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1 Einleitung 

Der Systemische Lupus Erythematodes
Der Systemische Lupus Erythematodes (SLE) ist eine Autoimmunerkrankung aus dem 
Bereich der Kollagenosen mit noch nicht vollständig verstandener Pathogenese. Die 
Erkrankung kennzeichnet sich klinisch durch einen schubartigen Verlauf mit verschiedenen 
Ausprägungen. Typisch ist das Auftreten von anti-Doppelstrang-DNA-Antikörpern (dsDNA 
AK), Antinukleären Antikörpern (ANA) und Zytokinen. Frauen sind häufiger betroffen als 
Männer. 

Die Symptome dieses komplexen Krankheitsbildes können sich vielfältig äußern und 
reichen von kutanen Manifestationen über Gelenkbefall bis hin zu lebensbedrohlichen 
Organbeteiligungen an Niere oder zentralem Nervensystem (ZNS). Diese Organschäden 
können durch Komplementaktivierung und darauffolgende Immunkomplexbildung 
entstehen, die sich dann z.B. in der Niere ablagern. Therapeutisch ist ein wirksames 
immunsuppressives Vorgehen erforderlich, um Organschäden bis hin zum Tod zu 
vermeiden. 

Zur Klassifikation des SLE gibt es die 1997 revidierten Kriterien des American College of 
Rheumatology (ACR), anhand derer eine klinische Identifizierung von Patienten möglich ist 
(1). Für eine Klassifikation sind 4 der 11 Kriterien erforderlich. Zu diesen Kriterien gehören 
unter anderem das Auftreten des pathognomonischen Schmetterlingerythems, 
Fotosensitivität, hämatologische Veränderungen wie z.B. eine Lymphozytopenie oder 
organische Manifestationen wie eine Arthritis an 2 peripheren Gelenken, Serositis an Pleura 
oder Perikard, Nierenbeteiligung, die sich z.B. in Form einer Proteinurie äußern kann oder 
eine ZNS-Beteiligung, z.B. in Form von Krampfanfällen oder Psychosen.  

Eine neue Klassifikation wurde 2019 von Aringer vorgestellt (2). Diese neue Klassifikation 
setzt als Einstiegskriterium einen positiven ANA-Serostatus in der Patientengeschichte 
voraus. Weiterhin gibt es mittels Punktesystem gewichtete Kriterien (von 2 bis 10 pro 
Kriterium), deren Schwellenwert zur Klassifizierung als SLE bei 10 Punkten liegt. Zum 
Beispiel wird eine Lupus-Nierenbeteiligung Grad III oder IV (10 Punkte) deutlich stärker 
gewichtet als beispielsweise der Nachweis von Anti-Phospholipid-Antikörpern (2 Punkte). 
Die neuen EULAR/ACR Kriterien sollen die Vorteile der Sensitivität und Spezifität 
bisheriger Klassifikationen verbinden. 

Für weiterführende Diagnostik stehen serologische Parameter wie der dsDNA AK-Titer, 
ANA, erniedrigte Komplementfaktoren C3 und C4 sowie eine Haut- oder Nierenbiopsie bei 
entsprechendem Befall zur Verfügung. Ein Anstieg der dsDNA AK kann schon Monate im 
Voraus einen Krankheitsschub ankündigen (3,4). Es gibt verschiedene Subtypen von dsDNA 
Antikörpern. Hier untersucht wurden die Subtypen IgG, IgM und (in den Vorversuchen) 
IgA. Diese Subtypen sind sowohl bei SLE Patienten als auch bei Gesunden nachweisbar, 
interessant hierbei ist jedoch die unterschiedliche Ausprägung der Titerhöhe (5). Erhöhte 
Titer von dsDNA IgG AK wird eine pathognomonische Rolle beim SLE zugeschrieben, da 
sie mit erhöhter Krankheitsaktivität assoziiert sind (6,7). Die dsDNA IgM AK scheinen eine 
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protektive Rolle einzunehmen. Im Vergleich zu SLE Patienten haben gesunde Kontrollen 
erhöhte dsDNA IgM Titer (5), und erhöhte Titer von dsDNA IgM gehen mit einer 
niedrigeren Rate einer Nierenbeteiligung einher (7–9). Die Funktion der dsDNA IgA AK ist 
noch nicht gut untersucht, und bisherige Ergebnisse sind teils widersprüchlich. Eine 
Assozation von erhöhten IgA Titern mit der Krankheitsaktivität ist beschrieben, während es 
wiedersprüchliche Ergebnisse zur Assoziation mit einer Nierenbeteiligung gibt (7,10).   

Als Therapie stehen bei leichten Verläufen NSAR und Antimalariamittel wie 
Hydroxychloroquin zur Verfügung. Bei schweren Verläufen mit Organbeteiligungen 
werden zusätzlich zur Glukokortikoidtherapie Immunsuppressiva (z.B. Cyclophosphamid, 
Azathioprin oder Mycophenolat mofetil) angewendet. Weiterhin steht seit einigen Jahren für 
Patienten, die schlecht auf andere Therapien ansprechen, eine B-Zell Therapieoption mittels 
monoklonaler Antikörper (Biologicals, z.B. Belimumab) zur Verfügung (11).

Belimumab ist ein humaner monoklonaler Antikörper, der lösliches BAFF (Blys) bindet und 
blockiert (12). BAFF (B cell activating factor) ist ein B-Zell-Überlebensfaktor aus der 
Tumornekrosefaktor (TNF)-Superfamilie. BAFF spielt eine wichtige Rolle bei der 
Homöostase und Entwicklung von B-Zellen. Belimumab hemmt u.a. die Weiterentwicklung 
der frühen transitionalen B-Zellen sowie von Plasmazellen in langlebige Plasmazellen und 
kann BAFF-abhängige Teile der Keimzentrumsreaktion beeinflussen, sodass sich keine 
hochaffinen Gedächtniszellen bilden können (13). Der klinische Einsatz von Belimumab ist 
nach bisherigen Studien vielversprechend und umfasst eine Reduktion der 
Krankheitsschübe, des Krankheitsschweregrades und der Proteinurie (14,15). Belimumab ist 
heute ein gutes Therapeutikum für Patienten, die bislang nur schlecht auf die 
Standardtherapie ansprachen (16). 

Pathogenese des SLE

1.2.1 TLR-Signalweg 

Die genaue Ätiologie des SLE ist bis heute nicht geklärt. Es werden genetische Faktoren, 
Umweltfaktoren sowie deren Zusammenspiel als Ursachen diskutiert, die eine Dysregulation 
der T- sowie B-Zellen und deren Immunantwort bedingen. Fehlregulierte Apoptose scheint 
als Quelle für Autoantigene zu dienen (17). Bisher vorhandene Therapieoptionen greifen an 
verschiedenen Stellen im Immunsystem an. Die Antimalariamittel Hydroxychloroquin und 
Chloroquin wirken über eine Inhibition der sogenannten Toll-like-Receptors (TLR). 
Veröffentlichungen der letzten Jahre stützen die These, dass die Autoaktivierung der B-
Zellen in SLE insbesondere vom TLR-9 Aktivierungsweg abhängt als von T-Zellen (18–
20). So können Autoantigene wie z.B. Nukleinsäuren, die bei physiologischen 
Apoptosevorgängen frei werden und nicht von Fresszellen beseitigt werden, als Liganden 
der TLRs dienen (21). Da diese TLRs intrazellulär exprimiert werden, müssten die Antigene 
über Transportmechanismen in das Innere der Zelle gelangen. Als Transportmediatoren 
könnten hierbei Oberflächenrezeptoren der jeweiligen Zelllinie dienen, wie z.B. der 
oberflächliche IgM-Rezeptor (B cell receptor, BCR) bei den B-Zellen (22). Die Aktivierung 
von TLRs induziert über vermehrte Genexpression von intranukleärem nuclear factor kappa 
B (NFκB) eine Produktion inflammatorischer Mediatoren wie Tumornekrosefaktor α 
(TNF-α) oder Interleukin-6 (IL-6) sowie die Aktivierung verschiedener Immunzellen (23).
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TLR-9 ist ein Rezeptor für unmethylierte, mikrobielle Cytosin-Guanin-Dinukleotide (CpG-
DNA) und existiert nur auf plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDC) und B-Zellen (21). 
Jüngste Studien zeigen eine erhöhte Expression von TLR-9 auf Lupus-B-Zellen sowie eine 
positive Korrelation von TLR9-Expression mit dsDNA AK Serumtitern (7–11,17,18).
Passend hierzu findet sich eine verminderte dsDNA AK Produktion im TLR9-Knockout
Mausmodell.

1.2.2 IL-10

Interleukin-10 (IL-10) ist ein immunregulatorisches Zytokin, welches pleiotrope, sowohl 
anti- als auch proinflammatorische Effekte, abhängig vom Ort und Zeitpunkt seiner 
Expression als auch seiner Dosis haben kann. 

Die antiinflammatorische Wirkung von IL-10 kann beispielsweise anhand der T-Zell-
Suppression über eine Inhibition antigenpräsentierender Zellen (APCs) gezeigt werden. 
Auch eine Inhibition proinflammatorischer Zytokine von dendritischen Zellen, Monozyten 
und Makrophagen kann durch IL-10 vermittelt werden (24). Aber auch proinflammatorische 
Eigenschaften wie insbesondere Effekte von IL-10 auf die Proliferation von B-Zellen sowie 
auf den Immunglobulin-Klassenwechsel von Gedächtniszellen sind beschrieben (24) und 
scheinen besonders beim SLE eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Krankheit 
zu spielen (25). Es gibt Hinweise darauf, dass beim SLE erhöhte IL-10 Titer mit erhöhter 
Krankheitsaktivität und Organbeteiligung zu korrelieren scheinen (24,26–28). Genauso gibt 
es allerdings auch Hinweise darauf, dass IL-10 eine immunsuppressive Rolle auch beim SLE 
spielen könnte (29–31). Der SLE ist durch eine erhöhte Autoantikörperproduktion und B-
Zell-Hyperreaktivität gekennzeichnet. Man vermutet, dass IL-10 durch seine Wirkungen 
(z.B. auf die B-Zell-Differenzierung) die Krankheit eher unterhält als hemmt (27,32,33).

Coffein und der Adenosin-Signalweg
Die Rolle des Adenosins als Signalmolekül wurde zuerst 1929 am Ochsenherzen (34) 
beschrieben. Seither wurden auch andere Funktionsbereiche des Adenosins gefunden und 
beschrieben, die nicht nur das Herz, sondern auch das ZNS und das Immunsystem umfassen. 
Insbesondere die regulatorische Wirkung des Adenosins auf Inflammation ist heute 
unumstritten (35,36). Man weiss, dass  Adenosinrezeptoren (ADOR) auf molekularer Ebene 
als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren über eine intrazelluläre cAMP (zyklisches 
Adenosinmonophosphat)-Erhöhung (A2a, A2b) oder Erniedrigung (A1, A3) wirken (36). 
Rezeptoren für Adenosin sind an vielen Immunzellen vorhanden; ihre Wirkung auf das 
Immunsystem hängt vom Rezeptor-Subtyp ab. Die immunmodulatorische Wirkung der 
einzelnen Rezeptoren steht zunehmend im Interesse, da sie einen Ansatz für die klinische 
Anwendung von ADOR-basierten Therapien bietet (37). An Makrophagen z.B. bewirkt 
Adenosin durch Erhöhung des cAMP eine Reduktion proinflammatorischer Zytokine wie 
IL-12 (38). Es gibt Hinweise darauf, dass die antiinflammatorische Wirkung von 
Methotrexat (MTX), ein bei Rheumatoider Arthritis (RA) und SLE verbreitetes 
Therapeutikum, teilweise über eine Erhöhung der Adenosinkonzentration und damit auf eine 
Aktivierung von ADOR zurück zu führen ist. Eine Antagonisierung mit Coffein bewirkt bei 
RA im Rattenmodell (39) und auch beim Menschen  (40) eine Reduktion der Effektivität der 
MTX-Therapie. Diese Studien geben Hinweise auf die klinische Relevanz des Adenosin-
Signalwegs, es fehlen aber insbesondere auf den SLE bezogen weitere Erkenntnisse. 
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Auch B-Zellen besitzen ADOR auf ihrer Oberfläche. Bisher sind eher T- als B-Zellen auf 
ihre ADOR-Expression und –funktion hin charakterisiert worden. Saze et al. beschreiben 
eine Expression von A1, A2a und A3- Rezeptoren auf B-Zellen, nicht jedoch von A2b (41). 
Weiterhin könnten A1 und A3- Rezeptoren einem autokrinen Signalweg dienen, wobei die 
Aktivierung von A1-Rezeptoren zu einer B-Zell-Proliferation und von A3-Rezeptoren zu 
einer B-Zell-Suppression führen könnten (41,42). Adenosin kann über die Expression der 
Enzyme CD39 und CD73 aus ATP, welches vermehrt bei Inflammation anfällt, 
dephosphoryliert werden. Die Expression dieser Enzyme ist hierbei nicht, wie bisher 
gedacht, nur auf einem kleinen Teil der B-Zellen zu finden, sondern bei bis zu 90 % (41). 
Ein kleiner Teil dieser Zellen exprimiert CD39high. Diesem Subset werden regulatorische 
Funktionen zugeschrieben, die über die Sezernierung antiinflammatorischer Zytokine wie 
IL-10 und IL-35 Einfluss auf andere Immunzellen (T-Zellen, Makrophagen, etc.) nehmen 
können (42,43). 

Durch Stimulation mit einem A2a-Agonisten und Antagonisierung der übrigen ADOR lässt 
sich bei in vitro Experimenten eine Abnahme der B-zellulären IgM- Produktion feststellen 
(44). Bortoluzzi et al. stellten bei SLE Patienten eine erhöhte Expression von A2a-ADOR 
fest und schrieben einer Aktivierung dieses Rezeptors antiinflammtorische Wirkungen zu 
(45). Die Rolle des Adenosin-Signalwegs in der Pathogenese des SLE ist jedoch nicht 
abschließend geklärt. 

Coffein gehört zur Klasse der Methylxanthine und ist das meistkonsumierte 
Psychostimulanz der Welt. Es befindet sich in Kaffee, grünem und schwarzem Tee, einigen 
Schokoladensorten, aber auch als Zusatz in Medikamenten (46). Auf molekularer Ebene 
fungiert Coffein hauptsächlich als unspezifischer Antagonist an den Adenosinrezeptoren 
(ADOR) A1, A2a, A2b und A3. Seine Wirkung auf das Immunsystem wird im Allgemeinen 
als eher antiinflammatorisch beschrieben(47)(45)(44)(44). So kann Coffein beispielsweise 
die Antikörperproduktion sowie die Proliferation von T-Lymphozyten hemmen (47). Es gibt 
jedoch kaum Studien, die sich mit der Wirkung des Coffeins auf den SLE beschäftigen. 
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B-Zell-Subpopulationen

1.4.1 B-Zell-Reifungsstadien 

Die B-Zell-Lymphopoese geht von der hämatopoetischen Stammzelle aus, wobei B1- von 
B2-Zellen unterschieden werden (Abbildung 1-1 unten links). In der fetalen Leber werden 
aus Vorläuferzellen die B1-Zellen gebildet, die sich im adulten Organismus selbst erneuern 
können und über T-Zell-unabhängige (TI) Wege IgM Antikörper produzieren können. Diese 
B1-Zellen können CD5 exprimieren und statten den wachsenden Organismus z.B. mit gegen 
Blutgruppen gerichteten Autoantikörpern aus (48). B1-Zellen, die sich in Peritoneum und 
Knochenmark ansiedeln, werden als eine der Hauptquellen für natürliche, 
antigenunabhängig generierte IgM-Antikörper angesehen (49). Die B2-Zellen hingegen 
entwickeln sich im Knochenmark zunächst zu unreifen, transitionalen (transitionals) 
B-Zellen. Transitionale Zellen sind bezogen auf ihre Oberflächenmarkerexpression und 
Funktion in der Maus besser beschrieben als beim Menschen (50). Abhängig von 
verschiedenen Signalen (51) wandern diese Zellen entweder in die Marginalzone der Milz 
oder in Lymphfollikel. Dort bezeichnet man sie dann entweder als Marginalzonen B-Zellen 
(MZB) oder als Follikuläre B-Zellen (FoC, Abbildung 1-1). 

Nachdem sie sich in peripheren lymphatischen Organen angesiedelt haben, entwickeln sich 
die B-Zellen zu reifen naiven Zellen (mature naive). Sobald die reifen B-Zellen 
Antigenkontakt über ihren BCR haben und entsprechende Kosignale vorhanden sind, 
differenzieren sich MZ B-Zellen T-Zell unabhängig an extrafollikulären Stellen zu IgM 
produzierenden Zellen, oder follikuläre B-Zellen werden in Keimzentren T-Zell abhängig 
aktiviert. Im Keimzentrum finden außer der Interaktion mit T-Helfer Zellen verschiedene 
Reaktionen statt: die klonale Expansion der B-Zellen; somatische Hypermutation (somatic 
hypermutation SHM) der variablen Regionen von leichten und schweren Ketten der 
Immunglobuline im Rahmen der Affinitätsreifung (affinity maturation) sowie der 
Immunglobulinklassenwechsel (class switch recombination CSR) in Abhängigkeit der 
vorhandenen Zytokine (52,53). In der dunklen Zone des Keimzentrums (GC) proliferieren 
die B-Zellen und werden zu Zentroblasten. Dort findet auch die Affinitätsreifung statt. In 
der hellen Zone werden die GC B-Zellen Zentrozyten genannt, aus denen sich wiederum 
entweder Gedächtniszellen oder über Plasmablasten die Plasmazellen entwickeln. 
Plasmazellen können Antikörper produzieren: entweder als kurzlebige Plasmazellen 
(short-lived) oder als langlebige Plasmazellen (long-lived), die sich in spezialisierten 
Nischen im Knochenmark niederlassen und einen Antikörperspiegel über einen (lebens-) 
langen Zeitraum aufrechterhalten können (54). Die Gedächtniszellen hingegen patroullieren 
auf der Suche nach ihrem Antigen das Blutkreislaufsystem (55) (Abbildung 1-1). 
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Abbildung 1-1: Schematische B-Zell-Lymphopoese. Ausgehend von der hämapoietischen Stammzelle im 
Knochenmark (unten links) bilden sich B1- und B2-Zellen. B1-Zellen können über T-Zell-unabhängige Wege 
„natürliche“ IgM-Antikörper produzieren, während B2-Zellen als Transitionale Zellen ins periphere Blut 
abwandern. Von dort siedeln sie sich entweder in peripheren lymphatischen Organen an, wo sie als Follikuläre 
Zellen (FoC) oder Marginalzonen-B-Zellen (MZB) bezeichnet werden. MZB sind über T-Zell-unabhängige  Wege 
relativ schnell zur Produktion von unspezifischem IgM in der Lage, und ermöglichen so dem Organismus eine 
schnelle Immunantwort. Follikuläre Zellen unterlaufen nach Antigenkontakt eine klonale Expansion: entweder 
extrafollikulär oder in den Keimzentren der Lymphknoten. Extrafollikulär entwickeln sich aus ihnen kurzlebige 
Plasmazellen, die unspezifisches IgM produzieren. In den Keimzentren unterlaufen die Zellen nach ihrer klonalen 
Expansion einem Immunglobulinklassenwechsel, einer somatischen Hypermutation mit Affinitätsreifung des 
B-Zell-Rezeptors. Das Ergebnis sind Plasmablasten und Gedächtniszellen, die beide für ihr Antigen hochaffin sind. 
Plasmablasten können zu kurzlebigen oder langlebigen Plasmazellen ausdifferenzieren, die Immunglobuline aller 
Klassen produzieren können. Gedächtniszellen patroullieren das periphere Blut auf ihr Antigen, um bei erneutem 
Antigenkontakt erneut die Keimzentrumsreaktion zu durchlaufen, oder direkt für Antikörper durch Plasmazellen 
zu sorgen. TI: T-Zell-unabhängig, TD: T-Zell-abhängig, FoC: Follikuläre B-Zelle, MZB: Marginalzonen-B-Zelle, 
CSR: Immunglobulinklassenwechsel, SHM: Somatische Hypermutation, AM: Affinitätsreifung des 
B-Zell-Rezeptors. 

Dieser Prozess der Reifung antikörperproduzierender Plasmazellen dauert einige Tage. 
Parallel reifen deshalb für eine schnelle Reaktion des Körpers auf einen Antigenstimulus 
einige MZB über T-Zell-unabhängige (TI) Wege schnell zu IgM-antikörperproduzierenden 
Plasmablasten heran, die allerdings nur eine niedrige Affinität haben (56) (Abbildung 1-1 
unten). 

1.4.2 Regulatorische B-Zellen 

In jüngster Zeit schreibt man der B-Zelle neben ihrer Aufgabe als immunpromovierende 
Zelle (in Form von Antikörperproduktion) auch eine immuninhibierende Aufgabe zu.  

Es gibt sowohl im Menschen als auch im Mausmodell verschieden definierte B-Zell-
Subpopulationen, die als regulatorische B-Zellen (Bregs) bezeichnet werden. Ein Teil dieser 
Bregs zeichnet sich durch die Sekretion von IL-10 und TGF-β (transforming growth factor β) 
aus, mit deren Hilfe sie die Proliferation von CD4+ T-Effektorzellen (Teff) hemmen und 
Einfluss auf regulatorische T-Zellen (Treg) nehmen können (57). 

Im Menschen sind bisher zwei verschiedene Subsets mit unterschiedlichen 
Oberflächenmarkern identifiziert worden. Unter anderem zeichnen sich Bregs durch eine 
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Expression von CD38high, CD25high und CD24 aus; ferner exprimieren sie CD39high (42). In 
einem Review von Rosser et al. wird ausführlich über möglichen Ursprung und Funktion von 
Bregs berichtet: so scheint es möglich, dass Bregs sich abhängig von verschiedenen 
proinflammatorischen Signalen aus ihrer Umwelt aus prinzipiell allen B-Zell-Stufen bilden 
können, um eine überschießende Entzündungsreaktion zu hemmen (43). Weiterhin gibt es 
Hinweise darauf, dass Bregs bei Patienten mit SLE defekt sind, was möglicherweise 
Auswirkungen auf die Immunantwort bei SLE haben könnte (58). Welche Relevanz Bregs in 
der Aufrechterhaltung von Immunantwort und –toleranz im gesunden und kranken 
menschlichen Organismus haben, ist noch unklar. 

Allgemeines zu Oberflächenmarkern
In dieser Studie wurden B-Zellen anhand der Oberflächenmarker CD19, CD21, CD27, 
CD38, CD138 und CD73 charakterisiert. Im Folgenden wird auf diese Marker kurz 
eingegangen. 

CD19 ist ein Oberflächenantigen, das der Immunglobulinsuperfamilie angehört und 
spezifisch für B-Zellen ist. Es wird von frühen pro-B-Zell-Stadien bis zu aktivierten 
Plasmazellen exprimiert (59,60). CD19 ist an der Signaltransduktion für die humorale 
Immunantwort beteiligt, unter anderem indem es einen Komplex mit CD21, CD81 und 
CD225 bildet (61). Ferner ist es für die Aktiverung der B-Zellen über den TLR9-Signalweg 
nötig (60). 

CD21 (auch Complement Receptor (CR) 2) ist ein Glykoprotein, das unter anderem auf 
reifen B-Zellen und follikulären dendritischen Zellen vorkommt. Es bindet das 
C3d-Fragment des Komplementfaktors C3 und kann als Rezeptor für das 
Eppstein-Barr-Virus dienen (62). Ferner gibt es Hinweise, dass es IFN-α und DNA binden 
kann sowie zur Toleranz gegen Autoantigene beiträgt (63,64) und somit eine Rolle bei der 
Pathogenese des Lupus spielen könnte. In einem Mausmodell konnte der Genlokus für CR2 
als mögliches Risikogen für die Entwicklung von SLE identifiziert werden (65) und eine 
verminderte Expression von CR1 und CR2 führte zum Ausbruch einer lupusartigen 
Erkrankung (66). Ferner weisen B-Lymphozyten von SLE-Patienten eine geringere Dichte 
von CD21 auf als solche Zellen von Kontrollen (67).

CD27 gehört zur TNF-Familie und beeinflusst Funktion, Überleben und Differenzierung 
von NK-, T- und B-Zellen (68). Es bindet sehr spezifisch an seinen Liganden CD70 und hat 
eine kostimulatorische Wirkung bei antiviralen und gegen Tumor oder allogenes Gewebe 
gerichteten Immunantworten (69). CD27 wird routinemäßig als Marker für 
B-Gedächtniszellen eingesetzt, diese können einen Ig-Klassenwechsel durchlaufen haben 
(CD27+ IgD-) oder nicht (CD27+ IgD+). 

CD38 ist ein Membran-Glykoprotein, welches von verschiedensten hämatopoietischen 
Zellen und auch von verschiedenen Geweben exprimiert wird (70). Es reguliert durch seine 
hydrolytische Aktivität den intrazellulären Gehalt an Nicotinamidadenindinukleotid (NAD), 
einem ubiquitär vorkommenden Molekül, welchem bei vielen Signaltransduktionswegen 
sowie dem Energiestoffwechsel eine wichtige Rolle zukommt (71). Weiterhin ist CD38 an 
der Synthese zahlreicher intrazellulärer second messenger beteiligt. CD38 ist ein Marker für 
lymphozytäre Differenzierung und Reifung (72). Es kommt im peripheren Blut auf der 
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Oberfläche unreifer Transitionaler B-Zellen vor, die CD38 im Verlauf ihrer Reifung wieder 
verlieren, sodass sie es als Gedächtniszellen nicht mehr aufweisen und es erst als 
Plasmablasten erneut exprimieren . Das Ausmaß seiner Expression ändert sich dabei 
während des Reifungsprozesses.  

CD138 (Syndekan-1) gehört zur Gruppe der Syndekane und wird von Epithelzellen und 
Plasmazellen exprimiert (73). Patienten mit SLE weisen einen höheren Anteil an 
CD38+ CD138+ Plasmazellen auf als gesunde Kontrollen, und Patienten mit aktiver 
Erkrankung haben einen höheren Anteil als Patienten in Remission (74).

CD73 wird auf B-Zellen mit CD39 koexprimiert. Die Kombination dieser beiden 
membranständigen Enzyme ermöglicht es den Zellen, extrazelluläres ATP 
(Adenosintriphosphat) in 5‘-AMP (Adenosinmonophosphat) oder Adenosin umzuwandeln 
(41). So generiertes Adenosin treibt unter anderem die CSR bei der Generierung von 
Gedächtniszellen voran (75). Über die Expression von CD73 und darauffolgender 
Signalwege über ADOR können regulatorische B-Zellen die B-Zell-T-Zell-Interaktion 
beeinflussen (41). Während man von Patienten mit unbehandelter, chronischer 
HIV-Infektion weiß, dass sie einen geringeren Anteil CD73+ B-Zellen aufweisen als 
gesunde oder behandelte Kontrollen (76), ist über die Expression und Funktion beim SLE 
wenig bekannt.  

Zielsetzung der Arbeit
Ziel der Arbeit ist es, in vitro den Einfluss von Coffein in physiologisch relevanten Dosen 
auf die Antikörperproduktion und IL-10 Produktion der B-Zellen von Lupuspatienten zu 
untersuchen und daraus Erkenntnisse über die Bedeutung des Koffeinkonsums bezüglich der 
Krankheitsaktivität bei SLE abzuleiten.  

Wir postulieren als Arbeitshypothese einen positiven Effekt von Coffein auf die 
Krankheitsaktivität beim SLE, da es klinische Hinweise auf eine immunsupprimierende 
Wirkung gibt.
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2 Material 

Blutentnahme
Bezeichnung Hersteller Sitz des Herstellers
BD Vacutainer K2E
(EDTA-Röhrchen)

Becton, Dickinson and 
Company

Franklin Lakes, NJ, USA

BD Vacutainer Safety-Lok
21G-Butterfly

Becton, Dickinson and 
Company

Franklin Lakes, NJ, USA

Clearly Safe DuraPorter
Sample Carrier

Heathrow Scientific LLC Vernon Hills, IL, USA

Tabelle 2-1: Materialien für Blutentnahme und –transport. 

Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung Hersteller Sitz des Herstellers
15ml Tube ohne Boden Sigma Aldrich by Merck Sigma Aldrich by Merck
24 well plate Cell Culture Greiner Bio One GmbH Kremsmünster, Österreich
48well Cell Culture Dish 
Nunclon

Capitol Scientific Inc. Austin, TX, USA

50ml Blue Max Tube ohne Boden Becton & Dickinson Labware Franklin Lakes, NJ, USA
50ml Cellstar Tubes mit Boden Sigma Aldrich by Merck Sigma Aldrich by Merck
8er-Streifen Nippon Genetics Tokyo/Kyoto, Japan
96 well plates flat bottom Greiner Sigma Aldrich by Merck St. Louis, MO, USA
96 well plates round bottom
Greiner Cellstar

Sigma Aldrich by Merck St. Louis, MO, USA

Costar Stripette (25ml, 10ml, 
5ml, 2ml)

Corning Corning, NY, USA

Deep Well Microplate 96 wells 
round bottom

Brand Wertheim, Deutschland

Leucosep- Röhrchen 50ml Sigma Aldrich by Merck St. Louis, MO, USA
LS Säulen Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach, 

Deutschland
Minisart Spitzenvorsatzfilter
(0,2 µl)

Sartorius Göttingen, Deutschland

Omnifix 40 Solo (1 ml 
Insulinspritzen)

B Braun Melsungen AG Melsungen, Deutschland

Pasteurpipette (Natron-Kalk-
Glas) 225 mm

Brand Wertheim, Deutschland

Preseparation Filter 30 µm Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach, 
Deutschland

Safe-lock-Tubes 1,5ml Eppendorf Hamburg, Deutschland
Safe-lock-Tubes 2ml Eppendorf Hamburg, Deutschland

Tabelle 2-2: Verbrauchsmaterialien. 

Medium und Zellkultur-Zusätze
Zur Herstellung des Mediums wurde dem RPMI 1640 Medium (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA) 1 % Penicillin/Streptomycin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA), 5 % hitzeinaktiviertes FBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) und 
Insulin human (Sigma Aldrich by Merck, St. Louis, MO, USA) in einer Konzentration von 
5 µg/ml beigefügt. 
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Bezeichnung Hersteller Sitz des Herstellers
Ampuwa (Steriles Wasser) Fresenius Kabi Deutschland Bad Homburg, 

Deutschland
BAFF Sigma Aldrich by Merck St. Louis, MO, USA
Caffeine Sigma Aldrich by Merck St. Louis, MO, USA
CD40 human R&D Systems, Incorporation Minneapolis, NE, USA
CpG (ODN2006) human Invivogen San Diego, CA, USA
Cytofix Becton, Dickinson and 

Company
Franklin Lakes, NJ, USA

FBS, hitzeinaktiviert Thermo Fisher Scientific™ Waltham, MA, USA
IL-2 human Cell-Genix Freiburg, Deutschland
IL-21 human Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach, 

Deutschland
IL-4 human Cell-Genix Freiburg, Deutschland
Insulin solution human Sigma Aldrich by Merck St. Louis, MO, USA
Lymphoprep Axis Shield PoC AS Oslo, Norway
Macs Quant Running Buffer mit 
BSA

Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach, 
Deutschland

Macs Quant Running Buffer ohne 
BSA

Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach, 
Deutschland

Medium
(RPMI 1640 mit Hepes 25mM)

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA

NECA Abcam Cambridge, UK
NECA-Derivat, A-633-AG Sigma Aldrich by Merck St. Louis, MO, USA
Pan B-Cell Isolation Kit human Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach, 

Deutschland
PBS (10x), pH 7,4 Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA
Penicillin/Streptomycin Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA
Propidiumiodide Staining Solution Becton, Dickinson and 

Company
Franklin Lakes, NJ, USA

SAC, insoluble, Cowan Strain Sigma Aldrich by Merck St. Louis, MO, USA
Tween 20 (Calbiochem®) Merck KGaA Darmstadt, Deutschland

Tabelle 2-3: Zellkultur-Zusätze. 

Durchflusszytometrie
Bezeichnung Klon Konjugat Verdünnung Hersteller Herstellersitz
AnnexinV - FITC 1:20 Becton, 

Dickinson and 
Company

Franklin Lakes, NJ, 
USA

AnnexinV-
Binding-Buffer

- - 10x 
Konzentrat

Becton, 
Dickinson and 
Company

Franklin Lakes, NJ, 
USA

CD138 44F9 Vio-Blue 1:11 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

CD19 LT-19 VioBlue 1:11 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

CD21 HB5 PerCP-
Vio700 

1:11 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

CD27 M-T271 APC 1:11 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

CD38 REA671 PE 1:11 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

CD73 AD2 PE-
Vio770

1:11 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland
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Bezeichnung Klon Konjugat Verdünnung Hersteller Herstellersitz
FcR Blocking 
Reagent 

- - 1:5 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

IgD IgD26 FITC 1:11 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

Mouse IgG1 IS5-
21F5

VioBlue 1:11 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

Mouse IgG1 IS5-
21F5

APC 1:11 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

Mouse IgG1 IS5-
21F5

FITC 1:11 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

Mouse IgG1 IS5-
21F5

PE-
Vio770

1:11 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

Mouse IgG2a S43.10 PerCP-
Vio700

1:11 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

Propidium-
jodid

- - 1:100 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

REA 
Control (S)

REA293 PE 1:11 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch Gladbach, 
Deutschland

Tabelle 2-4: Antikörper für Durchflusszytometrie. 

Technische Geräte und Software
Bezeichnung Geräte-/Softwarename Hersteller Herstellersitz
Absaugsystem Aspirator with trap flask Kisker Biotech Steinfurt, 

Deutschland
Analysenwaage ABT-120-5DM Kern Balingen, 

Deutschland
Autoklav Systec VX-55 Systec Linden, 

Deutschland
Durchflusszytometri
e

MACS- Quant Analyzer 10 Miltenyi Biotec 
GmbH

Bergisch 
Gladbach, 
Deutschland

ELISA-Gerät iMark® Multiplate Absorbance 
Reader

BioRad Hercules, CA, 
USA

Inkubator Heraeus Function Line Heraeus Hanau, 
Deutschland

Kühlschrank Liebherr Comfort (4°C) Liebherr Biberach an der 
Riß, Deutschland

Kühlschrank Liebherr Premium (4°C) Liebherr Biberach an der
Riß, Deutschland

Kühlschrank Thermoscientific GPS Series 
(4°C)

Thermo Fisher 
Scientific

Waltham, MA, 
USA

Kühlschrank Liebherr Medline (-20°C) Liebherr Biberach an der 
Riß, Deutschland

Kühlschrank Liebherr Premium (4°C) Liebherr Biberach an der 
Riß, Deutschland

Kühlschrank Liebherr Premium no frost (4°
C)

Liebherr Biberach an der 
Riß, Deutschland

Mikroskop Zeiss Axio Zeiss Oberkochen, 
Deutschland

Multikanal-Pipette Transferpette-8 (50-200µl) Brand Wertheim, 
Deutschland

Multikanal-Pipette Xplorer (50-1200µl) Eppendorf Hamburg, 
Deutschland
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Bezeichnung Geräte-/Softwarename Hersteller Herstellersitz 
Neubauer- 
Zählkammer 

Neubauer- Zählkammer, Tiefe 
0,1mm, 0,0025mm 

Brand Wertheim, 
Deutschland 

Parafilm Parafilm Bemis Neenah, WI, US
A 

Pipetten Pipetten 100-1000µl; 10-100µl; 
0,5-10µl 

Eppendorf AG Hamburg, 
Deutschland 

Pipetten Stepper Multipette® M4 1µl - 
10ml 

Eppendorf AG Hamburg, 
Deutschland 

Pipetteur Pipetus- Akku Hirschmann 
Laborgeräte 

Eberstadt, 
Deutschland 

Schüttler LSE Digital Microplate Shaker Corning Corning, NY, 
USA 

Software (Analyse 
der FACS-Daten) 

FlowJoTM 
(Version 10.2, 02.09.2016) 

Becton, 
Dickinson and 
Company 

Ashland, OR, 
USA 

Software (ELISA) Microplate Manager® Software BioRad Hercules, CA, 
USA 

Software 
(Graphiken) 

SigmaPlot 12.5 Systat Software 
Incorporation 

Chicago, IL, 
USA 

Software 
(Schreibprogramm) 

Microsoft Word 2016 Microsoft 
Corporation 

Redmont, WA, 
USA 

Software (Statistik) SPSS 24 IBM Corporation Armonk, NY, 
USA 

Software (Statistik) R The R Foundatio
n 

 

Software 
(Tabellenprogramm) 

Microsoft Excel 2016 Microsoft 
Corporation 

Redmont, WA, 
USA 

Statistische 
Analysesoftware 

SPSS 24 IBM Corporation Armonk, NY, 
USA 

Ultraschallbad Bandelin Sonorex Super Bandelin Berlin, 
Deutschland 

Vortexer Reax 2000 Heidolph Schwabach, 
Deutschland 

Wärmebad GFL 1092 GFL Burgwedel, 
Deutschland 

Werkbank LaminAir HB2472 Heraues Hanau, 
Deutschland 

Zentrifuge Mini-Centrifuge NG002B Nippon Genetics  Tokyo/Kyoto, 
Japan 

Zentrifuge Microzentrifuge CT15RE Hitachi Koki Co 
Ltd 

Tokyo, Japan 

Zentrifuge Zentrifuge Megafuge 1.0 
(Heraeus Sepatech) 

Thermo Fisher 
Scientific 

Waltham, MA, 
USA 

Tabelle 2-5: Technische Geräte. 
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ELISA
Bezeichnung Hersteller Herstellersitz
Anti-ds-DNA screen (IgG,A,M) orgentec Mainz, Deutschland
Anti-ds-DNA (IgA) orgentec Mainz, Deutschland
Anti-ds-DNA (IgM) orgentec Mainz, Deutschland
Anti-ds-DNA (IgG) orgentec Mainz, Deutschland
Corning Costar 9018
(96 well plates)

Corning Corning, NY, USA

Nunc F96 Maxisorp Nunc-
Immuno Plates

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA

Human IgG ready-set-go Affymetrix
(Thermo Fisher Scientific™)

Santa Clara, CA, USA

Human IgM ready-set-go Affymetrix
(Thermo Fisher Scientific™)

Santa Clara, CA, USA

Human IL-10 ready-set-go Affymetrix
(Thermo Fisher Scientific™)

Santa Clara, CA, USA

Tabelle 2-6: ELISA-Kits. 

Chemikalien
Bezeichnung Hersteller Herstellersitz
Caffeine powder 5g Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA
H2SO4 (1M) Roth Karlsruhe, Deutschland
Penicillin/Streptomycin 
(10000 IU/ml, 10000 µg/ml)

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA

Tabelle 2-7: Chemikalien.

RNA
Bezeichnung Hersteller Herstellersitz
Buffer RLT
(RNEasy Lysis Buffer)

Qiagen Venlo, Niederlande; Hilden, 
Deutschland

QIAshredder Qiagen Venlo, Niederlande; Hilden, 
Deutschland

RNEasy Mini Kit Qiagen Venlo, Niederlande; Hilden, 
Deutschland

Tabelle 2-8: RNA-Zubehör. 
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3 Methoden 
Der Einsatz aller verwendeten Materialien erfolgte nach Herstellerangaben. Patienten gaben 
ihre informierte Zustimmung für die zusätzliche Abnahme von Blut für das Projekt. 

Ethische Aspekte
Die Studie sowie die Vorarbeiten hierfür wurden im Einvernehmen mit der Deklaration von 
Helsinki durchgeführt und von der lokalen Ethikkommission genehmigt. Im Rahmen der 
Probensammlung wurde Blut für die Biobank RHINEVIT gesammelt (Studiennummer 
4711, 11.06.2014). Aus diesem gesammelten Pool sollen Proben für zukünftige Studien 
bereitgestellt werden können, die jeweils separat von der Ethikkommission genehmigt 
werden müssen. Für unsere Studie bezeichnet dies das Votum mit der Studiennummer 
5466R (20.04.2016).  

Die Studie erfolgte nach Aufklärung und informierter schriftlicher Zustimmung der 
Patienten. Es wurde ihnen ein Beenden der Teilnahme an der Studie zu jedem Zeitpunkt und 
ohne Angabe von Gründen ermöglicht. Nichtteilnehmern der Studie entstanden keine 
Nachteile in der Behandlung, Teilnehmern der Studie keine Vorteile. Die erhobenen 
klinischen Daten und Befunde wurden in anonymisierter Form elektronisch gespeichert. 

Für die gesunden Kontrollen wurden buffy coats von Blutspendern der Universitätsklinik 
Düsseldorf (Institut für Hämostaseologie und Transfusionsmedizin) erworben. 

Blutgewinnung
Neben Buffy coats von 15 gesunden Blutspendern  wurden für die Studie insgesamt 30 SLE 
Patienten rekrutiert, die alle einen Systemischen Lupus Erythematodes nach den Kriterien 
des American College of Rheumatology aufwiesen. Die Patienten kamen zu einem regulären 
Termin in die Ambulanz der rheumatologischen Abteilung am Universitätsklinikum 
Düsseldorf (UKD, Moorenstraße 5, 40225 Düsseldorf), wo nach ihrer Aufklärung über das 
Projekt und anschließenden schriftlichen Einverständniserklärung ca. 30 ml EDTA-Blut 
mittels einer Vacutainer Safety-Lok-Butterfly-Kanüle zusätzlich zum angeordneten Labor, 
aber ohne zusätzliche Punktion, vom Arzt entnommen wurde. Das Blut wurde in einer 
Transportbox (Clearly Safe DuraPorter Sample Carrier von Heathrow Scientific LLC, 
Vernon Hills, IL, USA) von der rheumatologischen Ambulanz zum Hiller-
Forschungszentrum (im Life Science Center, Merowingerplatz 1a, 40225 Düsseldorf) 
transportiert, wo es sofort verarbeitet wurde. Patienten, die in den letzten 18 Monaten eine 
B-Zell-depletierende Therapie (z.B. in Form von Rituximab) oder Cyclophosphamid 
erhalten hatten oder zum Blutentnahmezeitpunkt schwanger waren, wurden nicht in die 
Studie miteingeschlossen. 

B-Zell-Separation

3.3.1 Methode und Prinzip 

Aus dem Vollblut wurde unter sterilen Bedingungen die reine B-Zellpopulation mittels 
Dichtegradienten-Zentrifugation sowie magnetischer Markierung aller Nicht-B-Zellen 
gewonnen. Durch die Dichtegradienten-Zentrifugation entsteht ein Leukozytenring mit 
peripheren mononukleären Zellen (PBMCs), der abgenommen wird und nach zweimaligem 
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Waschen werden alle Nicht-B-Zellen mit biotinylierten Antikörpern (gegen CD2, CD3, 
CD4, CD14, CD15, CD16, CD34, CD56, CD61, CD235a (Glycophorin A) und FceRIa) 
markiert. Dann werden magnetische Beads, die das Biotin der Antikörper binden, 
hinzugegeben und die Zellen an einer magnetischen Säule vorbeigeführt. Dabei bleiben die 
magnetisch markierten Nicht-B-Zellen an der Säule hängen und im Überstand fängt man die 
B-Zellpopulation auf. Die so gewonnenen B-Zellen werden gezählt, auf die Subpopulationen 
hin untersucht und in Medium à 100.000 Zellen ausgesät. 

3.3.2 Durchführung 

Die B-Zell-Separation wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. Die insgesamt maximal 
30 ml Vollblut wurden unter sterilen Bedingungen verarbeitet. Für die Dichtegradienten-
Zentrifugation wurde das Blut zunächst 1:2 mit Macs Quant Running Buffer verdünnt. Ein 
50ml Leucosep- Röhrchen, das eine Membran enthält, wurde mit 15 ml Lymphoprep gefüllt 
und eine Minute bei Raumtemperatur bei 1000g zentrifugiert. Dadurch passiert das 
Lymphoprep die Membran. Anschließend wird das verdünnte Blut hinzugegeben und bei 
800g und Raumtemperatur für 15 Minuten ohne Bremse zentrifugiert. Das Lymphoprep 
aggregiert die Erythrozyten, diese sammeln sich durch die Zentrifugation aufgrund ihrer 
Dichte unten im Röhrchen und zwischen Serum und Lymphoprep bildet sich ein Ring mit 
den PBMCs, der erhalten bleibt, da die Zentrifuge nicht abgebremst wird. Nach Absaugen 
des Serums wird dieser Ring in ein neues Falcon dekantiert, mit Running Buffer auf 50 ml 
aufgefüllt und auf diese Weise zweimal gewaschen. Dabei wurde nach dem ersten Waschen 
der Überstand nicht verworfen, sondern erneut gewaschen, um auch daraus möglichst viele 
Zellen zu extrahieren. 

Nachdem die Zellen in ein gemeinsames Röhrchen überführt wurden, wurden sie in einer 
1:400 Verdünnung im Macs Quant Analyzer 10 gezählt. Zum Prinzip der Zählung im FACS 
s. 3.5 Durchflusszytometrie. Dazu wurden die Zellen auf 10 ml mit Running Buffer aufgefüllt 
(1:10 Verdünnung), die Zellen gevortext, und zu 390 µl Running Buffer wurden 10 µl der 
B-Zellen hinzugefügt (1:40 Verdünnung). In diesem Gefäß wurden die Zellen gezählt. 
Alternativ wurden die Zellen in einer Neubauer-Zählkammer (Brand, Wertheim 
Deutschland) gezählt. Dazu wurden 10 µl von der Zellsuspension in die Neubauer-
Zellkammer (0,1 mm * 0,0025 mm pro Kleinstquadrat) gegeben und alle vier 
Großquadranten ausgezählt. Von diesen wurde das arithmetische Mittel bestimmt. Danach 
wurde die Gesamtzellzahl in den 10 ml Gesamtvolumen nach folgender Formel bestimmt: 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡 = 𝑎𝑟𝑖𝑡ℎ𝑚𝑒𝑡𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒𝑠 𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙 ×  105 

Nach dem Zählen wurden die PBMCs für 10 Minuten bei 8°C und 300g zentrifugiert und 
der Überstand abgesaugt.  

Die anschließende Isolierung der B-Zell-Population erfolgte durch magnetische Markierung 
aller Nicht-B-Zellen mittels des Pan-B-cell-Isolation-Kits (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 
Gladbach). Dazu wird je 107 PBMCs zunächst 40 µl Running Buffer sowie 10 µl Biotin-
Antikörper-Cocktail hinzugefügt. Der Cocktail enthält biotinylierte Antikörper, die alle 
Nicht-B-Zellen markieren. Nach 5 minütiger Inkubation (bei 4°C und im Dunkeln) gibt man 
pro 107 Zellen 30 µl Running Buffer hinzu und 20 µl Anti-Biotin-Microbeads. Die 
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Microbeads binden während einer 10-minütigen Inkubation (bei 4°C und im Dunkeln) die 
biotinylierten Antikörper und markieren somit die Zellen magnetisch. 

Für den Separationsvorgang wurden LS-Säulen verwendet sowie ein Preseparation Filter 
mit 30 µm Netzgröße, um eventuell verklumpte Zellen voneinander zu lösen. Die Säule 
wurde mit 3 ml Running Buffer equlibriert, und diese Flüssigkeit verworfen. Dann wurden 
die markierten Zellen auf einmal über die Säule gegeben und in einem neuen Tube 
aufgefangen, das ursprüngliche PBMC-Zelltube mit 2 ml Running Buffer  gespült und 
ebenfalls über die Säule gegeben sowie die Säule zweimal mit je 2 ml gespült. Die so 
gewonnene B-Zellpopulation wurde nach o.g. Verfahren gezählt, um anschließend die 
B-Zellen mit 100.000 Zellen in vorher angesetztem Medium (RPMI, 25mM Hepes, 5 % 
hitzeinaktivertes FBS, 5 µg/ml Insulin human) auf einer 96-well-Platte (Greiner Cellstar) in 
100 µl auszusäen und in Kultur zu bringen. Nicht benutzte Näpfe wurden mit 200 µl PBS 
aufgefüllt. 

Stimulation
Die ausgesäten Zellen wurden mit Zytokinen in folgenden Konzentrationen stimuliert: 

Stimulus Konzentration/Verdünnungsverhältnis
Kontrolle enthält PBS 1:40
BAFF 50 ng/ml
CpG 2,5 µg/ml
SAC 1:20.000
CD40 5 µg/ml
IL-2 2 ng/ml
IL-4 1 ng/ml
IL-21 10 ng/ml
Coffein low 0,1 µg/ml
Coffein high 50 µg/ml
NECA high 10-7 mol/l
NECA medium 10-8 mol/l
NECA low 10-10 mol/l

Tabelle 3-1: Konzentrationen der Stimuli 

Die Stimulanzien wurden einzeln oder in Kombination in den o.g. Konzentrationen gelöst, 
und in einem Volumen von 100 µl zu den B-Zellen gegeben, sodass das Endvolumen pro 
Napf 200 µl beträgt. 

Nach Stimulation wurden die Zellen für 6 Tage bei 37°C und 5 % CO2 im Inkubator Heraeus 
Function Line (Heraeus, Hanau, Deutschland) inkubiert. 

Durchflusszytometrie

3.5.1 Methode und Prinzip 

FACS – Fluorescence Activated Cell Sorting

Bei der durchflusszytometrischen Analyse werden Zellen einzeln durch eine Kapillare an 
einem Laserstrahl vorbei gelenkt. Dabei streuen die Zellen abhängig von Größe und 
Granularität das Licht vorwärts und seitwärts, wobei das Vorwärtsstreulicht (FSC= forward 
scatter) mit der Größe und das Seitwärtsstreulicht (SSC= sideward scatter), welches das 
Licht im 90° Winkel streut, mit der Granularität der Zelle korrelieren. Das Streulicht wird 
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mittels Detektoren (PMT= photomultiplier tubes) nachgewiesen und die Daten in einem Dot 
Plot (Punktewolke) dargestellt. Auf diese Weise können auch ungefärbt die Zellen des 
Blutes morphologisch grob unterschieden werden. 

Die Zellen werden mit Antikörpern gefärbt, welche mit Fluorochromen konjugiert sind. Die 
Fluorochrome werden durch den Laser angeregt und emittieren Licht, welches von den PMT 
gemessen wird. Die Emissionsspektren unterscheiden sich zwischen den Fluorochromen und 
so sind gleichzeitige Mehrfachfärbungen möglich. 

Im vorliegenden Experiment wurde vor den Messungen zunächst eine Kompensation 
vorgenommen. Dazu wurden frische B-Zellen einzeln mit den 6 verschiedenen verwendeten 
Fluorochromen gefärbt und an diesen die Kompensation vollzogen, um Überschneidungen 
in den Emissionsspektren zu kompensieren. 

Für die Bestimmung der Subpopulationen wurden die B-Zellen an Tag 0 auf verschiedene 
Oberflächenmarker untersucht. Ferner wurde an Tag 6 die Viabilität mit den Markern 
Propidiumjodid und AnnexinV bestimmt. Lebende Zellen besitzen das Phospholipid 
Phosphatidylserin auf der Innenseite ihrer Membran. Bei Apoptose gelangt das 
Phosphatidylserin auch auf die Außenseite der Membran, wo es von AnnexinV gebunden 
wird. Nekrotische Zellen haben eine perforierte Membran, wodurch AnnexinV auch 
nekrotische Zellen markiert. Deshalb wird zur Unterscheidung apoptotischer von 
nekrotischen Zellen zusätzlich Propidiumjodid hinzugefügt; dieses durchdringt nur die 
perforierte Membran nekrotischer Zellen, gelangt aber nicht in apoptotische Zellen. Anhand 
dieser beiden Marker wurde eine Unterscheidung in living (AnnexinV -, PI-), early apoptotic 
(AnnexinV +, PI -), late apoptotic (AnnexinV +, PI +) und necrotic (AnnexinV -, PI +). Zur 
Interpretation wurden early und late apoptotic inhaltlich zusammengefasst. 

Die Messung wurde mit dem Macs Quant Analyzer 10 vorgenommen. Das Gerät verfügt 
über drei verschiedene Laser und insgesamt 8 Kanäle: Violett (405 nm) mit 2 Kanälen für 
VioBlue und VioGreen, Blau (488 nm) mit 4 Kanälen für FITC, PE, PerCP/PerCP-Vio700 
und PE-Vio770 sowie Rot (635 nm) mit 2 Kanälen für APC und APC-Vio770. Folgende 
Farbstoffe wurden verwendet: VioBlue, Fluoreszein-Isothiozyanat (FITC), Phycoerythrin 
(PE), Perdinin Chlorophyll-Protein-Vio700 (PerCP-Vio700), Allophyocyanin (APC) und 
PE-Vio770. 

Vor der eigentlichen Färbung mit den Antikörpern wurden die Zellen mit FcR Blocking 
Reagent (Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) 10 Minuten 
vorinkubiert, um mögliche unspezifische Bindungen am FcR-Fragment zu vermeiden. Alle 
Antikörper wurden von Miltenyi Biotech GmbH (Bergisch Gladbach, Deutschland) 
bezogen. Der Farbcocktail wurde nach Herstellerangaben im Verhältnis 1:11 auf die Zellen 
gegeben und nach Inkubation im Kühlschrank wieder ausgewaschen. Unmittelbar nach der 
Färbung erfolgte die Messung am FACS-Gerät. 

3.5.2 Gating Strategie 

Für die Analyse der FACS-Daten (Subpopulationen, Viabilität, Reinheit) wurde die 
Software FlowJo (Version 10.2, Tree Star Inc, Ashland, OR, USA) verwendet.  
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Die Gating-Strategie für die Subpopulationen umfasste ein B-Zell-Gate anhand FSC und 
SSC sowie darauffolgendes Gating in die verschiedenen Subpopulationen anhand der 
Isotypkontrollen (s. Abbildung 3-1 und Abbildung 3-2). Da Daten für ein Gating von 
Zellklumpen, sog. Dubletten, nur für einen Teil der Proben vorlagen, wurde in dieser Studie 
zu Gunsten einer einheitlichen Auswertung darauf verzichtet. 

Die einzelnen Schritte für das Gating der Subpopulationen sind in Abbildung 3-1 und 
Abbildung 3-2 ersichtlich: nach Eingrenzung der B-Zellen anhand FSC und SSC erfolgte 
eine schrittweise Einteilung in Marker exprimierend (+) oder nicht-exprimierend (-). Die 
Grenze hierfür wurde an nichtfärbenden Isotypkontrollen gesetzt. In den 
Vier-Quadranten-Gates sind die jeweiligen Subpopulationen mit einem roten Rahmen 
markiert; für einen direkten Vergleich sind HC und SLE gegenübergestellt. 

Abbildung 3-1: Einordnung der Subpopulationen exhausted memory, transitional und mature naive B-Zellen anhand 
der Oberflächenmarker sowie beispielhafte Gegenüberstellung bei HC (oben) und SLE (unten). Eingrenzung der 
B-Zellen anhand Forward scatter und Sideward scatter, anschließende Unterteilung in IgD+ oder IgD-. Die IgD- 
Zellen wurden nach CD138 und CD21 unterschieden (exhausted memory). Die IgD+ Zellen wurden entweder direkt 
oder nach Selektion nur der CD138- weiter nach CD21 und CD38 unterschieden (transitionals, mature naive).
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Abbildung 3-2: Einordnung der Subpopulationen resting memory, plasmablast, switched memory und non-switched 
memory anhand der Oberflächenmarker sowie beispielhafte Gegenüberstellung bei HC (oben) und SLE (unten).
Eingrenzung der B-Zellen anhand Forward scatter und Sideward scatter, anschließende Selektion der CD27+ und 
IgD- Zellen mit Unterschiedung nach CD21 und CD38 (resting memory und plasmablasts). Direkte Eingrenzung der 
plasmacells anhand CD38 und CD138 sowie der switched memory und non-switched memory anhand CD27 und IgD. 

Für die Messung der Viabilität (early apop, late apop, living) am Tag der Überstandsernte 
wurde Zellschrott mit Hilfe von FSC und SSC aus der Auswertung ausgeschlossen. Ein 
Dubletten-Gating erfolgte hier aus o.g. Gründen ebenfalls nicht. 

3.5.3 Durchführung 

Die durchflusszytometrische Messung wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. An Tag 
0 wurden insgesamt vier Messungen durchgeführt: CD19 samt Isotypkontrolle sowie der 
Cocktail für die Subpopulationsfärbung (CD21, CD27, CD38, CD73, CD138 und IgD) samt 
Isotypkontrolle. Jede der vier Messungen wurde in einem separaten Gefäß durchgeführt. Die 
Färbung der Subpopulationen erfolgte an 105 B-Zellen, die CD19-Färbung an den Zellen, 
die für die Zählung verwendet wurden (1:400-Verdünnung).  

Die Zellen wurden für 5 Minuten bei 300g und 4°C zentrifugiert. Folgend wurde der 
Überstand abgesaugt und die Zellen mit FcR Blocking Reagent (Miltenyi Biotec GmbH, 
Bergisch Gladbach, Deutschland) im Verhältnis 1:5 (10 µl FcR Block zusammen mit 40 µl 
Macs Quant Running Buffer mit BSA) für 10 Minuten bei 4°C im Dunkeln vorinkubiert.
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Anschließend wurden je 5 µl des entsprechenden Antikörpers hinzugefügt und für weitere 
10 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die Proben bei 300g für 
5 Minuten bei 4°C zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und die Zellen in 200 µl Macs 
Quant Running Buffer mit BSA resuspendiert. Die Proben wurden direkt im Anschluss im 
FACS-Gerät gemessen. 

Für die Viabilitätsbestimmung an Tag 6 nach Stimulation wurden die Zellen nach Abnahme 
von 175 μl Zellkulturüberständen zweimal mit 100 µl kaltem PBS gewaschen. Nach dem 
Waschen wurden die Zellen jeweils für 10 Minuten bei 300g bei 4°C zentrifugiert und 
anschließend der Überstand abgesaugt. Danach wurden die Zellen in je 100 µl 
Annexin-Binding-Buffer (1x) resuspendiert und 5 µl AnnexinV pro Napf hinzugefügt. Nach 
einer Inkubationszeit von 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur wurden die Zellen 
erneut mit 100 µl Annexin-Binding-Buffer (1x) resuspendiert und anschließend im Macs 
Quant Analyzer 10 gemessen. Das Gerät fügt unmittelbar vor der Messung Propidiumjodid 
im Verhältnis 1:100 selbst hinzu. Anhand der Bindung von AnnexinV und PI kann eine 
Einteilung in living (AnnexinV und PI negativ), early apoptotic (AnnexinV positiv, PI 
negativ), late apoptotic (AnnexinV und PI positiv) sowie necrotic (Annexin negativ, PI 
positiv) getroffen werden. Zur Interpretation werden early und late apoptotic später 
inhaltlich zusammengefasst. 

ELISA (Enyzme Linked ImmunoSorbent Assay)
Es wurden die Konzentrationen von anti-ds-DNA-Antikörpern (vom Typ IgG, IgM, IgA), 
IgG, IgM und IL-10 in den Überständen mit kommerziell erhältlichen ELISAs gemessen, 
wobei die Herstellerangaben zur Durchführung befolgt wurden. Für die Messung wurde der 
iMark® Multiplate Absorbance Reader (BioRad, Hercules, CA, USA) sowie die Microplate 
Manager® Software (BioRad, Hercules, CA, USA) verwendet. Bei dem IgG, IgM und IL-
10-ELISA wurden hochbindende Corning Costar 9018 96 well plates verwendet. Für den 
anti-ds-DNA-ELISA wurden die mitgelieferten ELISA-strips verwendet. 

3.6.1 Prinzip 

Der anti-ds-DNA-ELISA (orgentec, Mainz, Deutschland) beruht auf dem Prinzip des 
indirekten ELISAs. Auf den mitgelieferten Streifen ist humane rekombinante ds-DNA an 
die Mikrowells gebunden. Nach Zugabe der Probe können vorhandene anti-ds-DNA-
Antikörper der Typen IgG, IgM sowie IgA binden. Nach einem Waschschritt zum Entfernen 
überschüssiger Antikörper bindet ein mit dem Enzym HRP konjugiertes-anti-human-IgG 
(polyklonales IgG vom Kaninchen) die gebundenen Antikörper. Erneutes Waschen entfernt 
überschüssigen konjugierten Antikörper. Nun hinzugegebenes TMB als Enzymsubstrat wird 
von der HRP zu einem blauen Hydrolysat umgewandelt. Eine Säure stoppt die Reaktion und 
führt zu einem Farbumschlag nach gelb. 

Die IgG- und IgM-ELISAs (affymetrix, Santa Clara, CA, USA) basieren auf dem Sandwich-
Prinzip. Am Vortag erfolgt das Beschichten der hochbindenden Platten mit einem Capture 
Antibody (vortitriertes und purifiziertes anti-human-IgG bzw. -IgM). Am nächsten Tag 
werden die Mikrowells nach einem Waschschritt geblockt, um unspezifische Bindungen am 
Fc-Fragment zu vermeiden. Nach erneutem Waschen werden die Proben appliziert; während 
der Inkubationszeit können die in der Probe vorhandenen Antikörper den Capture Antibody 
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binden. Nach einem weiteren Waschgang wird ein mit HRP konjugierter anti-human-
IgG/IgM-Antikörper (Detection Antibody) hinzugefügt. Somit liegt das zu detektierende 
Immunglobulin nun zwischen zwei Antikörpern- daher der Name Sandwich-ELISA. 
Nachdem der Detection Antibody gebunden hat, wird überschüssiger Antikörper 
herausgewaschen und das Substrat TMB hinzugefügt. Das Enzym HRP setzt das Substrat 
um und ruft eine blaue Farbreaktion hervor. Nach 15 Minuten wird diese Reaktion mit einer 
Säure (Schwefelsäure) gestoppt, was zu einem gelben Farbumschlag führt (s. Abbildung 
3-3). 

Abbildung 3-3: Prinzip eines Sandwich-ELISAs. Der Capture Antibody bindet das in der Probe enthaltene 
Zielantigen, hier Immunglobulin G oder M. Anschließend bindet ein mit dem Enzym HRP (Horse Radish 
Peroxidase) konjugierter Antikörper (Detection Antibody) das Zielmolekül. TMB wird von der HRP umgesetzt und 
ein blauer Farbumschlag entsteht. Anschließend wird die Reaktion durch Hinzufügen von Säure gestoppt.

Der IL-10 ELISA (affymetrix, Santa Clara, CA, USA) ist ebenfalls ein Sandwich-ELISA. 
Der Unterschied zu den oben beschriebenen IgG und IgM-ELISAs besteht darin, dass der 
Detection Antibody (anti-human-IL-10-Biotin) nicht mit einem Enzym, sondern mit Biotin 
gekoppelt ist. Das Enzym (Avidin-HRP) wird nach einem Waschgang erst in einem 
zusätzlichen Schritt hinzugefügt, bindet den Detection Antibody und kann nach erneutem 
Waschen das Substrat TMB umsetzen. 

3.6.2 Anti-ds-DNA-ELISA: Durchführung 

Da die Platten schon mit humaner ds-DNA beschichtet sind, können die Proben und der 
Standard mit je 50 µl sofort aufgetragen werden. Zuvor wurden die im Kit mitgelieferten 
Standards angepasst. Der mitgelieferte Standard reicht von 12,5 IU/ml („Calibrator B“) bis 
200 IU/ml („Calibrator F“) und umfasst ferner eine Negativ- und eine Positivkontrolle. Da 
der Standard für unseren Ansatz von 1,56 IU/ml bis 25 IU/ml reicht, wurden 1:2 
Verdünnungen vom „Calibrator B“ angesetzt. Nach Auftragen von Proben und Standards 
wurde 30 Minuten abgedeckt bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde mit dem 
mitgelieferten Wash, der nach Herstellerangaben 1:50 verdünnt wurde, die Platte dreimal 
gewaschen. 50 µl von nun hinzugefügtem Enzym-Konjugat können die gebundenen anti-ds-
DNA-Antikörper markieren. Nach 15 minütiger Inkubation wird überschüssiges Enzym in 
drei Waschschritten ausgewaschen und 50 µl TMB hinzugefügt. Nach 15 minütiger 
Inkubation im Dunkeln wird die Reaktion mit 1M Schwefelsäure gestoppt. Die Extinktion 
wird bei 450 nm gemessen. 
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3.6.3 IgG/IgM-ELISA: Durchführung 

Die Platte wird mit 100 µl pro Napf beschichtet. Dazu wird der mitgelieferte Coating Buffer 
nach Herstellerangaben 1:10 verdünnt und anti-human-IgG- bzw. anti-human IgM-
Antikörper (Capture Antibody) 1:250 verdünnt hinzugefügt. Die Platte wird über Nacht bei 
4°C abgedeckt inkubiert. Am nächsten Tag wird die Platte mit der Waschlösung PBS + 
0,05 % Tween 20 zweimal gewaschen. Für den Block wurde der mitgelieferte 
Assay Buffer A (20x) nach Herstellerangaben 1:10 verdünnt, je 250 µl pro Vertiefung 
aufgetragen und die Platte abgedeckt bei 4°C über Nacht inkubiert. 

Am nächsten Tag wurde zunächst der Standard aus den mitgelieferten Lyophilisaten 
angesetzt. Für den IgG-ELISA bedeutet dies, dass zunächst die Ampulle mit IgG- 
Lyophilisat in 550 µl deionisiertem Wasser gelöst wird. Dieser Standard hat eine 
Konzentration von 200 ng/ml. Von diesem Standard werden nun 1:2 Verdünnungen 
angesetzt, sodass man auf eine Detektionsbreite von 1,56-100 ng/ml für den ELISA kommt. 
Als Leerwert diente der mitgelieferte Assay Buffer A (1x angesetzt). 

Für den IgM-ELISA wurde das IgM-Lyophilisat in 340 µl deionisiertem Wasser gelöst. 
Dieser Standard hat eine Konzentration von 2000 ng/ml. Für die Verdünnungsreihe wurde 
von dem Standard eine 1:2 Verdünnung (für den höchsten Standard) und nachfolgend 1:3 
Verdünnungen angesetzt. Somit reicht die verwendete Spanne von 1000-1,37 ng/ml. Auch 
hier diente als Leerwert Assay Buffer A (1x angesetzt). 

Nach Ansetzen des Standards wurden die Platten zweimal gewaschen und der Standard mit 
je 50 µl pro Vertiefung pipettiert sowie die Proben in einer 1:2 Verdünnung mit Assay Buffer 
A (1x angesetzt). Die Platten wurden abgedeckt auf einem Schüttler bei 400 rpm zwei 
Stunden inkubiert. Anschließend, nach vier Waschschritten, wurde ein mit HRP konjugierter 
anti-IgG- bzw anti-IgM-Antikörper (Detection) nach Herstellerangaben 1:250 verdünnt und 
zu je 100 µl hinzugefügt. Die Platten wurden für eine Stunde auf dem Schüttler bei 400 rpm 
inkubiert. Nach erneutem viermaligem Waschen wurde das Substrat TMB mit je 100 µl 
hinzugefügt, 15 Minuten im Dunkeln inkubiert und dann mit je 100 µl 1 M Schwefelsäure 
die Reaktion gestoppt. Die Extinktion wurde bei beiden ELISAs bei 450 nm gemessen. 

3.6.4 IL-10-ELISA: Durchführung 

Das Beschichten der zum Kit gehörigen Platten erfolgte mit einem Capture Antibody zu 100 
µl pro Vertiefung. Dazu wurde Coating Buffer nach Angaben des Herstellers 1:10 verdünnt, 
um dann den Capture Antibody 1:250 verdünnt hinzuzufügen. Die Inkubation erfolgt 
abgedeckt bei 4°C. Am nächsten Tag wurde die Platte dreimal mit der Waschlösung PBS + 
0,05 % Tween 20 gewaschen. dann mit beiliegendem Diluent, der 1:5 verdünnt wurde, für 
1 Stunde geblockt, um unspezifische Bindungsstellen zu sättigen. Währenddessen wurde der 
Standard mit dem beiliegenden IL-10-Lyophilisat angesetzt. Dazu wurde das Lyophilisat 
nach Herstellerangaben auf eine Konzentration von 15.000 pg/ml in 1 ml Diluent gelöst. 
Dieses wurde anschließend 1:60 verdünnt, um eine Konzentration von 250 pg/ml als 
höchsten Standard zu erreichen. Mit diesem wurde eine 1:2 Verdünnungsreihe angelegt, um 
einen Standard von 250 bis 3,9 pg/ml zu generieren. Für den Nullwert wurde Diluent 
verwendet. 
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Nach einem Waschschritt wurden der Standard zu je 50 µl, die mit Diluent 1:2 verdünnten 
Proben (Gesamtvolumen ebenfalls 50 µl) auf die Platten aufgetragen. Die Inkubationszeit 
betrug zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schüttler (LSE Digital Microplate Shaker
von Corning, Corning, NY, USA) bei 400 rpm. 

Nach fünfmaligem Waschen erfolgte die Applikation des Detection Antibody mit je 50 µl, 
der hierzu in Diluent 1:250 verdünnt wurde. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde 
bei Raumtemperatur und fünfmaligem Waschen wurde das mit Avidin konjugierte Enzym 
HRP mit je 50 µl pro Mikrowell hinzugegeben, welches ebenfalls zuvor 1:250 in Diluent 
verdünnt wurde. Nach 30 minütiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte ein 
siebenmaliges Waschen. Bei diesem Waschen ließ man die Waschlösung jedes Mal 
1-2 Minuten einwirken. 

Anschließend wurden je 50 µl TMB hinzugefügt und 15 Minuten im Dunkeln bei 
Raumtemperatur inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden 25 µl von 1M H2SO4

hinzugefügt. 

Statistische Auswertung

3.7.1 Analyse Durchflusszytometrie 

Für die statistische Analyse der Subpopulationsdaten wurde SPSS 24 (IBM Corporation, 
Armonk, NY, USA) verwendet. Es wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test 
zum Signifikanzniveau  = 0,05 verwendet. 

3.7.2 Zellkultur-Daten (Ergebnisse der ELISA) 

Für einen Überblick erfolgten die Gruppenvergleiche (SLE gegen HC, gerechnet mit der 
Statistik-Software R, Version 3.6.1) bezüglich der Parameter dsDNA IgG, dsDNA IgM, IgG, 
IgM, IL-10 und Apoptosewerte (early apoptotic, late apoptotic, living) mittels t-Tests. Da 
die Parameter verschiedene Messskalen aufwiesen (Konzentrationen für Antikörper und 
Prozentwerte für Apoptosewerte), wird als Effektmaß die SMD (Standardized Mean 
Difference) berichtet (77). Die SMD drückt das Ausmaß des Effektes standardisiert auf die 
Standardabweichung der gesamten Probandengruppe aus. 

𝑆𝑀𝐷 =
𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡𝑆𝐿𝐸 − 𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡 𝐻𝐶

𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑎𝑏𝑤𝑒𝑖𝑐ℎ𝑢𝑛𝑔 𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡

Sie beschreibt als Effektmaß die Anzahl Standardabweichungen, die beide Gruppen in einem 
bestimmten Outcome voneinander unterscheidet. Auch hier wurde ein Signifikanzniveau 
von  = 0,05 gewählt. 

Für die Dose-Response-Analyse wurden linear-gemischte Regressionsmodelle (LMM) 
gerechnet, um für Alters- und Geschlechtseffekte zu adjustieren. Ferner wurde eine 
Adjustierung an die (mit CD19 gemessene) Reinheit der B-Zellisoloation (purity)
vorgenommen, um mögliche Einflüsse rechnerisch weitestgehend auszuschließen. 
Weiterhin wurde über ein Random-Intercept für die Intrapatientenkorrelation kontrolliert 
(Term: 1|PatientenId). 



24

Das gemischte lineare Modell wird exemplarisch beschrieben durch:  

𝑦 ~ β1 ·  𝐴𝑙𝑡𝑒𝑟 + β2 ·  𝐺𝑒𝑠𝑐ℎ𝑙𝑒𝑐ℎ𝑡 + β3 ·  𝑃𝑢𝑟𝑖𝑡𝑦 + α1 + α2 + α3 +  α4

+ (1| 𝑃𝑎𝑡𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒𝑛𝐼𝐷) 

Hierbei beschreibt y das gemessene Outcome, im Falle dieser Studie die gemessenen IL-10 
Spiegel oder Antikörpertiter. Die Effekte von ausgewählten Variablen,  wie CpG, NECA, 
Coffein und Diagnose (Referenzkategorie HC), werden durch die Koeffizienten α1, α2 und 
α3 und α4 repräsentiert. 

Die weiteren Statistiken wurden mit SPSS 24 gerechnet. Zum Vergleich der Gruppen sowie 
des Einflusses der Stimuli Coffein und NECA wurde eine MANOVA gerechnet. Als 
Post-Hoc-Test wurde die Bonferroni-Korrektur verwendet. Ein Signifikanzniveau von ≤ 5% 
wurde festgelegt, zu diesem Niveau signifikante Unterschiede wurden in Abbildungen 
entsprechend gekennzeichnet. Graphen wurden mittels Sigmaplot 12.5 sowie SPSS 24 
gezeichnet. Liniendiagramme sind mit Fehlerbalken (whiskers) dargestellt, die jeweils eine 
Standardabweichung abbilden. 

Für die Beschreibung der Assoziation der klinischen Parameter wurde der Pearson-
Korrelationskoeffizient r (zu einem Signifikanzniveau von = 0,05) gewählt. Da die 
Richtung der Auswirkung vorher nicht bekannt war, wurden zweiseitige 
Wahrscheinlichkeiten getestet. Die Berechnung wurde mittels SPSS 24 durchgeführt. Das 
Ausmaß der Korrelation wurde anhand der Richtlinien von Cohen (1988) beschrieben. 
Hierbei gilt: geringe Korrelation |r| ≤ 0,1, moderate Korrelation |r| ≤ 0,3, starke Korrelation 
|r| ≤ 0,5. 
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4 Ergebnisse  

Klinische Informationen
Die Patientengruppe bestand aus 31 SLE-Patienten (n= 28 Frauen (87,1 %) und n=3 Männer 
(12,9 %)). Das Durchschnittsalter lag bei 45,42 ± 14,61 Jahren 
(Mittelwert ± Standardabweichung). Alle Patienten hatten die Diagnose des SLE nach den 
Kriterien des ACR (1). Keiner der Patienten war nach Einschätzung des behandelnden 
Rheumatologen klinisch aktiv. Dies spiegelt sich auch im Systemic Lupus Erythematosus 
Disease Activity Index (SLEDAI) wieder, der für 15 Patienten vorlag und im Mittel bei 
1,53 ± 2,23 Punkten (≤ 4, was einer Definition als inaktiver Erkrankung entspricht) lag. Die 
mittlere Erkrankungsdauer betrug 15,55 ± 9,2 Jahre. Der durchschnittliche tägliche, 
anamnestisch erfragte Kaffeekonsum betrug 2,85 ± 1,88 Tassen à 250 ml pro Tag; der 
Coffein-Talspiegel, gemessen zum Zeitpunkt der Blutentnahme betrug 3,59 ± 2,64 mg/l. 
Weitere klinische Parameter sind Tabelle 4-1 zu entnehmen. 

Parameter
(Einheit) (Referenzbereich)

Mittelwert Standardabweichung

Alter SLE-Patienten (Jahre) 45,42 14,61
Alter HC (Jahre) 38,80 14,05
SLEDAI (Punkte) (< 4) 1,53 2,23
SLAQ (Punkte) 6,96 5,87
CRP (mg/dl) (< 0,5) 0,21 0,19
Hämoglobin (g/dl) (12-16) 13,19 1,21
C3 (mg/dl) (90-180) 91,88 14,67
C4 (mg/dl) (10-40) 15,70 6,34
anti-dsDNA-AK (IU/ml) (< 80) 146,16 169,58
Erkrankungsdauer (Jahre) 15,55 9,20
BMI (kg/m2) 24,65 3,97
Kaffeekonsum (Tassen à 250 ml/Tag) 2,85 1,88
Coffeinspiegel (mg/l) (8- 15) 3,59 2,64
Kreatinin (mg/dl) (< 0,9) 0,90 0,26
GFR (ml/min) (90- 140) 87,25 24,27
IgG (mg/dl) (700- 1600) 1192,03 252,65
Ig A (mg/dl) (70- 500) 224,36 103,21
IgM (mg/dl) (40- 230) 116,51 171,35
Leukozyten (x1000/µl) (4- 11) 5,32 1,90
Lymphozyten (%) (25- 40) 22,67 11,66
Erythrozyturie (Anzahl/µl) 15,06 10,54
Leukozyturie (Anzahl/µl) (< 20) 23,17 33,32
Proteinurie (mg/l) (< 150) 137,51 207,29
Ferritin (µg/l) (13- 150) 92,11 75,83

Tabelle 4-1: Klinische Parameter der Patientengruppe, Normbereiche in Klammern. SLEDAI: Systemic Lupus 
Erythematosus Disease Activity Index, SLAQ: Systemic Lupus Activity Index, CRP: C-reaktives-Protein, BMI: Body 
Mass Index, GFR: Glomeruläre Filtrationsrate.

Die Patienten standen unter Medikation mit Prednisolon (12/31), Mycophenolat mofetil 
(1/31), Azathioprin (2/31), Hydroxychloroquin (22/31), Cyclosporin A (1/31), Methotrexat 
(1/31) oder waren ohne Medikation (5/31). Details zur Medikation sind in Tabelle 4-2
aufgelistet. 
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Es wurden Proben von 15 gesunden Probanden untersucht (n= 5 Frauen (33,3 %), n= 10 
Männer (66,7 %)). Das Durchschnittsalter der Kontrollgruppe betrug 38,8 ± 14,05 Jahre 
(Mittelwert ± Standardabweichung). 

Patienten-
Nummer 

PRE MMF AZA HCQ CSA MTX Diagnose-
stellung 
(Jahr) 

Erkrankungsdauer 
(Jahre) 

1 5,0 0 0 0 0 0 1990 26 
2 0 0 0 200 0 0 1988 28 
3 0 0 0 200 0 0 2000 16 
4 2,0 0 0 0 0 0 2000 16 
5 2,5 0 0 400 0 0 1991 25 
6 7,0 0 0 400 0 0 2007 9 
7 5,0 0 0 300 0 7,5 2010 6 
8 7,5 0 0 400 0 0 2015 1 
9 0 0 0 200 0 0 2013 3 

10 0 0 0 0 0 0 1975 41 
11 0 0 0 0 0 0 1979 37 
12 0 0 0 400 0 0 2005 11 
13 5,0 0 0 0 0 0 2002 14 
14 8,0 0 0 250 0 0 1992 24 
15 0 0 0 0 0 0 2006 10 
16 0 0 0 400 0 0 2005 11 
17 5,0 0 100 400 0 0 2008 8 
18 0 0 0 200 0 0 1995 21 
19 0 0 0 300 0 0 1999 17 
20 0 0 0 0 0 0 2001 15 
21 2,5 0 0 200 0 0 2000 16 
22 5,0 0 0 400 0 0 2009 7 
23 0 0 0 300 100 0 1998 18 
24 0 0 0 400 0 20,0 2002 14 
25 0 0 0 400 0 0 2012 4 
26 0 1000 0 0 0 0 2007 9 
27 2,5 0 0 200 0 0 1996 20 
28 0 0 50 200 0 0 2003 13 
29 0 0 0 300 0 0 2007 9 
30 0 0 0 0 0 0 2002 14 
31 0 0 0 300 0 0 1997 19 

Tabelle 4-2: Medikation der Patienten mit Dosis in Klammern. PRE: Prednisolon in mg/Tag, MMF: Mycophenolat 
Mofetil in mg/Tag, AZA: Azathioprin in mg/Tag, HCQ: Hydroxychloroquin in mg/Tag, CSA: Cyclosporin A in 
mg/Tag, MTX: Methotrexat in mg/Woche. 

Die Reinheit der B-Zell-Kultur, gemessen mittels CD19- Positivität, betrug im Mittel 
70,32 %. Es fiel in der Analyse mit FlowJo eine Verunreinigung einiger Proben (ngesamt= 11, 
nHC= 3, nSLE= 8) mit Zellen auf, die im FSC/SSC Gate morphologisch Makrophagen ähneln. 
Für die Auswertung der FACS-Daten ist dies nicht weiter relevant, da wir diese 
Nicht-B-Zellen durch entsprechende Gate-Setzung aus der Analyse herausnehmen konnten. 

4.1.1 Analyse der B-Zell-Subpopulationen 

Am Tag der Blutentnahme wurden die B-Zellen von SLE und HC im FACS auf ihre 
Subpopulationen hin untersucht. Das Prinzip und exakte Vorgehen ist ausführlich in Kapitel 
2.4, 3.5 und 3.7.1 beschrieben. 
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4.1.1.1 Anmerkungen zur Definition der Subpopulationen 

Anhand der ausgewählten Oberflächenmarker wurde in dieser Studie eine Einteilung der 
B-Zellen in acht verschiedene Subpopulationen vorgenommen (s. Tabelle 4-3). 

Subpopulation CD27 IgD CD138 CD38 CD21 
exhausted memory - - -  - 

transitional - +  high low/- 
naive mature - + - - + 

switched memory + -    
non-switched memory + +    

resting memory + -  - + 
plasmablast + -  high +/- 
plasmacell   + high  

Tabelle 4-3: Definition der B-Zell-Subpopulationen anhand ihrer Oberflächenmarker. CD: Cluster of 
Differentiation, IgD: Oberflächen-Immunglobulin D. Exhausted Memory: erschöpfte Gedächtniszelle, Transtional: 
Transitionale Zelle, Naive Mature: reife, nicht aktivierte B-Zelle, Plasmablast: Plasmablast, Resting Memory: 
ruhende Gedächtniszelle, Switched Memory: Gedächtniszelle mit Ig-Klassenwechsel, Non-Switched Memory: 
Gedächtniszelle, die noch keinen Ig-Klassenwechsel im Keimzentrum durchlaufen hat, Plasmacell: Plasmazelle. 

Es gibt verschiedene Einteilungen der B-Zell-Subpopulationen beim Menschen (31,58). An 
einem einheitlichen und somit vergleichbaren Definitionsprotokoll wird derzeit international 
gearbeitet. Da es zum Zeitpunkt der Datenerhebung dieser Studie jedoch noch kein 
einheitliches Protokoll gab, folgen anschließend einige Anmerkungen zu in dieser Studie 
verwendeten Definitionen. 

Transitionale Zellen (transitionals) sind frühe B-Zell-Vorläufer, die aus dem Knochenmark 
in das periphere Blut abgegeben werden. Sie sind CD27-, CD38high, CD24high (55). Da wir 
CD24 nicht in unser Panel aufgenommen hatten, fügten wir stattdessen eine positive 
IgD-Expression zu unserer Definition hinzu, welche unreife Zellen vor Kontakt mit dem GC 
inkludiert (78). Verschiedene Reifestufen der Transitionalen werden mit unterschiedlich 
hoher Expression von CD21 beschrieben, wobei sie im Verlauf ihrer Entwicklung 
zunehmend CD21 exprimieren (79,80). Wir verzichteten auf eine weitere Unterteilung der 
Transitionalen, und zählen sowohl Zellen dazu, die CD21 auf niedrigem Niveau exprimieren 
als auch solche, die es noch nicht exprimieren. 

Naive reife B-Zellen (naive mature) können neben der Expression von CD19 mit den 
Markern CD27, CD38 (81), IgD und CD21 (82–85) umschrieben werden. Häufig wird diese 
Population nur grob mit zwei dieser Marker definiert, z.B. IgD+ und CD27- oder CD27- und 
CD21+ (78,86), woraus sich ein sehr hoher Anteil von etwa zwei Dritteln der naiven 
B-Zellen an den Gesamt-B-Zellen ergibt. Unsere Klassifizierung der reifen naiven Zellen ist 
deutlich enger gefasst, um ein Überschneiden z.B. mit den Transitionalen zu vermeiden. 
Weiterhin gibt es uneinheitliche Angaben über die CD38-Expression dieser Zellen. So 
umschreiben manche Gruppen die Naiven als CD38+ (85,87), während Andere sie als 
CD38- beschreiben (82,84) und wieder Andere CD38low/- dazuzählen (81). Auf ihrem 
Reifungsweg verlieren die Transitionalen CD38, bis sie es gänzlich verlieren. Unsere 
Definition einer mature naive Zelle bezieht sich folglich auf sehr späte reife Zellen, die durch 
das Blutgefäßsystem zirkulieren. 

Gedächtniszellen unterschieden wir in vier Untergruppen. Die erschöpften Gedächtniszellen 
(exhausted memory, häufig auch als double negative beschrieben) kann man anhand der 
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fehlenden Expression von CD27, IgD und CD21 klassifizieren (85,88). Unter in-vitro 
Stimulation sind sie im Vergleich zu reifen B-Zellen hypoproliferativ, wobei ihre Kapazität 
zur Antikörperproduktion jedoch erhalten bleibt (89).  

B-Zellen exprimieren CD27, nachdem sie Antigenkontakt in den Keimzentren der 
Lymphknoten hatten. In der GCR unterlaufen die Zellen dabei häufig eine somatische 
Hypermutation und Ig-Klassenwechsel (class switch recombination CSR). Dann kann man 
sie in switched memory (SM; CD27+, IgD-) oder non-switched memory (NSM; CD27+, 
IgD+) unterscheiden. Aus den SM entstehen bei erneutem Antigenkontakt Plasmazellen, die 
mit Hilfe von IgG, IgA oder IgM Antikörpern für eine schnelle Entfernung des Antigens 
sorgen. Sie unterscheiden sich von NSM insofern, als dass NSM lediglich Antikörper des 
Typs IgM produzieren (85) und im Falle eines erneuten Kontakts mit dem Antigen erneut 
die GCR durchlaufen können, um für einen Nachschub der SM zu sorgen (90).  

Ruhende Gedächtniszellen (resting memory) sind eine weitere Untergruppe der 
Gedächtniszellen. Sie können einen Klassenwechsel durchlaufen haben und sind dann 
CD27+ und IgD-; ferner exprimieren sie CD21, das sie bei Aktivierung aus ihrem Ruhestatus 
wieder verlieren (85). CD38 haben solche B-Zellen seit dem Transitional-Stadium verloren, 
und sie exprimieren es erst wieder als Plasmablasten (91). 

Plasmablasten sind die Vorstufen der antikörperproduzierenden Plasmazellen. Sie werden 
durch CD27high, CD38high und intrazelluläres Ig charakterisiert (92,93). Sie exprimieren kein 
IgD mehr (94). Wir unterschieden CD27+, IgD-, CD38high Plasmablasten in eine CD21 
exprimierende und nicht-exprimierende Fraktion. Plasmazellen exprimieren das für sie 
spezifische CD138 und sind CD38high. 

4.1.1.2 Expression einzelner Marker 

Wir stellten Evidenz für eine erhöhte Expression von CD38 bei SLE-Patienten fest. 
Statistische Trends zeichneten sich bei der Expression von CD138 und CD21 ab, wobei die 
SLE-Patienten einen erhöhten Anteil CD138+ und einen erniedrigten Anteil CD21+ Zellen 
aufwiesen (s. Abbildung 4-1). Die Expression der übrigen Marker CD27, CD73 und IgD 
unterschied sich nicht zwischen HC und SLE. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung 
mittels Mann-Whitney-U-Test sind Tabelle 4-4 zu entnehmen. 
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Abbildung 4-1: Darstellung der Verteilung der Subpopulationen (Mediane) im Spiderchart-Format. Skala in 
Prozent der Gesamt-B-Zell-Zahl. Unterschiede zwischen den Gruppen sind dort zu suchen, wo sich die Flächen 
nicht überschneiden. Vergleich der beiden Gruppen mittels des Mann-Whitney-U-Tests. Statistisch signifikante 
Ergebnisse (p< 0,05) sind markiert (*). SLE: Systemischer Lupus Erythematodes, HC: Healthy Control. 

 
Marker HC SLE U Z p 

Mdn MW SD Mdn MW SD 
CD21+ 65,50 59,47 5,66 50,15 51,41 3,14 112,0 -1,807 0,071 
CD27+ 20,75 24,21 3,50 20,8 20,56 2,38 148,0 -0,732 0,464 
CD38+ 61,6 64,26 3,77 77,6 73,9 2,82 93,0 -2,374 0,018* 
CD73+ 50,5 48,00 4,52 56,15 52,50 3,52 160,0 -0,373 0,709 
CD138+ 0,24 0,42 0,16 0,29 0,56 0,13 115,0 -1,718 0,086 

IgD+ 61,8 55,69 5,89 60,4 57,67 3,152 167,0 -0,164 0,870 
Tabelle 4-4: Mann-Whitney-U-Test für einzelne Marker. Angegeben sind Median (Mdn) in Prozent, Mittelwert 
(MW) in Prozent und Standardabweichung (SD) in Prozent für jede Diagnosegruppe (SLE= Systemischer Lupus 
Erythematodes mit n= 23, HC= Kontrollgruppe mit n= 15), U-Wert und Z-Wert. Als statistisch signifikant wurden 
p-Werte< 0,05 gewertet und selbige markiert (*). Mdn: Median in %, MW: Mittelwert in %, 
SD: Standardabweichung in %, U: U-Wert, Z: Z-Wert, p: p-Wert. 

4.1.1.3 Subpopulationen 

Bei einem Vergleich der Gruppen stellten wir starke Evidenz für einen erhöhten Anteil an 
transitionals, plasmacells und plasmablasts bei SLE-Patienten fest. Die Plasmablasten 



30 
 

ließen sich anhand ihrer CD21-Expression in zwei Untergruppen teilen, die beide bei SLE 
erhöht waren. Die SLE-Patienten unserer Studie wiesen im Vergleich zu den gesunden 
Kontrollen einen verringerten Anteil mature naive B-Zellen auf. Weiterhin ergab sich ein 
statistischer Trend für einen verringerten Anteil resting memory bei den SLE-Patienten (s. 
Abbildung 4-2). Es gab keine Evidenz für einen Unterschied der Gruppen bei den anderen 
Subpopulationen (exhausted memory, switched memory, nonswitched memory). Die 
Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests sind Tabelle 4-5 zu entnehmen. 

Abbildung 4-2: Darstellung der Verteilung der Subpopulationen (Mediane). Logarithmische Skala in Prozent der 
Gesamt-B-Zell-Zahl. Vergleich beider Gruppen mittels des Mann-Whitney-U-Tests. Unterschiede sind dort zu 
suchen, wo sich die Flächen nicht überschneiden. Statistisch signifikante Ergebnisse (p< 0,05) sind markiert (*). 
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Subpopulation HC SLE U Z p 
Mdn MW SD Mdn MW SD 

exhausted memory 18,3 27,06 5,84 22,3 25,38 3,75 165,0 -0,224 0,823 

transitional 4,12 5,98 1,97 7,73 8,75 1,26 93,0 -2,374 0,018* 
mature naive 4,43 7,42 2,15 2,11 2,52 0,43 70,0 -3,061 0,002* 
plasmablast 0,53 0,54 0,08 0,97 2,19 0,75 64,0 -3,241 0,001* 

plasmablast CD21+ 0,13 0,15 0,03 0,19 0,76 0,34 95,5 -2,302 0,021* 
plasmablast CD21- 0,39 0,40 0,06 0,84 1,45 0,41 6,0 -3,481 0,000* 

resting memory 4,23 3,97 0,62 1,77 2,41 0,40 112,5 -1,792 0,073 
switched memory 13,7 14,36 1,67 13,35 14,31 1,68 165,5 -0,209 0,834 

non-switched 
memory 

6,64 10,32 2,24 6,08 6,47 1,03 124,0 -1,448 0,148 

plasmacell 0,09 0,11 0,02 0,18 0,41 0,12 82,0 -2,704 0,007* 
Tabelle 4-5: Mann-Whitney-U-Test für die vorher definierten Subpopulationen. Angegeben sind Median (Mdn), 
Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) in Prozent für jede Diagnosegruppe (SLE= Systemischer Lupus 
Erythematodes mit n= 23, HC= Kontrollgruppe mit n= 15), U-Wert und Z-Wert. Als statistisch signifikant wurden 
p-Werte< 0,05 gewertet und selbige markiert (*). Mdn: Median in %, MW: Mittelwert in %, 
SD: Standardabweichung in %, U: U-Wert, Z: Z-Wert, p: p-Wert. 

4.1.1.4 CD73-Expression der Subpopulationen 

CD73 ist in Kombination mit CD39 an der Synthese von extrazellulärem Adenosin beteiligt. 
Den regulatorischen B-Zellen wird unter anderem über die Expression dieser Enzyme ihre 
regulatorische Einwirkung auf B-Zell-T-Zell-Interaktion zugeschrieben. Aus diesem Grund 
wollten wir die Expression von CD73 bei den jeweiligen Subpopulationen untersuchen.  

Wir stellten eine vermehrte Expression von CD73 bei exhausted memory bei SLE-Patienten 
fest (p= 0,004). Bei den Plasmablasten sowie deren CD21+ Anteil wiesen die SLE-B-Zellen 
eine verminderte Expression von CD73 auf (p= 0,04 und p= 0,017, s. Abbildung 4-3). Die 
übrigen Subpopulationen unterschieden sich zwischen gesunden Kontrollen und 
SLE-Patienten hinsichtlich ihrer Expression von CD73 nicht (s. Tabelle 4-6). 
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Abbildung 4-3: Darstellung des prozentualen Anteils CD73 positiver Zellen (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
innerhalb der Subpopulationen. Vergleich der beiden Gruppen mittels Mann-Whitney-U-Tests. P-Werte < 0,05 sind 
mit * markiert. 

CD73+ in den 
Subpopulationen 

HC SLE U Z p 
Mdn MW SD Mdn MW SD 

exhausted memory 3,83 5,94 5,03 11,45 13,72 9,23 77 -2,852 0,004* 
transitional 38,01 36,08 13,71 43,75 46,06 20,17 132 -1,210 0,235 

mature naive 75,50 73,89 16,91 71,65 69,26 12,82 120 -1,392 0,164 
plasmablast 2,90 3,50 2,18 1,47 2,06 1,88 79 -2,050 0,04* 

plasmablast CD21+ 6,01 6,53 5,55 1,47 2,33 2,79 66 -2,382 0,017* 
plasmablast CD21- 1,26 2,01 2,27 1,80 2,00 1,80 122 -0,556 0,595 

resting memory 65,10 60,54 13,47 65,15 61,38 15,96 172 -0,015 0,988 
switched memory 40,00 39,92 12,43 39,80 41,65 15,88 170 -0,075 0,953 

non-switched memory 63,10 56,34 14,66 56,70 56,10 15,24 170 -0,075 0,953 
plasmacell 6,67 15,60 27,49 2,30 4,79 7,88 126 -0,780 0,454 

Tabelle 4-6: Anteil der CD73+ Zellen bei den Subpopulationen von SLE und HC (Mann-Whitney-U-Test). 
Angegeben sind Median (Mdn) in Prozent, Mittelwert (MW) in Prozent und Standardabweichung (SD) in Prozent 
für jede Diagnosegruppe (SLE= Systemischer Lupus Erythematodes mit n= 22, HC= Kontrollgruppe mit n= 12), 
U-Wert und Z-Wert. Als statistisch signifikant wurden p-Werte< 0,05 gewertet und selbige markiert (*). Mdn: 
Median in %, MW: Mittelwert in %, SD: Standardabweichung in %, U: U-Wert, Z: Z-Wert, p: p-Wert. 
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4.1.2 Ergebnisse der Stimulation in der Zellkultur 

4.1.2.1 Erster Überblick: Gruppenvergleiche SLE – HC mit SMD-Werten 
Für einen ersten Überblick über die umfangreichen Daten werden die gemessenen Parameter 
(dsDNA IgG, dsDNA IgM, IgG, IgM, IL-10, early apop, late apop, living) bei den zwei 
Gruppen SLE und HC mittels t-Test miteinander verglichen. Als Effektmaß wird die SMD 
(Standardized Mean Difference) berichtet. Für Erläuterungen zur SMD, s. Kapitel 3.7.2 oder 
The Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions (77). 

Zusammenfassend stellten wir fest, dass SLE bei IL-10 und fast allen Antikörpern, mit 
Ausnahme der IgM, bei unterschiedlichen Stimuli erhöhte Titer produzieren als HC. Bei den 
Apoptosewerten zeigte sich ein deutlich vermindertes Überleben der SLE B-Zellen bei allen 
Stimuli. Abbildung 4-4 gibt einen Überblick über den direkten Vergleich beider Gruppen. 
Die Ergebnisse werden anschließend näher erläutert. 

Abbildung 4-4: Matrix mit SMD-Werten für die Outcomes (horizontale Achse) unter verschiedenen Stimuli 
(vertikale Achse). Rote Farbumschläge indizieren einen positiven SMD mit höheren SMD bei SLE, blaue 
Farbumschläge indizieren einen negativen SMD mit niedrigeren SMD bei HC. Statistisch zu einem p-Wert <0,05 
signifikante Ergebnisse sind markiert (*). Coff: Coffein (Konzentrationen in mg/ml), NECA: 
Adenosinrezeptoragonist (Konzentration in mmol/l). 

Bei dsDNA IgG lagen signifikante Unterschiede unter CpG in Kombination mit Coffein und 
NECA vor; diese sind in Abbildung 4-4 mit * markiert. Unter diesen Stimuli produzieren 
SLE mehr dsDNA IgG als HC in einem Umfang von etwa 2 bis 3 Standardabweichungen 
(SMDCpG Coff0,1= 2,88 und p= 0,006, SMDCpG Coff50= 2,27 und p= 0,02, SMDCpG Coff50 NECA-

10= 2,66 und p= 0,01).  

Auch bei dsDNA IgM produzieren SLE-Patienten im Vergleich zu HC zwischen 1,5 bis 3 
Standardabweichungen mehr Antikörper (SMDCpG NECA-7= 2,13 und p= 0,03, SMDCpG Coff 50 

NECA-7= 2,93 und p=0,005, SMDCpG NECA-10= 2,22 und p=0,03).

Bei der IgG-Produktion sind um 3 bis 4 erhöhte Standardabweichungen bei SLE 
festzustellen, allerdings nur bei Stimuli ohne CpG (SMDKontrolle= 4,13 und p= 0,0002, 
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SMDCoff0,1= 4,7 und p< 0,0001, SMDCoff50= 4,38 und p= 0,0001, SMDNECA-7= 3,7 und 
p= 0,0006, SMDNECA-10= 3,82 und p= 0,001). 

Bezüglich der IgM-Produktion gibt es nur einen Wert, bei dem in unserer Population die 
SLE mehr IgM produzieren als HC (SMDCoff50= 2,09 und p= 0,04). 

Auch die IL-10-Produktion ist unter einigen Bedingungen bei SLE um 2 bis 3 
Standardabweichungen höher als bei HC (SMDCpG= 2,69 und p= 0,01, SMDCpG Coff0,1= 2,93 
und p= 0,005, SMDCpG NECA-7= 2,04 und p= 0,04, SMDCpG Coff0,1 NECA-7= 2,85 und p= 0,007). 

Bei allen getesteten Stimuli zeigten sich mehr apoptotische Zellen bei SLE im Vergleich zu 
HC, wohingegen bei HC in allen Gruppen mehr lebende Zellen gemessen wurden. Zur 
Vereinfachung der Interpretation werden im Folgenden alle apoptotischen Zellen (early und 
late) inhaltlich zusammengefasst. Alle SMD- und zugehörigen p-Werte können Tabelle 4-7
und Tabelle 4-8 entnommen werden. 

Tabelle 4-7: SMD-Werte korrespondierend zu den Farbunterschieden in Abbildung 4-4. Positive Vorzeichen 
bedeuten erhöhte Mittelwerte bei SLE, negative Vorzeichen erhöhte SMD bei HC. 

Tabelle 4-8: p-Werte zu den SMD-Werten aus Tabelle 4-7. Evidenz wurde ab einem p-Wert < 0,05 angenommen. 

4.1.2.2 MANOVA 
Zusamenfassend konnte bisher gezeigt werden, dass die SLE insgesamt bei der Antikörper- 
und Zytokinproduktion höhere Titer aufweisen als HC, sowie ein deutlich schlechteres 
Überleben haben. Diese Zusammenhänge bestätigen sich in der MANOVA. Weiterhin 
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wurde der Einfluss von Coffein und NECA auf die Antikörperproduktion in der MANOVA 
genauer untersucht. 

Abbildung 4-5: Liniendiagramme zu den Outcomes dsDNA IgG und dsDNA IgM im Vergleich der Gruppen SLE 
und HC. Outcome (dsDNA IgG und dsDNA IgM) auf der y-Achse, Coffein-Dosis auf der x-Achse (Caffeine). Spalten 
unterteilen die Daten nach Vorhandensein von CpG (0 oder 2,5 µg/ml) und Zeilen nach Vorhandensein von NECA 
(0 oder 10-10 oder 10-8 oder 10-7 mol/l). Statistisch signifikante Unterschiede sind mit Klammern hervorgehoben. 

Bezüglich der dsDNA IgG Antikörperproduktion gibt es in der MANOVA keine Evidenz 
für einen Einfluss von Coffein oder NECA. Bei zwei Stimuli gibt es Evidenz für höhere 
Titer bei den SLE (pCpG Coffein low= 0,037 und pCpG Coffein high NECA low= 0,014). Bei den übrigen 
Stimuli sind deskriptiv ebenfalls höhere Titer zu vermerken, diese sind aber nicht signifikant. 
Es fällt auf, dass der Nachweis der dsDNA IgG insgesamt an der unteren Detektionsgrenze 
des ELISA liegt (Abbildung 4-5). 

Die dsDNA IgM Antikörper waren besser messbar; auch hier liegen die Titer bei SLE höher 
(pCpG NECA low= 0,013 und pCpG Coffein low NECA low= 0,026). Hier zeigt sich ein hemmender 
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Einfluss von hohen Dosen Coffein bei den SLE unter der Stimulation mit CpG (p= 0,011, 
Abbildung 4-5). 

Bei den IgG Antikörpern lassen sich höhere Titer bei den SLE feststellen, solange kein CpG 
unter den Stimuli ist. Es gibt keine Evidenz für einen Einfluss von Coffein oder NECA 
(Abbildung 4-6). Die IgM Titer unterscheiden sich zwischen den Gruppen nicht. 

Unter Stimulation von CpG weisen SLE höhere IL-10 Spiegel auf als HC, auch unter 
Hinzugabe von Coffeinlow und NECAlow (Abbildung 4-6). Ein Einfluss von Coffein oder 
NECA kann hier zu einem Signifikanzniveau von 5% nicht nachgewiesen werden. Es 
zeichnet sich bei den SLE jedoch ein statistischer Trend ab, dass es unter CpG und 
NECAmedium einen Unterschied zwischen Coffeinlow im Vergleich zu Coffeinhigh gibt 
(p= 0,061). Dies zeichnet sich auch unter CpG und NECAhigh ab (p= 0,087, Daten im 
Graphen nicht eingezeichnet). Im statistischen Trend hemmt Coffein also die 
IL-10-Produktion bei den SLE B-Zellen. 

Bei den Apoptosedaten zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen SLE und HC über 
nahezu alle Stimulantienkombinationen hinweg. Insgesamt haben SLE-BZellen ein deutlich 
schlechteres Überleben als HC-B-Zellen. Alle zu einem Signifikanzniveau von 5 % 
relevanten p-Werte sind in Abbildung 4-7 dargestellt. 

Zusammenfassend zeigt sich ein Einfluss von Coffein oder NECA in der MANOVA 
lediglich bei den dsDNA IgM Antikörpern. Bei den übrigen Outcomes zeigte sich keine 
Evidenz für einen Einfluss. Anhand der deskriptiven Darstellung der Daten lässt sich jedoch 
zeigen, dass die Datenpunkte generell einen parallelen Verlauf zu haben scheinen, und 
keinen gegenläufigen. Lediglich bei den Werten für die IL-10-Titer deutet sich im 
statistischen Trend eine Zunahme unter Coffeinlow und eine Abnahme der Titer unter 
Coffeinhigh an (Abbildung 4-6, Liniendiagramme unten rechts). Da die Datenpunkte einen 
linearen Verlauf nehmen, bot es sich an die Dosis-Wirkungs-Beziehung in einem linearen 
Modell zu untersuchen, welches unter 4.1.2.3 erläutert wird. 
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Abbildung 4-6: Liniendiagramme zu den Outcomes IgG, IgM und IL-10 im Vergleich der Gruppen SLE und HC. 
Outcome (IgG, IgM und IL-10) auf der y-Achse, übrige Unterteilung wie in Abbildung 4-5. 
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Abbildung 4-7: Balkendiagramme zu den Outcomes early apoptotic, late apoptotic und living im Vergleich der 
Gruppen SLE und HC. Outcome (early apoptotic, late apoptotic, living) auf der y-Achse, übrige Unterteilung wie in 
Abbildung 4-5. Statistisch signifikante Unterschiede mittels MANOVA sind mit Klammern hervorgehoben. 
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4.1.2.3 Regressionsanalyse mittels gemischtem Regressionsmodell 

Um den Einfluss der Stimuli CpG, Coffein und NECA genauer zu untersuchen, wird ein 
linear gemischtes Regressionsmodell herangezogen. Die Regressionskoeffizienten mit 
p-Werten sind in Tabelle 4-9 dargestellt. Auf die Analyse von Interaktionseffekten wurde 
aufgrund der niedrigen Fallzahl verzichtet.  

Outcome CpG Coffein NECA 
 SLE HC SLE HC SLE HC 
dsDNA IgG 1,27 

p< 0,0001 
0,99 
p< 0,0001 

-0,00 
p= 0,741 

-0,02 
p< 0,0001 

0,16 
p= 0,0007 

0,07 
p= 0,018 

dsDNA IgM 3,13 
p< 0,0001 

2,23 
p< 0,001 

-0,04 
p= 0,0002 

-0,04 
p< 0,0001 

0,08 
p= 0,146 

0,18 
p< 0,0004 

IgG 62,92 
p< 0,0001 

86,96 
p< 0,0001 

0,13 
p= 0,413 

-0,51 
p= 0,091 

-0,53 
p= 0,523 

0,87 
p= 0,59 

IgM 1900,16 
p< 0,0001 

1914,15 
p< 0,0001 

-13,19 
p< 0,0006 

-11,27 
p= 0,027 

24,48 
p= 0,244 

27,14 
p= 0,316 

IL-10 39,64 
p< 0,0001 

27,43 
p< 0,99 

-0,61 
p< 0,0001 

-0,14 
p< 0,0005 

0,63 
p= 0,357 

-0,05 
p= 0,782 

early 
apoptotic 

-4,81 
p< 0,0001 

-2,79 
p< 0,0001 

0,06 
p= 0,01 

0,05 
p= 0,016 

0,05 
p= 0,69 

0,24 
p= 0,038 

late 
apoptotic 

0,55 
p= 0,0335 

-0,25 
p= 0,113 

0,06 
p< 0,0001 

0,02 
p= 0,0089 

-0,02 
p= 0,812 

-0,06 
p= 0,172 

living 4,29 
p< 0,0001 

3,05 
p< 0,0001 

-0,13 
p< 0,0001 

-0,07 
p< 0,0009 

-0,01 
p= 0,975 

-0,18 
p= 0,12 

Tabelle 4-9: Alters-, geschlechts- und purityadjustierte Regressionskoeffizienten mit dazugehörigen p-Werten. Der 
Einfluss von CpG, Coffein und NECA (Spalten) auf die Outcomes dsDNA IgG, dsDNA IgM, IgG, IgM, IL-10, early 
apoptotic, late apoptotic, living (Zeilen) wird nach der Gruppe SLE und HC getrennt untersucht. Zellen mit 
statistisch signifikanten Werten sind gelb hinterlegt. 

Es zeigt sich, dass die Gruppe SLE erhöhte dsDNA IgM Titer hat, im statistischen Trend 
auch bei IL-10. Es bestätigt sich auch hier, dass die Gruppenzugehörigkeit zu SLE mit 
erhöhten Apoptose- und erniedrigten living Werten einhergeht. 

CpG, ein unspezifischer TLR-Stimulus, zeigt bei den Outcomes erwartungsgemäß eine 
deutliche Steigerung der Antikörperantwort, und wirkt sich gleichzeitig positiv auf die 
Überlebensrate aus. 

Die Regressionsanalyse zeigt, dass Coffein die Antikörperantwort tendenziell hemmt. 
Dieser Effekt zeigt sich nicht nur bei den dsDNA IgM Antikörpern (wie bereits in der 
MANOVA), sondern ebenfalls bei den IgM, IL-10 und im Trend auch bei den dsDNA IgG 
Antikörpern. Coffein verschlechtert aber das Überleben der B-Zellen. 

Bei NECA als physiologischem Gegenspieler zu Coffein lässt sich eine leicht steigernde 
Wirkung auf dsDNA IgG und dsDNA IgM Antikörper nachweisen. 

4.1.2.4 Assoziation mittels Pearson-Korrelationskoeffizient 

Es erfolgte die Korrelation ausgewählter erfasster klinischer Parameter untereinander sowie 
mit ausgewählten Zellkulturdaten. Es wurden die durchschnittlich konsumierte Menge 
Coffein, ausgedrückt in Tassen Kaffee à 250 ml pro Tag, erfragt (Kaffeekonsum) und mit 
dem am Untersuchungstag bestimmten Serumspiegel des Coffeins (Coffeinspiegel) 
verglichen. Hierbei zeigte sich eine moderate positive Korrelation (Pearsons r= 0,46, 
p= 0,01), was für eine gute interne Validität der Daten bezüglich der Patientenangaben zum 
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Kaffeekonsum spricht. Es gab keinerlei Korrelation mit dem SLEDAI, jedoch eine positive 
Korrelation von SLAQ mit dem Coffeinserumspiegel (Tabelle 4-10). Weiterhin korrelierten 
wir den Kaffeekonsum sowie den Coffeinspiegel mit den Zellkulturdaten ohne Zusatz 
weiterer Stimulantien (Leerproduktion der Zellen/Kontrolle, Tabelle 4-10). 

Parameter Kaffeekonsum 
(Tassen pro Tag) 

Coffeinserumspiegel 

Coffeinserumspiegel r= 0,47 
p= 0,01* 

r= 1 

SLEDAI r= -0,07 
p= 0,79 

r= -0,25 
p= 0,38 

SLAQ r= -0,25 
p= 0,21 

r= 0,48 
p= 0,02* 

dsDNA (Serum) r= -0,15 
p= 0,43 

r= 0,05 
p= 0,77 

dsDNA IgG  r= 0,11 
p= 0,57 

r= 0,42 
p= 0,03* 

dsDNA IgM r= 0,42 
p= 0,02* 

r= 0,27 
p= 0,16 

IgG r= -0,26 
p= 0,17 

r= -0,10 
p= 0,63 

IgM r= -0,60 
p= 0,75 

r= -0,10 
p= 0,62 

IL-10 r= -0,39 
p= 0,03* 

r= -0,46 
p= 0,01* 

Early apop r= -0,10 
p= 0,60 

r= 0,14 
p= 0,47 

Late Apop r= -0,39 
p= 0,03* 

r= -0,20 
p= 0,30 

Living r= 0,32 
p= 0,08 

r= 0,02 
p= 0,93 

Tabelle 4-10: Pearson’s Korrelationskoeffizienten (r) zum Signifikanzniveau p= 0,05. Die Parameter dsDNA IgG, 
dsDNA IgM, IgG, IgM, IL-10, Early apop, Late apop sowie Living bezeichnen die Spontanproduktion in der 
Zellkultur ohne Stimulation. Signifikante Werte sind mit einem (*) gekennzeichnet sowie gelb hinterlegt. 

Es gab eine moderate positive Korrelation des Coffeinserumspiegels mit den dsDNA IgG 
der Zellkultur. Bei den dsDNA IgM besteht eine moderate positive Korrelation mit dem 
durchschnittlichen Kaffeekonsum. Eine moderate negative Korrelation des IL-10 besteht 
sowohl beim Kaffeekonsum als auch beim Coffeinserumspiegel. Die Apoptose (late 
apoptotic) zeigte eine negative Korrelation mit dem Kaffeekonsum; im Gegensatz dazu 
wurde die gleiche Korrelation bei den living nur im statistischen Trend (p= 0,08) erreicht. 
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5 Diskussion 

Verschiebung der B-Zell-Kompartimente bei 

SLE-Patienten in Remission

5.1.1 Erhöhter Anteil transitionaler und aktivierter Zellen beim SLE 

Bei SLE-Patienten ist eine veränderte Verteilung der B-Zell-Subpopulationen beschrieben. 
Aktive Erkrankung ist mit einem erhöhten Anteil an Plasmablasten und Plasmazellen 
assoziiert (92,93,95). Auch der Anteil Transitionaler Zellen sowie exhausted memory und
switched memory ist bei SLE-Patienten tendenziell erhöht, während der Anteil an mature 
naive und non switched memory reduziert ist (85,92,93,96–99).

Eine Defizienz von CD21 bei Lupuspatienten ist schon mehrfach beschrieben 
worden (67,100,101). In unserer Population zeigten SLE-B-Zellen eine CD21-Defizienz 
lediglich als statistischen Trend (CD21+ Median SLE: 50,15% und HC 65,5 bei p= 0,07). 
Dies ist möglicherweise durch die geringe Fallzahl bedingt. Eine mögliche Ursache für die 
CD21 Defizienz könnte die Ausdifferenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen sein, die in 
unserer Studie erhöht waren (Median HC 0,09, SLE 0,18, p 0,007). 

Ein Merkmal unserer Studie ist, dass wir Patienten in Krankheitsremission untersucht haben. 
Unsere Daten zeigen, dass bestimmte Veränderungen der Subpopulationen trotz Remission 
persistieren. Der Anteil der Transitionalen, Plasmablasten und Plasmazellen ist erhöht, 
während der Anteil an reifen naiven (mature naive) B-Zellen erniedrigt ist. Diese 
Verschiebungen sind bei SLE Patienten mit aktiver Erkrankung bekannt (97,98). Ein 
erhöhter Anteil an Plasmablasten und Plasmazellen korreliert mit der Krankheitsaktivität 
(102). Die exhausted memory sind in unseren Daten nicht erhöht. Gründe hierfür könnten 
die Inaktivität der Erkrankung (gemessen am SLEDAI <4) sein (103). Da sich dafür jedoch 
ein statistischer Trend abzeichnet (p 0,082) kann die geringe Fallzahl ebenfalls ein Grund 
dafür sein. 

5.1.2 Leichte Unterschiede in der CD73 Expression bei SLE und HC 

Zusätzlich zur Quantifizierung der einzelnen B-Zell-Subpopulationen untersuchten wir diese 
auf ihre Expression von CD73. CD73 sowie CD39 sind Ektonukleotidasen, die gemeinsam 
extrazelluläres ATP zu AMP bzw. Adenosin dephosphorylieren können. Da Coffein als 
Adenosinrezeptorantagonist fungiert, steht es auf diesem Wege in direktem Gegensatz zu 
von der Zelle bereitgestelltem Adenosin. 

Insbesondere einem bislang nur unzureichend definierten Subset der B-Zellen, den 
regulatorischen B-Zellen oder Bregs, wird ein immuninhibierender Einfluss über die Genese 
von extrazellulärem Adenosin und dessen Wirkung über B-Zell-T-Zell-Interaktionen 
zugeschrieben. Diese Zellen zeichnen sich durch Sekretion von IL-10 und TGF-β aus, und 
können Proliferation und Funktion von Teffs und Tregs hemmen (57,75). Insbesondere Bregs, 
die viel CD39high auf ihrer Oberfläche exprimieren, wird diese Funktion zugeschrieben (42). 
Da ein Großteil der B-Zellen CD73 exprimiert (41), und somit diesen Zellen eine 
Immunregulierung über Adenosin prinzipiell möglich ist, war es von Interesse, die 
Expression von CD73 auf den jeweiligen B-Zell-Subsets zu untersuchen. Unsere Ergebnisse 
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geben den Hinweis, dass CD73 bei exhausted memory und Plasmablasten bei SLE und HC 
unterschiedlich verteilt ist.  

Im Mausmodell der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis konnte den 
Plasmablasten eine immunmodulierende Funktion durch IL-10-Produktion im Sinne einer 
Breg Funktion zugeschrieben werden (104). Weiterhin postulierten Figueiró et al., dass der 
Haupteffekt von Bregs stamme, die CD39high exprimieren (42). Dies könnte eine autokrine 
und parakrine regulatorische Funktion von Bregs im Allgemeinen über den 
Adenosinsignalweg bedeuten. Die in unserer Studie festgestellte verminderte Expression 
von CD73 der Plasmablasten könnte somit einen Hinweis auf eine verminderte 
immunregulatorische Kapazität solcher Zellen bei Patienten mit SLE geben. Eine sichere 
Antwort auf diese Frage können wir mit unseren Daten nicht geben. Bregs beim Menschen 
sind bis heute noch nicht abschließend definiert. Rosser et al. ziehen in einem Review die 
Möglichkeit in Betracht, dass Bregs aus jeder peripheren B-Zelle, abhängig von 
Umweltsignalen, entstehen können, um eine überschießende Immunreaktion zu vermeiden 
(43). Unsere Daten lassen somit zumindest die Hypothese zu, dass Bregs beim SLE aufgrund 
der verminderten CD39 Expression dysfunktional sind und weniger regulatorische Kapazität 
haben als bei gesunden Kontrollen. 

CD27- IgD- exhausted memory (double negative) B-Zellen sind relativ gut bei 
HIV-Patienten beschrieben (105–107); Zellen mit ähnlichen Eigenschaften kommen jedoch 
auch bei Erkrankungen mit chronischer Inflammation, wie HCV-Infektion (89), 
Rheumatoider Arthritis und auch SLE (85,108) in erhöhtem Anteil vor. Diese Zellen 
zeichnen sich durch niedrige Proliferationskapazität aus und haben keine Effektorfunktionen 
im Sinne einer AK-Produktion mehr, können aber proinflammatorische Zytokine 
produzieren (88). Auf Basis unserer Daten können wir zeigen, dass sich diese Zellpopulation 
bei SLE von Gesunden insofern unterscheidet, als dass sie etwas mehr CD73 exprimieren 
als HC. 

Welche funktionelle Rolle des CD73 sich hieraus ergibt, wird in dieser Studie nicht 
untersucht. Die Funktion des CD73 wird außerdem durch die Enzymaktivität mitbestimmt, 
welche wir im Rahmen dieser Studie nicht gemessen haben. Zukünftige Studien sollten 
diesen Teilaspekt mit untersuchen. 
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Apoptose ist bei SLE trotz Remission erhöht,

Coffein hat ambivalente Wirkungen
Um den Adenosinstoffwechsel weiter zu charakterisieren, wurde in der vorliegenden Studie 
der Effekt von Coffein und NECA in Kombination mit CpG auf die Antikörperantwort von 
B-Zellen sowie deren Überlebensrate untersucht. Wie eingangs erwähnt, vermutet man beim 
SLE, dass verschiedene Faktoren zu einem Ausbruch der Krankheit führen können. In den 
Fokus rückt hier insbesondere eine fehlgeleitete Apoptose bzw. der Abbau von Zellresten 
apoptotischer Zellen. Überreste apoptotischer Zellen können autoreaktiven B-Zellen 
präsentiert werden und so zu einer Generierung von Autoantikörpern führen (109). Von 
Relevanz ist hier insbesondere der TLR9-Signalweg (18,19,110,111). In unserer Studie 
können wir zeigen, dass B-Zellen auch von SLE-Patienten in klinischer Remission ein 
deutlich reduziertes Überleben haben, verglichen mit gesunden Kontrollen. Bisherige 
Studien haben sich häufig mit klinisch aktiven Patienten beschäftigt (33,85,112). Daten zu 
Patienten in klinischer Remission gibt es wenige. Unsere Ergebnisse zeigen, dass in vitro
die B-Zellen von SLE-Patienten auch in klinischer Remission ein geringeres Überleben 
haben als die von gesunden Kontrollprobanden. Dies stützt die Annahme, dass fehlgeleitete 
Apoptose kein Epiphänomen der Entzündung ist, sondern als ursächlicher Faktor bei der 
Krankheitsentstehung und -unterhaltung angenommen werden kann. 

Die Präsenz von Autoantikörpern vom Typ IgM ist mit verringerter Krankheitsaktivität 
assoziiert. Weiterhin sind einige Autoantikörper wie z.B. dsDNA IgM AK auch im gesunden 
Organismus vorhanden (5,113). Im Mausmodell des SLE ist beschrieben, dass unter 
Behandlung mit dsDNA IgM AK eine Nierenbeteiligung schwächer und später eintritt 
(114,115). Ähnliche Ergebnisse konnten auch am Menschen reproduziert werden (8). Ein 
Erklärungsansatz ist, dass dsDNA IgM Autoantikörper durch Bindung freier dsDNA eine 
Bildung pathologischer IgG-dsDNA Immunkomplexe verhindern oder reduzieren könnten. 
In unserer Regressionsanalyse zeigte sich, dass B-Zellen von SLE Patienten in Remission 
höhere Titer von dsDNA IgM in vitro produzieren als B-Zellen von HC, was mit zur 
Remissionserhaltung beitragen könnte. 

B-Zellen von SLE-Patienten zeigten spontan eine höhere Produktion von IgG Antikörpern 
als B-Zellen von gesunden Kontrollen. Sobald mit CpG stimuliert wurde, stiegen die Titer 
beider Gruppen an, und der Unterschied zwischen den Gruppen verschwand (Abbildung 
4-6). Auch Zorro et al. hatten ähnliche Ergebnisse festgestellt, dort jedoch noch ergänzt, dass 
Patienten mit starker Krankheitsaktivität sogar weniger auf die Stimulation reagieren als 
Patienten mit moderater Aktivität (110). Eine mögliche Erklärung für unser Ergebnis ist, 
dass B-Zellen von SLE Patienten im Vergleich zu Gesunden voraktiviert sind und schon im 
Ruhezustand mehr IgG produzieren, wohl auch bei Patienten in Remission. Unter Hinzugabe 
von CpG kann auch bei Gesunden eine Steigerung der globalen IgG Produktion auf das 
Niveau von SLE B-Zellen erreicht werden. 

IL-10 ist ein Zytokin, das von vielen Immunzellen im Körper produziert wird. In Bezug auf 
B-Zellen wird die Produktion vor allem Bregs zugeschrieben (116). Im Gegensatz zu vielen 
anderen Autoimmunerkrankungen geht der SLE mit einer erhöhten IL-10-Produktion einher. 
Erhöhte Serumlevel korrelieren positiv mit der Krankheitsaktivität und werden teils als 
pathognomonisch für die Erkrankung gesehen (26,28,117,118). Weiterhin erhöht IL-10 die 
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Produktion von Autoantikörpern beim SLE und ist ein starker B-Zell-Stimulus (28,119). Es 
gibt jedoch auch Studien, die eine antiinflammatorische Wirkung von IL-10 bei SLE zeigen 
(29). Insgesamt wird die Wirkung von IL-10 in Bezug auf den SLE als eher 
proinflammatorisch beschrieben, insbesondere aufgrund der fördernden Eigenschaften auf 
die Autoantikörperproduktion sowie die B-Zell-Aktivierung und –differenzierung. 

In unserer Studie zeichnen sich die B-Zellen der SLE Patienten in der Zellkultur durch eine 
erhöhte IL-10 Produktion bei einigen Stimuli aus (s. Abbildung 4-4), trotz klinischer 
Remission, was in Konkordanz mit den klinischen Angaben aus der Literatur steht. 

Unsere Studie untersuchte weiterhin die Effekte von Coffein auf die Immunantwort beim 
SLE. Es gibt Hinweise darauf, dass Coffein antiinflammatorische Eigenschaften besitzt 
(120,121). In dieser Studie wirkte Coffein bei HC und SLE auf alle untersuchten Antikörper 
und Zytokine hemmend (s. Daten in Tabelle 4-9). Hierbei zeigte die Regressionsanalyse in 
vitro einen hemmenden Einfluss von Coffein auf dsDNA IgM, IgM und IL-10 sowohl bei 
SLE als auch bei HC. Ferner zeigte sich eine Hemmung der dsDNA IgG AK bei den HC.  

Unsere Ergebnisse zeigen einerseits einen inhibierenden Effekt des Coffeins auf die 
Antikörperproduktion. Insbesondere die Hemmung der IL-10 Produktion könnte über die 
oben diskutierten Wirkungen von IL-10 zur antiinflammatorischen Wirkung des Coffeins 
beitragen. Andererseits verschlechtert Coffein aber das Überleben (122,123) der B-Zellen in 
vitro (s. Abbildung 1-1). Über die bereits beschriebenen Mechanismen der Zunahme von 
Apoptose und Zelldebris könnte dies zur Exazerbation der Krankheit beitragen (18–20,111), 
falls dies auch in vivo so stattfinden würde. Coffein könnte somit ein Stresssignal für die 
Zellen sein, auf welches sie mit vermindertem Überleben und geringerer Aktivität reagieren. 

Wir führten einige ausgewählte Assoziationen mittels Pearson- Korrelation durch (Tabelle 
4-10). Von Interesse waren hier insbesondere der von den Patienten angegebene 
durchschnittliche tägliche Kaffeekonsum sowie der an dem Tag gemessene Serumspiegel 
des Coffeins. Hierbei gab es eine positive Assoziation, welche darauf hinweist, dass sich 
anhand der Angabe des langfristigen Konsums der tatsächliche aktuelle Coffeinspiegel im 
Serum gut abschätzen lässt. Interessant hierbei ist, dass die Spontanproduktion von IL-10 in 
der Zellkultur sowohl mit dem Coffeintalspiegel im Serum als auch mit der regelmäßig 
konsumierten Kaffeemenge invers assoziiert ist (s. Tabelle 4-10). Das spiegelt die in vitro 
gemessene drosselnde Wirkung von Coffein auf IL-10 auch in vivo wieder. 

Wir korrelierten weiterhin die Coffeinangaben mit den klinischen Parametern SLEDAI, 
SLAQ sowie dem Serum dsDNA Titer. Hierbei zeigte sich keine Assoziation, jedoch ging 
ein hoher SLAQ mit erhöhtem Coffeinserumspiegel einher. Bei der Apoptose zeigte sich 
eine moderate inverse Assoziation mit dem regelmäßigen Kaffeekonsum. Dieses Ergebnis 
steht im Gegensatz zu unseren Ergebnissen aus der Zellkultur.  
Es gibt jedoch Hinweise auf eine unterschiedliche Wirkung von Coffein abhängig davon, ob 
es als Einzeldosis wirkt oder wiederholte Dosen appliziert werden (47,124,125). Weiterhin 
stellt die Übertragbarkeit von in vitro erhobenen Zellkultur-Daten auf den lebenden 
Organismus in vivo grundsätzlich eine methodische Einschränkung dar. 
In unserer Studie haben wir ein Maß sowohl für Kurzzeit- sowie Langzeitexposition von 
Coffein: der Expositionsspiegel zum Zeitpunkt der B-Zell-Isolation wurde durch den im 
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Serum gemessenen Coffeinspiegel gemessen, während die Angabe des Patienten zum 
regelmäßigen Kaffeekonsum einen Hinweis auf die Langzeitexposition gibt. 
Möglicherweise ist der Grund für die negative Assoziation der Apoptose mit dem 
regelmäßigen Kaffeekonsum in der gegensätzlichen Wirkung von Coffein abhängig von der 
Expositionsdauer zu suchen. Kürzlich postulierten Orefice et al. in einer 2020 publizierten 
Analyse (126), dass ein erhöhter Coffeinkonsum (gemessen anhand eines Fragebogens) mit 
niedrigerer Krankheitsaktivität (gemessen am SLEDAI 2K) sowie niedrigeren Zytokinleveln 
im Serum einhergehe. Weiterhin hatten in dieser Kohorte Patienten mit Organbeteiligung 
(Niere oder ZNS) einen eher reduzierten Kaffeekonsum. Diese klinischen Hinweise 
unterstützen die Hypothese, dass Coffein abhängig von der Expositionsdauer 
unterschiedliche Wirkungen auf das Krankheitsbild des SLE haben kann und klinisch sich 
langfristig eher positiv auf die Krankheitsaktivität auswirkt. 

Tabelle 5-1 gibt eine Übersicht über die in dieser Studie festgestellten Wirkungen von 
Coffein. 

Wirkung von Coffein 
Apoptose 
 

 

IL-10 Produktion 
 

 

dsDNA IgM Produktion 
 

 

IgM Produktion 
 

 

Tabelle 5-1: Zusammenfassung der in der Studie festgestellten Wirkungen von Coffein in vitro (Zellkultur) sowie 
bezüglich des IL-10 in vivo (Assoziationen der Leerproduktion in der Zellkultur zu Coffeinserumtalspiegel und 
täglicher Kaffeekonsum) in der durchgeführten Zellkulturanalyse. 

 

Die abschließende Wirkung von Coffein auf die Krankheitsaktivität beim SLE verbleibt zu 
erurieren. Die in unserer Studie in vitro nachgewiesene erhöhte coffeininduzierte Apoptose 
könnte die Krankheit weiter fördern, während die Hemmung der Antikörperproduktion 
durch Coffein im Gegensatz hierzu steht. Insbesondere eine Hemmung auch des IL-10 in 
der Zellkultur betont die antiinflammatorische Wirkung des Coffeins im Rahmen des SLE. 
Die wenigen Hinweise, die es aus anderen Studien gibt, scheinen darauf hinzuweisen, dass 
ein hoher Coffeinkonsum langfristig mit einer niedrigen Krankheitsaktivität einhergeht 
(126).  
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6 Schlussfolgerungen 
Eine generelle Herausforderung bei der Entzündungsforschung ist die Unterscheidung 
zwischen Epiphänomenen der Entzündung und Ursachen der Entzündung. Unsere Studie 
charakterisiert das B-Zell Kompartiment von SLE Patienten in Remission im Vergleich zu 
gesunden Kontrollen mit Fokus auf den Adenosinstoffwechsel und die Wirkung von Coffein 
in diesem Kontext. Die Untersuchung von SLE Patienten in Remission bietet generell den 
Vorteil, den Anteil der Ergebnisse, die durch Epiphänomene der Entzündung bedingt sind, 
möglichst gering zu halten und somit einen tieferen Einblick in die dem SLE 
zugrundeliegende Pathophysiologie zu gewinnen.  

In ersten charakterisierenden Untersuchungen konnten wir zeigen, dass B-Zellen von SLE 
Patienten in Remission weiterhin eine höhere Apoptoserate aufweisen als B-Zellen von 
gesunden Kontrollen. Die Unterhaltung der Krankheit durch die Präsentation von 
Autoantigenen aus vermehrter Apoptose über den TLR9 Signalweg ist also auch bei SLE 
Patieten in Remission möglich.  

In der Regressionsanalyse zeigte sich, dass SLE Patienten in Remission spontan mehr 
dsDNA IgM produzieren als gesunde Kontrollen. Für Anti-dsDNA-Antikörper vom Typ 
IgM wird ein protektiver Effekt in Bezug auf das Auftreten einer Nierenbeteiligung beim 
SLE diskutiert. Inwiefern ein kausaler Zusammenhang zwischen der Remissionserhaltung 
und der Fähigkeit der dsDNA IgM Produktion besteht, muss in weiteren Studien untersucht 
werden.  

Coffein zeigte einen hemmenden Effekt auf die Antikörperantwort; weiterhin vermindert es 
das Überleben der B-Zellen unabhängig davon, ob die B-Zellen aus SLE oder gesunden 
Probanden untersucht wurden. Eingangs wurde die Hypothese aufgestellt, dass Coffein sich 
durch seine immunsupprimierende Wirkung positiv auf die Krankheitsaktivität des SLE 
auswirkt. Ob der Effekt des Coffeins auf die globale Krankheitsaktivität eher positiv oder 
negativ ist, vermag diese Studie allein nicht zu beantworten. Durch die Hemmung der 
Antikörperantwort und IL-10 Sekretion mag ein antiinflammatorisches Milieu positive 
Auswirkungen haben; genauso denkbar ist hingegen, dass die durch das Coffein erhöhte 
Apoptoserate sowie die Minderung der potenziell antiinflammatorisch wirksamen dsDNA 
IgM und kontrovers auch IL-10 die Krankheit eher aktiviert. In den Korrelationen mit dem 
Tageskonsum an Coffein und den gemessenen Serumspiegeln zeigte sich, dass die 
langfristige Wirkung des Coffeins (durchschnittlicher Konsum pro Tag) auf die Apoptose 
unter Umständen sogar gegensätzlich zur kurzfristigen Wirkung in der Zellkultur ausfällt. 
Die wenigen Hinweise, die es aus anderen Studien bezüglich der Wirkung des Coffeins auf 
den SLE gibt, scheinen einen antiinflammatorischen Effekt zu bekräftigen (126). 

Coffein ist ein weit verbreitetes Konsumgut. Zukünftige Studien, die sich gezielt mit dessen 
Effekten und Assoziationen zu Krankheitsaktivität in vivo beschäftigen, könnten weitere 
Einblicke gewähren. Sollte sich die Krankheitsmodulation des SLE durch Coffein in anderen 
Studien bestätigen, so wäre Patienten eine Möglichkeit gegeben, ihren Krankheitsverlauf 
durch entsprechendes Verhalten zu beeinflussen. 
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