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1. Beitrag zu den Publikationen

1.1 Beitrag zu Paper |: Impaired memory B-cell development
and antibody maturation with a skewing toward IgE in
patients with STAT3 hyper-IgE syndrome

van de Veen W & Kritz CE, McKenzie Cl, Aui PM, Neumann J, van Noesel CJM, Wirz OF,
Hagl B, Kréner C, Spielberger BD, Akdis CA, van Zelm MC, Akdis M, Renner ED. Impaired
memory B-cell development and antibody maturation with a skewing toward IgE in patients
with STAT3 hyper-IgE syndrome. Allergy. 2019;74:2394-2405. https://
doi.org/10.1111/all.13969

Bei oben genanntem Paper war ich mafgeblich an der Erstellung des Studiendesigns, der Da-
tenerhebung, Patientenmaterialgewinnung, Versuchsdurchflihrung und -etablierung, sowie Da-

tenauswertung und Manuskriptverfassung beteiligt.
Im Folgenden stelle ich meinen Beitrag an der Publikation im Detail dar:

In der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Ellen Renner im Dr. von Haunerschen Kinderspital in Mun-
chen begann ich mich in das Thema einzuarbeiten. Ich rekrutierte Patienten, erhob klinische und
laborchemische Daten wie Immunglobulinserumwerte und die Immunoblot-RAST-Testung. Zu-
dem erlernte ich die Gewinnung von peripheren mononuklearen Zellen (PBMCs) aus Patienten-
blut und fuhrte diese Technik dann selbststandig zur Gewinnung von Patientenmaterial im Rah-
men dieser Studie durch. Gemeinsam mit Frau Prof. Ellen Renner warb ich ein Stipendium der
CK-Care Stiftung fir einen Forschungsaufenthalt am Schweizerischen Institut fir Allergie und
Asthmaforschung (SIAF) ein.

Im SIAF fuhrte ich gemeinsam mit Herrn Dr. Willem van de Veen die Versuchsreihe der IgE-
Induktion mit IL-4 und IL-21 an B-Zellen von Patienten und Kontrollen durch. Diese beinhaltete
die Farbung der PBMCs, das Sorten der PBMCs zur Gewinnung von reinen B-Zellpopulationen,
die Stimulation mit Interleukinen, die Durchfiihrung der Durchflusszytometrie und die Messung
von produziertem IgE mittels ELISA und von IgM, IgG und IgA mittels ELISPOT zu vier unter-
schiedlichen Zeitpunkten. AuRerdem war ich zustandig fur die Gewinnung der jeweiligen Proben

zur weiter vorgesehenen RNA-Analyse.

Ich fuhrte die Suche nach passenden FACS-Antikdrpern bezlglich Laserausstattung der FACS-

Gerate und Kompatibilitdt durch und holte diverse Angebote bei den produzierenden Firmen ein.

Ich wirkte an der Etablierung und Optimierung von zwei unterschiedlichen FACS-IgG-Subklas-
sen-Farbungen mit und fiihrte die Durchflusszytometrie selbststidndig durch. Zusammen mit
Herrn Dr. Willem van de Veen wurden die Ergebnisse der Durchflusszytometrie ausgewertet und

graphisch dargestellt.
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Ich brachte aktiv die Gestaltung des Manuskriptes voran und wirkte bei der Idee des Grundauf-

baus des Graphical Abstractes mit.

Ergebnisse der Untersuchungen stellte ich auf dem Kongress der ESID (European Society for

Immunodeficiencies) 2016 in Barcelona vor.

Auf der Basis dieser internationalen Zusammenarbeit entstand diese Publikation mit geteilter

Erstautorenschaft mit Herrn Dr. Willem van de Veen.

1.2 Beitrag zu Paper Il: Class Switch Recombination Defects:
impact on B cell maturation and antibody responses

Renner ED & Kratz CE, Orange JS, Hagl B, Rylaarsdam S, Notheis G, Durandy A, Torgerson
TR, Ochs HD. Class Switch Recombination Defects: impact on B cell maturation and anti-
body responses. Clin Immunol. 2021 Jan;222:108638. doi: 10.1016/j.clim.2020.108638. E-
pub 2020 Dec 1. PMID: 33276124.

Bei der zweiten Publikation lag meine filhrende Rolle in der Datenauswertung und Erstellung des

Manuskripts, sowie dessen Revision auf Gutachterhinweise.

Die Laborversuche wurden von Frau Prof. Ellen Renner wahrend ihres Senior Fellowship in der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Hans Ochs am Children’s Hospital Seattle und der University of

Washington durchgeflhrt.

Ich vervollstandigte die Patientendaten und kontaktierte hierzu die Koautoren. Eigenstandig
fuhrte ich die statistische Berechnung, sowie die Erstellung der Tabelle und den Abbildungen
durch. Zur Erstellung des Manuskripts fiihrte ich eine ausfihrliche Literaturrecherche durch und
schrieb federfihrend den Manuskripttext. Fir die folgenden Revisionen stand ich im Austausch
mit den Koautoren und fuhrte die Anpassung an die Gutachterkommentare und der Koautoren

durch.
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2. Einleitung

2.1 B-Zell-lmmunitat und Primare Immundefekte

Primare Immundefekte (PIDs) sind angeborene Immundefekte, die meist monogenetischen Ur-
sprungs sind, was wiederum bedeutet, dass die Erkrankung auf einem einzelnen defekten Gen
beruht. Durch neu etablierte Methoden in der genomischen Diagnostik wie dem Next generation
sequencing konnte ein deutlicher Anstieg an molekulargenetischen Diagnosen von PIDs in den
letzten Jahren beobachtet werden (1-3). PIDs kdnnen sowohl durch Loss-of-Function-Mutatio-
nen, und damit verbunden einem kompletten oder partiellen Funktionsverlust des Genprodukts,
als auch durch Gain-of-Function-Mutationen, bei denen die Funktionsfahigkeit verstarkt oder die
Funktion des Genprodukts verandert wird, verursacht werden (4, 5). Eine konstante Genotyp-
Phanotyp-Korrelation ist oft nicht gegeben, da ein hohes Mal} an Variabilitat bezogen auf die
Expressivitat und Penetranz besteht. Dies bedeutet, dass Patienten mit gleicher Mutation sehr
unterschiedliche klinische Phanotypen aufzeigen kdnnen bzw. &hnlichen Phanotypen eine an-

dere Mutation zu Grunde liegen kann (1, 6).

Allgemein Gbergreifend zeichnet Patienten mit PID eine erhéhte Anfalligkeit fur infektiose Erkran-
kungen und nicht-infektiose Merkmale wie beispielsweise Autoimmunerkrankungen oder ein er-
hdhtes Malignitatsrisiko aus (7). Wichtig ist eine frihzeitige Diagnosestellung. Die primare Basis-
diagnostik besteht aus der Bestimmung von Immunglobulin-Spiegeln im Serum sowie einem Dif-
ferenzialblutbild (8). Bei gesichertem Verdacht auf einen PID sollte eine humangenetische Un-
tersuchung erfolgen, um daraus eine optimale Therapie ableiten zu kdnnen und diese friihest-
moglich zu initiileren, sodass der groRtmogliche Benefit in Hinblick auf Lebensqualitat und Le-

benszeitgewinnung fur die Patienten erreicht werden kann (9).

Aber nicht nur fur die Diagnostik und anschlieRende Therapie der Patienten ist das Erkennen von
Immundefekten wichtig, sondern PIDs stellten immer schon eine Hilfe dar, das Immunsystem
besser zu verstehen. Sie geben uns die Mdglichkeit, Prozesse und Ablaufe des Immunsystems,
die durch bestimmte Faktoren inner- und auf3erhalb des Systems beeinflusst werden, besser zu

verstehen, um im Anschluss daran Riickschllsse auf eine intakte Immunantwort zu zulassen.

Das Wissen Uber Prozesse im Immunsystem gewinnt immer mehr an Bedeutung, da eine zuneh-
mende Pravalenz von atopischen Erkrankungen, wie beispielweise der allergischen Rhinitis oder
Lebensmittelallergien Uber die letzten finf Jahrzehnte in der weltweiten Bevoélkerung beobachtet

werden konnte (10).

Die beiden Publikationen dieser Dissertation mdchten das Zusammenspiel der unterschiedlichen
Komponenten und Mechanismen des Immunsystems mit Schwerpunkt auf dem B-Zellsystem na-

her beleuchten und mehr Einblick geben in die Interaktion auf zellularer und intrazellularer Ebene.

Prinzipiell I&sst sich die adaptive Immunitat, die flr eine erregerspezifische Erkennung und Elimi-

nierung zustandig ist, in einen zellularen und humoralen Teil gliedern. Bei PIDs sind je nach De-
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fekt das humorale und zellulare Immunsystem kombiniert oder auch isoliert betroffen. Der zellu-
lare Part wird von T-Zellen ausgelbt, wo hingegen die B-Zellen fiir den humoralen Teil verant-
wortlich sind. Den Fokus beider Publikationen legten wir dabei auf die B-Zellimmunitat. B-Zellen
werden im Knochenmark hergestellt und wandern als naive B-Zellen in die sekundaren lympha-
tischen Organe ein. Sie werden naive B-Zellen genannt, da sie noch nie Kontakt zu einem Erre-
gerantigen hatten. In den sekundéaren lymphatischen Organen passiert der weitere Reifeprozess,
der teilweise sowohl T-Zell-abhangig als auch -unabhangig stattfindet. Die B-Zelle exprimiert auf
ihrer Oberflache Rezeptoren, sogenannte Immunglobuline (Ig) vom IgM oder IgD Typ, mit denen
sie Antigene binden kann. Dieser Prozess leitet die weitere Proliferation der B-Zelle - Giber die
Zwischenstadien des Zentroblasten und des Zentrozyten - in eine antikrperproduzierende und -
sezernierende Plasmazelle beziehungsweise die Differenzierung zu einer Gedachtniszelle ein
(11). Um ein breiteres Wirkspektrum abzudecken, besteht die Moéglichkeit des Immunglobu-
linklassenwechsels (Class switch recombination, CSR) hin zu einer IgA, IgG oder IgE produzie-
renden Plasmazelle, der zytokingesteuert durch T-Helfer-Zellen ablauft (11, 12). Grundséatzlich
besteht die Struktur eines Antikdrpers aus jeweils zwei leichten Ketten und zwei schweren Ketten.
Die Antigenbindungsstelle wird durch die variable Domane einer leichten und einer schweren
Kette zusammen gebildet. Ein weiterer Punkt fir eine noch effizientere Erregerabwehr ist die
somatische Hypermutation (SHM), bei der durch das Einfiigen von Basenpaarveranderungen in
die DNA-Sequenz der variablen Immunglobulin Region (IgV) der V(D)J Region, eine hdhere Affi-

nitat der Antikdrper zum Antigen bewirkt wird (13).

Des Weiteren sind fiir eine intakte B-Zellimmunitat zusatzliche Signalwege erforderlich, um die
Steuerung von Transkriptionsfaktoren - beispielsweise STAT3 - beziehungsweise im Endeffekt
die adaquate Synthese von Proteinen zu gewahrleisten. Dies wird im Folgenden genauer anhand
des STAT3-Hyper-IgE-Syndroms und der CSR-Defekte erldutert, die als Modell fur ein nicht in-

taktes Immunsystem mit gestorter B-Zellimmunitat dienen.

2.2 STAT3-Hyper-IlgE-Syndrom

Das STAT3-Hyper-lgE-Syndrom (STAT3-HIES) ist eine Erkrankung, die autosomal-dominant
vererbt wird und auf heterozygoten Mutationen im STAT3-Gen beruht, die einen dominant nega-
tiven Effekt auf die STAT3-Funktion haben. Bis jetzt sind Mutationen auf drei unterschiedlichen

Domanen bekannt: DNA-Binding-Domane, SH2-Domane, Transactivation-Domane (14-16).

Klinisch prasentieren sich die Patienten haufig mit rezidivierenden Infektionen, die oft mit Staphy-
lococcus aureus, Streptococcus pneumoniae oder Haemophilus influenzae assoziiert sind, chro-
nischen Ekzemen und Skelettabnormalitaten (15). Laborchemisch fallen erhohte Serum-IgE-
Werte und reduzierte Gedachtnis-B-Zellen auf (17, 18). Trotz erhéhter Serum-IgE-Werte ist das

Vorkommen von Allergien nicht gehauft (19).

STATS3 (signal transducer and activator of transcription 3) ist ein Transkriptionsfaktor. Er wird

beeinflusst von diversen Zytokinrezeptoren, wie unter anderem dem IL-6-Rezeptor, dem IL-11-
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Rezeptor oder dem IL-21-Rezeptor (20, 21). IL-21, das von T-Helferzellen produziert wird, akti-
viert STAT3 im Keimzentrum von B-Zellen und bewirkt dadurch die Induktion des Immunglobulin-
Klassenwechsels (CSR) (22). AuRerdem wird vermutet, dass IL-21 die Antigen-induzierte IgE
Produktion supprimiert, indem es die Ce-Transkription von mit IL-4 stimulierten B-Zellen hemmt

(23) und fur eine erhdhte Apoptoserate von IgE produzierenden B-Zellen sorgt (24).

Es wird zudem angenommen, dass das klinische Erscheinungsbild beziiglich der Entziindungs-
symptomatik mit rezidivierenden Infektionen unter anderem auch auf eine gestoérte IL-6-Signal-

weiterleitung zuriickzufiihren ist (25).

Als Ursache des abnormalen Knochenbaus wird eine gestorte IL-11-Signaltransduktion ange-
nommen. IL-11 wird eine bedeutende Rolle bei der Regulation des Knochenaufbaus und -abbaus
zugeschrieben (26, 27).

Mutationen im STAT3-Gen fuhren auRerdem zu einer gestorten Entwicklung von Tu17-Zellen, die
wiederum bei der Elemination von Pilzinfektionen und bakteriellen Infekten eine tragende Rolle
spielen. Damit verbunden ist auch eine gestorte Produktion von Tu17-Zytokinen, wie IL-17A und
IL-22, die fiir die Schleimhaut- und Hautimmunitat wichtig sind (15, 28).

Insgesamt betrachtet ist STAT3 also ein wichtiger Bestandteil der Signaltransduktion von Inter-
leukinen und eine zentrale Schaltstelle im Bereich der B-Zellen-Reifung (21). Speziell ersichtlich
werden diese Aspekte in STAT3-HIES-Patienten, bei denen der Transkriptionsfaktor nicht seine

volle Funktionalitat erfullt.

2.3 Class Switch Recombination (CSR)-Defekte

Das gemeinsame Merkmal von Class switch recombination defects (CSRDs) besteht in einer
gestoérten B-Zellimmunantwort und der verminderten Produktion von Immunglobulinen, wobei vor
allem 1gG, IgA und IgE betroffen sind. Die Immunglobulinwerte von IgM im Serum liegen meist
im Normalbereich oder sind sogar erhéht. Durch diesen Aspekt entstand der Begriff des Hyper-
IgM-Syndroms, der synonym verwendet wird (29-31). Patienten mit einem CSRD leiden oft unter
rezidivierenden Infektionen, Anamien, aphtdsen Mundlasionen oder Diarrhoen und haben haufig

ein erhohtes Risiko fur maligne Erkrankungen (32).

CSRDs lassen sich abhangig vom jeweiligen Gendefekt einteilen. Seit langerem bekannt sind
Mutationen in den Genen, die fuir CD40L, CD40, AID, UNG, NEMO, IkBa, PIK3R1, PIK3CD,
PMS2, ATM und NBN codieren. Daraus resultieren Fehler, die in der B-Zell/T-Zell-Interaktion
entstehen, die mit DNA-Reparaturdefekten einhergehen oder die einen intrinsischen B-Zelldefekt
verursachen (33-41).
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IKKy=NEMO

CD4*T-Zelle

B-Zelle

Abbildung 1 Schematische Darstellung verschiedener CSRDs im Uberblick angelehnt an (29,
42). ID = Immundefekt, IL-R = Interleukin-Rezeptor

2.3.1 CD40L-Defekt

CSRDs mit einem defekten CD40Ligand-Gen (CD40L) werden X-chromosomal-rezessiv vererbt
und kommen unter den Hyper-IgM-Syndromen am haufigsten vor (32, 33). CD40L ist ein Gly-
koprotein, das zur Familie der Tumornekrosefaktoren (TNF) gehort und Gberwiegend auf CD4*
T-Zellen exprimiert wird (43). Das Hauptproblem besteht in einer fehlerhaften Interaktion von auf
T-Zellen befindlichem CD40L und CD40-exprimierenden B-Zellen. Dadurch entsteht eine fehler-
hafte Signalweiterleitung, die in einer mangelnden B-Zellaktivierung und -differenzierung miindet
(44). Da auch die Kommunikation zwischen dendritischen Zellen und Monozyten/Makrophagen
gestort ist, hat dies auRerdem Auswirkungen auf die zytokingesteuerte Stimulation von T-Lym-
phozyten (45). Die CD40L-CD40-Bindung spielt zudem eine wesentliche Rolle bei der Keimzent-
rumbildung in Lymphknoten, die bei Patienten mit CD40L-Defekt zusatzlich beeintrachtigt ist (46).

2.3.2 CD40-Defekt

Dieser Gendefekt wird autosomal-rezessiv vererbt und kommt sehr selten vor. CD40 gehért zur
Superfamilie der Tumornekrosefaktorrezeptoren und wird auf vielen Immunzellen wie beispiels-
weise B-Zellen, Monozyten und dendritischen Zellen exprimiert. Patienten mit einem CD40-De-
fekt kdbnnen diesen Rezeptor nicht ausbilden (47). Dadurch entsteht, ahnlich wie bei den CD40L-

Defekten, eine gestorte Interaktion zwischen B- und T-Zellen, die sich wiederum auswirkt auf eine



2 Einleitung 13

gestorte somatische Hypermutation (SHM). Patienten mit CD40-Defekt und solche mit CD40L-

Defekt haben eine ahnliche schwere klinische Symptomatik (48).

2.3.3 AID-Defekt

Dieser Defekt betrifft Mutationen im Gen fir die Activation-Induced Cytidine Deaminase (AID) und
wird je nach Lokalisation der Mutation autosomal-rezessiv oder autosomal-dominant vererbt (41,
49, 50). Klinisch sind die Patienten oft weniger schwer betroffen, sodass eine Erkrankung teil-
weise erst in der Adoleszenz oder noch spater diagnostiziert wird (49). AID ist ein Enzym, das
speziell in aktivierten B-Zellen exprimiert wird, auf Einzelstrang-DNA spezialisiert ist und Cytidin-
in Uridinreste desaminiert. Zudem wird vermutet, dass die AID mittels DNA-Methylierung auch
Einfluss nimmt auf epigenetischer Ebene (51, 52). Die AID stellt somit das Schlisselenzym der
CSR und der SHM dar. Diese sind je nach Lokalisation der Genmutation in Patienten mit AlD-

Defekt beide oder nur einzeln betroffen (53).

2.3.4 UNG-Defekt

Hyper-IlgM-Syndrome, die durch eine Mutation im Gen fir UNG (Uracil-DNA Glycosylase) verur-
sacht werden, werden autosomal-rezessiv vererbt. Klinisch prasentieren sich Patienten mit UNG-
Defekt ahnlich zu denen mit AID-Defekt (54). UNG ist ein Bestandteil des Basen-Exzisions-Re-
paratur-Komplexes, indem es diesen initiiert und falsch eingebautes Uracil in der DNA entfernt.
In Patienten mit UNG-Defekt ist sowohl die CSR als auch die SHM betroffen, da auch ein ver-
zerrtes Muster der Nukleotidsubstitution beobachtet wurde. Der genaue Mechanismus ist bis jetzt

noch nicht vollends verstanden und wird kontrovers diskutiert (35, 54, 55).

2.3.5 NEMO-Defekt

Der NEMO-Defekt wird je nach Lokalisation der Mutation X-chromosomal-rezessiv oder autoso-
mal-rezessiv vererbt (56, 57). Klinisch fallen Patienten mit NEMO-Defekt meist durch eine hypo-
/anhidrotische ektodermale Dysplasie auf (56, 58). NEMO nimmt Einfluss auf den NF-kB-Signal-
weg. NF-kB bildet mit IkB einen inaktiven Komplex. Der Nuclear-factor kappa B Essential Modu-
lator (NEMO), auch genannt IKKYy, ist ein Bestandteil der IkB Kinase (IKK), die wiederum fur die
Phosphorylierung von IkB zustandig ist. Sobald IkB phosphoriliert ist, wird die Hemmung von NF-
kB aufgehoben und der Transkriptionsfaktor kann in den Zellkern einwandern und dort die Tran-

skription starten. Bei Patienten mit NEMO-Defekt ist dieser Signalweg gestort (56, 59).

2.3.6 IkBa-Defekt

Bei Patienten mit IkBa-Defekt ist ebenfalls der NF-kB-Signalweg betroffen. Der Erbgang erfolgt
autosomal-dominant und die Patienten prasentieren sich klinisch ebenfalls mit hypo-/anhidroti-
scher ektodermaler Dysplasie. IkBa bildet zusammen mit IkBf und IkBe den IkB-Komplex. Mitt-
lerweile sind mehrere Mutationen bekannt, die die Phosphorilierung von IkBa verhindern, sodass

der hemmende Einfluss von IkB auf den NF-kB-Signalweg verstarkt wird. Daraus resultiert eine
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gestorte Signalweiterleitung, die im Endeffekt die Einwanderung des Transkriptionsfaktors in den
Zellkern beeintrachtigt (60-63).

2.3.7 Weitere Gendefekte

PIK3-Defekte (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphonate 3-Kinase) werden autosomal dominant
vererbt und werden durch Gain-of-Function-Mutationen verursacht (37). PMS2 (Postmeiotic seg-
regation 2) gehort zur Gruppe der Reparaturproteine, die beteiligt sind an der DNA-Mismatch-
Reparatur (39). ATM-Defekte (ataxia telangiectasia mutated) wurden benannt nach ihrer fihren-
den klinischen Manifestation mit fortschreitender zereballerer Ataxie und dem haufigen Auftreten
von Teleangiektasien. Die Vererbung erfolgt autosomal-rezessiv (36). Das Nijmegen-Breakage-
Syndrom wird verursacht durch Mutationen im NBN-Gen (38). Allen Patienten gemeinsam ist,
dass sie eine stark erhohte Wahrscheinlichkeit haben, bereits im friihen Kindesalter maligne Er-

krankungen zu entwickeln (36-39).

Dariiber hinaus gibt es weitere Gendefekte, die mit den Hyper-lgM-Syndromen assoziiert werden:
NKFB1 (nuclear factor kappa-B subunit 1), MSH6 (MutS Homolog 6), MSH2 (MutS Homolog 2),
INO80, MRE11 (meiotic recombination 11-Like Protein A), RAG2 (recombination activating gene
2), TACI/TNFRSF13B (tumor necrosis factor receptor superfamily member 13B), ICOS (inducible
T-cell costimulatory), BAFF-R/TNFRSF13C (CD19, B cell-activating factor receptor), LRBA (LPS
Responsive Beige-Like Anchor Protein), PLCG2 (phospholipase C gamma-2), BTK (Bruton tyro-

sine kinase), SAP (signaling lymphocyte activation molecule-associated protein) (42).

2.4 Ausblick

Sowohl Patienten mit STAT3-HIES als auch Patienten mit CSRD kénnen von einer Immunglobu-
linsubstitutionstherapie profitieren. Dabei wird bei CSRD-Patienten je nach klinischer Symptoma-
tik und Immunglobulinspiegeln eine Substitution erwogen (32). In STAT3-HIES-Patienten konnte
durch eine Substitution eine verstarkte IgG-Antwort gegen Staphylococcus aureus nachgewiesen
werden, sowie eine Reduktion der rezidivierenden Infektionen (64). Mit unserer Forschungsarbeit
konnten wir aufzeigen, dass der STAT3-Signalweg eine wesentliche Rolle in Bezug auf eine ide-
ale B-Zellreifung hat. Zudem konnten wir die Notwendigkeit der Immunglobulinsubstitutionsthe-
rapie bei STAT3-HIES Patienten weiter unterstreichen. Die zweite Publikation zu CSRD bietet
eine Entscheidungshilfe beziglich bestmdglicher Therapie wie beispielsweise dem Beginn der

Immunglobulinsubstitution.

Unsere Arbeiten konnten somit zu einem genaueren und tiefgriindigeren Verstandnis der kom-
plexen immunologischen Zusammenhange beitragen. Durch dieses immunologische Verstandnis
ist es moglich, immer bessere, effizientere und spezifischere Diagnostik und Therapien zu entwi-

ckeln, um die Lebensqualitat und die Lebenserwartung der Patienten mit PID zu steigern.
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Zusatzlich ermdglichen uns PIDs auch ein besseres Verstandnis fir die allgemeinen Ablaufe des
Immunsystem zu entwickeln. Diese Ergebnisse lassen Riickschliisse auch auf andere Erkran-
kungen zu, die mit einem fehlerhaften Immunsystem assoziiert sind und die fur die Gesellschaft
immer relevanter werden. So stieg wahrend der letzten 50 Jahre die Pravalenz von Erkrankungen
des atopischen Formenkreises wie Asthma, atopische Dermatitis und allergische Rhinokonjunk-
tivitis signifikant an und betrifft mittlerweile mehr als 300 Millionen Menschen der Weltbevdlkerung
(10, 65). Ziel ist auch hier die Mechanismen der CSR, B-Zellreifung und IgE Produktion noch
besser zu verstehen, um daraus - mit Hilfe der PIDs als Modell flr ein nicht intaktes Immunsystem

- auch fiir andere Erkrankungen effizientere Therapien abzuleiten.



3 Zusammenfassung: 16

3. Zusammenfassung:

Beide Publikationen dieser Promotion beschéaftigen sich mit primaren Immundefekten, zum einen
mit dem STAT3-Hyper-IgE-Syndrom (STAT3-HIES) und zum anderen mit den Class switch
recombination (CSR)-Defekten. Das zusammenfassende Ziel beider Publikationen war ein bes-
seres Verstandnis Uber die B-Zellimmunitat und somit tber die adaptive Immunitat, einschliellich
CSR, B-Zellreifung und IgE Produktion zu erwerben, um so auch Riickschliisse auf andere Er-

krankungen, die mit einem defekten Immunsystem assoziiert sind, ziehen zu kénnen.

In der Publikation ,Impaired memory B-cell development and antibody maturation with a skewing
toward IgE in patients with STAT3 hyper-IgE syndrome” haben wir den Einfluss des STAT3-Sig-
nalweges auf die B-Zellimmunantwort untersucht. Den Schwerpunkt der Beobachtung legten wir
dabei auf die Durchflusszytometrie-Analyse von B-Zellsubpopulationen und Plasmazellen, in vitro
Proliferation und Antikdrperproduktion, sowie somatische Hypermutation und die Untersuchung
von Lymphknoten- und Knochenmarksgewebe in STAT3-HIES-Patienten im Vergleich zu gesun-

den Kontrollen.

Zum ersten Mal konnten wir eine detaillierte Immunphanotypisierung von B-Zellen der STAT3-
HIES-Patienten aufzeigen, die ergab, dass IgE* Gedachtnis-B-Zellen in STAT3-HIES-Patienten
prozentual erhdht waren, wahrend andere Gedachtnis-B-Zell-Subpopulationen mit Ausnahme

von IgG4* vermindert waren.

Dabei stellte sich heraus, dass unter der Stimulation von CD40L und IL-4 die Proliferation von
naiven B-Zellen der Patienten vergleichbar ausfiel zu der von gesunden Kontrollen. Wo hingegen
sich unter der zusatzlichen Stimulation mit IL-21 eine deutlich verminderte B-Zellproliferation, so-
wie eine signifikant reduzierte Sekretion von Immunglobulinen bei den STAT3-HIES-Patienten
abzeichnete. Wobei der Unterschied fur IgE geringer ausfiel, was vermuten liel}, dass ein direkter
Klassenwechsel von naiven B-Zellen zu IgE produzierenden B-Zellen unter Umgehung der Keim-
zentren erfolgte. Insgesamt konnten wir somit die Abhangigkeit der IL-21-Signaltransduktion von
STAT3 bestatigen. Die Transkripte von IgE, IgG1, IgG3 und IgA1 zeigten eine reduzierte soma-

tische Hypermutation im Vergleich zu gesunden Kontrollen.

Zudem konnten wir beobachten, dass Lymphknoten von STAT3-HIES-Patienten eine regulare
Keimzentrumarchitektur mit einer normalen Zellbeschaffenheit aufwiesen. Die Knochenmarks-
struktur von STAT3-HIES-Patienten imponierte im Vergleich zu gesunden Kontrollen normal. Auf-
fallend war allerdings der hohe Anteil an IgE* Plasmazellen im Knochenmark der STAT3-HIES-

Patienten, der auch die erhéhten, niedrigaffinen IgE Immunglobuline im Serum erklaren konnte.

Insgesamt betrachtet ist es also STAT3-HIES-Patienten prinzipiell méglich, trotz eines gestorten
Signalweges T-Zell-abhangige B-Zell-Antworten in vivo zu generieren. Die Vermutung liegt nahe,
dass der Grund fur die teilweise erhaltene Funktion daran liegen kdnnte, dass STAT3-HIES eine
autosomale Erkrankung ist und somit die Patienten auch eine normale Kopie des STAT3-Gens
in sich tragen. Folglich unterstreicht unser Ergebnis die Wichtigkeit des STAT3-Signalweges im
Hinblick auf eine optimale B-Zell-Reifung und B-Zell-Differenzierung. Unser Ergebnis bekraftigt

aufderdem die Notwendigkeit der Immunglobulinsubstitutionstherapie bei STAT3-HIES-Patienten.
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Zudem konnten wir durch den Nachweis niedrigaffiner IgE Immunglobuline eine Erklarung fir die

hohen IgE-Serumwerte bei gleichzeitig meist fehlenden allergischen Symptomen finden.

Die Publikation ,Class Switch Recombination Defects: impact on B cell maturation and antibody
responses” zielte auf ein besseres Verstandnis des Zusammenhangs zwischen B-Zell-Phanotyp
und Antikérperproduktion in Patienten mit CSRD (Class Switch Recombination Defect) ab. Fir
unsere Studie untersuchten wir Patienten, die einen CSRD mit Mutationen in den Genen CD40,
CD40L, UNG, AID, IkBa oder IKKy aufwiesen.

Zu diesem Zweck immunisierten wir diese CSRD-Patienten mit dem Neoantigen Bakteriophage
phiX174 und quantifizierten B-Zell-Subpopulationen, definiert als gesamte Gedachtnis-B-Zellen
(CD19*CD27*), IgM-Gedachtnis-B-Zellen (CD19*CD27*IgD*IgM*), geswitchte Gedachtnis-B-Zel-
len (CD19*CD27+*IgD"IgM~) und IgM-only-B-Zellen (CD19*CD27*1gD"IgM*), mittels Durchflusszy-

tometrie.

Dabei zeigte sich fur die Haufigkeit der Gedachtnis-B-Zellen je nach Art des CSRD und abhangig
von der jeweiligen Genvariante ein grof3es Spektrum, das von einzelnen B-Zellpopulationen im
Normalbereich liegend bis kaum vorhanden reichte. Insgesamt betrachtet konnten wir jedoch bei
allen Patienten eine stark verminderte Population von geswitchten Gedachtnis-B-Zellen
(CD19*CD27*IgM-IgD") feststellen.

Die Antikorperantwort auf den Bakteriophagen fiel bei den untersuchten CSRD Patienten nach
der ersten Immunisierung vermindert aus. Nach der zweiten Immunisierung im Abstand von
sechs Wochen konnten teilweise Werte im Normbereich erzielt werden. Dabei bestanden die Im-
munglobulinisotypen im Hinblick auf die Produktion von Bakteriophage-neutralisierenden Antikor-
pern Uberwiegend aus IgM mit nur einem sehr geringen Anteil an IgG, was fur einen verminderten

Klassenwechsel spricht.

Zusammengefasst Iasst sich sagen, dass eine deutliche Korrelation zwischen der Haufigkeit von
geswitchten Gedachtnis-B-Zellen und der Immunantwort auf den Bakteriophagen in CSRD-Pati-
enten ersichtlich war. Unsere Studie, basierend auf der B-Zell-Phanotypisierung, kann somit eine

Entscheidungshilfe bieten, die optimale Therapie flr Patienten mit CSRD zu finden.

Somit haben unsere Forschungsarbeiten mehr Einblick und Verstandnis in die einzelnen Zusam-
menhange der B-Zell-Regulation und Immunantwort ermdglicht, um in Zukunft durch dieses Wis-
sen noch bessere Diagnose- und Therapieansatze auf dem Gebiet der primaren Immundefekte
zu entwickeln und dieses immunologische Wissen auf andere Erkrankungen wie allergische Er-

krankungen oder Autoimmunerkrankungen Ubertragen zu kénnen.
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4. Abstract (English):

This dissertation includes two publications on primary immunodeficiencies - the STAT3-hyper-
IgE syndrome (STAT3-HIES) and the Class Switch Recombination Defects (CSRDs). Both pub-
lications aimed for a better understanding of B cell immunity and therefore of the adaptive immune
system including CSR, B cell maturation and IgE production. An additional aim was to draw con-

clusions about other diseases associated with a defect immune system.

In the publication ,Impaired memory B-cell development and antibody maturation with a skewing
toward IgE in patients with STAT3 hyper-IgE syndrome” we investigated the impact of STAT3
signaling on B cell immune response. For this reason, we assessed blood B and plasma cell
subsets by FACS analysis, in vitro proliferation and antibody production, somatic hypermutations

in Ig genes and lymph node and bone marrow in STAT3-HIES patients and healthy controls.

For the first time, we showed a detailed immunophenotyping of STAT3-HIES patients B cells,
revealing an increased percentage of IgE* memory B cells in STAT3-HIES patients, whereas

other memory B cell subsets except IgG4+ were diminished.

The proliferation of naive B cells in STAT3-HIES patients was comparable to those of healthy
controls under the stimulation with CD40L and IL-4. While in additional stimulation with IL-21 a
clear decrease in B cell proliferation as well as a significant reduced secretion of immunoglobulins
in STAT3-HIES patients was noticed. The difference in antibody production was less for IgE which
led to the hypothesis that there was a direct switch of naive B cells to IgE producing B cells
bypassing the germinal center. Taken together, we confirmed the dependence of IL-21 signaling
on STAT3. The transcripts of IgE, 1IgG1, IgG3 and IgA1 in STAT3-HIES patients showed reduced

somatic hypermutation compared to healthy controls.

Furthermore, lymph nodes of STAT3-HIES patients showed normal germinal center architecture
and cellular constitution. The bone marrow structural organization was comparable to those of
healthy controls, but with a remarkably high amount of IgE* plasma cells that are suspected to
produce low-affinity IgE.

Overall, STAT3-HIES patients can generate T-cell-dependent B cell responses in vivo despite
impaired STAT3 signaling. The reason for the remaining function might be that STAT3-HIES is
an autosomal dominant disease and therefore patients have a normal copy of the STAT3-gene.
Our results, however, demonstrated the importance of STAT3 signaling for optimal B cell matu-
ration and differentiation. Furthermore, we confirmed the importance of immunoglobulin substitu-
tion therapy in STAT3-HIES patients. Moreover, our results explained the high IgE serum levels

with mostly absent allergic symptoms due to reduced specified IgE production.

With the publication ,Class Switch Recombination Defects: impact on B cell maturation and anti-
body responses” we aimed for a better understanding how B cell phenotyping correlated with
antigen responses in patients with CSRD (Class Switch Recombination Defect). Therefore, we
investigated CSRD patients with mutations in the genes CD40, CD40L, UNG, AID, IkBa and IKKy.
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CSRD patients were immunized with the neoantigen bacteriophage phiX174 and B cell subpop-
ulations, defined as total memory B cells (CD19*CD27*), IgM-memory B cells
(CD19*CD27*IgD*IgM*), switched memory B cells (CD19*CD27*IgD-IgM~) and IgM-only B cells
(CD19*CD27*IgD"IgM*), were quantified by multiparameter flow cytometry analysis.

Dependent on the CSRD and affected gene variant there was a wide range in the percentage of
B cell subpopulations, reaching from normal values to rarely measurable values. Overall, the
population of switched memory B cells (CD19*CD27*IgM-IgD~) was severely diminished in all
CSRD patients.

The immune response to bacteriophage was reduced in all investigated CSRD patients after the
first immunization. After the second immunization six weeks later, normal values were detected
in part. Phage neutralizing antibodies consisted predominantly of IgM and rarely of IgG as a result

of reduced class switching.

Taken together, there was a clear correlation between the percentage of switched memory B cells
and the immune response to bacteriophage in CSRD patients. Thus, our study, based on B cell
phenotyping, offers the possibility to get a rational decision in selecting optimal treatment for
CSRD patients.

Thus, our results provide more insights in the distinct correlations of B cell regulation and immune
response to improve and develop novel approaches in diagnosis and treatment of patients with
PID. The knowledge gained from PID may further benefit people with more common diseases

such as allergic diseases or immune dysregulations.
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