolegend 

anti-IgM MHM-88 PE, BV650 BD Biosciences 
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2.1.8 Total-seq-Antikörper 
Tabelle 8: Liste der in der Arbeit verwendeten Antikörper für scCITE-seq 

Bezeichnung Klon Barcode 
anti-human CD101 (BB27) BB27 CTACTTCCCTGTCAA 

anti-human CD103 (Integrin αE) Ber-ACT8 GACCTCATTGTGAAT 

anti-human CD105 43A3 ATCGTCGAGAGCTAG 

anti-human CD107a (LAMP-1) H4A3 CAGCCCACTGCAATA 

anti-human CD112 (Nectin-2) TX31 AACCTTCCGTCTAAG 

anti-human CD119 (IFN-γ R α chain) GIR-208 TGTGTATTCCCTTGT 

anti-human CD11a TS2/4 TATATCCTTGTGAGC 

anti-human CD11b ICRF44 GACAAGTGATCTGCA 

anti-human CD11c S-HCL-3 TACGCCTATAACTTG 

anti-human CD122 (IL-2Rβ) TU27 TCATTTCCTCCGATT 

anti-human CD123 6H6 CTTCACTCTGTCAGG 

anti-human CD124 (IL-4Rα) G077F6 CCGTCCTGATAGATG 

anti-human CD127 (IL-7Rα) A019D5 GTGTGTTGTCCTATG 

anti-human CD13 WM15 TTTCAACGCCCTTTC 

anti-human CD134 (OX40) Ber-ACT35 (ACT35) AACCCACCGTTGTTA 

anti-human CD137 (4-1BB) 4B4-1 CAGTAAGTTCGGGAC 

anti-human CD14 M5E2 TCTCAGACCTCCGTA 

anti-human CD141 (Thrombomodulin) M80 GGATAACCGCGCTTT 

anti-human CD146 P1H12 CCTTGGATAACATCA 

anti-human CD152 (CTLA-4) BNI3 ATGGTTCACGTAATC 

anti-human CD154 24-31 GCTAGATAGATGCAA 

anti-human CD155 (PVR) SKII.4 ATCACATCGTTGCCA 

anti-human CD158 (KIR2DL1/S1/S3/S5) HP-MA4 TATCAACCAACGCTT 

anti-human CD158b (KIR2DL2/L3,  NKAT2) DX27 GACCCGTAGTTTGAT 

anti-human CD158e1 (KIR3DL1, NKB1) DX9 GGACGCTTTCCTTGA 

anti-human CD16 3G8 AAGTTCACTCTTTGC 

anti-human CD161 HP-3G10 GTACGCAGTCCTTCT 

anti-human CD163 GHI/61 GCTTCTCCTTCCTTA 

anti-human CD169 (Sialoadhesin, Siglec-1) 7-239 TACTCAGCGTGTTTG 

anti-human CD18 TS1/18 TATTGGGACACTTCT 

anti-human CD183 (CXCR3) G025H7 GCGATGGTAGATTAT 

anti-human CD185 (CXCR5) J252D4 AATTCAACCGTCGCC 

anti-human CD19 HIB19 CTGGGCAATTACTCG 
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anti-human CD194 (CCR4) L291H4 AGCTTACCTGCACGA 

anti-human CD195 (CCR5) J418F1 CCAAAGTAAGAGCCA 

anti-human CD196 (CCR6) G034E3 GATCCCTTTGTCACT 

anti-human CD1c L161 GAGCTACTTCACTCG 

anti-human CD1d 51,1 TCGAGTCGCTTATCA 

anti-human CD2 TS1/8 TACGATTTGTCAGGG 

anti-human CD20 2H7 TTCTGGGTCCCTAGA 

anti-human CD21 Bu32 AACCTAGTAGTTCGG 

anti-human CD22 S-HCL-1 GGGTTGTTGTCTTTG 

anti-human CD223 (LAG-3) 11C3C65 CATTTGTCTGCCGGT 

anti-human CD224 KF29 CTGATGAGATGTCAG 

anti-human CD226 (DNAM-1) 11A8 TCTCAGTGTTTGTGG 

anti-human CD23 EBVCS-5 TCTGTATAACCGTCT 

anti-human CD24 ML5 AGATTCCTTCGTGTT 

anti-human CD244 (2B4) C1.7 TCGCTTGGATGGTAG 

anti-human CD25 BC96 TTTGTCCTGTACGCC 

anti-human CD26 BA5b GGTGGCTAGATAATG 

anti-human CD267 (TACI) 1A1 AGTGATGGAGCGAAC 

anti-human CD268 (BAFF-R) 11C1 CGAAGTCGATCCGTA 

anti-human CD27 O323 GCACTCCTGCATGTA 

anti-human CD270 (HVEM, TR2) 122 TGATAGAAACAGACC 

anti-human CD272 (BTLA) MIH26 GTTATTGGACTAAGG 

anti-human CD274 (B7-H1, PD-L1) 29E.2A3 GTTGTCCGACAATAC 

anti-human CD279 (PD-1) EH12.2H7 ACAGCGCCGTATTTA 

anti-human CD28 CD28.2 TGAGAACGACCCTAA 

anti-human CD29 TS2/16 GTATTCCCTCAGTCA 

anti-human CD3 UCHT1 CTCATTGTAACTCCT 

anti-human CD303 (BDCA-2) 201A GAGATGTCCGAATTT 

anti-human CD31 WM59 ACCTTTATGCCACGG 

anti-human CD314 (NKG2D) 1D11 CGTGTTTGTTCCTCA 

anti-human CD319 (CRACC) 162,1 AGTATGCCATGTCTT 

anti-human CD32 FUN-2 GCTTCCGAATTACCG 

anti-human CD328 (Siglec-7) 6-434 CTTAGCATTTCACTG 

anti-human CD33 P67.6 TAACTCAGGGCCTAT 

anti-human CD335 (NKp46) 9E2 ACAATTTGAACAGCG 

anti-human CD35 E11 ACTTCCGTCGATCTT 

anti-human CD352 (NTB-A) NT-7 AGTTTCCACTCAGGC 
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anti-human CD36 5-271 TTCTTTGCCTTGCCA 

anti-human CD38 HIT2 TGTACCCGCTTGTGA 

anti-human CD39 A1 TTACCTGGTATCCGT 

anti-human CD4 RPA-T4 TGTTCCCGCTCAACT 

anti-human CD40 5C3 CTCAGATGGAGTATG 

anti-human CD41 HIP8 ACGTTGTGGCCTTGT 

anti-human CD42b HIP1 TCCTAGTACCGAAGT 

anti-human CD45 HI30 TGCAATTACCCGGAT 

anti-human CD45RA HI100 TCAATCCTTCCGCTT 

anti-human CD45RO UCHL1 CTCCGAATCATGTTG 

anti-human CD47 CC2C6 GCATTCTGTCACCTA 

anti-human CD48 BJ40 CTACGACGTAGAAGA 

anti-human CD49a TS2/7 ACTGATGGACTCAGA 

anti-human CD49b P1E6-C5 GCTTTCTTCAGTATG 

anti-human CD49d 9F10 CCATTCAACTTCCGG 

anti-human CD5 UCHT2 CATTAACGGGATGCC 

anti-human CD52 HI186 CTTTGTACGAGCAAA 

anti-human CD54 HA58 CTGATAGACTTGAGT 

anti-human CD56 5.1H11 TCCTTTCCTGATAGG 

anti-human CD57 Recombinant QA17A04 AACTCCCTATGGAGG 

anti-human CD58 (LFA-3) TS2/9 GTTCCTATGGACGAC 

anti-human CD62L DREG-56 GTCCCTGCAACTTGA 

anti-human CD62P (P-Selectin) AK4 CCTTCCGTATCCCTT 

anti-human CD64 10,1 AAGTATGCCCTACGA 

anti-human CD69 FN50 GTCTCTTGGCTTAAA 

anti-human CD7 CD7-6B7 TGGATTCCCGGACTT 

anti-human CD71 CY1G4 CCGTGTTCCTCATTA 

anti-human CD73 (Ecto-5'-nucleotidase) AD2 CAGTTCCTCAGTTCG 

anti-human CD79b (Igβ) CB3-1 ATTCTTCAACCGAAG 

anti-human CD8 SK1 GCGCAACTTGATGAT 

anti-human CD81 (TAPA-1) 5A6 GTATCCTTCCTTGGC 

anti-human CD82 ASL-24 TCCCACTTCCGCTTT 

anti-human CD83 HB15e CCACTCATTTCCGGT 

anti-human CD85j (ILT2) GHI/75 CCTTGTGAGGCTATG 

anti-human CD86 IT2.2 GTCTTTGTCAGTGCA 

anti-human CD88 (C5aR) S5/1 GCCGCATGAGAAACA 

anti-human CD94 DX22 CTTTCCGGTCCTACA 
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anti-human CD95 (Fas) DX2 CCAGCTCATTAGAGC 

anti-human CD99 3B2/TA8 ACCCGTCCCTAAGAA 

anti-human CLEC12A 50C1 CATTAGAGTCTGCCA 

anti-human CX3CR1 K0124E1 AGTATCGTCTCTGGG 

anti-human FcεRIα AER-37 (CRA-1) CTCGTTTCCGTATCG 

anti-human GPR56 CG4 GCCTAGTTTCCGTTT 

anti-human HLA-A,B,C W6/32 TATGCGAGGCTTATC 

anti-human HLA-DR L243 AATAGCGAGCAAGTA 

anti-human HLA-E 3D12 GAGTCGAGAAATCAT 

anti-human Ig light chain κ MHK-49 AGCTCAGCCAGTATG 

anti-human Ig light chain λ MHL-38 CAGCCAGTAAGTCAC 

anti-human IgD IA6-2 CAGTCTCCGTAGAGT 

anti-human IgM MHM-88 TAGCGAGCCCGTATA 

anti-human KLRG1 (MAFA) SA231A2 CTTATTTCCTGCCCT 

anti-human LOX-1 15C4 ACCCTTTACCGAATA 

anti-human TCR Vα7.2 3C10 TACGAGCAGTATTCA 

anti-human TCR Vδ2 B6 TCAGTCAGATGGTAT 

anti-human TCR α/β IP26 CGTAACGTAGAGCGA 

anti-human TIGIT (VSTM3) A15153G TTGCTTACCGCCAGA 

anti-human/mouse CD49f GoH3 TTCCGAGGATGATCT 

anti-human/mouse integrin β7 FIB504 TCCTTGGATGTACCG 

anti-human/mouse/rat CD278 (ICOS) C398.4A CGCGCACCCATTAAA 

anti-mouse/human CD44 IM7 TGGCTTCAGGTCCTA 

Armenian Hamster IgG Isotype Ctrl HTK888 CCTGTCATTAAGACT 

Mouse IgG1, κ isotype Ctrl MOPC-21 GCCGGACGACATTAA 

Mouse IgG2a, κ isotype Ctrl MOPC-173 CTCCTACCTAAACTG 

Mouse IgG2b, κ isotype Ctrl MPC-11 ATATGTATCACGCGA 

Rat IgG1, κ isotype Ctrl RTK2071 ATCAGATGCCCTCAT 

Rat IgG2a, κ Isotype Ctrl RTK2758 AAGTCAGGTTCGTTT 

Rat IgG2b, κ Isotype Ctrl RTK4530 GATTCTTGACGACCT 
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2.1.9 Zelllinien 
Tabelle 9: Liste der in der Arbeit verwendeten Zelllinien 

Bezeichnung Hersteller 

FreeStyle™ 293-F Cells Thermo Fisher Scientific 

E. coli (JM109) Promega 

 

2.1.10 Software und Erweiterungen 
Tabelle 10: Liste der in der Arbeit verwendeten Software bzw. deren Erweiterung 

Bezeichnung Entwickler 

R R Core Team, John M. Chambers 

R Studio RStudio, PBC, Boston, USA 

R-Erweiterung: Seurat (Stuart et al. 2019) 

R-Erweiterung: Slingshot (Street et al. 2018) 

R-Erweiterung: ggplot2 (Hadley 2016) 

R-Erweiterung: escape (Borcherding et al. 2021) 

R-Erweiterung: SingleR (Aran et al. 2019) 

R-Erweiterung: Uniform Manifold 
Approximation and Projection (UMAP) 

(McInnes et al. 2018) 

R-Erweiterung: Viridis (Simon Garnier et al. 2021) 

R-Erweiterung: Genefilter (R. Gentleman, V. Carey, W. Huber, F. 
Hahne 2017) 

R-Erweiterung: dplyr (Wickham 2016) 

Cytexpert Beckman Coulter 

FACSaria BD Biosciences 

Office Microsoft 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Probenmaterial 

Neonatale B-Zellen wurden aus peripherem Blut der Arteriae umbilicales (umbilical 

cord blood, UCB) der Plazenta mit Einverständnis der Eltern direkt nach der Geburt 

gewonnen. Die Blutentnahme erfolgte in Kooperation mit der Klinik für 

Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Universitätsmedizin Essen sowie der Klinik für 

Geburtshilfe an der Augusta Klinik in Bochum.  

Frühkindliches peripheres Blut (PB) (bis drei Jahre) wurde als überschüssiges 

Probenmaterial aus HLA-Typisierungen am Institut für Transfusionsmedizin der 

Universitätsmedizin Essen gewonnen. Die Probenakquise wurde durch die lokale 

Ethikkommission der medizinischen Fakultät der Universitätsmedizin Essen als 

ethisch und rechtlich unbedenklich eingestuft. 

Kindliches PB (sieben Jahre bis 18 Jahre) wurden nach Einverständnis der Spender 

und Eltern am Institut für Zellbiologie (Tumorforschung) der Universitätsmedizin Essen 

unter ärztlicher Aufsicht durch Venenpunktierung entnommen.  

Adultes Probenmaterial wurde aus peripherem Blut als buffy coat von gesunden 

Spendern nach deren Einverständnis vom Institut für Transfusionsmedizin der 

Universitätsmedizin Essen nach der Deklaration von Helsinki, bzw. als Vollblutspende 

von freiwilligen Spendern unter ärztlicher Aufsicht durch Venenpunktierung 

entnommen.  

2.2.2 Isolierung humaner B-Zellen 

Die Isolierung humaner B-Zellen aus Probenmaterial erfolgte in zwei Schritten. Zuerst 

wurde PB bzw. UCB mit PBS (0,5% BSA, Pan Biotech GmbH) vermischt und auf 15 

ml Pancoll (Dichte: 1,077 g/ml, Pan-Biotech GmbH) in einem Reaktionsgefäß (50 ml) 

überschichtet. Anschließend erfolgte eine Sedimentierung bei 18°C für 35 min bei 

400×g mit abgeschwächter Bremsleistung. Die resultierende Schicht aus 

mononukleären Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) wurde 

abgenommen, in ein neues Reaktionsgefäß (50 ml) überführt und das Gefäß mit PBS 

(0,5% BSA) aufgefüllt. Die PBMCs wurden bei 4°C und 400×g für 5 min sedimentiert. 
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Der Überstand wurde verworfen und das PBMC-Zellpellet resuspendiert. Zu den 

PBMCs wurde das laut Herstellerangaben empfohlene Volumen an anti-CD19-

Microbeads (Miltenyi Biotech) zugegeben, vermischt und für 15 min bei 4°C inkubiert. 

Im Anschluss wurde das Reaktionsgefäß mit PBS (0,5% BSA) aufgefüllt und bei 400×g 

für 5 min sedimentiert. Der Überstand wurde verworfen und CD19+ Zellen nach 

Herstellerangaben durch Magnet-aktivierte Zellsortierung (MACS) angereichert. Die 

Elution erfolgte in 4 ml PBS (0,5% BSA). 

2.2.3 Durchflusszytometrie und Zellsortierung humaner B-Zell-
Populationen 

B-Zellen wurden aus PB bzw. UCB angereichert und durchflusszytometrisch 

charakterisiert bzw. durch Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS) in 

verschiedene Zellpopulationen aufgeteilt.  

CD19+ B-Zellen aus UCB und PB wurden nach Elution sedimentiert (4°C, 400×g, 5 

min), der Überstand wurde dekantiert und das Zellpellet im Restvolumen 

resuspendiert. Anschließend wurden Zellsuspensionen mit Antikörpern nach 

Herstellerangaben in einem Reaktionsgefäß (5 ml) vermischt, für 15 min bei 4°C 

inkubiert und danach mit PBS (0,5% BSA) bei 400× g für 5 min bei 4°C gewaschen. 

Durchflusszytometrische Analysen wurden an einem Beckman Coulter Cytoflex S 

unter Verwendung der Software Cytexpert durchgeführt. Zellsortierungen wurden 

unter Anwendung eines FACSAria Fusions mit zugehöriger Software durchgeführt. 

Detaillierte durchflusszytometrische Analysen sowie Sortierstrategien werden im 

Ergebnisteil beschrieben. 

2.2.4 Kultivierung und in-vitro-Aktivierung von humanen B-
Lymphozyten 

B-Lymphozyten wurden in RPMI1640-Medium (250.000 Zellen/ml, 20% FCS (Pan 

Biotech GmbH), 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin) bei 37°C und 5% CO2 

kultiviert und für funktionelle Analysen aktiviert.  

TD-Aktivierungen (T cell dependent Aktivierung) von kultivierten B-Lymphozyten 

wurden durch 0,03 µg/µl anti-Ig (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Newmarket, 
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UK), 1 µg/ml CD40-Ligand-HA mit 5 ng/ml anti-HA-Antikörper und ggf. in Kombination 

mit IL-4 und IL-21 (jeweils 100 IU) simuliert. TI-I-Aktivierungen (T cell independent type 

I Aktivierung) erfolgten durch Gabe von CpG OND Typ B oder R848 (InvivoGen, San 

Diego, CA) nach Herstellerangaben. TI-II-Aktivierungen (T cell independent type II 

Aktivierung) erfolgten durch Gabe von 0,03 µg/µl anti-Ig. Darüber hinaus wurden B-

Zellen durch Ko-Inkubation mit T-Zellen aktiviert. Hierfür wurden sortierte autologe T-

Zellen (CD20-CD3+CD25-) durch Gabe von anti-CD2/anti-CD3/anti-CD28 Beads, nach 

Herstellerangaben (Treg Suppression Inspector; Miltenyi Biotec) aktiviert und mit der 

gleichen Zahl B-Zellen Ko-kultiviert. 

2.2.5 Proliferationsmessung 

Für die Beurteilung des Teilungsverhaltens wurden pro Bedingung mindestens 50.000 

B-Zellen aus UCB und aus adultem PB und ggf. die gleiche Zahl an T-Zellen sortiert 

(Sortierstrategie ist dem Ergebnisteil zu entnehmen). B-Zellen wurden gemäß 

Herstellerangaben mit dem Farbstoff eFluor670 (eBioscience) gefärbt, dreimal mit dem 

zehnfachen Volumen RPMI1640 (20% FCS, Pan Biotech GmbH) gewaschen und 

jeweils für 5 min bei 4°C und 400×g sedimentiert. Danach wurden die gefärbten B-

Zellen durch TD, TI-I, TI-II und ggf. durch die Ko-Kultivierung mit autologen T-Zellen 

aktiviert und für 48 h, 72 h bzw. 96 h bei 37°C inkubiert. Die Bewertung des 

Proliferationsverhaltens erfolgte durchflusszytometrisch (Cytofelx S, Beckman 

Coulter) über die sukzessive Halbierung der Farbstoffintensität mit jeder Zellteilung im 

Vergleich zur Negativkontrolle. Als Negativkontrolle dienten unstimulierte B-Zellen an 

Tag null. 

2.2.6 Messung von Zelltod und Apoptose 

Für die Messung von Zelltod bzw. Apoptose und deren Relation zum Teilungsverhalten 

wurden pro Bedingung jeweils mindestens 50.000 B-Zellen aus UCB und aus adultem 

PB sortiert (Sortierstrategie ist dem Ergebnisteil zu entnehmen). Diese wurden 

anschließend mit eFluor670 gefärbt. Zusätzlich wurden bei den sortierten 

Populationen Färbungen nach Herstellerangaben mit Annexin V sowie DAPI 

durchgeführt. Gefärbte Zellen sind TI-I- und TD-aktiviert worden und inkubierten für 96 

h bei 37°C. Die Bewertung von Zelltod und Apoptose in Relation zur Zellteilung erfolgte 

durchflusszytometrisch (Cytofelx S, Beckman Coulter) über die sukzessive Halbierung 
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der Farbstoffintensitäten mit jeder Zellteilung im Vergleich zu nicht proliferierten Zellen 

derselben Probe. 

2.2.7 Messung der ASC-Differenzierung 

Für die Beurteilung der Differenzierungskapazität zu ASCs wurden pro Bedingung 

mindestens 50.000 B-Zellen aus UCB und aus adultem PB sortiert (Sortierstrategie 

dem Ergebnisteil zu entnehmen). Zellen wurden TD- und TI-I-stimuliert und für null bis 

vier Tage bei 37°C inkubiert. Die Analyse der Differenzierung erfolgte täglich 

durchflusszytometrisch über eine zeitliche Größenzunahme im Side Scatter. 

2.2.8 Einzelzellanalyse (10X Genomics)  

Für die Einzelzellanalyse der Genexpression, V(D)J-Umlagerungen sowie der 

Oberflächenproteine bei gesunden adulten, kindlichen, frühkindlichen und neonatalen 

B-Zellen wurden diese mittels Magnet-aktivierte Zellsortierung (MACS) angereichert 

und sortiert (Sortierstrategie ist dem Ergebnisteil zu entnehmen). Zusätzlich wurden 

bei zwei UCB-Proben nach MACS und vor Sortierung Färbungen mit dem TotalSeq™-

C Human Universal Cocktail (Biolegend) für die Analyse von Oberflächenmolekülen 

durchgeführt. Die Färbungen erfolgten nach Herstellerangaben. Durch einen 10X 

Genomics Chromium Controller und zugehörigen Kits wurden nach Herstellerangaben 

Genexpressionsbibliotheken (GEX), Bibliotheken von V(D)J-Umlagerungen (V(D)J) 

sowie Oberflächenproteinbibliotheken (FB) generiert. Die Qualitätskontrolle der 

Bibliotheken (Fragmentlängenanalyse) erfolgte über DNA-Chips des Agilent 2100 

Bioanalyzer Systems nach Herstellerangaben. Die Sequenzierungen für die FB- und 

V(D)J-Bibliotheken erfolgten auf einem MiSeq-Sequenzierer (Illumina) mit einer 

Leselänge von 26 + 90 bp und einer Sequenziertiefe von ca. 60.000 Reads pro Zelle 

an der Genomics Transcriptomics Facility (GTF) des Instituts für Zellbiologie 

(Tumorforschung). Die Sequenzierungen für die GEX-Bibliotheken wurden auf einem 

NextSeq-Sequenzierer (Illumina) am Institut für Humangenetik an der 

Universitätsmedizin Essen durchgeführt. Die Leselänge hierbei betrug ebenfalls 26 + 

90 bp und die Lesetiefe lag ebenfalls bei 60.000 Reads pro Zelle. 

Für epigenetische Analysen mittels Einzelzell-ATAC-Sequenzierung wurden von zwei 

gesunden Neugeborenen und zwei gesunden Erwachsenen Nuklei von B-Zellen 
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isoliert. Hierfür wurden 1×106 durch MACS angereicherte B-Zellen in ein 

Reaktionsgefäß (1,5 ml) überführt und für 5 min bei 300× g und 4°C sedimentiert. Der 

Überstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurden in 100 µl gekühltem Lysepuffer 

gelöst und für 4 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde zweimal nacheinander 1 ml 

gekühlter Waschpuffer zugegeben und das Gemisch bei 4°C und 500× g für 5 min 

sedimentiert. Der Überstand wurde jeweils verworfen. Ausgehend von einer 

Ausgangszellzahl von 1×106 Zellen und bei einer Annahme von 50% Zellverlust 

während der Lyse wurde die Konzentration von Nuklei für eine Gewinnung von 5.000 

ebendieser eingestellt. Hierfür wurden spenderabhängig 100 bis 120 µl verdünnter und 

gekühlter Nuklei-Puffer in das Reaktionsgefäß gegeben. Eine Beurteilung der Lyse 

erfolgte durch Trypanblau-Färbungen der Nuklei. Durch den 10X Genomics Chromium 

Controller und dem zugehörigen Chromium Next GEM Single Cell Multiome ATAC + 

Gene Expression Assay wurden den Herstellerangaben entsprechend Kern-RNA-

Bibliotheken sowie ATAC-Bibliotheken generiert. Die Qualitätskontrolle der 

Bibliotheken (Fragmentlängenanalyse) erfolgte nach Herstellerangaben über DNA-

Chips des Agilent 2100 Bioanalyzer Systems. Die Sequenzierungen erfolgten auf 

einem NextSeq-Sequenzierer (Illumina). Die Sequenzierlängen beider Bibliotheken 

waren den Herstellerangaben entsprechend und die jeweilige Sequenziertiefe aller 

Bibliotheken erreichte 60.000 Reads pro Zelle. 

Die Generierung kohärenter Datensätze erfolgte über die vom Hersteller (10X 

Genomics) bereitgestellte Software Cell Ranger. Alle bioinformatischen Analysen 

(UMAP, PCA, Trajectory-Analysen, Sequence-Alignment, GSEA, usw.) wurden mit R 

und den im Materialteil aufgezählten Erweiterungen in Kooperation mit Dr. Bettina 

Budeus vom Institut für Zellbiologie (Tumorforschung) durchgeführt. 

2.2.9 Infinity Flow Analyse 

Für die Infinity Flow Anwendung wurden durch MACS angereicherte CD19+ B-Zellen 

verwendet. Nach Panel-Färbung (das Panel ist dem Ergebnisteil zu entnehmen) wurde 

ein Teil der angereicherten B-Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Hierbei wurde 

der PE-Kanal, als FMO mit aufgenommen. Über die Panel-Färbung wird im späteren 

Verlauf die UMAP, in welcher die Ko-Expression von Proteinen analysiert werden 

kann, generiert. Anschließend wurden die einzelnen Marker zusammen mit dem Panel 
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aufgenommen. Für jeden Marker wurde eine Messung durchgeführt. Alle Marker 

befanden sich im PE-Kanal. Die Auswertung erfolgte über die R-Erweiterung Infinity 

Flow (Becht et al. 2021). 

2.2.10 Antikörperproduktion 
Herstellung von Fab-kodierenden DNA-Sequenzen 

Die für Fab-Fragmente codierenden DNA-Sequenzen für die Produktion humaner 

rekombinanter Antikörper wurden über die eBlocks™ Gene Fragments Anwendung 

zur Oligonukleotidsynthese vom Anbieter IDT (Integrated DNA Technologies) 

hergestellt.  

Beim Design der codierenden Sequenzen wurden am 5‘- sowie am 3‘-Ende des 

Moleküls DNA-Sequenzen eingefügt, die eine Amplifizierung des Ausgangsmaterials 

mittels PCR erlauben. Am 5‘-Ende wurde die Sequenz 5’-

CCCCGTCACCTTTGGCTTATCAGTCTCGAGGCCGCC…-3‘ und am 3‘-Ende die Sequenz 

5‘-…AGTGACATCTGGACGCTAAGACCG-3‘ eingefügt. Darüber   hinaus wurden am 5‘ 

und am 3‘-Ende Restriktionsschnittstellen für spätere Klonierungen eingefügt. Für die 

schwere Kette wurde eine Schnittstelle für XhoI (5‘-…C↓TCGAG…-3‘) am 5‘-Ende 

und am 3‘-Ende eine Schnittstelle für NheI (5‘-…G↓CTAGC…-3‘) eingefügt. Für die 

leichten Ketten wurde im Fall der κ-Kette am 5‘-Ende eine Schnittstelle für BshTI (5‘-

…A↓CCGGT…-3‘) und am 3‘-Ende eine Schnittstelle für XmaJI (5‘-…C↓CTAGG…-3‘) 

eingefügt. Am 5‘-Ende der λ-Kette wurde ebenfalls eine Schnittstelle für XmaJI (5‘-

…C↓CTAGG…-3‘) eingesetzt und am 3‘-Ende eine Schnittstelle für Pfl23II (5‘-

…C↓GTACG…-3‘). Um eine effektive spätere Translation der Sequenz zu 

gewährleisten, wurde unterhalb der 5‘-Restriktionssequenz eine Kozak-Sequenz um 

das Start-Codon herum eingebaut (5‘-…GGCCGCCATGG…-3‘). 

Die eBlocks™ Gene Fragmente werden in einer Konzentration von 10 ng/µl in 

nukleasefreiem Wasser bei -20°C gelagert. 

Amplifikation von Fab-kodierenden DNA-Sequenzen 

Die für das Fab-Fragment codierende Sequenz wurde durch PCR (polymerase chain 

reaction) vervielfältigt. 
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Im nachfolgendem aufgezeigt sind die Zusammensetzung des Mastermix und das 

zugehörige PCR-Programm: 

Tabelle 11: Mastermix der PCR 

PCR-Reagenzien Volumen 

dNTPs (2 µM) 5 µl 

10 × PCR-Puffer 5 µl 

Forward-Primer (2,5 µM) 2,5 µl 

Reverse-Primer (2,5 µM) 2,5 µl 

MgCl2 (25 mM) 4 µl 

Template-DNA (10 ng/µl) 2 µl 

Taq-Polymerase 0,3 µl 

H2O 28,7 µl 

Gesamtvolumen 50 µl 
 

Tabelle 12: Programm PCR 
 

Temperatur Zeit 

95°C 50 sec  

60°C 30 sec 30 × 

72°C 60 sec  

72°C 5 min 

15°C Pause 

 

Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten 

Für eine Qualitätskontrolle und Exklusion unspezifischer Banden wurden die 

amplifizierten DNA-Moleküle auf ein Agarosegel aufgetragen und der Größe nach 

aufgetrennt. 

Agarosegele (1% - 2%) wurden mit TAE-Puffer (150 ml) und 10 µl GelRed® gegossen 

und bei RT für 60 min auspolymerisiert. Anschließend wurde das DNA-Molekül mit 6× 

Ladepuffer vermischt und in die Taschen des Gels geladen. Je nach Größe des 

geladenen DNA-Moleküls wurden 5 µl unterschiedlicher Längenstandards (100 bp bis 

10.000 bp) zur Größenidentifizierung genutzt. Auf das Gel wurde für 60 min Spannung 

(100 V/15 cm) angelegt. 
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Gelextraktion von DNA-Fragmenten 

Zur Aufreinigung von DNA-Molekülen aus Agarosegelen, wurden das Monarch® DNA 

Gel Extraction Kit (New England Biolabs) gemäß Herstellerangaben verwendet. 

DNA-Quantifizierung 

DNA-Quantifizierungen erfolgten über den Nanodrop ND-1000 sowie über das Qubit 

1X dsDNA HS Assay-Kit (Thermo Fisher) gemäß Herstellerangaben. 

Ligation von DNA-Molekülen in Vektoren 

Für die Ligation in pGEM®-T Vektoren wurden 30 ng der amplifizierten und 

aufgereinigten Fab-kodierenden DNA-Fragmente, 5 µl 2 × Ligationspuffer, 1 µl 

pGEM®-T Vektor, 1 µl T4-Ligase (alle Promega) in ein Reaktionsgefäß (1,5 ml) 

gegeben. Der Ansatz wurde mit H2O auf 10 µl aufgefüllt, durchmischt und bei 4°C über 

Nacht inkubiert. 

Für die Ligation von Fab-Fragmenten in Expressionsvektoren, deren Backbone 

Sequenzen enthält, die für schwere bzw. leichte Kette kodieren, wurden 25 fmol 

verdauter Vektor sowie 75 – 150 fmol verdautes Insert in ein Reaktionsgefäß (0,5 ml) 

gegeben, mit H2O auf 10 µl aufgefüllt und mit 10 µl Mighty Mix Ligase (Takara) 

vermischt. Der Ansatz wurde für 30 min bei 16°C inkubiert. 

Transformation 

Die Transformation von E.coli mit Klonierungs- und Expressionsvektoren erfolgte 

mittels Heat shock. Hierfür wurden 25 µl kompetente Zellen (E.coli-Stamm JM109, 

Promega) mit 2,5 µl Ligationsansatz für 15 min auf Eis inkubiert. Der Heat shock 

erfolgte für 45 sec bei 42°C. Anschließend wurde der Transformationsansatz für 2 min 

auf Eis inkubiert und zusammen mit 200 µl SOC-Medium in ein Reaktionsröhrchen (13 

ml) überführt und für 50 min bei 37°C und 220 rpm inkubiert.  

Im Fall der Transformation durch pGEM®-T Vektoren wurden 40 µl Blue-White-Select 

auf ampicillinhaltige Agarplatten (100 µg/ml) gegeben und ausgestrichen. Für die 

Transformation mit Expressionsvektoren wurden für die schwere Kette zeocinhaltige 

Agarplatten (25 µg/ml, InvivoGen) und bei Expressionsvektoren für leichte Ketten 

wurden blasticidinhaltige Agarplatten (100 µg/ml, InvivoGen) verwendet.  
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Pro Agarplatte wurden 75 µl der Transformationsansätze ausgestrichen und bei 37°C 

über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Platten für 3 h bei 4°C inkubiert. 

Während der Inkubation wurden in Reaktionsröhrchen (13 ml) 2 ml ampicillinhaltiges 

(100 µg/ml, pGEM®-T Vektor), zeocinhaltiges (25 µg/ml, Expressionsvektor schwere 

Kette) oder blasticidinhaltiges (100 µg/ml, Expressionsvektor leichte Ketten) LB-

Medium vorgelegt.  

Nach Inkubation wurden im Falle der Transformation mit dem pGEM®-T Vektoren 

„weiße“ Kolonien gepickt, in das vorbereitete Medium überführt und für 16-18 h bei 

37°C und 220 rpm schüttelnd inkubiert. Bei Transformationen mit Expressionsvektoren 

erfolgte keine blau-weiß-Selektion. 

Mini-Präparation 

Für die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde das mi-Plasmid Miniprep 

Kit von Metabion verwendet. 

Die über Nacht gewachsenen Bakterien wurden für 2 min bei 10.000×g sedimentiert 

und der Überstand verworfen. Die pelletierten Bakterien wurden in 200 µl MX1-Puffer 

gelöst. Anschließend wurden 250 µl MX2-Puffer zugegeben und der Ansatz mehrere 

Male invertiert und für 5 min inkubiert. Danach wurden 350 µl MX-Puffer zum Ansatz 

gegeben. Dieser wurde daraufhin bei 10.000×g für 10 min sedimentiert. Der Überstand 

wurde in eine Auffangsäule transferiert. Hierauf folgte eine Zentrifugation bei 7.000×g. 

Die Säule wurde mit 500 µl WN-Puffer und 700 µl WS-Puffer gewaschen. Zwischen 

jedem Waschschritt erfolgte eine Zentrifugation für 1 min bei 7.000×g. Anschließend 

wurde die Säule bei 10.000×g für 3 min zentrifugiert und in ein Auffanggefäß (1.5 ml) 

platziert. Die Elution erfolgte durch Zugabe von 50 µl Elutionspuffer mit 3 min 

Inkubation und anschließender Zentrifugation bei 10.000×g für 3 min. Eine 

Quantifizierung erfolgte mittels Nanodrop ND-1000. 

Sanger-Sequenzierungen 

Zur Sequenzvalidierung von Konstrukten wurden Sanger-Sequenzierungen 

durchgeführt.  
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Hierfür wurden 300 bis 500 ng Template-DNA mit 1 µl Big Dye (Thermo Fisher), 3,75 

µl 5 × Sequenzierpuffer, 0,75 µl Primer zur Sequenzierung vermischt und mit H2O auf 

18 µl aufgefüllt. Für die Sequenzierung wurden M-13 Primer (pGEMT-Vektor) oder 

pFUSE Sequenzierprimer (Expressionsvektor) verwendet.  

Tabelle 13: Programm Sequenzreaktion 

Temperatur Zeit 

96 °C 5 min 

95 °C 15 sec  

24 × 50 °C 10 sec 

60 °C 4 min 

15 °C Pause 

Zur Fällung der Sequenzierungsgemische wurde zu den Proben 40 µl H2O, 150 µl 

Ethanol (100%) und 6 µl 1,5M Natriumacetat/Dextranblau gegeben, vermischt und für 

30 min bei 13000×g sedimentiert. Der Überstand wurde verworfen und 200 µl Ethanol 

(70%) zu den Proben gegeben. Es folgte eine Sedimentation für 10 min bei 13000×g. 

Der Überstand wurde erneut verworfen und das Pellet an der Luft getrocknet. 

Restriktionsverdau 

Zur Ligation von Insert in den Expressionsvektor wurden sowohl die für die Fab-

Fragmente kodierenden DNA-Moleküle als auch die Expressionsvektoren für schwere 

bzw. leichte Kette durch Restriktionsenzyme wie folgt verdaut: 

Tabelle 14: Schema Restriktionsverdau 

Reagenz IGH (Vektor + Insert) IGL (Vektor + Insert) IGK (Vektor + Insert) 

10 × Green Buffer 2 µl 2 µl 2 µl 

DNA (Vektor + Insert) Jeweils 1 µg Jeweils 1 µg Jeweils 1 µg 

Fast Digest Enzyme 1 µl NheI 1 µl XhoI 1 µl BshTI 1 µl 
XmaJI 

1 µl BshTI 1 µl 
Pfl23II 

H2O Auf 20 µl auffüllen Auf 20 µl auffüllen Auf 20 µl auffüllen 

 

Anschließend erfolgte eine Inkubation bei 37°C für 15 min. 
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Transfektion 

Zur transienten Expression von Antikörpern wurden die korrespondierenden Plasmide 

für schwere und leichte Kette in nicht-adhärente HEK293-F-Zellen eingebracht. Hierfür 

wurden an Tag 0 HEK293-F-Zellen mit einer Dichte von 0,6 × 106 – 0,7 × 106 Zellen/ml 

in FreeStyle™ 293 Expression Medium (ThermoFisher) ausgesät und für 24 h bei 37°C 

8% CO2 und 135 rpm auf einem Orbitalschüttler inkubiert. An Tag 1 wurden die Zellen 

auf eine Dichte von 1 × 106 Zellen/ml eingestellt und 30 ml davon in einem 

Erlenmeyerkolben (125 ml) transferiert. Anschließend wurden 20 µg des Plasmids für 

die leichte Kette (1 µg/µl) sowie 20 µg des Plasmids für die schwere Kette (1 µg/µl) 

vermischt und mit OptiPRO™ SFM™ (Thermo Fisher) auf 600 µl aufgefüllt. Parallel 

dazu wurden 40 µl FreeStyle™ MAX Reagent (Thermo Fisher) mit OptiPRO™ SFM™ 

(Thermo Fisher) auf 600 µl Gesamtvolumen aufgefüllt. Beide Ansätze wurden 

zusammengeführt, vermischt und für 10 min bei RT inkubiert. Unter leichtem Schütteln 

des Kolbens erfolgte eine tröpfchenweise Zugabe des Gemischs zur Suspension. Es 

folgte eine Inkubation für 4 Tage bei 37°C, 8% CO2 und 135 rpm auf einem 

Orbitalschüttler. Danach wurde die Zellsuspension in ein Reaktionsröhrchen (50 ml) 

überführt, für 10 min bei 3700×g sedimentiert und der Überstand zwecks 

Affinitätsaufreinigung in ein neues Röhrchen (50 ml) überführt. 

Affinitätsaufreinigungen von Antikörpern 

Für Affinitätsaufreinigungen kamen Polypropylensäulen (10 ml) sowie Protein A/G 

Agarose (beide Thermo Fisher) zur Anwendung.  

Die Polypropylensäulen wurden zu Beginn mit Protein A/G Agarose gepackt. Hierfür 

wurde H2O in die Säule gegeben. In die Säule wurde eine poröse Polyethylendisk (30 

µM Porengröße) gegeben und bis kurz vor das Reservoir gedrückt. Danach wurde in 

die Säule 2 ml homogenisierte Protein A/G Agarose gegeben. Nach 30 Minuten wurde 

eine zweite poröse Polyethylendisk in der Säule platziert. Zwischen dem Gelbett der 

Agarose und der Disk wurde ca. 2 mm Platz gelassen. 

Die gepackten Säulen wurden mit 5 ml Bindungspuffer äquilibriert und der Überstand 

anschließend 1:1 mit Bindungspuffer verdünnt. Die verdünnte Probe wurde in Schritten 

von 2 ml auf die Säule gegeben. Bei jedem Schritt lief die Probe komplett in das Gelbett 

ein. Nachdem die Probe komplett geladen wurde, wurden gebundene Proteine mit 5 
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ml Elutionspuffer in Fraktionen von je 1 ml eluiert und durch Neutralisationspuffer auf 

einen physiologischen pH-Wert von 7,4 gebracht. Die Säule wurde durch Gabe von 12 

ml Elutionspuffer rekonstituiert. 

Anschließend wurde die Proteinkonzentration der Eluate mittels NanoDrop ermittelt. 

Eluate mit hoher Proteinkonzentration wurden zusammengeführt und für weitere 

Aufreinigungen verwendet. 

Größenaufreinigung, Aufkonzentrierung, Pufferaustausch von Antikörpern 

Für Größenaufreinigungen und Aufkonzentrierung von Eluaten aus der 

Affinitätsaufreinigung wurden Sartorius Vivaspin 6 Zentrifugalkonzentratoren (50.000 

MWCO PES) verwendet.  

Der Konzentrator wurde mit der gepoolten Probe beladen und bei 4000×g sedimentiert 

bis das Totvolumen erreicht war. Anschließend wurde der Konzentrator für den 

Pufferaustausch mit PBS beladen und erneut bis zum Erreichen des Totvolumens 

sedimentiert. Daraufhin wird die aufgereinigte, aufkonzentrierte und umgepufferte 

Probe aus dem Reservoir entnommen und die darin befindliche Menge an Protein 

quantifiziert. 

SDS-PAGE von synthetisierten Antikörpern 

Zur Qualitätskontrolle der Antikörpersynthese wurde eine Polyacrylamid-

Gelelektrophorese des aufgereinigten Zellkulturüberstandes durchgeführt. Zur 

Auftrennung wurden Gradientengele (4-15% Mini-Protean® TGX, Bio-Rad) 

verwendet. Eine 1:5-Verdünnung von Laemmli-Puffer/0,1 M DTT wurde mit dem 

aufgereinigten Zellkulturüberstand für 10 min bei 95°C inkubiert. Die Proben wurden 

in die Taschen des Gels überführt. Darüber hinaus wurde jeweils eine Tasche mit 2 µl 

des Proteinstandard MagicMark™ (Invitrogen) und 2 µl der Proteinleiter PageRuler™ 

(Thermo Fisher Scientific) beladen. Auf das Gel wurde für 45 min eine Spannung von 

120 V/12 cm angelegt. 

Coomassie-Färbung 

Zur Detektion des Gesamtproteins des durch die SDS-PAGE aufgetrennten 

Zellkulturüberstandes wurde eine Coomassie-Färbung durchgeführt. Dazu wurde das 
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Gel für 1 h Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schüttler in einer Coomassie-

Lösung inkubiert. Zur Entfärbung wurde das Gel in ein Gefäß überführt und über Nacht 

bei Raumtemperatur in VE-Wasser inkubiert. Die Dokumentation erfolgte mit einem 

Gel Doc XR+ Molecular Imager (Thermo Fisher Scientific). 

Western Blot 

Für den qualitativen Nachweis von rekombinanten humanen Antikörpern (IgG) wurden 

Western Blots durchgeführt. Die aufgetrennten Proteine im Gel wurden gemäß den 

Herstellerangaben mittels Trans-Blot Turbo Transfer Pack (Bio-Rad) und des Trans-

Blot® Turbo™ (Bio-Rad) auf eine Nitrocellulose-Membran geblottet. Hierbei wurde 

eine elektrische Spannung von 25 V, eine Stromstärke von 1,3 A und eine Zeit von 7 

min verwendet. Anschließend wurde die geblottete Membran in ein Reaktionsröhrchen 

(50 ml) mit 5 ml PBS/T + BSA (10%) überführt und für 1h RT rauf einem Kipp-

/Rollenmischer inkubiert, um sie zu blockieren. PBS/T + BSA (10%) wurde entfernt 

und die Membran wurde 3 × mit PBS/T gewaschen. Danach wurde der 

Primärantikörper (anti-IgG, rabbit, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA) 1:1000 in 

5 ml PBS/T + BSA (1%) verdünnt und auf die Membran gegeben. Die Membran wurde 

über Nacht bei 4°C mit dem verdünnten Primärantikörper inkubiert. Am nächsten Tag 

wurde die Membran 3 × mit PBS/T gewaschen. Daraufhin wurde der 

Sekundärantikörper (Peroxidase AffiniPure F(ab')₂ Fragment Donkey Anti-Rabbit IgG 

(H+L), Jackson ImmunoResearch) 1:4000 in 5 ml PBS/T + BSA (1 %) verdünnt, auf 

die Membran gegeben und für 2 h bei RT auf einem Kipp-/Rollenmischer inkubiert. 

Nach Inkubation wurde die Membran 3 × mit PBS/T gewaschen. Zur Entwicklung 

wurde die Membran mit einem 1:1-Gemisch von ECL™ Prime Luminol Enhancer 

Solution ECL™ (Cytiva) und Prime Peroxide Solution (Cytiva) benetzt und mit einem 

Fusion Solo (Vilber Lourmat) ausgewertet.
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3 Ergebnisse 
3.1 Funktionelle Untersuchungen von neonatalen und 
adulten B-Zellen 

Das Immunsystem von Neugeborenen wird als unreif und dysfunktional eingeschätzt 

(Siegrist und Aspinall 2009; Adkins et al. 2004). Um dies zu untersuchen, wurden bei 

B-Zellen aus Nabelschnurblut sowie B-Zellen aus peripherem Blut von Erwachsenen 

durchflusszytometrische Analysen und funktionelle Studien durchgeführt. Letztere 

beinhalteten Experimente zum Proliferationsverhalten, zum Apoptoseverhalten sowie 

zu Differenzierungseigenschaften. 

Durchflusszytometrie von durch MACS angereicherten UCB-B-Zellen und adulten PB-

B-Zellen zeigten, dass UCB-B-Zell-Pools im Vergleich zu ihrem adulten Gegenpart 

kaum CD27 ausprägten und somit keine klassischen Gedächtnis-B-Zellen enthielten. 

Darüber hinaus war die Expression von CD38 in UCB-B-Zellen gegenüber adulten PB-

B-Zellen auf Grund eines höheren Anteiles an transitionellen B-Zellen erhöht. Der 

Anteil von reifen CD5+ B-Zellen war in Neugeborenen ebenfalls höher als in 

Erwachsenen (Abbildung 1). 

Für sich anschließende funktionelle Untersuchungen wurden reife, naive B-Zellen 

(CD20+CD27-IgD+CD38low) anhand ihrer Expression von CD5 aufgetrennt. Es wurden 

sowohl Untersuchungen mit CD5+ als auch mit CD5- reifen naiven B-Zellen 

durchgeführt (Abbildung 1). CD5 wurde als Marker ausgewählt, da vorherige 

Publikationen vermuten ließen, dass dieser womöglich B1a- und B1b-Zellen im 

Menschen auftrennt (Baumgarth 2011; Montecino-Rodriguez und Dorshkind 2006). 

CD5- reife B-Zellen werden im Zuge der funktionellen Studien in Erwachsenen als 

„naive“ bezeichnet. 
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Abbildung 1: Sortierstrategie für funktionelle Untersuchungen an humanen UCB-B-Zellen sowie adulten 
PB-B-Zellen 

Durch MACS angereicherte CD19+ B-Zellen wurden mit fluorochromkonjugierten anti-CD20-, anti-CD24-, anti-
CD27-, anti-IgM- anti-IgD-, anti-CD38- und anti-CD5-Antikörpern inkubiert. Anschließend wurden reife CD5+ B-

Zellen (CD20+, CD27-, IgD+, CD38low, CD5+) und CD5- B-Zellen (CD20+, CD27-, IgD+, CD38low, CD5-) sortiert. Die 

dargestellten Daten sind exemplarisch für >65 Experimente. Die Erhebung der Daten erfolgte in Kooperation mit 
Dr. Artur Kibler vom Institut für Zellbiologie (Tumorforschung). Originalpublikation: Budeus, B., Bronischewski, K. 

et al. (2021). Journal of immunology. https://doi.org/10.4049/jimmunol.2100113. 

Funktionelle in vitro Analysen des Teilungsverhaltens bei sortierten Zellen zeigten, 

dass UCB-B-Zellen und adulte PB-B-Zellen unterschiedliche 

Proliferationseigenschaften besitzen. So sind unter TI- und TD-Aktivierung bei UCB-

B-Zellen nach zwei Tagen Zellteilungen zu erkennen, während adulte PB-B-Zellen 

kaum proliferierten. Nach vier Tagen waren bei TI-Stimulierung ein Großteil aller UCB-

B-Zellen und kaum adulte PB-B-Zellen proliferiert. Unter TD-Stimulierung war an Tag 

vier sowohl bei UCB-B-Zellen als auch beim adulten Gegenpart bei einem Großteil der 

Zellen Proliferation nachweisbar (Abbildung 2A). Dieses Verhalten konnte unter 

verschiedenen Stimulierungsbedingungen bei über 50 Spendern bestätigt werden. So 

proliferierten unter allen getesteten Stimulierungsbedingungen nach zwei Tagen 10 – 

15% der UCB-B-Zellen, während beim adulten Gegenpart kaum Proliferation zu 

beobachten war. Nach vier Tagen hatten sich unter TI-I-Stimulierung und TI-II-

Stimulierung bis zu 75% aller UCB-B-Zellen geteilt, während adulte PB-B-Zellen 

signifikant weniger proliferierten. Erst unter TD-Stimulierung waren ähnliche 

Fraktionen von UCB-B-Zellen und adulten PB-B-Zellen (50 – 75%) proliferiert. Bei Ko-

Inkubation mit aktivierten autologen T-Zellen proliferierten nach vier Tagen signifikant 
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weniger UCB-B-Zellen (ca. 25%) als adulte PB-B-Zellen (ca. 75%) (Abbildung 2B). 

Damit ein Einfluss der Stimulierungsintensität auf das unterschiedliche Verhalten 

bewertet werden konnte, wurde eine TD-Aktivierung mit Ko-Stimulierung mit IL-21 und 

IL-4, zwei sehr potenten Zytokinen für B-Zell-Aktivierung, durchgeführt. Auch unter 

dieser „Überstimulation“ reagierten adulte PB-B-Zellen verzögert (Abbildung 2C).  

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass sich UCB-B-Zellen von adulten PB-

B-Zellen signifikant in ihrer Proliferationsdynamik voneinander unterscheiden, und 

dass dieses Verhalten von TI- und TD-Stimulierungsbedingungen abhängig ist.  

 

Abbildung 2: Untersuchung des Proliferationsverhaltens von stimulierten UCB-B-Zellen und adulten PB-B-
Zellen  

Darstellung der Analyse der Proliferationskapazität von sortierten, aktivierten (TI-I und TD) CD5+ und CD5- UCB-B-
Zellen sowie adulten CD5+  und naiven adulten PB-B-Zellen mit Hilfe des Zellproliferationsfarbstoffs eFlour670 nach 

zwei und vier Tagen. Der Verlust der Signalintensität korreliert direkt mit der Zahl der Teilungen. Unstimulierte, 

Zellen dienten als Negativkontrolle (A). Prozentualer Anteil von proliferierten UCB-B-Zellen sowie  adulten PB-B-
Zellen an der jeweiligen Gesamtpopulation unter Stimulierung (TI-I, TI-II, TD und Ko-Kultur mit T-Zellen) nach zwei 

und nach vier Tagen (B). Prozentualer Anteil von proliferierten UCB-B-Zellen und adulten PB-B-Zellen an der 

jeweiligen Gesamtpopulation unter Stimulation (TD + IL-4 + IL-21) nach zwei und nach vier Tagen (C). Die 
Auswertung erfolgte durchflusszytometrisch. Die Generierung der Daten erfolgte in Kooperation mit Dr. Ekaterina 

Homp vom Institut für Zellbiologie (Tumorforschung). Gezeigt werden über 80 unabhängige Experimente. 

Abbildung modifiziert nach Originalpublikation: Budeus, B., Bronischewski, K. et al. (2021). Journal of immunology. 
https://doi.org/10.4049/jimmunol.2100113. *p < 0.05, **p < 0.01 durch Wilcoxon-Ranksummentest. 

Als weiterer funktioneller Parameter wurde die Plasmablastdifferenzierung von UCB-

B-Zellen sowie adulten PB-B-Zellen untersucht. Der Grad an Granularität in 
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durchflusszytometrischen Versuchen wurde zur Beurteilung der Differenzierung 

herangezogen. Ein erhöhter Grad an Granularität, also einer Erhöhung des Side 

Scatters,  steht in direktem Zusammenhang mit einer Differenzierung zu 

antikörpersezernierenden Plasmablasten (Pinder et al. 2017; Budeus et al. 2021). 

Initial durchgeführte Experimente suggerierten unterschiedliche 

Differenzierungskapazitäten bei UCB-B-Zellen und B-Zellen aus adultem peripherem 

Blut, unabhängig von der jeweiligen Stimulationsbedingung (TI-I und TD) (Abbildung 

3A). Auch bei tiefergehenden Analysen von über 20 verschiedenen Spendern waren 

UCB-B-Zellen von Tag null an signifikant granulärer als ihr adulter Gegenpart. Dies 

galt sowohl für TI-I Stimulierung als auch für die Ko-Inkubation mit aktivierten 

autologen T-Zellen. Der Trend signifikant erhöhter Granularität bei UCB-Zellen, 

verglichen zu deren adultem Gegenpart setzte sich bis einschließlich Tag vier für beide 

Stimulierungsbedingungen fort. UCB-B-Zellen waren wesentlich geneigter zu einer 

Differenzierung in kurzlebige antikörpersezernierende Plasmablasten als ihr adulter 

Gegenpart (Abbildung 3B). 
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Abbildung 3: Analyse der Differenzierung von UCB-B-Zellen bzw. adulten PB-B-Zellen zu 
antikörpersezernierenden Zellen 

Darstellung der Analyse der Differenzierung von UCB-B-Zellen und adulten PB-B-Zellen zu ASCs nach zwei Tagen 

unter TI-I- und TD-Stimulation. Ein erhöhter Differenzierungsgrad ist durchflusszytometrisch durch eine Erhöhung 

des SSC gekennzeichnet (A). Analyse der Plasmablastdifferenzierung von sortierten UCB-B-Zellen und sortierten 
adulten PB-B-Zellen von Tag null bis Tag vier nach TI-Stimulierung bzw. Ko-Inkubation mit aktivierten autologen T-

Zellen (B). Eingesetzt wurden mindestens 50.000 Zellen. Die Generierung der Daten fand in Kooperation mit Dr. 

Ekaterina Homp vom Institut für Zellbiologie (Tumorforschung) statt. Modifiziert nach Originalpublikation: Budeus, 
B., Bronischewski, K. et al. (2021). Journal of immunology. https://doi.org/10.4049/jimmunol.2100113. *p < 0.05, 

**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 durch Wilcoxon-Ranksummentest. 

Zusätzlich zur Beurteilung von Proliferation und ASC-Differenzierung wurde die 

Messung des Anteiles apoptotischer oder toter Zellen nach Aktivierung bei UCB-B-

Zellen sowie adulten PB-B-Zellen untersucht. Hierfür wurden zuvor aktivierte B-Zellen 

(TI-I- und TD-Stimulierung) mit den Farbstoffen Annexin-V (spezifisch für apoptotische 

Zellen) und DAPI (spezifisch für tote Zellen) angefärbt und nach vier Tagen 

durchflusszytometrisch ausgewertet. Hierbei zeigten sich Unterschiede zwischen 

UCB-B-Zellen und adulte PB-B-Zellen. So war der Anteil apoptotischer und toter Zellen 

bei UCB-B-Zellen höher als bei deren adulten Gegenpart (Abbildung 4A). Auch bei der 
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tiefergehenden Analyse von mehr als 20 Spendern waren signifikante Unterschiede 

zwischen UCB-B-Zellen und adulten PB-B-Zellen nach vier Tagen zu beobachten. So 

lag der Anteil von zuvor  proliferierten apoptotischen Zellen unter beiden 

Stimulierungsbedingungen (TI-I + TD) bei UCB-B-Zellen bei ca. 20%, während im 

gleichen Zeitraum bei adulten PB-B-Zellen lediglich 5 – 10% apoptotisch waren. 

Unabhängig von der jeweiligen Stimulationsbedingung war der relative Anteil von 

UCB-B-Zellen, die nach ihrer Proliferation starben, (5 – 7%) signifikant gegenüber 

ihrem adulten Gegenpart (2 – 2,5%) erhöht (Abbildung 4B).  

 

Abbildung 4: Analyse von Apoptose und Zelltod bei proliferierten UCB-B- und adulten PB-B-Zellen.  

Repräsentative Auswertung von apoptotischen und toten UCB- und adulten PB-B-Zellen nach vier Tagen TI-I-

Stimulation. Die Beurteilung von Apoptose (Annexin V+) und Zelltod (DAPI+) erfolgte durchflusszytometrisch in 
Kombination mit dem Zellproliferationsfarbstoff eFluor670 (A). Zusammenfassung der Analyse von apoptotischen 

und toten CD5+ und CD5- UCB-B- und adulten CD5+ und naiven PB-B-Zellen nach vier Tagen TI-I und TD-

Stimulierung bei über 20 unabhängigen Experimenten. Modifiziert nach Originalpublikation: Budeus, B., 
Bronischewski, K. et al. (2021). Journal of immunology. https://doi.org/10.4049/jimmunol.2100113. *p < 0.05, **p < 

0.01 durch Wilcoxon-Ranksummentest. 
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Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass UCB-B-Zellen nicht, wie in der 

Literatur beschrieben, dysfunktional sind, sondern im Gegenteil, kurzfristig eine 

erhöhte Proliferations- und Differenzierungsdynamik verglichen zum jeweiligen 

adulten Gegenpart zeigen, die jedoch mit einer erhöhten Empfindlichkeit gegenüber 

Apoptose und Zelltod  einhergeht. 
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3.2 Einzelzellanalyse der Genexpression humaner B-Zellen 
im Altersverlauf 

Die funktionellen und morphologischen Untersuchungen bei UCB-B-Zellen und 

adulten PB-B-Zellen deuteten darauf hin, dass UCB-B-Zellen zwar funktional, aber auf 

dynamischer Ebene unterschiedlich gegenüber ihrem adulten Gegenpart sind. Für 

eine genauere Bestimmung dieser Unterschiede sowie für die Klärung der Transition 

zwischen neugeborenem und adultem B-Zell-Immunsystem wurden 

Einzelzellanalysen von Spendern unterschiedlicher Altersstufen (zweimal null Jahre 

und jeweils einmal zwei Jahre, drei Jahre, sieben Jahre, zehn Jahre, 20 Jahre und 30 

Jahre) durchgeführt. Für die Generierung der Einzelzell-RNA-Profile wurde das 

Chromium Next GEM Single Cell 5' Kit der 10X Genomics Plattform verwendet. 

Zur Herstellung der Einzelzellbibliotheken wurden durch MACS CD19+ B-Zellen 

angereichert. Anschließend erfolgte eine Färbung mit fluorchromkonjugierten anti-

CD20-, anti-CD5- und anti-CD38-Antikörpern. Im Kit wurden sortierte, reife B-Zellen 

(CD20+CD38int) verwendet. Transitionelle B-Zellen wurden ausgeschlossen 

(Abbildung 5). 

 

Abbildung 5: Darstellung der Sortierstrategie für Einzelzellanalysen 

Für die Generierung von Einzelzellbibliotheken wurden CD19+ angereicherte Zellen mit fluorochromkonjugierten 

anti-CD20-, anti-CD38- sowie anti-CD5-Antikörpern gefärbt. Sortiert wurden mindestens 50.000 CD20+CD38int B-
Zellen. Nicht reife, transitionelle B-Zellen wurden ausgeschlossen. In den Assay wurden ca. 20.000 Zellen geladen. 

Die Zahl der gewonnen Zelläquivalente in den Einzelzellanalysen schwankte zwischen 2.000 und 10.000. 

Bei der Einzelzellanalyse der Genexpression von humanen, reifen B-Zellen waren 

altersabhängige Unterschiede zu beobachten.  So zeigte eine UMAP-Darstellung von 

Einzelzellen der jeweiligen Spender bei Neugeborenen eine große Homogenität 
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innerhalb des B-Zell-Pools. Alle diesem Cluster zugehörigen Zellen wurden 

entsprechend eines bereits publizierten Referenzdatensatzes (Budeus et al. 2021) als 

naive B-Zellen annotiert. Bei dem zweijährigen Spender war bei der UMAP eine erste 

Polarisierungen innerhalb des B-Zell-Pools zu beobachten. Ein kleiner Anteil der B-

Zellen wurden als klassengewechselte oder nicht klassengewechselte Gedächtnis-B-

Zellen klassifiziert. Im weiteren Altersverlauf stieg der Anteil der Gedächtnis-B-Zellen 

erheblich. Darüber hinaus war mit steigendem Alter zu beobachten, dass sich naive 

und Gedächtnis-B-Zellen zunehmend voneinander absetzten und schließlich distinkte 

Cluster bildeten. Das Aufsplitten in zwei Cluster begann im dreijährigen Spender und 

schien im zehnjährigen Spender abgeschlossen zu sein. Ab dieser Altersstufe war kein 

weiterer Unterschied zu dem 20-jährigen und 30-jährigen Spender zu beobachten 

(Abbildung 6). 

 

Abbildung 6: Einzelzellanalyse der Genexpression von sieben verschiedenen Spenden im Alter von null 
bis 30 Jahren 

UMAP-Darstellung der Einzelzellanalyse der Genexpression von sortierten humanen B-Zellen im Alter von null, 

zwei, drei, sieben, zehn, 20 und 30 Jahren aus UCB bzw. peripherem Blut. Generiert wurden die Datensätze über 

die 10x Genomics Plattform. Die Analyse der Daten erfolgte bioinformatisch in Kooperation mit Dr. Bettina Budeus. 

Für die Analyse wurde R mit der Erweiterung Seurat verwendet. Pro Donor sind mind. 2.500 Zellen dargestellt. Pro 
Zelle wurden mind. 1.500 Gene analysiert. Das Clustering erfolgte unsupervised. Annotiert wurden die Daten mit 

Referenzdatensätzen und SingleR. Gelb = naive B-Zellen; Orange = nicht-klassengewechselte Gedächtnis-B-

Zellen; Blau = klassengewechselte Gedächtnis-B-Zellen. 
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Diese erste UMAP-Analyse war unsupervised, und erfolgte separat für jeden Spender. 

Daher war es nicht möglich, potenzielle sich überlappende Signaturen zwischen den 

einzelnen Spendern zu analysieren. Aus diesem Grund wurden für eine 

interindividuelle, vergleichende Analyse einzelner Zellen und Zellpopulationen die 

Genexpressionsprofile der Einzelzelldatensätze über alle Altersstufen hinweg 

integriert. Für diese Integration sollten gezielt (supervised) solche Gene verwendet 

werden, die die typischen Signaturen von naiven und Gedächtnis-B-Zellen aus 

erwachsenen Spendern umfassen. 
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3.3 Integrierte Einzelzellanalyse der Genexpression 
humaner B-Lymphozyten im Altersverlauf 

Die supervised Analyse der integrierten Einzelzelldaten mit den Top 2.000 differentiell 

exprimierten Genen zwischen adulten naiven und Gedächtnis-B-Zellen ergab einen 

Datensatz von über 15.000 Einzelzellen. In der UMAP-Darstellung zeigten sich zwei 

dominante Cluster, die jeweils in mehrere weitere Subcluster unterteilt werden konnten 

(Abbildung 7A). Im weiteren Verlauf wird das übergeordnete Cluster unten links als 

Hauptcluster 1 und das übergeordnete Cluster oben rechts als Hauptcluster 2 

bezeichnet. Für eine genauere Charakterisierung beider Hauptcluster wurde die 

Mutationsfrequenz der V-Gene der zu den Hauptclustern zugeteilten Zellen bestimmt. 

Hierbei ergab sich, dass die Mutationsfrequenz in Hauptcluster 2 weitaus höher war 

als in Hauptcluster 1 (Abbildung 7B). Anschließend wurde die Ausprägung typischer 

B-Zell-Marker innerhalb beider Hauptcluster untersucht. Die Expression des 

Gedächtnis-B-Zellmarkers CD27 konzentrierte sich überwiegend auf Zellen mit stärker 

mutierten V-Genen (Hauptcluster 2) und CD23, ein Marker für naive B-Zellen, war 

überwiegend in Zellen aus Hauptcluster 1 ausgeprägt (Abbildung 7C). Zusätzlich zu 

Mutationsfrequenz und Ausprägung charakteristischer Marker wurde in einem 

weiteren Schritt die Verteilung der Isotypen der einzelnen Zellen innerhalb des 

integrierten Datensatzes untersucht. Hierbei war zu beobachten, dass sich IgM-

ausprägende Zellen homogen über beide Hauptcluster hinweg verteilten (Abbildung 

7D). Klassengewechselte Zellen, welche IgG bzw. IgA exprimierten, waren 

vornehmlich in Hauptcluster 2 lokalisiert. (Abbildung 7E und F). 
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Abbildung 7: Integrierte Analyse von acht Einzelzell-RNA-Profilen von Spendern im Alter von null bis 30 
Jahren. 

Darstellung der Genexpressionsanalyse des integrierten Datensatzes. (A) Acht integrierte Einzelzell-RNA-Profile 
als UMAP mit über 15.000 Einzelzellen. Für die Integration wurden Datensätze von zwei Neugeborenen und jeweils 

einem zweijährigen, dreijährigen, siebenjährigem, zehnjährigem, 20-jährigen und einem 30-jährigen Spender 

verwendet. Die Datensätze wurden über die 10x Genomics Plattform generiert. Analysiert wurden die Daten mit R 
mit der Erweiterung Seurat. Die Analyse der Daten erfolgte in Kooperation mit Dr. Bettina Budeus. Die Integration 

der Daten erfolgte anhand der Top 2.000 differentiell exprimierten Gene zwischen Gedächtnis-B-Zellen und naiven 

B-Zellen. Hauptcluster 1 enthielt zwei Subcluster. Hauptcluster 2 enthielt sechs Subcluster. (B) Mutationsfrequenz 
der V-Gene von B-Zellen innerhalb der integrierten Cluster. (C) Expressionsmuster vom naiven B-Zellmarker CD23 

(blau) und vom Gedächtnis-B-Zellmarker CD27 (rot) innerhalb des integrierten Datensatzes. (D) Muster der IgM-

Expression innerhalb des integrierten Datensatzes. (E) Muster der IgG-Expression innerhalb des integrierten 

Datensatzes. (F) Muster der IgA-Expression innerhalb des integrierten Datensatzes. 
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Anhand der oben aufgeführten Charakteristika wurde geschlussfolgert, dass Zellen in 

Hauptcluster 1 eine naive B-Zell-Signatur und Zellen in Hauptcluster 2 eine 

Gedächtnis-B-Zellsignatur aufwiesen. Im weiteren Verlauf wurden die beiden 

Hauptcluster als „naive“ und „Gedächtnis-B-Zellen“ bezeichnet. Darüber hinaus war zu 

beobachten, dass sich das naive Hauptcluster in zwei Subcluster und das Gedächtnis-

Hauptcluster in insgesamt sechs einzelne Subcluster unterteilte. 

Für erste Charakterisierungen der Altersstufen und Subcluster und zur Validierung der 

durch die integrierte Analyse (Abbildung 7) gewonnen Erkenntnisse wurde eine Gene 

Set Enrichment Analyse (GSEA) mit ausgewählten Genesets, die zwischen naiven B-

Zellen, klassengewechselten und nicht-klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen 

sowie Plasmablasten und Plasmazellen unterscheiden sollten, durchgeführt. Mit den 

ausgesuchten Genesets wurden Principal Component Analysen (PCAs) durchgeführt. 

Dadurch sollte aufgezeigt werden, wie sehr sich Zellen einzelner Subcluster bzw.  

Altersstufen anhand charakteristischer Genmuster (In diesem Fall: Naive B-Zellen 

gegen Gedächtnis-B-Zellen) unterscheiden lassen.   

Diese Analyse ergab, dass Zellen aus den zwei naiven Subclustern (0 und 1) ähnliche 

Verteilungen in der PCA zeigten und sich im 1. Quadranten konzentrierten (Abbildung 

8A). Bei den sechs Gedächtnis-Subclustern (0 bis 5) zeigte sich ein heterogeneres 

Bild: Subcluster 0 und 2 zeigten keine gewichtete Verteilung. Subcluster 1, 3, 4 und 5 

wurden überwiegend dem 3. Quadranten zugewiesen (Abbildung 8A). Insofern 

schienen sich im 1. Quadranten naive und im 3. Gedächtnis-B-Zellen zu konzentrieren. 

Die PCA der einzelnen Altersstufen zeigte bei Neugeborenen ein uneindeutiges Bild. 

Zellen aus dieser Altersgruppe konnten keinem Quadranten eindeutig zugeordnet 

werden (Abbildung 8B). Insofern war es nicht möglich, naive neonatale B-Zellen durch 

adulte Genesets abzubilden. Im zweijährigen und dreijährigen Spender zeigten sich 

Polarisierungen auf einzelne Quadranten. Mit zunehmendem Alter teilte sich die 

Gesamtpopulation in zwei Teilpopulationen auf (Abbildung 8B). 

Diese Ergebnisse bestätigen die zuvor durchgeführten Analysen. Es konnte validiert 

werden, dass naive und Gedächtnis-Cluster auch durch GSEAs und PCAs als solche 

erkannt werden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass UCB-B-Zellen eine 
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Signatur unabhängig von konventionellen naiven oder Gedächtnis-B-Zellen aufweisen 

und mit zunehmendem Alter ausdifferenzieren.  

 

Abbildung 8: Einzelzell-GSEA von acht integrierten Einzelzellprofilen 

Dargestellt ist die PCA der GSEA aller Spender aufgeteilt nach Clustern (A) und Alter (B). Jeder Punkt innerhalb 

der PCA stellt einen Enrichmentscore der ausgewählten Genesets dar.  Die ausgewählten Genesets (Anhang) 

sollten zwischen naiven und Gedächtnis-B-Zellen sowie Plasmablasten und Plasmazellen und einigen anderen 
Parametern unterscheiden. Die Analyse erfolgte mit der R-Erweiterung escape und in Kooperation mit Dr. Bettina 

Budeus vom Institut für Zellbiologie (Tumorfroschung). 

Für die weitere Analyse wurden alle Zellen der naiven und Gedächtnis-Hauptcluster 

ihren ursprünglichen Spendern zugewiesen. So war es möglich, eine altersabhängige 

Dynamik beider Hauptcluster zu untersuchen. Darüber hinaus sollten die den 

Hauptclustern zugehörigen Subcluster weiter untersucht werden. 
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3.3.1 Analyse von naiven B-Zellen im Altersverlauf 

Für die Analyse naiver B-Zellen über alle Altersstufen hinweg wurde die 

Genexpression, die Mutationsfrequenz der V-Gene, der Isotyp sowie die Anzahl der 

N-Nukleotide der einzelnen Subcluster bzw. Zellpopulationen untersucht. B-Zellen aus 

dem naiven Hauptcluster teilten sich in zwei transkriptionell distinkte Subpopulationen. 

Bei der Untersuchung der relativen Häufigkeit dieser Populationen zeigten sich im 

Altersverlauf große Unterschiede. Neugeborene und Kleinkinder bis zur Altersstufe 

von drei Jahren zeigten bei einer UMAP zwei dominante Populationen bzw. Cluster. 

Der relative Anteil einer dieser zwei Populationen (Cluster 0) nahm im siebenjährigen 

Spender ab. Diese Abnahme verstärkt sich im weiteren Altersverlauf, sodass ab der 

Altersstufe von zehn Jahren kaum noch Zellen existieren, die Cluster 0 zugeordnet 

werden konnten. Bei den 20- und 30-jährigen Spendern sind zu Cluster 0 zugehörige 

Zellen ebenfalls kaum existent. Die Größe der Zellpopulation aus Cluster 1 bleibt über 

Altersstufen hinweg stabil (Abbildung 9A). Die Mutationsfrequenzen der V-Gene lagen 

bei allen naiven Subclustern bzw. den zugehörigen B-Zellen über alle Altersstufen 

hinweg nahezu bei null (Abbildung 9B). Nur vereinzelte Zellen aus Zellpopulationen 

waren klassengewechselt (Abbildung 9C). Bei der Analyse der N-Nukleotide zeigten 

sich nur marginale Unterschiede zwischen den beiden naiven Subclustern aller 

Altersstufen (Abbildung 9D). 
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Abbildung 9: Integrierte Analyse der als naiv annotierten B-Zellen vom Neugeborenen bis zum adulten 
Spender 

Für die Analyse der in der integrierten Analyse als naive annotierte B-Zellen wurden für eine quantitative 

Vergleichbarkeit der einzelnen Altersstufen pro Spender zufällig 1.000 Zellen ausgewählt. Analysiert wurden 

Einzelzell-RNA-Profile verschiedener Altersstufen in UMAP-Darstellungen  (A), die Mutationsfrequenzen der Zellen 
in ihren jeweiligen Clustern (B), der relative Anteil  der Isotypen der Zellen in den jeweiligen Clustern (C) sowie die 

Anzahl der N-Nukleotide zwischen dem D- und J-Genfragment (D). Cluster 0 = rot; Cluster 1 = blau; IGHM = orange; 

IGHG = grün. Die Analyse erfolgte mit der R-Erweiterung Seurat in Kooperation mit Dr. Bettina Budeus vom Institut 

für Zellbiologie (Tumorforschung). 

Zusammenfassend zeigte sich, dass UCB-B-Zellen und adulte PB-B-Zellen 

unterschiedliche Zusammensetzungen an naiven Zellpopulationen hatten. So 

besaßen jüngere Spender eine Zellpopulation (Cluster 0), die in adulten kaum mehr 

vorhanden war. 

Neben den als naiv annotierten B-Zellen sollten zusätzlich die als Gedächtnis-B-Zellen 

annotierten Zellen untersucht werden. 
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3.3.2 Analyse von Gedächtnis-B-Zellen im Altersverlauf 

Für die Analyse von Gedächtnis-B-Zellen wurden Genexpression, Mutationsfrequenz 

der V-Gene, Isotyp sowie die Anzahl der N-Nukleotide der einzelnen Subcluster bzw. 

Zellpopulationen über alle Altersstufen hinweg untersucht. Auf Ebene der 

Genexpression konnten sechs unterschiedliche Zellpopulationen unterschieden 

werden. Entgegen früheren Publikationen zeigte sich, dass bereits in Neugeborenen 

und Kleinkindern Zellen in hoher Zahl vorhanden sind, deren Ausprägung von Genen 

eine stärkere Gedächtnis- als naive B-Zell-Signatur aufweisen. Einzelne UMAPs über 

die verschiedenen Altersstufen hinweg zeigten, dass die relative Häufigkeit einzelner 

Cluster eine unterschiedliche Zusammensetzung abhängig vom Alter aufwies. So war 

bei den Neugeborenen sowie den zwei- und dreijährigen Spendern die zu Cluster 0 

(rot) zugehörige Zellpopulation besonders stark vertreten. Im siebenjährigen Spender 

schien sich die Zusammensetzung der Cluster zu verändern. Ab dieser Altersstufe war 

eine beginnende Abnahme von Cluster 0 zu beobachten. Der Trend der Abnahme 

verstärkt sich in den nachfolgenden Altersstufen. Ab einem Alter von zehn Jahren 

veränderte sich die Zusammensetzung der Cluster nicht mehr. Cluster 0 war hier kaum 

vorhanden (Abbildung 10A). Cluster 5 war in neonatalen Spendern sowie im 20- und 

30-jährigen Spendern nicht detektierbar (Abbildung 10A). Bei der Analyse der 

Mutationsfrequenz der V-Gene von B-Zellen zeigten beide neonatale Spender sehr 

niedrige Mutationsfrequenzen. Die V-Gene des zweijährigen Spenders zeigten eine 

leicht erhöhte Mutationsfrequenz. Diese erhöhte sich weiter im drei- und 

siebenjährigen Spender. Vermehrte Mutationen waren hier bei Cluster 2 und 4 

beobachtbar. Auch bei der Analyse von Gedächtnis-B-Zell-Populationen stellte die 

Altersstufe von zehn Jahren die Transition zu einem „adulten“ B-Zell-Immunsystem 

dar. So waren die Mutationsfrequenzen der V-Gene beim zehnjährigen Spender 

ähnlich zu den 20- und 30-jährigen Spendern. Die höchsten Mutationsfrequenzen 

zeigten sich hier in Cluster 2 und Cluster 4. (Abbildung 10B). Alle Zellen der neonatalen 

Spendern exprimierten erwartungsgemäß ausschließlich IgM. Im zweijährigen 

Spender waren die zu den Clustern 0, 1, 3 und 5 gehörenden Zellen nicht 

klassengewechselt. In Cluster 2 und Cluster 4 zeigten einige Zellen Klassenwechsel. 

Beim dreijährigen Spender erhöhte sich der Anteil von klassengewechselten Zellen 

weiter. Nur Cluster 0, 1 und 3 zeigten durchgehend keinen oder kaum Klassenwechsel. 

Bei den Altersstufen von sieben, zehn, 20 und 30 Jahren zeigten sich erneut 
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hauptsächlich in Cluster 2 und 4 klassengewechselte Zellen. Der Anteil 

klassengewechselter Zellen lag hier teilweise bei über 70% (Abbildung 10C). Das mit 

dem Alter abnehmende Cluster 0 wies bei allen Altersstufen eine durchgehend 

niedrige Mutationsrate auf (Abbildungen 10B). Bei der Anzahl der N-Nukleotide zeigte 

sich, dass sich deren Anzahl mit dem Alter sukzessive erhöhte. Hierbei waren 

zwischen V- und D-Gensegmenten mehr N-Nukleotide vorhanden als bei D- und J-

Gensegmenten (Abbildungen 10D und E). 

 

Abbildung 10: Analyse der als Gedächtnis-B-Zellen annotierten integrierten B-Zellen vom Neugeborenen 
bis zum Erwachsenen 

Für die Analyse der in der integrierten Analyse als Gedächtnis-B-Zellen annotierten Zellen wurden für eine 

quantitative Vergleichbarkeit der einzelnen Altersstufen pro Donor zufällig 1.000 Zellen ausgewählt. Dargestellt sind 
Einzelzell-RNA-Profile verschiedener Altersstufen in UMAP-Darstellungen (A), die Mutationsfrequenzen der V-

Gene  der Zellen in ihren jeweiligen Clustern (B), die Isotypen der Zellen in den jeweiligen Clustern (C) sowie die 

Anzahl der N-Nukleotide zwischen dem D- und J-Genfragment (D) und dem V- und D-Genfragment (E). Cluster 0 
= rot; Cluster 1 = hellblau; Cluster 2 = grün; Cluster 3 = dunkelblau; Cluster 4 = rosa; Cluster 5 = violett; IGHM = 

orange; IGHG = grün. Die Analyse erfolgte mit der R-Erweiterung Seurat in Kooperation mit Dr. Bettina Budeus 

vom Institut für Zellbiologie (Tumorforschung). 

Es wurde eine Trajectory-Analyse mit der R-Erweiterung Slingshot zwischen den 

einzelnen Gedächtnis-Clustern durchgeführt. Durch solche Untersuchungen ist es 

möglich, Pseudotime-Analysen zwischen verschiedenen Clustern zu erstellen (Street 

et al. 2018), d.h. eine putative Entwicklung oder Differenzierung zwischen einzelnen 

B-Zell-Populationen bzw. Clustern aufzuzeigen. 
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Das bei UCB-B-Zellen und den B-Zellen im zwei- und dreijährigen Spender dominante 

und bei allen Altersstufen nicht mutierte Cluster 0 wurde als Startpunkt gewählt. Die 

Analyse zeigte, dass Zellen aus Cluster 0 zuerst zu Cluster 1 differenzierten, welche 

als frühe IgM-Gedächtnis-B-Zellen annotiert wurden (Abbildung 11). Anschließend 

zweigte sich die Zellpopulation aus Cluster 1 in Cluster 3 und Cluster 4 auf. Zellen aus 

Cluster 3 zeigten keinen Klassenwechsel aber eine erhöhte Ig-Mutationsfrequenz und 

wurden als affinitätsgereifte („späte“) IgM-Gedächtnis-B-Zellen annotiert (Abbildung 

11). Zellen aus Cluster 4 zeigten sowohl Klassenwechsel als auch hohe 

Mutationsfrequenzen und wurden als „frühe“ klassengewechselte Gedächtnis-B-

Zellen identifiziert (Abbildung 11). Von dieser Differenzierungsstufe entwickelten sich 

Zellen zur Population aus Cluster 2. Dieses beinhaltete ebenfalls stark mutierte und 

klassengewechselte Zellen, welche als später klassengewechselte Gedächtnis-B-

Zellen annotiert wurden (Abbildung 11).  Demzufolge ließ sich mit Cluster 0 als 

Startpunkt eine sinnvolle und kohärente Differenzierungslinie darstellen.  

 

Abbildung 11: Trajectory-Analyse der als Gedächtnis-B-Zellen annotierten B-Zellen 

Für die Trajectory-Analyse wurde die R-Erweiterung Slinghsot verwendet. Die Analyse erfolgte in Kooperation mit 

Dr. Bettina Budeus vom Institut für Zellbiologie (Tumorforschung). Das in Neugeborenen dominante Cluster 0 wurde 
als Startpunkt gewählt. Jedes Cluster stellt einen weiteren Differenzierungsschritt dar. Cluster 0 = UCB; Cluster 1 

= IgM „früh“; Cluster 3 = IgM „spät“; Cluster 4 = IgG/IgA “früh”, Cluster 2 = IgG/IgA “spät”. 
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Für die Bestimmung des Anteils von Gedächtnis-B-Zell-Populationen am Gesamt-B-

Zell-Pool wurden pro Spender zufällig 1000 Zellen ausgewählt.  Anschließend wurde 

nachverfolgt, zu welchem der beiden Hauptcluster die ausgewählten Zellen zugehörig 

waren. Hierbei zeigte sich, dass bereits in Neugeborenen ca. die Hälfte aller B-Zellen 

als Gedächtnis-B-Zellen annotierte wurden. In den Altersstufen von null bis sieben 

Jahren ist außerdem zu beobachten, dass beide Hauptcluster nicht strikt voneinander 

getrennt sind. Erst ab dem zehnjährigen Spender wird eine deutlichere Trennung 

sichtbar (Abbildung 12).  

 

Abbildung 12: Anteil von Gedächtnis-B-Zellen am Gesamt-B-Zell-Pool 

Verteilung von 1000 zufällig ausgewählten Zellen pro Spender im integrierten Datensatz. Das untere linke Cluster 
besteht aus naiven B-Zellen und das Cluster oben rechts aus Gedächtnis-B-Zellen. 

Zusammenfassend waren Zellen aus dem Gedächtnis-Hauptcluster altersabhängigen 

Dynamiken unterworfen. Überraschenderweise zeigten sich in Neugeborenen 

Spendern ebenfalls Zellen, die anhand ihrer Gensignaturen Gedächtnis-B-Zell-

Clustern zugeordnet werden konnten. Durch Trajectory-Analysen konnten sinnvolle 

Differenzierungslinien nachvollzogen werden. Der Anteil von Gedächtnis-B-Zellen lag 

auch bei Neugeborenen bei ca. 50%. In nachfolgenden Analysen werden die als naive 

und Gedächtnis-B-Zellen annotierten B-Zellen in Neugeborenen als putative naive und 

Gedächtnis-B-Zellen bezeichnet. 

Für detailliertere Charakterisierungen der einzelnen Populationen erfolgten 

epigenetische Untersuchungen auf Einzelzellebene. 
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3.4 Epigenetische Einzelzellanalysen von adulten PB-B-
Zellen und UCB-B-Zellen 

Für eine unabhängige molekulare Validierung der identifizierten naiven und 

Gedächtnis-B-Zell-Cluster, bzw. für eine Beurteilung zu welchem Grad einzelne 

Cluster epigenetisch verwandt sind, wurden epigenetische Analysen auf 

Einzelzellebene mittels Einzelzell-ATAC-Sequenzierung (Assay for Transposase-

Accessible Chromatin) durchgeführt. Epigenetische Profile sind stabiler als 

Genexpressionsanalysen und erlauben daher eine Beurteilung, ob bestimmte 

Expressionsprofile z.B. durch temporäre Stimulierung oder durch eine langfristige 

(irreversible) Reprogrammierung in vergangenen Immunantworten hervorgerufen 

wurden. 

Für die Analysen wurde das Single Cell Multiome ATAC + Gene Expression Kit von 

10x Genomics verwendet. Dabei werden Informationen zur Genexpression im Zellkern 

mit epigenetischen Informationen (DNA-Zugänglichkeit im Chromatin) einer 

Einzelzelle kombiniert. Hierfür musste die Zellmembran aufgeschlossen und die 

Zellkerne isoliert werden. Nachfolgend dargestellt ist eine repräsentative 

Kernisolierung samt Qualitätskontrolle sowie erste Analysen der sequenzierten 

Bibliotheken in Form von UMAPs. Für die Analyse wurden B-Zellen aus insgesamt vier 

Spendern verwendet, zweimal Nabelschnurblut sowie zweimal B-Zellen aus 

peripherem Blut von einem 30-jährigem und einem 33-jährigem Spender. 

3.4.1 Etablierung von Nuklei-Isolierungen  

Vor Durchführung des Protokolls wurden CD19+ B-Zellen durch MACS angereichert.  

Ein Anteil der Zellen wurde ohne Lyse mit Trypanblau gefärbt und fungierte als 

Negativkontrolle (Abbildung 13A). Im Beispiel für eine lysierte Probe (Abbildung 13b) 

sind kaum ungefärbte Zellkerne zu beobachten. Der Anteil lysierter Zellen lag hier bei 

nahezu 100%.  
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Abbildung 13: Lichtmikroskopische Beurteilung der Zell-Lyse-Effizienz 

Repräsentative Trypanblaufärbung von CD19+ Zellen. Zustand vor der Lyse (Negativkontrolle) mit intakter 
Zellmembran und ungefärbtem Zytoplasma (A). Trypanblaufärbung nach der Lyse mit perforierter Zellmembran (B). 

Es wurden nur solche Proben aus UCB- und adultem PB für die Generierung der 

Bibliotheken verwendet, bei denen der Anteil lysierter Zellen bei mindestens 70% lag.  

3.4.2 Epigenetische Einzelzellanalysen 

Für epigenetische Einzelzellanalysen wurden die zu den verschiedenen Spendern 

zugehörigen Datensätze erneut integriert. Hierbei zeigte sich, dass auch das 

Genexpressionsprofil im Zellkern zu zwei distinkten Subclustern führte. Cluster 0 (rot) 

konnte als naives und Cluster 1 (gelb) als Gedächtnis-Cluster identifiziert werden. 

Zwischen den verschiedenen Altersstufen war Cluster 2 (grün) in Erwachsenen stärker 

ausgeprägt und Cluster 3 (blau) in Neugeborenen (Abbildung 14A). Bei der Analyse 

der Chromatinzugänglichkeit (ATAC) zeigte sich ein homogenes Bild mit zwei 

dominanten Hauptclustern (0 und 1). Zusätzlich zeigten sich hier mehrere kleinere 

Subcluster, die in der UMAP-Darstellung teilweise weite entfernt von den 

dominierenden Clustern waren. Starke altersabhängige Unterschiede waren nicht 

beobachtbar (Abbildung 14B). Bei der Kombination der Information von Kern-RNA und 

Chromatinzugänglichkeit zeigten sich leichte altersabhängige Unterschiede. Es 
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konnten erneut zwei dominierende Hauptcluster in allen Altersstufen unterschieden 

werden. Jedoch waren bei adulten Spendern mehrere zusätzliche Cluster (3, 4 und 5) 

beobachtbar, die in Neugeborenen weniger stark ausgeprägt waren (Abbildung 14C). 

Für eine tiefergehende Analyse wurden die putativen naiven und Gedächtnis-B-Zell-

Cluster getrennt voneinander untersucht. Erneut wurden hier Chromatinzugänglichkeit 

und die Kombination von Chromatinzugänglichkeit mit der Expression von Kern-RNA 

untersucht. 

 

Abbildung 14: Epigenetische Einzelzellanalysen von adulten und neonatalen B-Zellen 

Dargestellt sind jeweils drei UMAPs von vier Spendern (null Jahre, null Jahre, 30 Jahre, 33 Jahre) nach Integration. 

Analysiert wurden die Expression der Kern-RNA bei putativen naiven B-Zellen (Cluster 0) und putativen Gedächtnis 

B-Zellen (Cluster 1) (A), die Chromatinzugänglichkeit (ATAC) (B) sowie eine Kombination aus beidem (C). Als 
Ausgangsmaterial dienten Nuklei aus durch Magnet-aktivierte Zellsortierung angereicherten CD19+ B-Zellen. Die 

Analyse erfolgte mittels der R-Erweiterung Seurat in Kooperation mit Dr. Bettina Budeus vom Institut für Zellbiologie 

(Tumorforschung).  
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Putative naive B-Zellen teilten sich bei der Analyse der Chromatinzugänglichkeit in der 

UMAP-Darstellung in drei dominante Cluster auf. Cluster 0 (rot), Cluster 1 (gelb) und 

Cluster 2 (blau) bzw. die dazugehörigen B-Zell-Populationen zeigten in allen Spendern 

ein ähnliches Muster (Abbildung 15A). Bei der kombinierten Analyse von 

Chromatinzugänglichkeit und Expression von Kern-RNA konnten ebenfalls drei 

dominante Cluster unterschieden werden. Cluster 0 und 2 waren in allen Spendern 

gleich häufig. Cluster 1 war in Erwachsenen dominanter (Abbildung 15B). 

Als nächster Schritt wurden putative Gedächtnis-B-Zellen aller Spender in Bezug auf 

ihre Chromatinzugänglichkeit sowie die Kombination dieser mit der Kern-RNA-

Expression miteinander verglichen. 

 

Abbildung 15: Epigenetische Einzelzellanalysen von adulten und neonatalen putativen naiven B-Zellen 

Dargestellt sind jeweils zwei UMAPs von putativen naiven B-Zellen bei vier Spendern (null Jahre, null Jahre, 30 

Jahre, 33 Jahre). Analysiert wurden die Chromatinzugänglichkeit (ATAC) (A) sowie eine Kombination aus Kern-

RNA-Expression und Chromatinzugänglichkeit (B). Die Analyse erfolgte mittels der R-Erweiterung Seurat in 
Kooperation mit Dr. Bettina Budeus vom Institut für Zellbiologie (Tumorforschung). 

Gedächtnis-B-Zell-Populationen zeigten über alle Altersstufen hinweg ein dominantes 

Cluster (0). In Erwachsenen Spendern war ein komplexes Muster an weiteren Clustern 

zu beobachten. Dieses Muster war in Ansätzen auch schon bei Neugeborenen 

Spendern vorhanden (Abbildung 16A). Bei der kombinierten Analyse zeigten sich 

starke altersabhängige Unterschiede. So lag bei Neugeborenen ein dominantes 
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Cluster vor und ein Muster an zusätzlichen Clustern war in Ansätzen zu beobachten. 

In den Erwachsenen zeigte sich hingegen ein komplexes und ausgeprägtes Muster 

mit vielen dominanten Clustern (Abbildung 16B). 

 

Abbildung 16: Epigenetische Einzelzellanalysen von adulten und neonatalen Gedächtnis-B-Zellen 

Dargestellt sind jeweils zwei UMAPs von vier Spendern (null Jahre, null Jahre, 30 Jahre, 33 Jahre). Analysiert 

wurden die Chromatinzugänglichkeit (ATAC) (A) sowie eine Kombination aus Kern-RNA-Expression und 
Chromatinzugänglichkeit (B) bei Gedächtnis-B-Zellen. Die Analyse erfolgte mittels der R-Erweiterung Seurat in 

Kooperation mit Dr. Bettina Budeus vom Institut für Zellbiologie (Tumorforschung). 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sich UCB-B-Zellen und adulte PB-B-

Zellen auch auf epigenetischer Ebene unterschieden. So zeigten sich Abweichungen 

im relativen Anteil von Clustern bei naiven Zellen. Große Unterschiede waren bei der 

kombinierten Analyse von Kern-RNA und Chromatinzugänglichkeit bei putativen 

Gedächtnis-B-Zellen zu beobachten. 

Nach Charakterisierung putativer naiver und Gedächtnis-Populationen sollten 

funktionelle Versuche erfolgen. Dazu wurden die Expressionsmuster von 

Oberflächenmolekülen beider Hauptcluster (naiv und Gedächtnis) ermittelt, so dass 

eine gezielte Anreicherung mittels FACS erfolgen konnte, um mögliche funktionelle 

Unterschiede in vitro bestimmen zu können. Hierbei wurde der Fokus auf putative 

naive und Gedächtnis-B-Zellen aus Neugeborenen gelegt. 
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3.5 Isolierung und funktionelle Studien einzelner B-Zell-
Populationen 
3.5.1 Isolierung von Clustern 

Aus Vorarbeiten war bekannt, dass B-Zellen aus Neugeborenen nicht die klassischen 

Oberflächenproteine ausprägen, die in adulten Menschen eine Unterscheidung von 

naiven und Gedächtnis-B-Zellen (z.B. CD23 und CD27) in der Durchflusszytometrie 

ermöglichen. Daher war es notwendig eine Isolierungsstrategie für putative neonatale 

naive und Gedächtnis-B-Zell-Populationen zu etablieren. 

Für die Isolierung von putativen naiven oder Gedächtnis-B-Zellen in Neugeborenen 

wurde das Chromium Next GEM Single Cell 5' Kit  zusammen mit dem Chromium 5' 

Feature Barcode Kit der 10x Genomics Plattform verwendet und mit dem TotalSeq™-

C Human Universal Cocktail von Biolegend kombiniert. Der TotalSeq™-C Human 

Universal Cocktail beinhaltet ein Gemisch aus Antikörpern, bei dem jede Spezifität mit 

definierten Nukleotidsequenzen konjugiert ist. So ist es möglich, die Information zur 

RNA-Expression einer Einzelzelle mit ihrem Profil von Oberflächenproteinen zu 

koppeln (CITE-seq). Nach Inkubation einer Probe mit dem Antikörpercocktail und der 

Generierung von Einzelzellbibliotheken ist es möglich, dass Muster der gebundenen 

Antikörper über deren definierte Nukleotidsequenz zu rekonstruieren. Auf diese Weise 

können individuelle Kombinationen an Oberflächenproteinen bestimmt werden, die 

eine Isolierung von bestimmten Zellpopulationen in einer Gesamtpopulation 

ermöglichen (Stoeckius et al. 2017). Über die Analyse von RNA-Profilen allein gestaltet 

sich die Isolierung von Populationen schwieriger, da Genexpressionsdaten nicht 

zwangsläufig mit der Ausprägung von Oberflächenproteinen korrelieren. 

Für die Analyse der Muster von Oberflächenproteinen wurden sortierte reife B-Zellen 

(CD20+CD38int) zweier zusätzlicher UCB-Proben prozessiert und sequenziert. 

Anschließend wurden in einem ersten Schritt die Gesamtpopulation in putative naive 

und Gedächtnis-Cluster aufgetrennt. Anschließend wurden beide Cluster auf 

unterschiedliche Expression von Oberflächenproteinen hin untersucht. 

In der Analyse zeigte sich, dass neonatale putative Gedächtnis-B-Zellen (Cluster oben 

links) in der UMAP gegenüber putativen naiven B-Zellen signifikant mehr IgM, IgK, 
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CD1c, CD32, CD35, CD45, CD79b und CD82 auf ihrer Oberfläche ausprägten. 

Putative naive B-Zellen (Cluster unten rechts) exprimierten signifikant mehr CD73 

(Abbildung 17). Diese bioinformatische Analyse sollte experimentell 

durchflusszytometrisch validiert werden. 

 

Abbildung 17: Analyse der Oberflächenexpression von Proteinen, die zwischen putativen naiven und 
Gedächtnis-B-Zellen bei UCB-B-Zellen unterscheiden. 

Dargestellt sind UMAPs der Einzelzell-RNA-Profile von reifen neonatalen B-Zellen aus jeweils zwei 
unterschiedlichen Nabelschnurblutspenden (UCB_1 und UCB_2) kombiniert mit der Expression von 

Oberflächenmolekülen, die zwischen putativen naiven und Gedächtnis-B-Zellen unterscheiden. Das Gedächtnis-

Cluster war in der UMAP oben links und das naive Cluster unten rechts lokalisiert. Niedrige Expression = dunkel; 
Hohe Expression = hell. Die Analyse der Daten erfolgte mit der R-Erweiterung Seurat in Kooperation mit Dr. Bettina 

Budeus vom Institut für Zellbiologie (Tumorforschung). 

Für die Validierung der in den Einzelzellexperimenten ermittelten Mustern an 

Oberflächenproteinen wurden durch MACS angereicherte CD19+ B-Zellen aus UCB 

und adultem PB durchflusszytometrisch ausgewertet. Adulte PB-B-Zellen dienten 

hierbei als Kontrolle. Zur Validierung wurde die Infinity Flow Anwendung verwendet. 

Hierbei lässt sich durch überlappende durchflusszytometrische Panels und Machine 

Learning das  Muster von Ko-Expressionen einer Vielzahl von Marker innerhalb eines 
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Panels ermitteln (Becht et al. 2021). Das Panel bestand aus Färbungen gegen CD20, 

CD5, CD38, CD27, IgD und CD79b. Innerhalb des Panels wurde die Ko-Expression 

der Marker CD23, CD73, IgM, CD1c, CD82 und CD35 bestimmt.  Panel bzw. Marker 

setzten sich aus Oberflächenproteinen zusammen, die eine möglichst vielschichtige 

Auftrennung der Gesamtpopulation ermöglichen sollte (CD5, CD20, CD23, CD27, 

CD38 und IgD) und alle differentiell exprimierten Moleküle enthielt (CD1c, CD35, 

CD73, CD79b, CD82 und IgM). CD32, IgK und CD45 wurden aufgrund ihres in 

Testfärbungen indifferenten Expressionsmuster nicht weiter berücksichtigt (Daten 

nicht gezeigt). Für vergleichende Analysen wurden sowohl UCB-B-Zellen als auch 

adulte PB-B-Zellen gefärbt.  

Durch die Anwendung von Infinity Flow wurden mit dem Backbone Panel UMAPs 

generiert. Die UMAPs der Panel-Färbungen bei neonatalen B-Zellen zeigten eine 

gleichmäßige Expression des pan-B-Zell-markers CD20. Zellen, die stark CD5 

exprimierten, prägten kein oder nur wenig CD38 aus. CD27 war schwach über die 

gesamte Population hinweg ausgeprägt. Viele Zellen zeigten eine Ko-Expression von 

IgD und CD79b (Abbildung 18). Bei den eingesetzten Markern zeigte sich eine Ko-

Expression des beschrieben Naiven-Markers CD23 und des putativen Naiven-Markers 

CD73. Bei den putativen Gedächtnis-Markern zeigte sich eine Ko-Expression von 

CD79b, IgM und CD82. CD35 und CD1c neigten zur Ko-Expression mit IgD (Abbildung 

18). 

Es wurde gezeigt, dass die identifizierten Marker im Fall der putativen Gedächtnis-B-

Zell-Population kohärent auf denselben Zellen Ko-exprimiert waren. Bei CD73, dem 

Marker für putative naive B-Zellen war eine Ko-Expression mit CD23, einem 

beschriebenen Marker für naive B-Zellen zu beobachten. 
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Abbildung 18: Infinity Flow Analyse von putativen naiven und Gedächtnis-B-Zellmarkern bei UCB-B-
Zellen 

Dargestellt sind UMAPs mit der jeweiligen relativen Expressionsstärke der gezeigten Oberflächenproteine bei UCB-
B-Zellen Bei Infinity Flow Analyse. Das Panel (oben) setzte sich aus Antikörpern gegen CD20, CD5, CD38, CD27, 

IgD und CD79b zusammen. Die untersuchten Marker (unten) setzten sich aus Antikörpern gegen CD23, CD73, 

IgM, CD1c, CD82 und CD35 zusammen. Aufgenommen wurden mindestens 50.000 Zellen. Niedrige Expression = 
blau; Hohe Expression = rot. 

Bei adulten B-zellen aus peripherem Blut zeigte sich ein komplexeres Bild als bei 

neonatalen B-Zellen. So war die Expression von CD20 nicht gleichmäßig, sondern 



 Ergebnisse 
 

78 
  

schwankte innerhalb der Gesamtpopulation. Es konnten eindeutig CD27+ von IgD+ 

Zellen unterschieden werden. Im Gegensatz zu B-Zellen in Neugeborenen war eine 

Ko-Expression von CD38 und CD5 zu beobachten (Abbildung 19). Bei den 

untersuchten naiven Markern zeigte sich eine teilweise Ko-Expression von CD23 und 

CD73. Es existierten jedoch auch Zellen, die kein CD23 aber CD73 ausprägten. Unter 

putativen neonatalen Gedächtnis-B-Zellen war im Erwachsenen eine Ko-Expression 

von IgM, CD1c, CD82 und CD79b zu beobachten. CD35 wurde von nahezu allen 

Zellen ausgeprägt. IgM, CD1c, CD82 und CD79b wurden darüber hinaus mit dem 

bekannten Gedächtnis-Marker CD27 Ko-exprimiert (Abbildung 19). 

Auch in diesem Fall konnte gezeigt werden, dass die gefundenen Marker kohärent auf 

Zellen Ko-exprimiert wurden. Darüber hinaus konnte eine Ko-Expression von putativen 

neonatalen Gedächtnis-B-Zell-Markern mit dem bekannten Gedächtnis-B-Zell-Marker 

CD27 nachgewiesen werden. Jedoch waren auch Unterschiede zwischen neonatalen 

und adulten B-Zellen bei der Expression von Oberflächenproteinen zu beobachten. 
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Abbildung 19 Infinity Flow Analyse von putativen naiven und Gedächtnis-B-Zellmarkern bei adulten PB B-
Zellen 

Dargestellt sind UMAPs mit der jeweiligen relativen Expressionsstärke der gezeigten Oberflächenproteine bei B-
Zellen aus einer Spende von adultem peripherem Blut bei Infinity Flow Analyse. Das Panel (oben) setzte sich aus 

Antikörpern gegen CD20, CD5, CD38, CD27, IgD und CD79b zusammen. Die untersuchten Marker (unten) setzten 

sich aus Antikörpern gegen CD23, CD73, IgM, CD1c, CD82 und CD35 zusammen. Aufgenommen wurden 
mindestens 50.000 Zellen. Niedrige Expression = blau; Hohe Expression = rot. 

Die bioinformatische Analyse zur Ermittlung von charakteristischen 

Oberflächenproteinen für putative naive und Gedächtnis-B-Zell-Populationen konnte 
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experimentell validiert werden. Hiernach sollte eine Gating-Strategie entwickelt 

werden, die eine möglichst distinkte Trennung von putativen neonatalen naiven und 

Gedächtnis-B-Zellen mittels FACS ermöglicht. Hierfür wurde CD73, der putative 

Marker für neonatale naive B-Zellen mit jeweils einem putativen neonatalen 

Gedächtnis-B-Zell-Marker kombiniert (Abbildung 20). 

Es zeigte sich, dass CD73 in der B-Zell-Gesamtpopulation differentiell ausgeprägt 

wurde. Von den identifizierten Gedächtnis-Markern zeigten IgM und CD79b 

differentielle Expressionslevel innerhalb der Gesamtpopulation (Abbildung 20).  

 

Abbildung 20: Repräsentative Durchflusszytometrische Analysen von naiven und Gedächtnis-B-Zellen in 
Neugeborenen 

Repräsentative Dotplots von Färbungen gegen putative Gedächtnis-B-Zell-Marker (IgM, CD35, CD82, CD79b, 

CD1c) in Kombination mit dem putativen naiven Marker CD73, welcher bei der Analyse der Expression von 

Oberflächenproteinen identifiziert wurde. Gefärbt wurden durch MACS angereicherte CD19+ reife B-Zellen 
(CD20+CD38int) aus Nabelschnurblut.  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die identifizierten Marker konsistent 

putative Gedächtnis-B-Zellen von naiven B-Zellen in Neugeborenen unterschieden 

und bei adulten Proben mit bekannten Markern für naive und Gedächtnis-B-Zellen 

korrelierten. Für Zellsortierung mit sich anschließenden funktionellen Studien wurde 

die Kombination CD73 und IgM verwendet, die durchflusszytometrisch eine 
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Auftrennung in zwei distinkte Populationen (putative naive und putative Gedächtnis-B-

Zellen) ermöglichte (Abbildung 21).  

 

Abbildung 21: Sortierstrategie von putativen Gedächtnis-B-Zellen und naiven B-Zellen aus Nabelschnurblut 

Dargestellt ist die Sortierstrategie von putativen neonatalen Gedächtnis-B-Zellen und naiven B-Zellen für sich 

anschließende funktionelle Studien. Reife B-Zellen: CD20+CD38int. Putative Gedächtnis B-Zellen: IgMhighCD73low; 

Putative naive B-Zellen: IgMlowCD73high. 

3.5.2 Funktionelle Studien zu putativen naiven und Gedächtnis-B-
Zellen bei UCB-B-Zellen und adulten PB-B-Zellen 

Nachdem eine Isolierung putativer naiver und Gedächtnis-B-Zell-Populationen im 

Neugeborenen erfolgreich war, sollten funktionelle Studien mit diesen Populationen 

durchgeführt werden. Hierfür wurde das Proliferationsverhalten nach TD- und TI-

Stimulierung bei UCB-B-Zellen analysiert und verglichen. Zur Kontrolle wurden die 

gleichen Populationen PB-B-Zellen bei Erwachsenen isoliert und stimuliert. 

Unter TI-I-Stimulierung zeigten sich zwischen neonatalen putativen naiven und 

Gedächtnis-B-Zellen nach drei Tagen keine signifikanten Unterschiede. Dies traf 

ebenso auf den adulten Gegenpart zu (Abbildung 22). Ein ähnliches Gesamtbild war 

auch unter TD-Stimulierung zu beobachten. Putative naive und Gedächtnis-B-Zellen 

in UCB und adulten peripherem Blut unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant 

voneinander (Abbildung 22). Im Einklang mit früheren funktionellen Studien zeigte sich 
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auch in diesem Fall, dass neonatale B-Zellen insgesamt wesentlich schneller 

begannen zu proliferieren als PB-B-Zellen aus Erwachsenen (Abbildung 22). 

 

Abbildung 22: Proliferationsverhalten von putativen naiven und Gedächtnis-B-Zell-Populationen im 
Neugeborenen und Erwachsenen 

Dargestellt ist der proliferierte Anteil von aktivierten Zellen (TD- und TI-Stimulation) in Form von Boxplots. Pro 

Stimulation wurden mindestens 50.000 sortierte Zellen ausgesät. Der Anteil proliferierter Zellen wurde 

durchflusszytometrisch über den Fluoreszenzfarbstoff eFluor670 ermittelt. Ausgewertet wurden über 20 
unabhängige Experimente. Gemessen wurde drei Tage nach Stimulierung. Sortierstrategie für putative naive B-

Zellen: CD20+CD38intCD73+IgMlow. Sortierstrategie für putative Gedächtnis-B-Zellen: CD20+CD38intCD73lowIgMlow.  
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3.6 Synthese von humanen rekombinanten Antikörpern 

Tiefensequenzierungen von B-Zellen bei Neugeborenen zeigten, dass diese ein 

diverses Repertoire an B-Zell-Rezeptoren besitzen. Anders als im Erwachsenen gibt 

es in Neugeborenen jedoch einen erheblichen Anteil (bis zu 15%) von interindividuell 

homologen B-Zell-Rezeptoren, sogenannten Klonotypen. Diese Klonotypen werden 

durch eine Homologie von mehr als 90% in der Aminosäuresequenz der CDR-III der 

schweren Kette definiert (Budeus et al. 2021). Die Spezifität dieser klonotypischen B-

Zell-Rezeptoren ist unbekannt und für das Verständnis der zugehörigen B-Zellen mit 

„konservierter“ Reaktivität von Bedeutung. 

Bei Bulk-Tiefensequenzierungen von B-Zellen können schwere Ketten und deren 

gepaarte leichte Ketten nicht zurückverfolgt werden. Eine Rekonstruktion des 

ursprünglichen Aufbaus des B-Zell-Rezeptors ist somit nicht möglich. Durch die 

Generierung von Einzelzell-RNA-Bibliotheken in Kombination mit Einzelzell-BCR-

Bibliotheken kann jedoch die ursprüngliche Kombination von schwerer und leichter 

Kette eines BCRs ermittelt werden. Für die Generierung dieser Bibliotheken wurden 

das Chromium Next GEM Single Cell 5ʹ Kit und das Chromium Single Cell Human BCR 

Amplification Kit von 10X Genomics verwendet. Insgesamt wurden drei UCB für die 

Versuche prozessiert.  

Klonotypen wurden durch den Vergleich der Schwerketteninformation dieser 

Einzelzell-BCR-Profile mit einem bereits publizierten Datensatz einer Bulk-

Tiefensequenzierung von schweren Ketten bei sechs Neugeborenen (Budeus et al. 

2021) ermittelt. 

Bei dem Vergleich der Schwerketteninformation aus der Bulk- und 

Einzelzellsequenzierung wurden insgesamt 15 funktionelle klonotypische BCR 

ermittelt, welche kloniert und rekombinant exprimiert werden sollten (Tabelle 15). Im 

Folgenden ist die exemplarische Synthese eines klonotypischen Antikörpermoleküls 

(Antikörper 1) dargestellt.  
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Tabelle 15: Klonotypen von Neugeborenen beim Vergleich der schweren Ketten von Einzelzell-BCR-
Sequenzierungen und Tiefensequenzierungen von BCRs 

Antikörper Kette V-Gen D-Gen J-Gen C-Gen CDR3-Sequenz (AA)  

1 
IGH IGHV3-7 IGHD3-10 IGHJ3 IGHM CARVYGSGSYDAFDIW 
IGL IGLV1-51 - IGLJ2 IGLC2 CGTWDSSLSAVVF 

2 
IGH IGHV1-2 IGHD2-2 IGHJ4 IGHM CARVNCSSTSCYFDYW 
IGL IGLV1-51 - IGLJ2 IGLC2 CGTWDSSLSAVVF 

3 
IGH IGHV3-15 IGHD3-3 IGHJ4 IGHM CTTEPRLEWLLFDYW 
IGL IGLV1-40 - IGLJ2 IGLC2 CQSYDSSLSGSVF 

4 
IGH IGHV1-69D IGHD2-15 IGHJ4 IGHM CAREGTSGSYYSDYW 
IGK IGKV4-1 - IGKJ1 IGKC CQQYYSTPRTF 

5 
IGH IGHV4-59 IGHD3-22 IGHJ4 IGHM CARHGPYDSSGFDYW 
IGK IGKV4-1 - IGKJ3 IGKC CQQYYSTPFTF 

6 
IGH IGHV1-18 IGHD3-3 IGHJ3 IGHM CARGRSGYDAFDIW 
IGL IGLV1-47 - IGLJ2 IGLC2 CAAWDDSLSGVVF 

7 
IGH IGHV4-34 IGHD6-13 IGHJ4 IGHD CARPYSSSWYFDYW 
IGK IGKV2-28 - IGKJ1 IGKC CMQALQTPRTF 

8 
IGH IGHV1-69D IGHD3-16 IGHJ3 IGHM CARGGEDDAFDIW 
IGL IGLV3-21 - IGLJ2 IGLC2 CQVWDSSSDHPVF 

9 
IGH IGHV1-2 IGHD1-26 IGHJ3 IGHM CARVGAYDAFDIW 
IGL IGLV3-21 - IGLJ3 IGLC2 CQVWDSSSDHWVF 

10 
IGH IGHV4-59 IGHD1-26 IGHJ4 IGHD CARDLSGSYFDYW 
IGK IGKV1D-39 - IGKJ2 IGKC CQQSYSTPYTF 

11 
IGH IGHV1-2 IGHD7-27 IGHJ3 IGHM CAREETGDAFDIW 
IGL IGLV5-39 - IGLJ2 IGLC2 CAIWYSSTSVVF 

12 
IGH IGHV1-69D IGHD1-26 IGHJ4 IGHM CARDLGSYGFDYW 
IGL IGLV2-8 - IGLJ2 IGLC2 CSSYAGSNNVVF 

13 
IGH IGHV1-2 IGHD6-13 IGHJ4 IGHM CARDEAAAGDYW 
IGK IGKV3-11 - IGKJ4 IGKC CQQRSNWLTF 

14 
IGH IGHV4-34 IGHD7-27 IGHJ4 IGHM CARGLGIFDYW 
IGK IGKV4-1 - IGKJ1 IGKC CQQYYSTPWTF 

15 
IGH IGHV1-2 n.a. IGHJ4 IGHM CARGSFDYW 
IGK IGKV2-30 - IGKJ1 IGKC CMQGTHWPGTF 

 

Für die Produktion von Antikörpern wurden die Sequenzen der Fab-Fragmente in 

Expressionsvektoren kloniert, die in ihrem Backbone Sequenzen für Fc-Domänen 

(IgG1, IgK, IgL) enthielten. Die Sequenzen für Fab-Fragmente von schwerer und 

leichter Kette wurden kommerziell erworben (eBlock, IDT). Die Sequenzen enthielten 

Abschnitte für deren Amplifikation, Restriktionsstellen für Klonierungen, eine Kozak-



 Ergebnisse 
 

85 
  

Sequenz für eine stabile Translation sowie eine Sequenz für ein Signalpeptid für 

posttranslationale Modifikationen.  

In einem ersten Schritt wurde für spätere TA-Klonierungen das Ausgangsmaterial 

mittels PCR amplifiziert. Die PCR zeigte für die variable Region der schweren Kette 

eine Bande zwischen 400 bp und 500 bp, was der Größe des Fragments (489 bp) 

entspricht. Bei der PCR für die Sequenz der variablen Region der leichten Kette war 

eine Bande zwischen 400 und 500 bp detektierbar. Dies entsprach ebenfalls der 

erwartbaren Größe (452 bp) (Abbildung 23).  

 

Abbildung 23: PCR der Sequenzen der variablen Regionen von schwerer und leichter Kette 

Repräsentative Darstellung einer Agarosegelelektrophorese von amplifizierten Sequenzen, welche für die Fab-

Fragmente von schwerer und leichter Kette kodieren. In die Taschen wurde jeweils der gesamte PCR-Ansatz 

geladen. Konzentration des Gels: 2%. Programm: 100V für 60 min. Marker: 100bp ladder (InvivoGen), Farbstoff: 
GelRed. 

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden kloniert (TA-Klonierung), zur 

Qualitätskontrolle nach Sanger sequenziert und anschließend in Expressionsvektoren 

eingebracht, die den konstanten Terminus für IgG1 bzw. IgK in ihrem Backbone 

enthielten, sodass sich bei in-Frame-Ligation von variabler und konstanter Region die 

Sequenz einer vollständigen schweren bzw. leichten Kette ergab.  
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Abbildung 24: Restriktionsverdau von VH- und VL-Sequenz im pGEMT-Vektor 

Repräsentative Darstellung einer Agarosegelelektrophorese von Konstrukten der TA-Klonierung sowie deren 

Verdau. Als Kontrolle diente unverdauter Vektor. Konzentration des Gels: 1%. Programm: 100V für 60 min. Marker: 
1 kb GeneRuler Plus (Thermo Fisher), Farbstoff: GelRed. 

Validierte Sequenzen wurden in HEK293F-Zellen ausgeprägt und der 

Zellkulturüberstand mit den potenziell sezernierten Antikörpern nach fünf Tagen 

abgenommen und für die Aufreinigung der sezernierten Antikörper verwendet. Im 

Durchschnitt ergab sich eine Proteinkonzentration von 300 µg/ml. 

Für eine Bestimmung der Reinheit und zur Identifizierung des Produkts im Überstand 

wurde eine SDS-PAGE mit sich daran anschließender Coomassie-Färbung und ein 

Western Blot des aufgereinigten Überstands sowie des Durchflusses 

(Negativkontrolle) durchgeführt. 

In der Negativkontrolle zeigten sich keine detektierbaren Mengen an Protein, während 

der Durchfluss eine geringe Menge an Proteinen unterschiedlicher Größen enthielt. 

Das Eluat dagegen zeigte zwei starke Banden bei einer erwarteten Größe von ca. 25 

kDa sowie 50 kDa. Für eine qualitative Identifizierung der beiden Banden wurden 

Western Blots für den Isotyp des gewünschten Antikörpers (IgG1) durchgeführt. 
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Abbildung 25: Gesamtproteinbestimmung der Antikörperproduktion 

Repräsentative Coomassie-Färbung zur Analyse der aufgereinigten Proteine. Aufgetragen wurde eine 
Negativkontrolle, der Durchfluss der Proteinaufreinigung sowie die aufgereinigten Antikörper. Marker = Prestained 

ladder, Marker (WB) = Magic Mark. 

Im Western Blot waren bei der Negativkontrolle sowie beim Durchfluss keine Produkte 

detektierbar. In den Eluaten waren dagegen eindeutig rekombinante leichte und 

schwere Ketten bei ca. 30 kDa, ca. 50 kDa detektierbar.  

 

Abbildung 26:  Bestimmung von Antikörpern im aufgereinigten Zellkulturüberstand 

Western Blot zur Validierung der Antikörperproduktion. Aufgetragen wurde eine Negativkontrolle, der Durchfluss 
der Proteinaufreinigung sowie die aufgereinigten Antikörper. Marker (Coomassie) = Prestained ladder; Marker = 

Magic Mark. 

Es konnte gezeigt werden, dass die Produktion von rekombinanten humanen 

Antikörpern (IgG) erfolgreich war.  
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4 Diskussion 
Kleinkinder und Neugeborene erkranken häufiger an Infektionen und zeigen 

schwächeren Immunantworten auf Impfungen. Die vorliegende Arbeit umfasst 

vergleichende funktionelle Untersuchungen von B-Zellen aus Nabelschnurblut und 

peripherem Blut von Erwachsenen sowie molekulare Genexpressions- und 

epigenetische Analysen von B-Zell-Populationen aus Spendern in den Altersstufen 

von null bis 30 Jahren. Weiterhin wurde eine Methode zur Produktion rekombinanter 

humaner Antikörper etabliert.  

4.1 B-Zellen aus Nabelschnurblut reagieren stärker auf T-
Zell-abhängige und T-Zell-unabhängige Stimulierung 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass B-Zellen aus Nabelschnurblut – anders 

als bisher beschrieben – einen reifen Phänotyp besitzen und sehr effizient auf Reize 

reagieren können. Sie sind in der Lage sowohl auf T-Zell-abhängige (TD-Stimulierung 

und Ko-Inkubation mit autologen T-Zellen) und auf T-Zell-unabhängige Reize (TI-I- und 

TI-II-Stimulierung) zu reagieren und zeigen ein beschleunigtes Proliferations- und 

Differenzierungsvermögen gegenüber ihrem adulten Gegenpart, was auch mit 

publizierten Daten zur Expression von TLR-Rezeptoren übereinstimmt (Pettengill et al. 

2016; Chelvarajan et al. 1999). Die beschriebene TI-Reaktivität erweist sich 

evolutionär als Vorteil, da bei Neugeborenen kaum affinitätsgereifte B-Zell-

Populationen vorliegen. Diese entstehen erst zeitverzögert nach Interaktionen mit T-

Zellen in Keimzentren von sekundären lymphatischen Organen (Blanco et al. 2018). 

Zusätzlich scheint die Architektur von lymphatischen Organen in Neugeborenen nicht 

komplett ausgereift zu sein  (Pihlgren et al. 2003). Ohne T-Zell-unabhängige 

Mechanismen könnten sich eindringende Pathogene daher systemisch ausbreiten. 

Jedoch geht diese erhöhte Sensitivität auf externe Stimuli mit Nachteilen einher. So 

war der Anteil an proliferierten Zellen, die in Apoptose gingen oder starben bei 

Neugeborenen höher als bei deren adulten Gegenpart. Auf diese Weise besteht die 

Gefahr einer Ermüdung des Immunsystems, bei welchem das Reservoir an 

funktionierenden B-Zellen erschöpft ist, der Erreger aber noch nicht komplett 

neutralisiert wurde. Dies könnte schwere Folgen, wie beispielsweise eine potenziell 

lebensbedrohliche Sepsis, nach sich ziehen. In der Tat ist die Inzidenz von Sepsen in 
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Neugeborenen erhöht (Shane et al. 2017).  Passend hierzu zeigten neonatale UCB-

Zellen unter Ko-Stimulierung mit autologen aktivierten T-Zellen eine verringerte 

Responsivität verglichen mit ihrem adulten Gegenpart. Die beeinträchtigte Interaktion 

von B- und T-Zellen könnte einen direkten Einfluss auf die schnell abnehmenden 

Antikörpertiter im Serum bei proteinbasierten Impfungen haben, wie sie in 

Neugeborenen beobachtet werden (Saso und Kampmann 2017). Zusammenfassend 

besitzen B-Zellen in Neugeborenen sehr ursprüngliche Eigenschaften, die 

hauptsächlich ohne Zusammenspiel mit T-Zellen funktionieren. Dies wird auch durch 

die Geneigtheit zur Differenzierung zu Plasmablasten bei UCB-B-Zellen unterstrichen. 

Eine Reifung zu funktionellen „adulten“ B-Zellen scheint erst nach mehreren Jahren im 

Laufe der Kindheit zu erfolgen. 

4.2 Die Transition von einem neugeborenen bzw. 
frühkindlichen zu einem ausgereiften und „adulten“ 
Immunsystem findet zwischen sieben und zehn Jahren statt.  

Bei der vergleichenden Einzelzell-RNA-Analyse von Spendern verschiedener 

Altersstufen von null bis 30 Jahren zeigte sich, dass die B-Zellen in Neugeborenen 

ausschließlich aus einer homogenen, überwiegend als naiv annotierten, B-Zell-

Population bestand. Dies erscheint plausibel, da Föten in intra-uteriner Umgebung 

während ihrer Entwicklung zwar Erregern ausgesetzt sind (Hornef und Penders 2017; 

Theis et al. 2019), diese aber noch keine starken Immunantworten hervorrufen 

(Ygberg und Nilsson 2012). Daher fehlt Neugeborenen ein klassisches 

immunologisches Gedächtnis. Direkt nach Geburt werden Neugeborene jedoch einer 

Umwelt ausgesetzt, die eine hohe Last an Erregern beinhaltet, welche das neonatale 

Immunsystem als fremd erkennt und entgegenwirkt (Olin et al. 2018). Diese Vielzahl 

an Erregern sollte Immunreaktionen nach sich ziehen, die die Bildung von klassischen 

Gedächtnis-B-Zellen oder Plasmazellen begünstigen. Überraschenderweise zeigten 

die Altersstufen von zwei und drei Jahren jedoch kaum bzw. nur wenige klassische 

Gedächtnis-B-Zellen. Die dominante Population waren immer noch B-Zellen ohne 

Anzeichen von Antigenkontakt und Affinitätsreifung. Diese Beobachtung ist im 

Einklang mit durchflusszytometrischen Analysen anderer Publikationen (Blanco et al. 

2018).  B-Zell-Immunreaktionen in Neugeborenen und Kleinkindern (obwohl durch TD-
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Stimuli aktivierbar) führen demnach nicht so effizient zu Gedächtnisbildung wie im 

adulten Gegenpart. Es scheint, als bräuchte das B-Zell-Immunsystem bis zu zehn 

Jahre, um einen B-Zell-Pool zu etablieren, der dem in Erwachsenen Individuen ähnelt. 

Erst ab diesem Zeitpunkt ändern sich die relativen Verhältnisse von klassischen naiven 

und Gedächtnis-B-Zellen nicht mehr. Dies kann mehrere Gründe haben (Ko-

stimulierende Faktoren (Kaur et al. 2007), lymphoide Architektur (Kruschinski et al. 

2004)), die bereits anderweitig diskutiert wurden (Siegrist und Aspinall 2009). 

Andererseits werden Impfungen erfolgreich in Neugeborenen und Kleinkindern 

durchgeführt, die zwar nicht die gleiche Effizienz wie bei älteren Individuen haben, aber 

dennoch länger anhaltende Immunität vermitteln (Kollmann et al. 2020; Dagan et al. 

2002). Wenn also keine klassischen affinitätsgereiften Gedächtnis-B-Zellen in 

Neugeborenen existieren, so müssten sich doch Mechanismen bzw. Prozesse 

vollziehen, die eine Art von immunologischem Gedächtnis vermitteln, welche sich von 

ihrem adulten Gegenpart unterscheiden.  

Um diese Fragestellungen zu beantworten, reichte es nicht die unterschiedlichen 

Altersstufen getrennt voneinander zu analysieren. Vielmehr mussten alle Datensätze 

und jede einzelne Zelle samt ihres Transkriptoms in einem umfassenden Datensatz 

integriert werden, um direkte Vergleiche zwischen den verschiedenen 

Zellpopulationen der unterschiedlichen Altersstufen anstellen zu können.  

Ein Schwachpunkt der vorliegenden Analysen war, dass pro Altersstufe, mit 

Ausnahme der Neugeborenen, lediglich ein Spender untersucht wurde. Hierdurch 

könnten individuelle Abweichungen bei einzelnen Spendern das Gesamtbild der 

Analyse verfälschen und zu anderen Ergebnissen führen. Für eine robuste Analyse 

müssten daher pro Altersstufe mehrere Spender miteinander verglichen werden.  

4.3 Integrierte Einzelzellanalysen von B-Zell-Populationen 
verschiedener Altersstufen 

Für vergleichende Analysen einzelner B-Zell-Populationen wurden die 

Genexpressionsprofile aller Altersstufen in einem alle Einzelzellen umfassenden 

Datensatz integriert. Hierbei wurde eine UMAP über die Top 2.000 differentiell 

exprimierten Gene generiert, die sich zwischen Gedächtnis-B-Zellen und naiven B-
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Zellen in Erwachsenen unterscheiden. Es zeigten sich in dieser Gesamtanalyse zwei 

Hauptcluster, die in mehrere Subcluster unterteilt werden konnten. Für eine 

Charakterisierung und Identifizierung der beiden Hauptcluster wurden verschiedene 

Parameter, die typisch für naive bzw. Gedächtnis-B-Zellen sind, untersucht. 

Erwartungsgemäß konnte beobachtet werden, dass die zwei Hauptcluster 

Gedächtnis- und naive B-Zellen voneinander separierten. Dies wurde durch 

Expression von charakteristischen Markern (CD23 für naive und CD27 für Gedächtnis-

B-Zellen), Mutationsfrequenzen von V-Genen (niedrig bei naiven und hoch bei 

Gedächtnis-B-Zellen) und Ausprägung von Isotypen (IgM bei naiv und IgM, IgG und 

IgA bei Gedächtnis) nachgewiesen. Das naive B-Zellen enthaltene Cluster konnte in 

zwei und das Cluster, das Gedächtnis-B-Zellen enthielt, konnte in sechs Subcluster 

unterteilt werden. Die einzelnen Subcluster sollten weiter untersucht werden. 

Bei den einzelnen Subclustern wurden durch PCAs eine Gene Set Enrichment-

Analyse durchgeführt. Die Genesets sollten zwischen naiven- und Gedächtnis-B-

Zellen und Plasmablasten bzw. Plasmazellen und einigen weiteren Parametern wie 

beispielsweise der Aktivierung durch CD40 unterscheiden. Analysiert wurden alle 

einzelnen Subcluster der integrierten Analyse (zwei naive Subcluster und sechs 

Gedächtnis-Subcluster) sowie alle Altersstufen.  

Die zwei naiven Subcluster zeigten in der Ausprägung der untersuchten Genesets 

untereinander keine Unterschiede. Ein Grund hierfür könnte eine nicht ausreichende 

Trennung durch die gewählten Genesets oder aber eine hohe Ähnlichkeit der zu den 

Clustern zugehörigen Populationen auf Genexpressionsebene sein. Die einzelnen 

Gedächtnis-Subcluster zeigten untereinander Unterschiede in der Ausprägung ihrer 

Genesets aber auch im Vergleich zu naiven B-Zell-Populationen. Die Gedächtnis-

Subcluster 1, 3, 4 und 5 scheinen sich hierbei am meisten von naiven B-Zell-

Populationen zu unterscheiden und demzufolge klassengewechselt, affinitätsgereift 

oder beides zu sein. Gedächtnis-Subcluster 0 und 2 zeigten keinen eindeutigen Trend 

in Richtung Gedächtnis- oder naivem Kompartiment. Hierbei könnte es sich im 

Gedächtnis-B-Zellen handeln, die am Beginn ihrer Differenzierung stehen und so ein 

Bindeglied zwischen naiven und Gedächtnis-B-Zell-Populationen darstellen. Darüber 

hinaus könnten Zellen, die zu diesen Clustern gehören, extrafollikulär oder 
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keimzentrumsunabhängig differenzieren. Diese Art von Gedächtnis-Bildung wurde 

bereits in Veröffentlichung beschrieben (Toyama et al. 2002; Taylor et al. 2012).  

Bei der Untersuchung der einzelnen Altersstufen war zu beobachten, dass die B-Zell-

Populationen der beiden  neonatalen Spender weder Genesets aus erwachsenen 

Gedächtnis-B-Zell-Populationen noch Genesets erwachsenen naiven Populationen 

zugeordnet werden konnten. B-Zellen aus Neugeborenen scheinen sich nicht oder nur 

teilweise durch bekannte Genesets aus erwachsenen charakterisieren zu lassen was 

sich auch durch andere wissenschaftliche Publikationen stützen lässt (Kaur et al. 2007; 

Budeus et al. 2021).  

Die folgenden Altersstufen zeigten anhand der PCA zeigten zumeist wohl naive B-Zell-

Populationen (zwei und drei Jahre) bzw. naive und Gedächtnis-B-Zell-Populationen 

(ab sieben Jahren). Wie bereits in der separaten Analyse beobachtet (Abschnitt 4.2), 

lag auch hier die Transition von einem „neugeborenen“ zu einem „adulten“ 

Immunsystem zwischen sieben und zehn Jahren.  

Für genauere Untersuchen wurden beide Hauptcluster von naiven und Gedächtnis-B-

Zellen separat voneinander auf Level der Genexpression untersucht. 

4.4 Naive B-Zellen von Erwachsenen und Neugeborenen 
unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung 

Bei der Analyse des naiven Hauptclusters waren zwei naive Subcluster zu 

beobachten. Der relative Anteil der zwei naiven Subcluster an der Gesamt-B-

Zellpopulation von naiv annotierten Zellen variierte altersabhängig stark. Während im 

Neugeborenen sowie in den Altersstufen bis drei Jahren beide Cluster in gleichem 

Maße vorkamen, verringerte sich das „neonatale“ Cluster sukzessiv, bis es in 

Erwachsenen kaum mehr nachzuweisen war. Über Analyse von Mutationsfrequenz, 

der Verwendung von Isotypen und der Anzahl von N-Nukleotiden ließen sich keine 

molekularen Unterschiede zwischen diesen beiden Populationen herleiten. 

Die zuvor beschriebenen funktionellen Unterschiede in Bezug auf Proliferation und 

Differenzierung bei naiven und adulten B-Zellen (siehe 4.1) könnten durch diesen Fund 

erklärt werden. So könnte das mit dem Alter abnehmende Cluster naive B-Zellen 
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enthalten, die durch Stimulierung schneller reagieren als Zellen des naiven Clusters, 

das nicht mit zunehmendem Alter abnimmt. Auf diese Weise könnte die 

Gesamtpopulation an B-Zellen bei Neugeborenen stärker proliferieren und schneller 

differenzieren.  

Um dies zu validieren oder zu falsifizieren, müssten beide Populationen voneinander 

getrennt und funktionell charakterisiert werden. Sollten diese Populationen für die 

funktionellen Unterschiede bei neugeborenen und adulten naiven B-Zellen 

verantwortlich sein, ergeben sich hierfür mehrere Erklärungsansätze. So könnten die 

beiden B-Zell-Populationen durch verschiedene Abstammungslinien erklärt werden. 

Eine Population könnte mit B1-Zellen, die vor allem in der Maus beschrieben sind, und 

die andere Population mit in Erwachsenen gut charakterisierten konventionellen B2-

Zellen erklärt werden. Für diesen Ansatz existieren mehrere Anhaltspunkte. 

Beispielweise zeigten Studien von Arbeitsgruppen, die sich mit der Identifizierung des 

putativen menschlichen B1-Zellen-Gegenstück befassen, dass diese eine schnellere 

Reaktionskinetik als ihr adulter Gegenpart besitzen und schnell mit der Sezernierung 

von Antikörpern beginnen. Eigenschaften, die auch in der vorliegenden Arbeit 

beobachtet werden konnten (Abschnitt 4.1). Darüber hinaus wird angenommen, dass 

die relative Anzahl von B1-Zellen im Menschen mit dem Alter abnimmt (Rodriguez-

Zhurbenko et al. 2019), was auch auf das mit dem Alter abnehmende Subcluster 

zutreffen würde.  CD5, ein prominenter Marker für murine B1-Zellen (Hayakawa et al. 

1983), scheint hier in diesem Fall jedoch keine Rolle zu spielen, da CD5 bei unseren 

Analysen nicht differentiell exprimiert war. Für eine tiefergehende 

Transkriptomanalyse müssten beide Populationen voneinander getrennt und durch 

Hochleistungstiefensequenzierung genauer charakterisiert werden. Ein weiteres 

Merkmal von B1-Zellen in der Maus ist, dass diese wahrscheinlich selbst-erneuernd 

sind und im späteren Verlauf des Lebens aus sich selbst und nicht aus 

hämatopoetischen Stammzellen entstehen. (Kreslavsky et al. 2017; Kristiansen et al. 

2018; Kobayashi et al. 2020; Yang et al. 2021). Ob eine der hier gefunden 

Populationen selbst-erneuernd ist, also bereits im Neugeborenen angelegt und 

anschließend unabhängig von HSCs persistiert, kann nicht gesagt werden. Hierfür 

könnten bspw. longitudinale Studien mit humanisierten Mäusen durchgeführt werden. 

Die Tatsache, dass ein Cluster bzw. eine Zellpopulation in der durchgeführten Analyse 

der naiven B-Zellen mit der Zeit verschwindet, könnte damit erklärt werden, dass 
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konventionelle B2-Zellen zu Beginn des Lebens nur in geringem Maße produziert 

werden und sich erst mit zunehmender Lebensdauer im peripheren Blut anreichern 

und die putative B1-Population mit der Zeit „überwachsen“.  

4.5 In Neugeborenen existieren B-Zellen mit Gedächtnis-
Signatur 

Die Analyse der integrierten Einzelzellen mit Gedächtnis-Signatur ergab, abhängig von 

der jeweiligen Altersstufe, bis zu sechs verschiedene Subcluster. Durch 

Mutationsfrequenz und Ausprägung von Isotypen ließen sich insbesondere in den 

älteren Altersstufen Rückschlüsse auf die Identität einiger Cluster schließen. Auf diese 

Weise konnten unterschiedliche Gedächtnis-B-Zell-Populationen unterschieden und 

identifiziert werden (Seifert und Küppers 2009; Budeus et al. 2015; Siekevitz et al. 

1987). Das mit zunehmendem Alter sukzessiv abnehmende und Ig-unmutierte Cluster 

0 konnte jedoch keiner klassischen Gedächtnis-Population zugeordnet werden. Über 

eine Trajectory-Analyse konnte eine kohärente Abfolge von Differenzierungsschritten 

nachempfunden werden. Vom unmutierten Cluster 0 über frühe IgM-Gedächtnis-B-

Zellen (Cluster 1) zu späten IgM-Gedächtnis-B-Zellen (Cluster 3) und zwei 

klassengewechselten Populationen (Cluster 2 und Cluster 4). Die zu Cluster 0 

gehörende B-Zell-Population könnte demnach eine frühe Entwicklungsstufe von 

unmutierten und nicht klassengewechselten Gedächtnis-B-Zellen darstellen. Durch die 

Akkumulierung von klassischen Gedächtnis-B-Zellen im Laufe der Entwicklung des 

Immunsystem könnten diese rudimentäre Population von anderen Populationen 

„überwachsen“ werden. Für eine genauere Charakterisierung von Cluster 0 müsste die 

dementsprechende Population isoliert und bspw. durch Tiefensequenzierung weitert 

untersucht werden. 

Die Existenz von Gedächtnis-B-Zellen und deren große Anzahl in Neugeborenen war 

nicht erwartet worden. Dies widerlegt die Theorie, dass in Neugeborenen fast 

ausschließlich B-Zellen existieren, die Antigen-unerfahren bzw. naiv sind (Duchamp et 

al. 2014). Jedoch scheint es sich bei diesen B-Zellen nicht um klassische, 

affinitätsgereifte Gedächtnis-B-Zellen zu handeln, da weder Klassenwechsel noch 

Mutationen beobachtet werden konnten. Das erklärt auch das Fehlen von 

Gedächtnismarkern, was durch verschiedene publizierte Studien bestätigt wird. 



 Diskussion 
 

95 
  

(IJspeert et al. 2016; Nielsen et al. 2019). In diesen Publikationen wird berichtet, dass 

erst im späteren Verlauf des Lebens (ab zwei bis drei Jahren) ausgereifte Gedächtnis-

B-Zellen entstehen, wie sie auch in Adulten existieren. Dies stützt darüber hinaus in 

Abschnitt 4.2 getätigte Theorien über eine kontinuierliche Reifung des Immunsystems. 

Ein weiterer Punkt, der dagegenspricht, dass in Neugeborenen gefundene putative 

Gedächtnis-B-Zellen mit gereiften Gedächtnis-B-Zellen in Erwachsenen 

gleichzusetzen sind, ist die Tatsache, dass in anfänglichen Analysen alle Einzelzellen 

aus Neugeborenen als naiv annotiert wurden (Abschnitt 3.2). Dieser Widerspruch ist 

wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass bei der Annotierung Einzelzelldaten mit 

Bulk-Daten verglichen wurden und dass, wie bereits erwähnt, B-Zellen in 

Neugeborenen nicht durch Genesets beschrieben werden, die im Erwachsenen naive 

von Gedächtnis-B-Zellen trennen (Abschnitt 3.3). 

Über die exakte funktionale Kapazität der hier als „Gedächtnis“ annotierten B-Zellen 

bei Neugeborenen kann spekuliert werden. Es existieren Studien, die besagen, dass 

insbesondere in Neugeborenen und Kindern Gedächtnis-B-Zellen vorhanden sind, die 

anders funktionieren als im Erwachsenen. Phänotypisch unterscheiden sich diese B-

Zellen durch die Expression des Markers CD27, der in Neugeborenen nur schwach 

und in adulten stärker ausgeprägt ist. Die schwach CD27 ausprägende Population, die 

in Neugeborenen angereichert ist, wird hierbei als CD27dull und die stark ausprägende 

Population, die vermehrt in Adulten vorkommt, wird als CD27bright betitelt (Grimsholm 

et al. 2020). Zwischen der von Grimsholm et al. beschriebenen B-Zellpopulation bei 

Neugeborenen und den in dieser Arbeit beschriebenen putativen Gedächtnis-B-Zellen 

existieren mehrere Gemeinsamkeiten. So teilen beide Populationen eine niedrige 

Frequenz an somatischer Hypermutation und fehlenden Klassenwechsel (Grimsholm 

et al. 2020). Darüber hinaus ist bei beiden beschriebenen Populationen die Anzahl der 

N-Nukleotide gegenüber dem adulten Gegenpart verringert. Allerdings existieren auch 

einige Unterschiede. So proliferieren CD27dull B-Zellen weniger als CD27bright B-Zellen 

und differenzieren weniger effizient zu Plasmablasten. Darüber hinaus ist der Anteil 

von CD27dull B-Zellen im Neugeborenen bei unter 3% (Grimsholm et al. 2020). In der 

vorliegenden Arbeit lag der Anteil von putativen Gedächtnis-B-Zellen jedoch bei ca. 

50%. Daher ist es unwahrscheinlich, dass beide beschrieben Populationen im 

Neugeborenen identisch sind. Jedoch zeigt sich auch in dieser Publikation, dass 

Gedächtnis-B-Zellen in Neugeborenen nicht völlig abwesend sind.  
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4.6 Neugeborene B-Zellen unterscheiden sich in ihrer 
Chromatinzugänglichkeit 

Um zu verstehen, wie tiefgreifend die Unterschiede zwischen neonatalen und adulten 

B-Zellen sind, wurden epigenetische Analysen auf Einzelzellebene durchgeführt. 

Hierdurch kann bspw. über offene Chromatinstrukturen geklärt werden, ob sich Zellen 

mit unterschiedlichen Genexpressionsprofilen beispielsweise durch verschiedene 

Aktivitätszustände oder durch irreversible Veränderung in der Genregulation 

voneinander unterscheiden (Granja et al. 2019; Gontarz et al. 2020). Dass 

Chromatinsignaturen während der Embryonalentwicklung dynamischen 

Veränderungen unterliegen, konnte bereits in Studien gezeigt werden (Bogdanovic et 

al. 2012). Ebenso spielt die Epigenetik bei der Entwicklung sowie der Differenzierung 

von B-Zellen eine wichtige Rolle (Maier et al. 2004; Li et al. 2018; Koohy et al. 2018).  

Es zeigte sich, dass auch auf Ebene von Kern-RNA sowohl bei UCB-B-Zellen als auch 

bei adulten PB-B-Zellen nach Integration putative Gedächtnis- und naive Populationen 

identifiziert werden konnten. Dies bestätigte die Ergebnisse der vergleichenden 

Genexpressionsanalyse auf Einzelzellebene zuvor (Abschnitt 3.3). Bei der 

vergleichenden Analyse der Chromatinzugänglichkeitsmuster sowie der kombinierten 

vergleichenden Analyse von Kern-RNA-Expression und Chromatinzugänglichkeit  

zeigten sich in einer UMAP-Darstellung keine starken Unterschiede zwischen 

neonatalen und erwachsenen B-Zellen. Aus diesem Grund wurden auch hier 

Gedächtnis- und naive B-Zellen unabhängig voneinander analysiert. 

Bei naiven B-Zellen zeigten sich ebenfalls keine Unterschiede zwischen den 

Chromatinverfügbarkeiten bei UCB-B-Zellen und ihrem adulten Gegenpart. Bei der 

kombinierten Analyse von Kern-RNA-Expression und Chromatinverfügbarkeit waren 

marginale Unterschiede bei der Zusammensetzung der Cluster zu beobachten. Die 

Grundstruktur der Cluster blieb jedoch auch hier identisch. Dies lässt den Schluss zu, 

dass die Unterschiede, die funktionell bei naiven neonatalen und adulten B-Zellen 

beobachtet wurden, zu einem großen Teil durch Effekte auf Genexpressionsebene 

und nicht durch Mechanismen wie Genregulation zustande kommen.  
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Bei der separaten epigenetischen Analyse von Gedächtnis-B-Zellen waren deutliche 

Unterschiede zu erkennen. Adulte Spender zeigten ein breites Profil von Zellen mit 

unterschiedlichen Mustern von Chromatinzugänglichkeit. Dieses Muster war in 

Ansätzen auch bereits im neonatalen Gegenpart existent. Dies spricht dafür, dass 

auch in Neugeborenen heterogene putative Gedächtnis-B-Zell-Population vorliegen 

könnten, was sich mit den Genexpressionsdaten, die bereits vorher diskutiert wurden, 

deckt (Abschnitt 4.5). Bei der vergleichenden Analyse der Kombination von 

Chromatinverfügbarkeit und Kern-RNA-Expression bei adulten und neonatalen 

Spendern zeigten sich sehr große Unterschiede. Während bei neonatalen hier lediglich 

ein dominantes Cluster existierte, waren bei adulten bis zu vier Cluster mit einer hohen 

Zahl an Mitgliedern zu beobachten. Die Unterschiede zwischen neonatalen und 

adulten Gedächtnis-B-zellen scheinen daher nicht nur auf Genexpressionsebene 

vorhanden zu sein, sondern zusätzlich auf Ebene des Chromatins. Das in 

Neugeborenen dominante Cluster 0 könnte, wie bereits in der Genexpressionsanalyse 

(3.3) diskutiert, Zellen enthalten, die in einem sehr frühen Stadium ihrer Entwicklung 

stehen.  

4.7 Putative naive und Gedächtnis-B-Zellen in 
Neugeborenen zeigen ähnliche Proliferationseigenschaften 

Die ermittelten Muster an Oberflächenproteinen für die putativen naiven und 

Gedächtnis-B-Zell-Populationen bei neonatalen B-Zellen waren in der Infinity Flow 

Analyse in sich konsistent. So war der identifizierte putative Marker für naive Zellen, 

CD73, auf Zellen Ko-exprimiert, die CD23, einen in der Literatur beschriebenen Marker 

für naive B-Zellen, ausprägten. Das gleiche galt ebenso für putative Gedächtnis-B-

Zell-Marker.  

Durch durchflusszytometrische Untersuchungen der verschiedenen Marker konnte 

eine Gating-Strategie entwickelt werden, welche die Isolierung der putativen naiven 

und Gedächtnis-B-Zell-Populationen bei UCB-B-Zellen und zur Kontrolle auch bei 

adulten PB-B-Zellen ermöglichte.  

Bei funktionellen Studien zeigten sich beim Proliferationsverhalten, wie bei vorherigen 

Analysen (Abschnitt 3.1), große Unterschiede zwischen adulten und neonatalen B-
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Zellen. Jedoch waren keine Unterschiede bei der Proliferation zwischen den putativen 

naiven und Gedächtnis-B-Zellen festzustellen. Dies kann mehrere Ursachen haben. 

CD73, der putative naive Marker, erfüllt beispielsweise vielfältige Funktionen, die sich 

direkt auf die Funktionalität von Zellen auswirken können. So besitzt das Protein 

enzymatische und nicht-enzymatische Eigenschaften (Zhi et al. 2007; Stagg und 

Smyth 2010; Ghiringhelli et al. 2012). Zusammen mit CD39 ist CD73 von 

entscheidender Bedeutung bei Adenosin-Signalwegen, welche auch im Rahmen von 

Immunantworten eine Rolle spielen (Kaku et al. 2014). Darüber hinaus existieren 

Studien, die quantitative Unterschiede in der Ausprägung von CD73 bei neonatalen B-

Zellen und adulten PB-B-Zellen beschreiben (Pettengill und Levy 2016). Ein weiterer 

Grund für die ähnlichen Proliferationseigenschaften könnte sein, dass detektierbare 

funktionelle Unterschiede erst in späteren Entwicklungsphasen auftreten können. 

4.8 Über die Produktion von klonotypischen Antikörpern 
aus Neugeborenen können Rückschlüsse auf die Spezifität 
dieser Antikörper gewonnen werden 

Die Etablierung einer Methode zur Produktion von rekombinanten humanen 

Antikörpern war erfolgreich. Dies wurde zum einen durch Coomassie-Färbungen und 

zum anderen durch Western Blot Analysen validiert (Abschnitt 3.6). Bei der 

Coomassie-Färbung zeigten sich nach Denaturierung des Produkts zwei Banden mit 

einer Molekülmasse, die exakt der von denaturiertem IgG entspricht (Mestecky 1972). 

Da Coomassie-Färbungen jedoch unspezifisch sind, könnten auch Proteine mit 

gleicher Molekülmasse gefärbt und fälschlicherweise als IgG interpretiert worden sein. 

Um diese Möglichkeit ausschließen zu können, wurden daher Western Blots mit 

polyklonalen Antikörpern, die spezifisch IgG binden, durchgeführt. Hier zeigten sich 

ebenfalls Banden. Eine Produktion von IgG war demnach erfolgreich. Jedoch waren 

mehr als die zwei erwarteten Proteinbanden (schwere und leichte Kette) beobachtbar. 

Einer der Gründe hierfür könnte sein, dass IgG nicht komplett denaturiert wurde und 

daher beispielsweise noch schwere und leichte Kette verbunden sein könnten. Die 

Molekülmasse der aufgetrennten Proteine unterstützt diese These (van Eyk et al. 

1967; Chiu et al. 2019). 
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Durch die Produktion von rekombinanten klonotypischen humanen Antikörpern 

ergeben sich mehrere Anwendungsmöglichkeiten für die Antwort auf einige 

vorangegangenen Fragestellungen. So ist bspw. die Spezifität von klonotypischen 

Antikörpern von Interesse. Die Existenz von klonotypischen Antikörpern als solche ist 

bei neonatalen nicht naheliegend. Klonotypen entstehen durch Affinitätsreifung bei 

Individuen, die mit ähnlichen oder identischen Antigenen konfrontiert wurden. 

Neugeborene haben jedoch keine affinitätsgereiften Antikörper. Das Vorhandensein 

von solchen Antikörpern könnte daher evolutionäre Gründe haben, was bereits für 

BCRs diskutiert wurde. So konnte bspw. gezeigt werden, dass in Mäusen 

angereicherte BCRs vorliegen, obwohl keine Infektion stattfand (Nowosad et al. 2020).  

Zudem existieren Studien, die zeigen, dass in der frühkindlichen Entwicklung 

Autoantigene von Bedeutung sind, welche das Repertoire  bei Neugeborenen 

beeinflussen können (Merbl et al. 2007). Darüber hinaus gibt es Studien, die eine 

Verbindung von Autoreaktivität und kommensalen Bakterien bei Neugeborenen 

beschreiben (Chen et al. 2020). 
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5 Zusammenfassung 
Die vorliegende Dissertation beinhaltete Arbeiten, die zur Klärung der 

Zusammensetzung des B-Zell-Pools sowie zu dessen Funktionalität bei 

Neugeborenen beitragen. Darüber hinaus wurden Erkenntnisse über die Transition 

von einem neonatalen, frühkindlichen B-Zell-Immunsystem zu einem adulten 

gewonnen. 

Das Immunsystem von Neugeborenen ist als ineffektiv und unreif beschrieben. In der 

vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass das neonatale B-Zell-Pool 

einen hohen Anteil an reifen B-Zellen besitzt, die in der Lage sind, ausgeprägte 

Immunantworten hervorzurufen. Insbesondere T-Zell-unabhängige Stimuli zogen 

intensive Reaktionen nach sich, die sogar stärker ausfielen als beim adulten 

Gegenpart. Für eine  ausführliche  Analyse von einzelnen B-Zell-Populationen im 

Neugeborenen und Erwachsenen sowie der Transition des  Immunsystems von 

neonatal zu adult wurden vergleichende Einzelzellanalysen (auf Transkriptions- 

Epigenetischer und Proteinebene) mehrerer Altersstufen (0 bis 30 Jahre) durchgeführt. 

Es stellte sich heraus, dass die Ausreifung eines adulten B-Zell-Immunsystems bis zu 

10 Jahre in Anspruch nimmt. Hierbei waren sowohl altersabhängige Dynamiken im 

naiven als auch im Gedächtnis-B-Zell-Kompartiment zu beobachten.  Im naiven Pool 

existieren im Neugeborenen zwei distinkte B-Zell-Populationen, von denen eine 

sukzessive im Altersverlauf abnimmt, bis diese in Erwachsenen kaum noch 

nachzuweisen ist. Erklärungen hierfür könnten verschiedene B-Zell-Linien sein. Bei 

der Analyse des Gedächtnis-Pools zeigte sich überraschenderweise, dass auch im 

Neugeborenen B-Zellen existieren, die eine Gedächtnis-Signatur aufweisen, jedoch 

keine Anzeichen von Affinitätsreifung oder Klassenwechsel zeigen. Die am wenigsten 

„ausgereifte“ Population im Gedächtnis-B-Zell-Pool verringerte sich zunehmend mit 

dem Alter. Interessanterweise konnten Zellen dieser mit dem Alter abnehmenden 

Populationen zu allen bekannten Gedächtnis-Subsets differenzieren. Insofern könnten 

sich diese Zellen in einem sehr frühen Stadium der Gedächtnisreifung befinden. Auch 

auf epigenetischer Ebene zeigten sich Unterschiede zwischen neonatalen und adulten 

Gedächtnis B-Zellen. Schließlich wurde eine Pipeline für die Synthese humaner 

rekombinanter Antikörper etabliert. 
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6 Summary 
The present dissertation included work that contributes to clarifying the composition of 

the B-cell pool as well as its functionality in newborns. In addition, insights were gained 

into the transition from a neonatal, early childhood B-cell immune system to an adult 

one. 

The immune system of newborns is described as ineffective and immature. However, 

this work showed that the neonatal B-cell pool has a high proportion of mature B-cells 

capable of eliciting pronounced immune responses. In particular, T-cell-independent 

stimuli elicited intense reactions that were even stronger than in the adult counterpart. 

For a detailed analysis of individual B-cell populations in newborns and adults, as well 

as the transition of the immune system from neonatal to adult, comparative single-cell 

analyses (on transcriptional, epigenetic, and protein levels) of several age groups (0 

to 30 years) were performed. It turned out that the maturation of an adult B-cell immune 

system takes up to 10 years. Both age-dependent dynamics in the naïve and memory 

B-cell compartment could be observed. In the naïve pool, two distinct B-cell 

populations exist in newborns, one of which gradually decreases with age until it is 

hardly detectable in adults. Possible explanations for this could be different B-cell 

lineages. In the analysis of the memory pool, surprisingly, it was shown that B-cells 

with a memory signature also exist in newborns but show no signs of affinity maturation 

or class switching. The least "mature" population in the memory B cell pool decreased 

with age. Interestingly, cells of these decreasing populations could differentiate into all 

known memory subsets. Therefore, these cells could be in a very early stage of 

memory maturation. Differences between neonatal and adult memory B-cells were 

also observed on an epigenetic level. Finally, a pipeline for the synthesis of human 

recombinant antibodies was established. 
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7 Ausblick 
Die epigenetischen ATAC-Analysen mittels der 10x Genomics Plattform sind zum 

aktuellen Zeitpunkt noch nicht komplett abgeschlossen. Ferner müssen hier mitunter 

zusätzliche Daten mit weiteren Altersstufen generiert werden, um mögliche 

Transitionen genauer bestimmen zu können. 

Darüber hinaus sind tiefergehende Analysen der Funktionalität der putativen naiven 

und Gedächtnis-B-Zellen bei Neugeborenen noch anzustellen. Diese könnten neben 

dem Proliferationsverhalten weitere Parameter wie die Differenzierung zu 

antikörpersezernierenden Zellen, die Sezernierung von Antikörpern selbst, das 

Apoptoseverhalten und mögliche metabolische Versuche, beispielsweise über den 

Seahorse-Assay beinhalten. 

Nach erfolgreicher Trennung der putativen naiven und Gedächtnis-B-Zellen bei 

Neugeborenen sollten beide Populationen separat durch Bulk-RNA-Sequenzierungen 

transkriptionell weiter charakterisiert werden. 

Zukünftige Analysen könnten zusätzlich darauf abzielen, die einzelnen Subcluster der 

der putativen naiven und Gedächtnis-B-Zellen bei Neugeborenen weiter aufzutrennen 

und zu isolieren und separat von den anderen Subclustern transkriptionell und 

funktionell zu charakterisieren.  

Ein Nachteil der vorliegenden Arbeit war die geringe Zahl an Datensätzen. So konnten 

aufgrund der geringen Probenzahl keine allgemeingültigen statistisch robusten 

Erkenntnisse bezüglich der Entwicklung und Funktion des neonatalen Immunsystems 

und dessen Transition erfolgen, sondern nur erste Annahmen, die durch mehr Spender 

und engmaschigere Altersstufen validiert werden müssen. 

Nach der Etablierung des Arbeitsablaufs zur Produktion humaner rekombinanter 

Antikörper könnten weitere Versuche erfolgen, in denen die Spezifität dieser 

Klonotypen ermittelt wird. Hierbei könnten erforscht werden, ob es sich beispielsweise 

um autoreaktive AKs handelt oder um welche die beispielsweise kommensale 

Bakterien erkennen. Ebenso könnten diese Kreuzreaktiv sein und beides erkennen.
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Anhang 
Tabelle 16: Verwendete Genesets für die GSEA 

GSEA - Genesets 

GSE12366_NAIVE_VS_MEMORY_BCELL_DN 

GSE12366_NAIVE_VS_MEMORY_BCELL_UP 

GSE12366_PLASMA_CELL_VS_MEMORY_BCELL_DN 

GSE12366_PLASMA_CELL_VS_MEMORY_BCELL_UP 

GSE13411_IGM_MEMORY_BCELL_VS_PLASMA_CELL_DN 

GSE13411_IGM_MEMORY_BCELL_VS_PLASMA_CELL_UP 

GSE13411_IGM_VS_SWITCHED_MEMORY_BCELL_DN 

GSE13411_IGM_VS_SWITCHED_MEMORY_BCELL_UP 

GSE13411_NAIVE_BCELL_VS_PLASMA_CELL_DN 

GSE13411_NAIVE_BCELL_VS_PLASMA_CELL_UP 

GSE13411_NAIVE_VS_IGM_MEMORY_BCELL_DN 

GSE13411_NAIVE_VS_IGM_MEMORY_BCELL_UP 

GSE13411_NAIVE_VS_MEMORY_BCELL_DN 

GSE13411_NAIVE_VS_MEMORY_BCELL_UP 

GSE13411_PLASMA_CELL_VS_MEMORY_BCELL_DN 

GSE13411_PLASMA_CELL_VS_MEMORY_BCELL_UP 

GSE13411_SWITCHED_MEMORY_BCELL_VS_PLASMA_CELL_DN 

GSE13411_SWITCHED_MEMORY_BCELL_VS_PLASMA_CELL_UP 

BIOCARTA_ASBCELL_PATHWAY 
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GOBP_IMMUNOLOGICAL_MEMORY_FORMATION_PROCESS 

GOBP_MATURE_B_CELL_DIFFERENTIATION_INVOLVED_IN_IMMUNE_RESPONSE 

GSE42724_B1_BCELL_VS_PLASMABLAST_DN 

GSE42724_B1_BCELL_VS_PLASMABLAST_UP 

HP_MEMORY_IMPAIRMENT 

KEGG_CELL_ADHESION_MOLECULES_CAMS 

 

 

Abbildung 27: Expressionsvektoren für Antikörperproduktion 

Vektorkarten der Expressionsvektoren (pFUSE) für IgG1 (A), IgK (B) und IgL (C) (alle InvivoGen). 
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Abbildung 28: Klonierungsvektor 

Vektorkarte des Klonierungsvektors (Promega). 
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