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| Einleitung

|.1 Das Epstein-Barr Virus

Das Epstein- Barr Virus (EBV) wurde erstmalig 1964 von M. Epstein, B. Achong und Y. Barr in
Zelllinien von Burkitt- Lymphomen nachgewiesen. Sie beschrieben es als dem Herpesvirus
ahnliches Partikel, das sich biologisch von den bisher bekannten Mitgliedern der Familie der
Herpesviridae abgrenzen lieB3.

Erhalten hatten sie das Lymphom- Probenmaterial von Denis Burkitt, der diese Entitét des Non-
Hodgkin- Lymphoms in den fiinfziger Jahren wahrend seiner Tatigkeit in Uganda als Erster
beschrieben hatte (17;18). Er charakterisierte es als neuen, bisher ausschlieBlich in
Aquatorialafrika beobachteten, kindlichen Tumor und postulierte auf Grund des endemischen
Vorkommens eine infektidse Ursache. Durch diese Entwicklung wurde das Epstein- Barr- Virus
zum ersten bekannten humanen Tumorvirus. Bereits kurze Zeit nach dem Viruserstnachweis
konnten seroepidemiologische Studien eine weltweite EBV- Verbreitung zeigen.

Spater wurde es als Erreger der infektidsen Mononukleose, der fatalen Mononukleose und als
Mitverursacher verschiedener maligner Erkrankungen identifiziert. Das humanpathogene
Epstein- Barr Virus wurde als HHV5 in die Gruppe der Herpesviren eingeordnet.

EBV zeigt einen ausgepragten B- Lymphotropismus und besitzt eine doppel-strangige DNA, die
172 kbp beinhaltet, welche fir mehr als 80 Gene kodieren (74;139). Das EBV-Genom wird von
0,5 kbp terminalen direkten Wiederholungen (,terminal repeats“) und 3 kbp internen direkten
Wiederholungen (,internal repeats®) in lange und kurze Sequenzdomainen unterteilt, wobei
verschiedene Virusisolate unterschiedliche Wiederholungsfrequenzen aufweisen. Wie auch
andere Herpesviren setzt sich EBV aus dem die DNA enthaltenden Core, dem Kapsid, einem
sich zwischen Kapsid und Envelope befindlichen Proteintegument und der mit Glykoprotein-
Spikes versehenen Hille, dem Envelope, zusammen (39;44;45;74).

Mehr als 90 % der erwachsenen Bevoélkerung weltweit sind Trager des Epstein-Barr Virus.
Unter den 14-jahrigen sind 70 %, unter den 3-jahringen 50 % EBV- seropositiv (145). In den
meisten Fallen verlauft die Erstinfektion mit EBV asymptomatisch oder als Infekt der oberen
Luftwege. Seltener fihrt der Erstkontakt mit EBV zur infektiésen Mononukleose. Die
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von Krankheitssymptomen wird um so gréBer, je alter der
Patient zum Zeitpunkt der Primarinfektion ist.

Zusétzlich l&sst sich eine Assoziation verschiedener maligner Erkrankungen wie dem Burkitt-
Lymphom (17;18;44;74), dem in Asien geh&uft beobachteten Nasopharynx-Karzinom (30),
einem Teil der Morbus Hodgkin-Erkrankungen, Haarzell-leukoplakien und lymphoproliferativen




Erkrankungen bei mit HIV infizierten Personen sowie den lymphoproliferativen Erkrankungen
post transplantationem (PTLD) mit EBV nachweisen(58;74).

In der Uberwiegenden Zahl der Félle findet die Viruslbertragung auf oralem Weg statt. Als
Eintrittspforte dienen die Schleimhaute des Naso-Pharyngeal-Traktes. Uber diesen Weg kommt
es sowohl zu einem Virusbefall der Epithelzellen besonders der Parotis und der Ubrigen
Speicheldrisen, als auch zu einer EBV- Invasion in B-Lymphozyten. Von diesen infizierten
Epithelien nehmen im Verlauf bei Virustrdgern wiederholt sekundare Virdmien wie auch
gelegentliche Virusausscheidungen Uber den Speichel ihren Ausgang. Wahrend in den
betroffenen Epithelzellen vorwiegend eine lytische Infektion stattfindet, wird in infizierten B-
Zellen zumeist eine latente Infektion beobachtet.

Unter einer lytischen Infektion ist eine vollstandige Virusreplikation zu verstehen, die der
Vermehrung des Virus dient und die schlieBlich zu einer Zerstdérung der betroffenen Zelle sowie
zur weiteren Ausbreitung des Virus fihrt. Dagegen werden bei einer latenten Infektion nur
bestimmte Regionen des Genoms repliziert. Sie dient zur Viruspersistenz in der
entsprechenden Zelle.

Um eine Virusinternalisation in den B-Lymphozyten zu veranlassen, interagiert das virale
Membranglykoprotein gp 350/220 mit dem B-Zell-Oberflachenantigen CD 21 (dem C3d
Komplementrezeptor CR 2)(46;74;74). Die so erreichte Aufnahme des Virus fiihrt zusatzlich zur
persistierenden latenten Infektion der B-Zelle zur Zellaktivierung und durch das virale BCRF 1-
Protein zu ihrer Proliferation. Das BCRF 1-Protein stellt ein Homologon zum von Th 2-Zellen im
Rahmen der T-Zellaktivierung produzierten Interleukin 10 dar. Interleukin 10 und somit auch
BCRF 1 bewirken eine erhdhte Proliferation infizierter Zellen sowie die Produktion von
Interferon y. Zusatzlich hemmen sie das T-Zellwachstum (122;152). Bei an infektidser
Mononukleose Erkrankten wird Interleukin 10 in erhéhter Konzentration nachgewiesen (46;95).
Infizierte B-Zellen geben es in groBer Menge ab (46;74).

Durch die starke Senkung der Apoptosesensibilitait mittels viraler Proteine wird eine
Immortalisierung der infizierten B-Zellen und eine lebenslange Viruspersistenz erreicht.

Bei immunkompetenten Menschen steht die EBV-Infektion zusammen mit Faktoren wie den
Interleukine 1, 4, 5, 6 sowie 10, die die B-Zellproliferation stimulieren, den inhibierenden
Komponenten wie den Interferonen und TGF B in ausgeglichenem Verhaltnis gegenlber (152).
So sind im peripheren Blut aktuell an infektidser Mononukleose erkrankter Patienten 30-45%
der zirkulierenden T-Zellen gegen EBV gerichtet. Nach durchgemachter Infektion liegt die Rate
der virustragenden B-Zellen weiterhin bei 1- 10 pro 10° Zellen (122). Sie bleibt tiber Jahre

relativ konstant.




Fehlt hingegen eine suffiziente T-Zellimmunitat, wird dieses Gleichgewicht durch den Ausfall
proliferationshemmender Substanzen und die fehlende Lysierung infizierter Zellen gestort
(10;103;152).

Bisher wurden zwei verschiedene EBV-Typen (Typ 1 und Typ 2) beschrieben. Trotz nur
geringer genetischer Unterschiede — sie differieren im Bereich der EBNA 2-Region - weisen die
beiden Virusuntergruppen in Bezug auf geo-graphische Verteilung, biologisches Verhalten und
Gewebetropismus deutliche Unterschiede auf (50).

Wéhrend in den westlichen Industriestaaten Infektionen innerhalb der immun-kompetenten
Bevdlkerung Uberwiegend auf EBV-Typ 1 zurlick zu fUhren sind, werden in Afrika beide
bekannte EBV-Typen in ungefdhr gleicher Haufigkeit vorgefunden. Auch bei
immunkompromittierten Patienten in den Industriestaaten ist Typ 2 deutlich h&aufiger vertreten
als in der Normalbevdlkerung.

Das Typ 2-Virus gilt als weniger aggressiv und seine Proliferationsinduktionsfahigkeit als zu
klein, um lymphoproliferative Erkrankungen zu verursachen, denn auch wenn es im peripheren
Blut Immunsupprimierter haufig nachzuweisen ist, werden 90 % der PTLDs von Typ 1, die
Ubrigen 10 % ohne nachgewiesene EBV-Beteiligung verursacht. (50;59;139)

Im Gegensatz zu Typ 1, der bei gesunden Virustrdgern sowohl im Oropharynx als auch im
peripheren Blut auffindbar ist, kommt Typ 2 hauptsachlich im Oropharynx und nur selten im
peripheren Blut vor.

l.2. PTLD Entstehung

Bei der weit Uberwiegenden Zahl der PTLDs handelt es sich um eine UberschieBende
Proliferation von B-Lymphozyten. Bei erwachsenen Patienten kommen auch T-Zell-PTLDs vor
(38;63;75;84). Bei ihnen ist in 80% aller PTLDs eine Assoziation mit EBV nachweisbar (21),
wahrend kindliche PTLD zu 100% EBV-assoziiert sind.

Die Entstehung einer EBV-positiven B-lymphozytdren PTLD wird derzeit folgendermaBen
erklart: kommt es z.B. auf Grund einer HIV-Infektion, eines angeborenen Defekies des
Immunsystems  oder iatrogen  durch  Immunsuppression nach  Organ-  bzw.
Knochenmarkstransplantation, in seltenen Féllen auch bei immunsuppressiver Behandlung von
rheumatischen Erkrankungen (118) oder Psoriasis (129), zu einer Verminderung der Anzahl
oder der Aktivitat von T-Zellen (4;143), die die Zahl der infizierten B-Zellen limitieren, wird eine
unkontrollierte Proliferation virustragender B-Zellen ermdglicht. Ebenfalls zu diesem Prozess
tragt vermutlich das bei Immunsuppremierten beobachtete reduzierte Vorkommen von
Antikérpern gegen Latenz- Zyklus- Antigene (EBNA 1, 2, LP) bei (25).




Die proliferierenden Zellen exprimieren mindestens 9 EBV-Latenzenzyme
(EBNA 1—- 6, LMP 1, 2 A und 2 B), deren Genprodukte die Zellvermehrung férdern und den
programmierten Zelltod verhindern (10;99;122;122;152). Zuné&chst entsteht eine polyklonale
Zellvermehrung. Auf Grund der genetischen Instabilitédt dieser sich in kurzer Zeit mehrfach
teilenden Zellen, ereignen sich geh&uft DNA Briiche, Mutationen oder Translationen die eine
Onkogenaktivierung (z.B. die von N- ras, p53, c- myc, BCL- 6) bewirken (26;79). Bei den auch
beim Burkitt-Lymphom haufig beobachteten Translationen t(8; 2), t(8; 14) und t(8; 22) kommt es
zu einer Aktivierung des auf Chromosom 8924 gelegenen c- myc- Onkogens durch dessen
Verlagerung in Bereiche der Chromosome 2, 14 und 22, die der Kodierung der schweren und
leichten Ketten der Immunglobuline dienen. Hierdurch wird die Teilungsrate des betroffenen
Klons weiter gesteigert, was einen Wachstumsvorteil gegenuber den dbrigen Klonen zum
Ergebnis hat und zu deren Verdréngung fihrt. Ein monoklonales Geschehen ist die sich hieraus
ergebende Folge.
Das sehr heterogene Krankheitsbild von der polyklonalen B-lymphozytéren Proliferation bis hin
zum immunoblastischen Lymphom/ multiplem Myelom wird unter dem Begriff
.Lymphoproliferative  Erkrankungen post transplantationem® oder ,post transplant
lymphoproliferative disorder (PTLD)* zusammengefasst (113;114).
Bei der Unterteilung in verschiedene Untergruppen innerhalb dieses Oberbegriffs wird von den
einzelnen  Arbeitsgruppen unterschiedlich verfahren. Innerhalb der verschiedenen
Klassifikationen werden Faktoren wie klinischer Verlauf, Klonalitét, genetische Veranderungen,
Zuordnung der betroffenen Zellen zu Spender oder Empfénger (120) sowie EBV-Infektion in
unter-schiedlicher Weise gewichtet (15;69;79;113).
Die haufig verwendete Klassifikation des Society for Hematopathology Workshop von 1997
berlcksichtigt vorwiegend die klinisch- pathologischen Aspekte (40;66). In dieser werden flnf
verschiedene Entitaten der PTLD differenziert:

1) Diese Gruppe beinhaltet die gutartigste Variante: Ein selbstlimitierendes, polyklonales

Erscheinungsbild mit Mononukleose- ahnlichen Symptomen.
2) Diese Form &hnelt initial der Ersten. Im Verlauf schreitet sie jedoch mit anhaltender,
ausgedehnter, potentiell tddlicher Lymphoproliferation fort.

3) Indiese Gruppe werden die monoklonalen B- und T-Zelllymphome eingeordnet.

4) Diese Gruppe umfasst die Plasmozytom- ahnliche Entitat.

5) Hier werden das T-zellreiche, groBzellige B-Zelllymphom und der Morbus Hodgkin

zusammengefasst.




|.3. Epidemiologie der PTLD

Die Inzidenz maligner Erkrankungen bei Organtransplantierten betragt mit etwa 6 %
angegeben, wobei PTLDs einen Prozentsatz von etwa 23% dieser Erkrankungen ausmachen.
Dies entspricht einer Gesamthaufigkeit von PTLDs unter Transplantierten von 1,4 % (113). Die
Mortalitdt von PTLDs wird zwischen 31% und 87% angegeben (9;14;33;96;110). Besonders
hoch scheint die Sterblichkeit bei frihem Auftreten nach der Transplantation (78% bei < 6
Monaten (33)), bei monoklonaler Proliferation (80% (14)) sowie Lungen- bzw. Herz- Lungen-
Transplantierten (87% (96)) zu sein.

Auch was die Inzidenz von PTLDs betrifft, zeigen sich deutliche Differenzen abhangig davon,
welches Organ transplantiert wurde. So variieren die Angaben zwischen 0,2 — 5 % bei Nieren-
(10;21;36;113), 1 — 13 % bei Leber- (10;19;36;113), 1,2 — 15 % bei Herz- (10;36;79;113), 1,6 -
10 % bei Lungen- (2;36) und 11 — 20 % bei Dinndarmtransplantierten (10;36;113). Fir
Knochenmarkstransplantierte werden Haufigkeiten abhéangig von der Durchfiihrung einer T-Zell-
Depletion zwischen 0,4 und 25 % (10;36;83;113;136) — bei Verwendung von Nabelschnurblut
von 2% nach zwei Jahren (7) angegeben.

Diese Varianz liegt z. T. in der Notwendigkeit unterschiedlich starker Immunsuppression
begriindet (144). So erhalten z.B. Herz- oder/ und Lungen-transplantierte wegen der
schwerwiegenden Folgen im Falle einer AbstoBung eine stérkere immunsuppressive Therapie
als z. B. Nierentransplantierte.

Weitere Faktoren, die mit hoher Wahrscheinlichkeit Einfluss auf die Erkrankungshaufigkeit
haben, sind neben der Starke auch die Art der Immunsuppression (27;113;144), der Serostatus
vor der Transplantation, das Alter des Patienten sowie die Zeit nach Transplantation.

Eine Priméarinfektion mit EBV nach der Transplantation stellt einen der Hauptrisikofaktoren fiir
die Entstehung einer PTLD dar (16;32;69;88;113;148). Eine Risikoerh6hung auf 30- 50% flr
Priméarinfektionen wird berichtet (149). Inwieweit die Spender-Empfanger-Konstellation
zusatzlich von Bedeutung ist, ist umstritten (43;67).

Das erhdhte Risiko im Rahmen einer EBV- Erstinfektion an einer PTLD zu erkranken bedeutet
eine erhdhte Gefahrdung fir padiatrische Transplantations-patienten, da in dieser Gruppe der
Anteil seronegativer Patienten am héchsten ist (siehe I.1).

Unabhé&ngig vom Serostatus hat vermutlich auch ein geringeres Alter per se einen Einfluss auf
die Inzidenz der PTLD. Wird némlich das Risiko primar infizierter Kinder dem primar infizierter
Erwachsener bzw. das von Kindern mit endogener Reaktivierung dem von Erwachsenen mit
endogener Reaktivierung gegenlbergestellt, wird eine deutlich héhere Gefahrdung der Kinder
sichtbar (54;113;148)




Eine ebenfalls gesteigerte PTLD— Inzidenz ergibt sich fur Patientenkollektive, in denen zur
Therapie oder Prophylaxe von AbstoBungsreaktionen Anti-T-Lymphozyten-Antikérper (OKT3)
zum Einsatz kommen (8;87;89;108;144;149), die T-Zell depletiertes Knochenmark erhalten
(59;108;149), die eine hohe Anzahl von Bluttransfusionen oder von Frischplasmapréparate
verabreicht bekommen (98) oder eine zusatzliche Infektion mit CMV durchmachen (98;113).

Die Wahrscheinlichkeit eine PTLD zu entwickeln ist zudem im ersten Jahr- jedoch nicht
innerhalb des ersten Monats- nach der Transplantation am gréBten (20;113;117;124;148).

Die PTLD-Inzidenz unter immunsuppressiver Therapie mit Cyclosporin A wird mit 2,2% unter
Therapie mit Tacrolimus (FK506) mit 7,0% sowie mit 12,3 % nach erfolgter Umstellung von
Cyclosporin A auf Tacrolimus angegeben (24). In einer anderen Studie wir das
Erkrankungsrisiko unter Tacrolimus sogar auf 15%- im Vergleich zu 4- 11% im
Gesamtpatientenkollektiv- beziffert.

|.4 Diagnose einer PTLD

Derzeit erfolgt die Diagnose einer PTLD auf Grund des klinischen Bildes —bestéatigt durch die
histopathologische Begutachtung eines Biopsates.

Besonders zu Beginn gestaltet sich jedoch die Differenzierung zwischen einer PTLD und
anderen fieberhaften Erkrankungen schwierig, da anfanglich wenig charakteristische Symptome
wie Fieber, Abgeschlagenheit, méglicherweise Lymphknotenschwellung sowie Dysfunktion des
Spenderorgans (46) im Vordergrund stehen.

Die vorgenannte Lymphknotenschwellung kann abhangig von der Lokalisation Probleme bei der
Auffindung bereiten. Haufige Lokalisation fir Lymphoproliferation sind: der Gastrointestinaltrakt,
was sich zumeist in Form von Diarrh6en und Blutungen zeigt, der obere Respirationstrakt und
das zentrale Nervensystem, sowie das transplantierte Organ (9;21;23;113;122).

Zusétzlich erschwert die groBe Varianz der mdglichen Manifestationsformen (112), in der auch
atypische Verlaufe, die z.B. die Pleura oder die glatte Muskulatur zum Ursprung haben
(70;77;133;151), beinhaltet sind, die Diagnosefindung.

Problematisch ist insbesondere die sichere Abgrenzung einer PTLD von einer akuten oder
chronischen AbstoBungsreaktion; besonders da in einem Teil der Falle AbstoBungsreaktion und
PTLD parallel auftreten (48) und z.T. selbst bei der Beurteilung einer Biopsie eine
Differenzierung schwer féllt (112). Allerdings ist gerade die Unterscheidung von PTLD und
AbstoBung fur das therapeutische Vorgehen von entscheidender Bedeutung (31). Eine PTLD
erfordert eine Reduktion der immunsupressiven Therapie, wohingegen zur Behandlung einer

AbstoBung eine Therapieintensivierung notwendig wird.




Ein bestehender klinischer Verdacht macht derzeit zumeist eine Biopsie zur Bestatigung der
Diagnose erforderlich. Hierbei handelt es sich um einen nicht immer risikofreien invasiven
Eingriff, fir den die Indikation sorgfaltig zu stellen ist, um auf der einen Seite die Belastungen
fir den Patienten so gering wie méglich zu halten, andererseits bestehende Erkrankungen nicht
zu Ubersehen.

Zur Zeit wird haufig die zur Diagnosesicherung einer infektidsen Mononukleose gut geeignete
(8;538) Bestimmung EBV-spezifischer Antikdrper im Serum diagnostisch hinweisgebend
eingesetzt. Bei immunkompetenten Personen ist durch den Nachweis verschiedener
Immunglobulinklassen (IgA, IgM und IgG), die gegen unterschiedliche Virusantigene wie das
Viruskapsid-Antigen (VCA), das friihe Antigen (EA) oder das Epstein-Barr spezifische nukleare
Antigen (EBNA 1) gerichtet sind, eine Differenzierung zwischen Seronegativitdt, akut
durchgemachter Infektion, endogener Reaktivierung einer vorbestehenden Infektion sowie einer
derzeit unauffalligen vorausgegangenen Infektion méglich.

Bei Transplantatempféngern hingegen sind die Ergebnisse der serologischen Untersuchung in
vielen Féllen nicht zuverlassig (60;93;106), da sie durch die wahrend oder kurz nach der
Transplantation  oft  notwendigen  Bluttransfusionen oder die Gabe  humaner
Immunglobulinpréparate verfalscht werden (73). Zusétzlich reagieren Patienten unter
immunsuppressiver Therapie haufig verzdégert oder nur unzureichend auf eine Primarinfektion
bzw. eine endogene Reaktivierung von EBV (128).

In experimentellen Studien zeigen bei der Diagnosestellung einer PTLD Techniken wie in-situ
Hybridisation (42;54;60;93;109), das in-vitro Auswachsen von B-Zellen (136), der Nachweis von
IL-10 (12) und besonders der EBV-Nachweis mittels PCR im peripheren Blut
(49;73;80;81;81;93;94;126;132;136;159) vielversprechende Ergebnisse.

Bei der Verwendung als Routinemethode ergeben sich jedoch Schwierigkeiten:

Far alle vier genannten Verfahren fehlen ausreichende, die Sensitivitdt und Spezifitat
betreffende Angaben. Vor allem fir die PCR ist unklar ab welcher EBV-DNA-Konzentration eine
PTLD zu diagnostizieren und bei welcher ein PTLD-AusschluB méglich ist (52).

Es ist nicht entschieden, welches Probenmaterial zu verwenden ist, so werden in einigen
Studien Virus-DNA-Konzentrationen in mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC)
(105), im Gesamtblut (99), in peripheren Lymphozyten (71), im Serum (90), im Plasma (159)
sowie in Organ- oder Tonsillenbiopsien (92) bestimmt.

Unklarheit besteht dariiber, ob und wo es Grenzwerte fiir EBV-Genomkonzentrationen gibt, ab
welchen von einem so hohen Risiko fiir die Entwicklung einer PTLD ausgegangen werden
muss, dass man therapeutisch eingreift. Zusatzlich ist fraglich, ob dies dann nur flr bereits
symptomatische Patienten gilt oder ob der pradiktive Wert einer den Grenzwert Uber-




schreitenden Genomkonzentration so grofB3 ist, dass man bereits prophylaktisch MaBnahmen
ergreifen sollte (82).

Zusatzlich ist bei einigen der angewandten Methoden die Tauglichkeit fiir eine Anwendung in
der Routinediagnostik wegen des nétigen technischen und auch zeitlichen Aufwandes fraglich.

|.5 Therapie der PTLD

Derzeit exsistiert kein einheitliches Therapieschema zur Behandlung einer PTLD. Zwar finden
sich in der Literatur einige vielversprechende Behandlungsmethoden, jedoch sind diese bis auf
wenige Ausnahmen nur an kleinen Patientenkollektiven erprobt. Teilweise sind nur einzelne
Falldarstellungen vorhanden.

Welche der méglichen Behandlungsformen im Einzelfall zum Einsatz kommt, richtet sich unter
anderem danach, wie fortgeschritten die Erkrankung ist, welche Mdoglichkeiten dem
behandelnden Zentrum zur Verfigung stehen und welche Aggressivitdt der Therapie der
Allgemeinzustand des Patienten erlaubt.

Die Reduktion der immunsuppressiven Therapie als erste MaBnahme ist besonders bei frihen
Stadien und polyklonalen Entitaten erfolgreich (9), sodass etwa 31% der PTLDs auf diesem
Weg zu kontrollieren sind (113). Problematisch ist hierbei vorwiegend das sorgféltige
Austarieren der Therapie, um die PTLD einerseits wirksam zu behandeln, andererseits
hingegen keine AbstoBungsreaktion zu provozieren.

Handelt es sich jedoch um fortgeschrittene Stadien mit vorhandener Monoklonalitdt und
Onkogenaktivierung sowie aggressiv- progrediente Formen der Erkrankung, sind die
Erfolgsaussichten dieser MaBnahme nur sehr gering.

In diesen Fallen ist das Ansprechen der PTLD auf konventionelle Chemo-therapie in der Regel
schlecht, auch wenn einige neuere Studien etwas verbesserte Ergebnisse aufweisen
(97;113;130;137).

Die Uberlebensrate der mit Radiotherapie behandelten Patienten stellt sich mit 31% etwas
besser dar. Sie hat besonders bei ZNS- Lé&sionen ihr Einsatzgebiet (113).

Bei einem Teil der an PTLD Erkrankten lieBen sich Behandlungserfolge durch chirurgisches
Vorgehen erzielen (15;40). Wobei dies sicherlich nur lokalisierte, gut zugéngliche Formen
betrifft.

Der Nutzen einer unterstitzenden oder prophylaktischen Gabe von Virostatika wie Aciclovir,
Ganciclovir oder Foscarnet wird kontrovers diskutiert, da in einigen Studien ein Absinken der
PTLD- Inzidenz unter prophylaktischer Gabe bzw. ein verbessertes Ansprechen bei supportiver
Therapie mit Virostatika beschrieben wurde (11;35-37;96;101;113;123), wohingegen diese
Beobachtungen in anderen Studien nicht bestétigt werden konnten (10;73;104;113).




Hinzu kommt, dass die genannten Virostatika ihren Ansatz an der lytischen Infektionsform
haben und gegen die bei EBV- assoziierten lymphoproliferativen Erkrankungen vorherrschende
latente Form der Infektion unwirksam sind (72;104;107;127).

Der Einsatz von Interferon o (IFN o) wird wegen der in-vito durch IFN «
hervorgerufenen Steigerung des lytischen Potentials von T-Zellen und der Verhinderung der B-
Zellinfektion diskutiert. Fallberichte unterstitzen diese Beobachtung (46;121;121). Bei
Empféngern von Knochenmarktransplantaten erwies sich die IFN a- Therapie jedoch als
ineffektiv (113;136). Zusatzlich problematisch ist eine erforderliche Behandlungszeit von
mehreren Monaten, wahrend der ein erhdhtes AbstoBungsrisiko gegeben ist (113).

Positive Erfahrungen konnten auch beim Einsatz von murinen und gekoppelten B-Zell-
Antikérpern gesammelt werden (41). Besonders die Anwendung von Rituximab (gekoppelter
CD20-Antikérper) erbrachte vielversprechende Ergebnisse (7;10;47;51;84;87;102;113;163);
wobei die Anwendbarkeit bei ZNS-Lasionen umstritten ist (62;141).

Die bisher gréBten Therapieerfolge lieBen sich bei Knochenmarktransplantierten mit der Gabe
EBV-spezifischer zytotoxischer Donor-T-Zellen erzielen. Die hierfir bendtigten Zellen wurden
aus dem Blut des entsprechenden Knochenmarkspenders gewonnen und sowohl therapeutisch
bei nachgewiesener PTLD (34;65;137), als auch prophylaktisch bei hoher EBV-
Genomkonzentration (61;68) eingesetzt. Ahnlich erfolgreich verliefen Studien, bei denen
Organtransplantierten nach der Diagnose einer PTLD oder prophylaktisch bei hoher Viruslast
EBV spezifische T-Lymphozyten verabreicht wurden, die ihnen z.T. vor der Transplantation
entnommen und in vitro angezlichtet wurden (64;116;131;137;140).

Hierbei wurde weder ein haufigeres Auftreten von Graft-versus-Host-Erkrankungen noch
vermehrte opportunistische Infekte beobachtet (36;64;83;113;137).

Langzeiterfahrungen zu den erwé&hnten Therapieanséatzen stehen jedoch noch aus. Zudem sind
bisher nur wenige Zentren in der Lage, die Therapie mit cytotoxischen T-Zellen durchzufiihren

und nicht in allen Fallen sind diese T-Zellen verfligbar (7).

Da die Therapie des Anfangsstadiums der PTLD durch Verringerung der Immunsuppression mit
gutem Erfolg und relativ geringem Aufwand durchfihrbar ist, ist eine Diagnosestellung so
friihzeitig wie méglich wiinschenswert.

Diese sollte dabei mdglichst wenig invasiv sein, um die ohnehin haufig hospitalisierten
Patienten nicht zuséatzlich zu belasten und die Funktion des transplantierten Organs nicht zu

gefahrden.




.6 Fragestellung

Aus dem oberhalb erlduterten Interesse, eine PTLD méglichst friihzeitig, zuverlassig und wenig
invasiv zu diagnostizieren ergibt sich die Fragestellung dieser Arbeit:

- Besteht die Mdoglichkeit durch die Bestimmung eines detaillierten EBV-Status
(einschlieBlich der EBV- Last- Bestimmung durch quantitative PCR) bei
immunsupprimierten Kindern ein aktuelles Risiko fir die Entwicklung oder das
Bestehen einer PTLD erkennen zu kénnen?

- Welches Probenmaterial ist hierbei das am besten geeignete?

- Ist dieses Verfahren zur Anwendung im klinischen Alltag tauglich?

- Welche Voraussetzungen missen hierfir erfillt sein?
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Il Patienten, Material und Methoden

Il.1 Patienten

Far die Untersuchungen zu unserer im vorangehendenden Abschnitt erérterten Fragestellung
stand Probenmaterial zur Verfligung, das 116 nierentransplantierten Kindern und Jugendlichen
ohne Anzeichen einer PTLD, 10 pé&diatrischen Patienten mit histologisch gesicherter PTLD, 13
nicht immunsupprimierten Kindern mit infektiéser Mononukleose sowie 20 gesunden Kindern

entnommen wurde.

Nierentransplantierte Kinder und Jugendliche:

Bei dieser Gruppe handelt es sich um Patienten, die zwischen dem 01.11.1998 und dem
01.01.2000 in der nephrologischen Ambulanz der Medizinischen Hochschule Hannover betreut
wurden. Die Daten von 96 der urspriinglich 116 Patienten flossen in die Studie ein.
Ausschlussgrund fiir die Gbrigen 20 waren: klinische Zeichen einer akuten Infektion zur Zeit der
Blutentnahme (bei sechs Kindern), eine Transportdauer Uber 48 Stunden (bei 11 Patienten),
eine zu geringe Materialmenge (bei zwei Patienten) und die Diagnosestellung einer PTLD (bei
einem Kind).

Die 96 in der Studie verbliebenen Kinder und Jugendlichen (56 Jungen und 40 Madchen) waren
zum Zeitpunkt der Blutenthahme von 3,8 bis 26,1 Jahre (im Median 13,9 Jahre) alt und hatten
vor 1 — 181 Monaten (im Median 42 Monate) ein Nierentransplantat bekommen.

Bei 69 der 96 in die Studie eingeschlossenen Patienten war dies die erstmalige Transplantation.
Eine Retransplantation war bei 11 der Kinder durchgefiihrt worden. Bei zwei Patienten handelte
es sich um die dritte Transplantation und bei einem Kind war zuséatzlich eine Leber
transplantiert worden.

Zur Transplantation gefiihrt hatten bei 29 Patienten (zumeist zystische) Nierendysplasien. Bei
20 Kindern handelte es sich bei der Grunderkrankung um entziindliche oder
immunpathologische Nierenerkrankungen. Ein Stoffwechseldefekt hatte bei 14 Patienten,
Erkrankungen der ableitenden Harnwege hatten bei 12 Patienten und bei weiteren 7 sonstige
Ursachen diesen Eingriff erforderlich gemacht.

Die immunsuppressive Therapie bestand bei Blutentnahme bei 2 Patienten aus einer
Monotherapie mit Tacrolimus (FK 506), bei 8 Patienten aus der Kombination von Tacrolimus
und Decortin und bei weiteren 8 Patienten aus einer Trippeltherapie von Tacrolimus, Decortin
und Azathioprin oder Mycophenolatmofetil. Eine Zweifachkombination aus Cyclosporin A und
Decortin erhielten 31 Patienten; eine Kombination aus Cyclosporin A und Mycophenolatmofetil

2 Patienten. Eine Trippeltherapie aus Cyclosporin A mit Decortin und Azathioprin bzw.
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Mycophenolatmofetil wurde bei der mit 32 Patienten gréBten Gruppe angewandt.
Bei 13 Patienten waren aus Grinden wie Wohnortwechsel keine Informationen Uber den
Zeitpunkt der Transplantation, die Art der Grunderkrankung und die Immunsuppression

verflgbar.

Geschlecht 56 Jungen n=96
40 Mé&dchen

Alter 3,8 — 26,1 Jahre
(Median 13,9)

Zeit nach Transplantation 1 — 181 Monate n=83
(Median 42)

Anzahl der Transplantationen

Ersttransplantation 69

Zweittransplantation 11

Dritttransplantation 2

Transplantation weiterer Organe 1

Grunderkrankung

Nierendysplasie 29

Entzindliche oder immunopathologische 20

Nierenerkrankungen

Stoffwechseldefekte 14

Erkrankungen der ableitenden Harnwege 12

Sonstige Grunderkrankungen 7

Immunsuppressive Therapie

Cyclosporin A + Decortin + Azathioprin oder 32

Mycophenolatmophetil

Cyclosporin A + Decortin 31

Cyclosporin A + Mycophenolatmophetil 2

Tacrolimus + Decortin + Azathioprin oder

Mycophenolatmophetil

Tacrolimus + Decortin 8

Tacrolimus (Monotherapie) 2

Tabelle 1: Geschlecht, Alter, Zeit nach Transplantation, Anzahl der Transplantationen, Grunderkrankungen sowie

immunsuppressive Therapie der nierentranplantierten Kinder
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Padiatrische Patienten mit histologisch gesicherter Ilymphoproliferativer Erkrankung post

transplantationem (PTLD) :

Von diesen 10 Kindern (3 Jungen und 7 Madchen) war bei 7 eine Leber-, bei 2 eine Herz- und
bei einem eine Nierentransplantation durchgefihrt worden. Sie waren zur Zeit der
Blutentnahme zwischen 1 und 15 Jahren (Median 4 Jahre) alt.

Behandelt wurden 5 dieser Patienten im Universitatsklinikum in Brissel, 2 in Essen, 2 in
Hannover und ein Patient in der Kinderklinik Miinchen-Schwabing. Die Diagnose der PTLD
wurde bei ihnen klinisch gestellt und histologisch gesichert. Vor Therapiebeginn erfolgten z.T.
mehrfache Blutentnahmen, sodass 13 Proben bestehend aus mononuklaren Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) (entnommen bei 9 Patienten) und 8 Plasmaproben (entnommen bei
5 Patienten) fir die Untersuchung =zur Verfliigung standen. Bei 4 Patienten fanden
Verlaufskontrollen beider Werte, bei 2 Patienten nur der PBMC- sowie bei einem nur der
Plasmawerte statt.

Nicht immunsupprimierte Kinder mit infektidser Mononukleose (IM):

Bei diesen 13 Patienten (8 Jungen und 5 Madchen im Alter von 8 bis 16 Jahren im Median 13,2
Jahren) mit klinischen Symptomen einer infektibsen Mononukleose und dem serologischen
Nachweis einer EBV- Erstinfektion konnte von 3 Patienten sowohl Plasma als auch PBMC
untersucht werden. Nur Plasma war von 4 Patienten, nur PBMCs waren von 6 Patienten zu
bekommen. Von einigen Patienten standen mehrere Proben zur Verfligung, so dass sich eine
Gesamtzahl von 9 Plasmaproben von 7 Patienten und von 10 PBMC-Proben von 9 Patienten
ergibt.

Gesunde Kontrolle:

Die Blutentnahme erfolgte bei diesen 4- 16 jahrigen (Median 10,5 Jahre)
14 Jungen und 6 M&dchen im Rahmen einer Routineblutabnahme z.B. wegen eines elektiven
Eingriffs. Keines dieser Kinder bzw. Jugendlichen wies zum Entnahmezeitpunkt Zeichen fur
eine aktuelle EBV-Infektion wie Fieber oder Adenopathie auf.

Alle an der Studie teilnehmenden Kinder und Jugendliche sowie deren Eltern waren tber den

Zweck der Blutentnahme informiert.
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[1.2 Methoden

Probenvorbereitung

Pro Patient wurden jeweils 5- 10 ml EDTA-Blut entnommen und uns aus den jeweiligen Kliniken
ungekihlt mit der Post bzw. aus der eigenen Klinik mit der Hauspost zugesandt. Aus diesen
Proben wurden- wenn mdglich- sowohl Plasma als auch PBMCs gewonnen. Dieser Schritt fand
bei den PTLD-Patienten aus Briissel wegen der zu erwartenden ladngeren Transportdauer
bereits dort statt.

Zur Plasmagewinnung wurden die Proben bei 1000 x g Gber 10min zentrifugiert und im Mittel 3
ml Plasma abpipettiert. Das so gewonnene Plasma wurde in Portionen von je 1 ml Plasma

aufgeteilt, in EppendorfgefaBe geflllt und bis zur weiteren Bearbeitung bei -80° C eingelagert.

Durch Standard-Dichte-Zentrifugation (unter Einsatz von Ficoll- Seperationslésung;
s. Materialliste) wurden aus dem verbliebenen Restplasma und den zelluldren Blutbestandteilen
mononukledre Zellen des peripheren Blutes isoliert. Im Anschluss wurde das etwa 5x 10° bis 1x
10" PBMCs enthaltende Isolat zweimalig mit PBS-Puffer gespiilt, in EppendorfgefaBe tiberfihrt
und bei -80° C aufbewahrt.

Die DNA-Extraktion erfolgte unter der Verwendung des QlAamp Blood Midi Kits aus 1 ml
Plasma bzw. aus den PBMCs, die in je 1ml PBS-Puffer aufgeschwemmt wurden, auf eine vom
Hersteller empfohlene Weise. Hierbei beruht das Prinzip der Methode darauf, dass dem
Probenmaterial die vorgesehene Protease zur Zelldenaturierung hinzugefligt und nach einer
Inkubationszeit Ethanol als L&sungsmittel dazugegeben wird. AnschlieBend wird die Lésung auf
den vorgesehenen Filter, der sich in einem 15 ml Zentrifugationsréhrchen befindet, pipettiert
und zentrifugiert. Das Filtrat wird verworfen. Die im Filter verbliebene DNA wird nacheinander
mit zwei unterschiedlichen Puffern gespult und schlieBlich durch einen Lésungspuffer aus dem
Filter in ein frisches Zentrifugationsréhrchen ausgewaschen.

Das Eluationsvolumen betrug im Falle des Plasmas nur 200 pl, um trotz der im Plasma nur
geringen DNA-Konzentration eine mdglichst hohe Konzentration im Eluat zu erreichen. Bei dem
eingesetzten Volumen von 1 ml Plasma bedeutet dies eine Erh6hung der Konzentration um den
Faktor finf.

Zur Auswaschung der aus PBMCs gewonnenen DNA wurden 400 pl des vorgesehenen
Lésungspuffers eingesetzt.

Folgend hierauf wurden 50 pl der so erhaltenen LOsung zur Feststellung der DNA-

Konzentration und eventueller Verunreinigungen unter Einsatz eines Spectrophotometers
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analysiert. Im Anschluss an die Konzentrationsbestimmung wurde die DNA- Konzentration der

PBMC- Proben unter Verwendung von destilliertem Wasser auf 50 pg/ml eingestellt.

Bestimmung EBV-spezifischer Antikdrper mittels ELISA

Um den Serostatus der Patienten in Bezug auf EBV ermitteln und zwischen EBV-
Seronegativen, EBV-Seropositiven ohne Anzeichen fir eine aktive Infektion, bzw. priméren und
endogen reaktivierten Infektionen unterscheiden zu kénnen, wurden EBV spezifische Antikdrper
vom Typ IgG, IgM und IgA jeweils gerichtet gegen das early antigen (EA) sowie vom Typ IgG
gegen Epstein-Barr-spezifisches nukledres Antigen 1 (EBNA 1) mittels Enzym linked
immunsorbent assay (ELISA) im Plasma bestimmt.

Hierbei wird das IgM gegen EA bei einer akuten Infektion als Erstes nachweisbar. Darauf folgen
IgG gegen EA und als Zeichen der Epithelbeteiligung das IgA gegen EA. Im Verlauf sinkt dann
die Konzentration dieser Antikdrper im Regelfall unter die Nachweisgrenze ab.

Etwa zeitgleich mit dem Absinken der Konzentration der gegen das early antigen gerichteten
Antikérper erreicht IgG gegen EBNA 1 detektierbare Mengen und bleibt fir einen grdBeren
Zeitraum nachweisbar. Seine Bestimmung dient als Hinweis auf eine langer zuriickliegende
Infektion.

Die von uns zur Messung der genannten Antikdrper verwendeten Ansétze enthalten
rekombinantes Antigen p72 zum Nachweis von Immunglobulinen gegen EBNA 1 bzw. p54 und
p138 zur Ermittlung spezifischer Antikdrper gegen EA. Die Untersuchungen erfolgten den
Angaben des Herstellers entsprechend.

Zusatzlich wurden dem Zeitpunkt der Blutentnahme vorangehende serologische Routinedaten
zum Vergleich herangezogen und so eine Einteilung in die folgendermaBen definierten Gruppen
vorgenommen:

1) EBV- seronegativ: Patienten, bei denen weder in den Voruntersuchungen noch in der von

uns untersuchten Probe EBV-spezifische Antikdrper nachzuweisen waren.
2) EBV- seropositiv mit l1&nger zuriickliegender Serokonversion: Bei diesen Patienten waren

Antikdrper vom Typ IgG gegen EBNA 1 messbar. 1gG, IgM sowie IgA gegen EA waren
hingegen nicht oder ausschlieBlich EA IgG war nachweisbar. In den Vorbefunden waren hier
ebenfalls Zeichen einer stattgehabten Serokonversion sichtbar.

3) Primédre Infektion: Diese Patienten waren in vorangegangenen Routineuntersuchungen

negativ fir EBV-spezifische Antikérper, zeigten jetzt aber eine Serokonversion, wobei anti-
EA IgM und/oder anti-EA IgG nachge-wiesen wurden. Antikdrper gegen EBNA 1 waren
definitionsgemaB in dieser Gruppe nicht vorhanden bzw. unterhalb eines Schwellenwertes
von 0,5.
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4) Endogene Reaktivierung: In diese Gruppe sind Patienten einzuordnen, die langzeitpositiv fir

anti-EBNA1-IgG waren und bei denen zusatzlich erhdhte Konzentration von anti-EA-IgM
(OD-Werte>0,5) bzw. von anti-EA-IgG (OD-Werte>1,0) gemessen wurden. Da unter
immunsupressiver Therapie trotz langer zurlickliegender Serokonversion im Plasma einiger
Patienten kein anti- EBNA1-IgG mehr feststellbar war, wurden in diese Gruppe auch
Patienten gefasst, bei denen in Vorbefunden eine EBV-Infektion dokumentiert war und
zusatzlich die von uns untersuchte Probe erhdhte Werte fir anti-EA-IgM bzw. anti-EA-IgA

aufwies.

Epstein-Barr-Viruslastbestimmung im Plasma und in PBMCs unter Einsatz quantitativer

Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RQ-PCR; TagMan-Technologie):

Bei diesem von uns angewandten Verfahren wird — anders als bei herkdmme-lichen PCR-
Ansédtzen - die Registrierung eines bei der DNA-Amplifizierung von einem fluoreszierenden
Farbstoff freigesetzten Signals zur Quantifizierung der im Ansatz enthaltenen DNA-
Konzentration verwendet. Dieses Vorgehen ersetzt den Nachweis mit Hilfe der
Gelelektrophorese sowie anschlieBendem ,Southern-Blotting®.

Das Prinzip dieser Methode beruht hierbei darauf, dass den Proben zusétzlich zu den Primern
sowie den Desoxyribonukleinsauretriphosphaten und der DNA-Polymerase ein als Sonde
bezeichnetes sequenzspezifisches Oligonukleotid im Uberschuss hinzugefiigt wird. Diese
Sonde enthélt an ihrem 5' Ende einen fluoreszierenden Reporter-Farbstoff, der durch eine
kovalente Bindung an den am 3' befestigten hemmenden Anteil (Quencher) blockiert wird. Als
Reporterfarbstoffe verwendeten wir FAM (6-carboxy- fluorescein) und VIC. Als Quencher wurde
TAMRA (6-carboxy-tetramethyl-rhodamine) benutzt.

Wéhrend der DNA-Amplifizierung wird die Sonde durch die 5'-3' Exonuklease-Aktivitat der DNA-
Polymerase abgespalten und dabei der Reporter-Farbstoff von dem hemmenden Anteil
getrennt.

Auf diese Weise wird die hemmende Wirkung des Quenchers aufgehoben und der Reporter
sendet ein fluoreszierendes Signal mit dem Maximum bei einer Farbstoff-spezifischen
Wellenlange (FAM 518 nm) aus.
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Abbildung 1. Biochemisc.hes.Prinzip der RQ-PCRNaqMan-Technologie

Das so entstandene Signal wird mit Hilfe des ABIPRISM 7700 Sequenz Detection System
registriert und gegen das des ebenfalls im Ansatz enthaltenen passiven Referenzfarbstoff (z. B.
Rox) abgeglichen.

Die Zunahme der Intensitédt der Fluoreszenz wird alle sieben Sekunden gemessen. Hierbei
kommt es in der Phase der exponentiellen Reduplikation zum Uberschreiten eines
Schwellenwertes, was bei den Messungen festgehalten wird. Der Zyklus, in dem dies der Fall
ist, wird als Thresholdcycle (C;) bezeichnet. Die Anzahl der zum Erreichen des Schwellenwertes
nétigen Zyklen ist invers proportional zur vorliegen Konzentration des zu bestimmenden DNA-
Abschnitts.

Mit Hilfe der fir die mitgeflihrten Standards, die eine festgelegte DNA-Konzentration enthalten,
ermittelten C- Werte lasst sich nun eine Standardkurve erstellen. Auf dieser Kurve kann bei
bekanntem C; die vorliegende DNA-Konzentration abgelesen werden.
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Abbildung 2. Verlauf der Bam HI-K-spezifischen Amplifikation der Namalwa-DNA

Zur Feststellung eventueller Verunreinigungen wurden 4 sogenannte Non Template Controls
(NTC) verwendet, die anstelle des Probenmaterials destilliertes Wasser enthielten. Bei ihnen
IaBt sich nur bei einer Verunreinigung eine DNA-Amplifikation beobachten.

Um das Vorhandensein von amplifizierbarer DNA in den Ansatzen zu bestatigen, wurde flr jede
der Proben eine Positivkontrolle mitgefuhrt. Hierbei wurde eine konstante Region des
menschlichen Genoms (die CRP-Region) mittels entsprechender Primer und Sonden amplifziert
und nachgewiesen.

Unter Verwendung dieser Methode flihrten wir die Messung der EBV-Genomlast fiir jede der
Proben mit zwei verschiedenen Ansatzen durch, deren Primer und Sonden an zwei
unterschiedliche Regionen des EBV-Genoms binden.

Bei der ersten der fiir die Bestimmung gewahlten Regionen, handelt es sich um die BAM HI-W-
Region, die fir einen Promotor der latenten Genexpression kodiert, welcher die virusinduzierte
Wachstumstransformation ruhender B-Zellen verursacht (78). Diese Region ist repetetiv mit
zwischen einer und elf Wiederholungen in unterschiedlichen EBV- Laborstdmmen und sehr
konstant innerhalb des EBV-Genoms vorhanden (29).

Die zweite Region, die BAM HI-K-Region, kodiert fir das Epstein-Barr spezifische nukleére
Antigen 1 (EBNA1). Hierbei waren die Primer und Sonden so gewabhlt, dass sie an einer in allen
publizierten EBNA1-Regionen verschiedener Stimme enthaltenen Stelle ansetzen, um falsch
negative Ergebnisse zu vermeiden (157).
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Il Patienten, Material und Methoden

Die Primer und Sonden wurden unter Zuhilfenahme der GenBank Sequence Database sowie

unter Verwendung von Primer-Express-Softwareentworfen.

Bam HI-W-Assay

Bei diesem Ansatz wurde die Bestimmung der B-Actin-Region als externe positive Kontrolle in
einem zusatzlichen Reaktionsgefa (Cup) der Titerplatte neben der Doppelbestimmung der
Bam HI-W Region des EBV durchgefinhrt.

Bei jedem PCR-Lauf wurden 7 Standardproben aufsteigender Konzentration in
Doppelbestimmung zur Erstellung der Standardkurve verwendet. Zusatzlich wurden 4
Negativkontrollen mitgefiihrt. Da eine Titerplatte 96 Cups umfasst, kdnnen folglich neben den
2x7 Standards und 4 NTCs 26 Proben pro Titerplatte bei Doppelbestimmung und externer

positiver Kontrolle gemessen werden.
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Abbildung 3. Pipettierschema bei Bam HI-W-Ansatz

Die Sonde zum Nachweis der Bam HI-W Region enthielt den Fluoreszensfarbstoff Fam.
Zunachst wurde die bei —80°C gelagerte aus PBMCs bzw. Plasma isolierte DNA bei
Raumtemperatur aufgetaut und die fir die Anzahl der zu messenden Proben insgesamt
bendtigten Mengen an TagManUniversal Master Mix, Primern und Sonden berechnet.

Die entsprechenden Mengen wurden in ein steriles ReaktionsgeféB pipettiert, vermischt und in

die fur die einzelnen Proben notwendigen Portionen unterteilt.

Fir die Zusammensetzung eines Einfachansatzes fir die Bam HI-W- und -Actin- Bestimmung
siehe Anhang.
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Alle beschriebenen Pipettierschritte fanden in der sterilen Werkbank unter Verwendung von
10 pl — 1ml umfassenden Eppendorf-Pipetten sowie dazugehdriger steriler Filterpipettenspitzen
statt.

EBNA 1 (=Bam HI-K) Assay

Hierbei handelt es sich im  Gegensatz zum  vorangehend  geschilderten

Bam HI-W-Assay um einen Duplex- PCR-Ansatz. Dies hat zur Folge, dass die CRP-
Bestimmung nicht als externe, sondern als interne positive Kontrolle mitgefiihrt wird und somit
in dem selben ReaktionsgefaB stattfindet, wie die EBNA 1-Messung.

Hierzu ist es notwendig, dass die beiden verwendeten Sonden mit unterschiedlichen
Farbstoffen versehen sind, deren Fluoreszenzwellenlangen sich voneinander unterscheiden. So
enthdlt die Sonde fir die Bam HI-K- Region Vic, die fir die CRP- Region Fam als
Reporterfarbstoff.

Ebenso wie fiir den Bam HI-W-Assay wurden die Proben vorbereitend aufgetaut, die
notwendigen Mengen an Mastermix, Primern, Sonden und Aqua ad injectabile berechnet, in ein
steriles ReaktionsgefaB3 pipettiert, vermischt und die fir die einzelnen Proben benétigte Menge
entnommen.

Auch bei diesem Ansatz waren 7 Standards in Doppelbestimmung sowie 4 NTC zur Erstellung
der Standardkurve bzw. als Negativkontrollen erforderlich.

Zum Einfachansatz zur EBNA 1 (= Bam HI-K) Bestimmung mit interner CRP-Kontrolle siehe

Anhang.

Da bei der EBNA 1-Duplex—PCR die positive Kontrolle intern mitgeflihrt wurde, wurden nur zwei
ReaktionsgeféaBe der Titerplatte fiir eine Probe benétigt. Das heiBt, dass pro Titerplatte (umfasst
96 ReaktionsgefdBe) neben den 2 x 7 Standards und 4 NTCs 39 Proben bei

Doppelbestimmung gemessen werden konnten.
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Il Patienten, Material und Methoden
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Die Polymerase Kettenreaktion wurde mit Hilfe des ABI PRIXM 7700 SDS durchgefiihrt, der
sich in einem von Pra-PCR-Bereich getrennten Raum befand, um Kontaminationen soweit wie
moglich zu vermeiden. Die Zyklusabfolgen waren bei beiden Ansatzen gleich. Die
Geréteeinstellung differierte lediglich dahingehend, dass bei der EBNA 1—Bestimmung zwei
verschiedene Reporter- Farbstoffe (Vic fiir die Bam HI-K-Region und Fam firr die humane CRP-
Region) zu messen waren, wahrend bei der Bam HI-W-Bestimmung nur die Registrierung eines
Farbstoffs (Fam) -abgesehen von den grundsétzlichen Kontrollabgleichen mit den passiven
Referenzfarbstoffen - nétig war. Ablauf der Zyklen:

-Inaktivierung einer méglichen Kontamination: Zur Inaktivierung einer méglichen Kontamination

mit Uracil N’-glycosylase (UNG) wurden die Ansétze fir 2 Min. auf 50 °C erwarmt.

-Aktivierung der Polymerase: Zur Aktivierung der Ampli Tag Gold Polymerase und weiteren

UNG:- Inaktivierung fand eine Erhitzung auf 95 °C tber 10 Min. statt.

-40 Amplifikationszyklen bestehend aus:

-> Doppelstrangtrennung: Durch Erhitzen auf 95 ©°C fir 15 sec wurde nun
eine DNA-Doppelstrangtrennung induziert.

-> Anlagerung und Amplifikation: Bei Abkihlung des Ansatzes auf 60 °C flr
60 sec. lagerte sich die Sonde an die passende Sequenz zwischen den
Primerbindungsstellen an und bei der DNA-Amplifikation wurde die Sonde durch die 5'-3'
Exonuklease-Aktivitdt der DNA-Polymerase abgespalten sowie der Reporter-Farbstoff von
dem Quencher- Anteil getrennt.

-> Registrierung der Intensitat des fluoreszierenden Signals (erfolgt alle 7 Sekunden)

-Abkihlung auf Raumtemperatur
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Die EBV-positive Burkitt-Lymphom- Zelllinie Namalwa (American Type Culture Collection
[ATCC] CRL-1432) wurde als Standard zur EBV-Quantifizierung verwendet, da sie konstant
2 integrierte EBV-Kopien pro Zellgenom enthalt.

Folglich war es méglich, die Anzahl der eingesetzten EBV-Genome durch die Menge der
eingesetzten Namalwa DNA zu bestimmen. So enthalten ndherungsweise 3,3 pg Namalva DNA
eine EBV-Genomkopie.

Fir die Ermittlung der Standardkurve, auf der die Ct- Werte (diejenigen Zyklen in denen die
Intensitat des fluoreszierenden Signals den Schwellenwert (berschreitet) gegen die Menge
Namalwa-DNA aufgetragen ist, wurden bei jedem PCR-Lauf 7 Namalwa-Standards
unterschiedlichen DNA-Gehalts (3 pg, 12 pg, 48 pg, 192 pg, 1536 pg, 6141 pg und 98300 pg) in
Doppelbestimmung mitgefiihrt. Hierdurch wurde ermdglicht, anhand der Ct-Werte der Proben
die Anzahl der enthaltenen EBV-Genom-Kopien abzulesen (siehe Abbildung 2.).

Die durch die Standardkurve den einzelnen Ct- Werten zugeordneten Werte (wurden von der
Software berechnet) entsprachen pg Namalva DNA. Um auf die Anzahl der enthaltenen EBV-
Genomkopien zu schlieBen, musste nun der abgelesene Wert durch 3,3 dividiert werden
(1 EBV-Genomkopie/3,3 pg Namalwa DNA).

Da 10 pyl PBMC-DNA in der Konzentration von 50 pug/ml(= 500 ng) eingesetzt wurden, wurden
durch die Division durch 3,3 die EBV-Genomkopien/500 ng berechnet. Dieses Ergebnis mit
2 multipliziert, ergab das Ergebnis in der gewiinschten Einheit: EBV-Genomkopien/ug.

Auch zur Berechnung der Anzahl der EBV-Genomkopien im Plasma war es erforderlich, den
durch Ablesen auf der Standardkurve erhaltenen Wert durch 3,3 zu dividieren, um pg Namalwa-
DNA in EBV-Genomkopien umzurechnen. Da das Plasma bei der DNA-Isolierung um den
Faktor 5 aufkonzentriert wurde, ergaben sich so EBV-Genomkopien/50 pl (bei Einsatz von
10 pl), was mit dem Faktor zwei multipliziert zu dem Ergebnis in der gewlinschten Einheit von
EBV-Genomkopien/100 pl fuhrte.

Interleukin 10 (IL 10)-Konzentrationsbestimmung im Plasma

Die IL 10-Konzentration in Patientenplasmaproben wurde mit Hilfe eines ELISAs den Angaben
des Herstellers entsprechend bestimmt. Es fand eine Doppelbestimmung statt. Sowohl

humanes als auch virales IL 10 flossen in die Messung ein.
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Statistische Analyse

Fir den statistischen Vergleich der Viruslast verschiedener Patientengruppen wurde der Mann-
Whithey U test verwendet. Als statistisch signifikant wurde ein P-Wert von < 0,05 betrachtet.
Korrelationsanalysen wurden unter Verwendung des Spearman-Rank-Tests durchgefuhrt. Die
Berechnungen erfolgten mit Hilfe von SPSS 8.0 fir Windows (SPSS Inc. Richmond, CA) .
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lll Ergebnisse

lll.1 Serologie

Bei Betrachtung der Ergebnisse der EBV—Antikérperbestimmung im Plasma mittels ELISA (wie
in  Abschnitt 1l.2c  beschrieben) im Kontext mit den  vorausgegangenen
Routinelaboruntersuchungen ergab sich folgende Verteilung der 96 nierentranplantierten
Patienten auf die in Abschnitt Il.2c definierten Gruppen:

3 Patienten waren EBV seronegativ, 9 Patienten hatten eine primére Infektion, bei 64 Patienten
war eine zurlckliegende Infektion ohne Hinweis auf ein akutes Geschehen nachzuweisen. Die
Obrigen 20 Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme im Stadium der
Reaktivierung einer friheren EBV-Infektion.

Aus der Kontrollgruppe der 20 gesunden Kinder und Jugendlichen waren bei 10 keine
Antikérper gegen EBV nachweisbar, sie waren somit EBV-seronegativ. Die tbrigen 10 zeigten
das serologische Bild einer abgelaufenen Infektion ohne derzeitige Virusaktivitat.

l1l.2 Vergleich zwischen Bam-HI-W-PCR-Ansatz und EBNA 1 (Bam-HI-K) PCR-

Ansatz)

Bei vergleichender Betrachtung der mittels Bam-HI-W-PCR-Ansatz einerseits und unter
Verwendung des Bam-HI-K-Ansatzes auf der anderen Seite ermittelten EB-Viruslasten ergaben
sich durch Anwendung des Spearman-Rank-Tests folgende Korrelationskoeffizienten:

- Fir Namalwa-DNA unterschiedlicher Konzentration lieB sich ein Korrelationskoeffizient von
99,8% ermitteln.

- Ein Korrelationskoeffizient von 87,5 % lag beim Vergleich der Viruslasten vor, die unter
Verwendung der beiden Assays in den PBMCs der 96 nierentransplantierten Kinder bestimmt
worden waren (graphische Darstellung siehe Abbildung 5).

- Die im Plasma derselben Patientengruppe ermittelten Messwerte korrelierten miteinander mit
einem Koeffizient von 80,1%.
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Abbildung 5. Verteilung der Messergebnisse der Anzahl der EBV- Kopien bestimmt mittels EBNA1 gegen BAM HI-W in
PBMC der nierentransplantierten Patienten

I11.3 Vergleich der Messergebnisse in Plasma und PBMCs

Wourden die 96 Proben der Transplantierten nach der Viruslast in den PBMCs einerseits und der
im Plasma andererseits geordnet und anschlieBend ein Vergleich gezogen, wie haufig den
einzelnen Proben ein Ubereinstimmender Rang in beiden Listen zugeordnet wurde, so wie es
der von uns verwendete Spearman-Rank-Test vorsieht, erhielt man fir den Bam HI-W-Ansatz
eine Ubereinstimmung von 65,9 % (fiir eine vergleichende Darstellung nach Patientengruppen
siehe Abbildung 6). Fir den EBNA 1-Ansatz ergab sich ein Korrelationskoeffizient von 69,7 %

zwischen den PBMC - und den Plasma - Ergebnissen.
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I1l.4 EBV-Last bei klinisch unauffélligen nierentransplantierten Kindern

In Anbetracht der starken Korrelation zwischen den Ergebnissen von Bam HI-K und Bam HI-W-
Ansatz wurden die weiteren Berechnungen nur noch fir die Ergebnisse des Bam HI-W-
Ansatzes dargelegt.

In der Gruppe der 96 nierentransplantierten Kinder und Jugendlichen lag die EBV-DNA-
Konzentration in den PBMCs zwischen 0 und 129964 EBV-Genomkopien/pug PBMC DNA, im
Median bei 104,5 EBV-Genomkopien/ug PBMC DNA. Der Gehalt an EBV-Genomkopien in 100
pl Plasma schwankte bei diesen Patienten zwischen 0 und 740 Kopien. Der Median betrug 0
EBV-Genomkopien/100 pl Plasma.

Die héchsten Viruslasten waren mit bis zu 129964 EBV-Genomkopien/ug PBMC DNA und bis
zu 740 EBV-Genomkopien/100 pl Plasma bei den Patienten nachzuweisen, die auf Grund der
serologischen Daten und der Vorbefunde in die Gruppe mit endogener Reaktivierung der EBV-
Infektion eingeordnet waren.

Mit bis zu 16979 EBV-Genomkopien/ug PBMC DNA und bis 595 EBV-Genomkopien/100pl
Plasma ebenfalls hohe EBV — Konzentrationen wurden bei den Kindern gefunden, die nach den
serologischen Daten eine Erstinfektion durchmachten (n = 9).

In beiden Gruppen waren in den PBMCs aller Patienten - mit wenigstens 135 EBV-
Genomkopien/ug PBMC DNA bei endogener Reaktivierung und wenigstens 326 EBV-
Genomkopien/ug PBMC DNA bei primarer Serokonversion Epstein—Barr-Viren detektierbar.
Dahingegen konnten im Plasma von 2 Patienten mit Erstinfektion und von 5 Patienten mit
Infektionsreaktivierung keine EB-Viren nachgewiesen werden.

Deutlich geringere EBV-DNA-Konzentrationen (mit im Median 25 EBV-Genomkopien/ug PBMC
DNA und im Median 0 EBV-Genomkopien/100ul Plasma) fanden sich bei denjenigen mit
stattgehabter Serokonversion ohne Anzeichen der aktuellen Virusaktivitat (n = 9).

Bei den drei nach serologischen Daten und Vorbefunden EBV negativen Patienten war weder
im Plasma noch in den mononukledren Blutzellen Virus-DNA nachweisbar. (Graphische
Gegenlberstellung der einzelnen Patientengruppen der EBV- Konzentrationen in PBMCs siehe
Abbildung 7, im Plasma siehe Abbildung 8)

1.5 Vergleich der Viruslasten in PBMCs zwischen Kindern nach

Nierentransplantation und gesunden Kindern der Kontrollgruppe
Die Viruslast in PBMCs lag bei den immunsupprimierten Kindern ohne serologische Anzeichen

fiir aktuelle Infektion - seronegativ oder nach stattgehabter Serokonversion - (n=67, Spannweite
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0 - 2626, Median 20 EBV-Genomkopien/ug PBMC DNA) signifikant (p =0,14) oberhalb der bei
gesunden Kontrollen (n=20) festgestellten.

Dieser Unterschied trat bei der Gegenuberstellung der Messwerte der gesunden Kontrollgruppe
(n=20, Spannweite 0 — 32 EBV-Genomkopien/pg PBMC-DNA Median: 1 EBV-Genomkopie/ug
PBMC-DNA) mit denen aller 96 Kinder nach Nierentransplantation ohne klinische Infekizeichen
(n=96, Spannweite 0 — 129964 EBV-Genomkopien/ug PBMC-DNA, Median: 104,5) noch
deutlicher hervor (p < 0,001).

l1l.6 Vergleich der Anzahl der EBV- Genomkopien bei klinisch unauffalligen

Kindern unter Immunsuppression mit der bei an PTLD erkrankten Patienten
Wiederum signifikant (p < 0,001) héhere Anzahlen von EBV-Genomkopien/ug PBMC DNA als
bei den 96 klinisch gesunden immunsupprimierten Kinder ergaben sich fir die 9 PTLD-
Patienten mit einer medianen Viruslast von 19588 EBV-Genomkopien/ug PBMC DNA.
(Spannweite 6255 — 171798 EBV-Genomkopien/ug PBMC-DNA). Somit lagen die Anzahl der
EBV-Genomkopien aller Kinder mit PTLD vor Behandlungsbeginn (ber einem Grenzwert von
5000 EBV-Genomkopien/ug PBMC-DNA, wohingegen - bis auf 3 primar mit EBV-infizierte und
7 Kinder mit reaktivierter Infektion - alle immunsupprimierten Kinder Werte unterhalb dieser
Grenze aufwiesen (Graphischer Uberblick siehe Abbildung 7).

Aus diesen Ergebnissen folgt, dass eine Epstein-Barr-Viruslastmessung in mononuklearen
Zellen des peripheren Blutes mittels TagMan PCR mit einer Sensitivitdt von 1 eine PTLD
ermittelt und diese mit einer Spezifitdt von 0,896 von klinisch gesunden Immunsupprimierten

unterscheidet (positiver Vorhersagewert: 0,565; negativer Vorhersagewert: 1)
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lIl.7 EBV-Konzentration im Plasma von Kindern nach Transplantation

verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe

Auch bei der Bestimmung der Anzahl der EBV-Genomkopien/100 pl Plasma wurden fir die 96
nierentransplantierten Kinder signifikant (p = 0,005) héhere Werte (Spannweite: 0 — 740 EBV-
Genomkopien/100 pl Plasma) ermittelt als in der gesunden Kontrollgruppe, innerhalb der keine

EBV-Genome im Plasma nachweisbar waren (siehe auch Abbildung 8).

I11.8 Vergleich der Viruslast im Plasma von Kindern nach Nierentransplantation
und PTLD- Patienten

Die hdchsten EBV-DNA-Konzentrationen wurden im Plasma - ebenso wie in den
mononuklearen Zellen - bei Kindern mit PTLD gefunden. In dieser Gruppe wiesen alle Patienten
vor Therapiebeginn Viruskonzentrationen von Uber 1000 EBV-Genomkopien/100 pl Plasma
(Median: 3226 EBV-Genomkopien/100 pl Plasma, Spannweite: 1012 - 4747 EBV-
Genomkopien/100 pl Plasma) auf (graphische Ubersicht Abb. 8). Somit hoben sie sich deutlich
mit einer Signifikanz vom p < 0,001 von den 96 klinisch gesunden Immunsupprimierten (Median
0 EBV-Genomkopien/100 ul Plasma, Spannweite 0 — 740 EBV-Genomkopien/100 ul Plasma) .

Da bei keinem der von uns untersuchten Kinder und Jugendlichen, die nicht an einer PTLD
erkrankt waren, eine EB-Viruslast oberhalb eines Wertes von 1000 EBV-Genomkopien/100 pl
gemessen wurde, ergab sich fir die Nachweisbarkeit einer PTLD durch dieses Verfahren eine
Spezifitat von 1,00. Auch die Sensitivitat, der positive und der negative Vorhersagewert dieses

Verfahrens betragen 1,00.
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111.9 Verlaufskontrollen der Viruslast bei PTLD-Patienten

Nachdem zum Zeitpunkt der Diagnosestellung alle PTLD-Patienten Messergebnisse von Uber
5000 EBV-Genomkopien/ug PBMC-DNA und Uber 1000 EBV-Genomkopien/100 pl Plasma
aufgewiesen hatten, fielen die Werte derjenigen Patienten, bei denen Verlaufskontrollen (in
PBMCs bei 5 Patienten, im Plasma bei 4 Patienten) durchgefihrt werden konnten, wahrend der
Remission der Lymphoproliferation innerhalb von 7 Wochen in PBMC, innerhalb von 5 Wochen
im Plasma auf Viruskonzentrationen, die den Messungen bei den Patienten nach
Nierentransplantation ohne aktive Infektion vergleichbar waren (Darstellung der einzelnen
Verlaufe der Viruslast in PBMCs Abbildung 9, im Plasma Abbildung 10). Die MaBnahmen, die
zum Erreichen dieser Remission ergriffen wurden, unterschieden sich. Entweder wurde eine
alleinige Reduktion der immunsuppressiven Therapie oder eine zusatzliche Gabe von Aciclovir
bzw. Gancyclovir durchgefihrt. Auch fir die Viruslast im Plasma war unter diesen MaBnahmen
ein deutlicher Abfall im Median um den Faktor 1215 (Spannweite: Reduktion um den Faktor 21
— 4040) zu detektieren; in PBMCs gemessen sank die Viruslast im Median um den Faktor 35
(Spannweite: Reduktion um den Faktor 6,5 — 103).
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Abbildung 9. Verlauf der PBMC-Viruslast bei Patienten mit PTLD
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Zeit in Wochen
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Abbildung 10. Verlauf der Plasmaviruslast bei Patienten mit PTLD

l11.10 Auswirkung mdoglicher Einflussfaktoren auf die Anzahl der EBV-

Genomkopien bei Patienten unter immunsuppressiver Therapie

a) Alter:

Beim Vergleich der Anzahl der EBV-Genomkopien/100 ug PBMC DNA in den Proben der 28
Kinder (< 12 Jahre) mit der bei den 68 Jugendlichen(=/> 12 Jahre) gemessenen innerhalb der
Gruppe der 96 klinisch unauffélligen Nierentransplantierten fiel in PBMCs der Kinder eine
signifikant héhere Viruslast (p = 0,02) als bei den Jugendlichen auf. Auch im Plasma zeigte sich

diese Tendenz, der Unterschied war jedoch mit p = 0,05 nicht signifikant.

33



b) Zeit nach Transplantation:

Weder bei den in den PBMCs noch bei den im Plasma ermittelten EBV-Konzentrationen zeigten
sich Unterschiede zwischen den 34 Langzeittransplantierten (t 25 Jahre) und den 48 Patienten,
die vor weniger als 5 Jahren eine Niere transplantiert bekamen (p = 0,51 bei Betrachtung im
Plasma, p = 0,32 im Fall von PBMCs). Auch beim Vergleich der Ergebnisse der 16 Patienten,
bei denen die Transplantation maximal ein Jahr zuriicklag, mit den 66 Patienten, deren
Transplantation zum Zeitpunkt der Blutentnahme langer als 1 Jahr zuriicklag, ergaben sich
weder im Plasma (p=0,381) noch in PBMCs (p=0,0837) signifikante Unterschiede.

c) Anzahl der Transplantationen:

Ebenso wenig Einfluss auf die Anzahl der EBV—Genomkopien in Plasma und PBMCs schien
die Tatsache zu haben, ob dem Patienten zum ersten oder zum wiederholten Mal eine Niere
transplantiert wurde. Die 14 Patienten nach wiederholten Transplantionen wiesen keine
wesentlich von den 68 Patienten nach erstmaliger Transplantation abweichenden Viruslasten
auf (Plasma: p=0,28, PBMCs: p=0,08).

d) Art der Immunsuppression:

In den PBMC- Proben der mit Tacrolimus (FK506) behandelten 18 Patienten waren, verglichen
mit den Messergebnissen bei Cyclosporin A-Behandlung (65 Patienten), signifikant niedrigere
Virus-DNA-Konzentrationen zu detektieren (p=0,013). Bei Betrachtung der Viruslast im Plasma
fanden sich jedoch keine signifikanten Unterschiede, wenn auch die gleiche Tendenz — héhere
Viruslasten unter Cyclosporin A-Behandlung — erkennbar war.

Dahingegen ergaben sich keine sichtbaren Unterschiede in Bezug auf die Anzahl der EBV-
Genomkopien zwischen mit zweifach (Tacrolimus (FK 506) / Cyclosporin A + Decortin) und mit
dreifach Kombination (Tacrolimus (FK 506) / Cyclosporin A + Decortin + Azathioprin /
Mycophenolatmofetil) behandelten Patienten (Plasmas p=0,116, PBMC: p=0,209). Erhielten
Patienten Mycophenolatmofetil zuséatzlich zu Tacrolimus bzw. Cyclosporin A und eventuell
Decortin (19 Kinder), waren bei diesen in PBMCs signifikant niedrigere Viruslasten nachweisbar
als bei Patienten (23 Kinder), die zusatzlich mit Azathioprin behandelt wurden (p=0,019). Auch
bei Patienten (41 Patienten) ohne Uber Tacrolimus bzw. Cyclosporin A und z.T. Decortin
hinausgehende  immunsuppressive  Therapie sind erkennbar hdéhere  Virus-DNA-
Konzentrationen nachweisbar als bei Patienten die Mycophenolatmofetil erhielten (p=0,014).
Der signifikante Unterschied zwischen der Anzahl von EBV-Genomkopien bei Patienten mit
zusétzlicher Mycophenolatmofetiltherapie und der bei Patienten ohne Zusatztherapie ist auch
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aus den Plasmawerten ersichtlich (p=0,036), wahrend die Messwerte im Plasma von Patienten
unter Mycophenolatmofetil- Zusatztherapie nicht wesentlich von denen von Patienten unter
Azathioprin- Zusatztherapie abweichen (p=0,178). Zwischen den Viruslasten bei Kindern mit
Azathioprin- Zusatztherapie und den bei Patienten ohne zusatzliche immunsuppressive
Therapie bestand weder im Plasma (p=0,431) noch in PBMCs (p=0,7) eine erkennbare
Differenz.

[11.11 IL-10—-Messung

Unter den fir diesen Ansatz aufgrund der hohen Fragilitat des IL-10 schlechten Bedingungen
von ca. 24 Stunden Transportzeit, zeigte sich keine Korrelation zwischen der HOhe der
gemessenen Werte an humanem und viralem IL-10 und der EBV-Genomzahl im Plasma
(Korrelationskoeffizient 3,5 %) und PBMCs (Korrelationskoeffizient: - 0,6 %) (graphische
Gegenulberstellung siehe Abbildung 11). Ebenso wenig gab es einen erkennbaren
Zusammenhang zwischen der H6he der IL-10-Werte und dem serologischen Status
(Korrelationskoeffizient: 17 %).
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Abbildung 11. Verhaltnis zwischen IL 10 - Konzentration und EBV - Konzentration in PBMCs
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IV Diskussion

Anhand der von uns ermittelten und im Abschnitt 1l Ergebnisse geschilderten Daten zeigt sich
(20;55;58;91;95;147) eine gute Eignung der Epstein-Barr-Viruslastbestimmung mittels PCR als
Parameter zur Risikoeinschatzung bei der PTLD-Entstehung bestatigen.

Hierbei erwiesen sich sowohl der Bam-HI-W- als auch der EBNA 1-Ansatz mit hoher Korrelation
sowohl der Messergebnisse im Plasma (80,1%) als auch in den PBMCs (87,5%)
nierentransplantierter Kinder und Jugendlicher als geeignete Methoden (111.2). Bei Bestimmung
der beiden Regionen in der Namalwa-Zelllinie lag der Korrelationskoeffizient bei 99.8% (156).
Der Vorteil des EBNA 1-Ansatzes liegt in der gréBeren Zahl der bei einem Durchlauf zu
messenden Proben (II.2f) sowie in dem singularen Vorkommen innerhalb des EBV-Genoms. In
der praktischen Anwendung stellte sich jedoch das komplexere System der Duplex-PCR als
stérempfindlicher dar, so dass bei technischen Schwierigkeiten Messungen wiederholt werden
mussten.

Im Gegensatz zu Angaben, die die Bam HI-W-Region zur quantitativen Bestimmung von EBV-
Genomkopien fir ungeeignet halten (76), da es sich um eine repetitive Sequenz handelt, wies
die hier ermittelte hohe Korrelation zusammen mit der - aufgrund der hohen Kostanz der Region
in unterschiedlichen EBV-Stdammen zu erwartenden - geringen Rate falsch negativer
Ergebnisse auf eine gute Eignung des Bam HI-W- Ansatzes hin. Diese unerwartet hohe
Korrelation zwischen den Messwerten unter Verwendung der repetitiven Bam HI-W-Region und
der singuldaren EBNA 1-Region lasst eine konstantere Anzahl der Bam HI-W-Wiederholungen in

Wildtypviren vermuten als die bei Laborstimmen beobachtete Varianz.

Ebenfalls eine deutliche Korrelation war zwischen der in PBMCs und in Plasma ermittelten
Anzahlen von EBV- Genomkopien mit 65,9% erkennbar (I11.3). Bei ausschlieBlicher Betrachtung
von Proben mit Nachweis von EBV-Genomkopien im Plasma (Anzahl der EBV-Genomkopien
im Plasma >0) lieB sich ein mit 72,0% noch héherer Korrelationskoeffizient ermitteln. Dies
spricht fiir eine hohe Ubereinstimmung der Ergebnisse der beiden Probenmaterialien

besonders im Bereich der hohen Viruslasten, die bei einer PTLD zu erwarten sind.

Jedoch war eine Differenzierung mittels des ausschlieBlich qualitativen Nachweises des
Vorhandenseins von EBV-DNA im Plasma (8;49) zwischen einer PTLD und anderen
Erkrankungen mit &ahnlichem Kklinischen Bild nicht sicher méglich, da auch bei
immunsupprimierten Patienten ohne PTLD Virus-DNA im Plasma nachweisbar war (111.4).

Die quantitative PCR unter Verwendung der TagMan- Technologie ermdglichte hingegen mit

hoher Sensitivitdt und Spezifitdt eine Differenzierung zwischen an PTLD Erkrankten und

36



Kindern nach Nierentransplantation ohne klinische Auffalligkeiten durch Bestimmung der EBV-

Konzentration in Plasma und PBMCs.

In den 13 PBMC-Proben, die den 9 untersuchten PTLD-Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung entnommen worden waren, lag die EBV-Genomkonzentration bei allen
Patienten Uber dem empirisch festgelegten Grenzwert von 5000 EBV-Genomkopien/ug PBMC-
DNA.

Da keiner der PTLD-Patienten vor Therapiebeginn diesen Grenzwert unterschritt, ergaben sich
fir die Detektion einer PTLD mittels quantitativer EB-Viruslastbestimmung in PBMCs sowohl
eine Sensitvitat als auch ein negativer Vorhersagewert von 1,0.

Der positive Vorhersagewert war mit 56,5% ebenso wie auch die Spezivitat mit 0,89 geringer,
da auch in den PBMC-Proben von drei Patienten mit primarer EBV-Infektion und von sieben
Patienten mit Reaktivierung der EBV-Infektion nach abgelaufener Serokonversion Epstein-Barr-
Viruskonzentrationen oberhalb des Grenzwertes von 5000 EBV-Genomkopien/ug PBMC-DNA
gemessen wurden.

Im auf die Blutentnahme folgenden Jahr entwickelte keines der zehn transplantierten Kinder mit
einer Viruslast in den PBMCs oberhalb des Grenzwertes die Symptome einer PTLD. Eine
maogliche Erklarung hierfiir ware eine wirksamere EBV-spezifische T-Zell-Kontrolle bei diesen
Patienten, die einer weiteren Proliferation immortalisierter B-Zellen entgegenwirkte.

Eine Verlaufskontrolle der EBV-Last bei diesen Patienten war leider nicht méglich, sodass
unklar bleibt, ob bei ihnen eine dauerhaft hohe Virusaktivitat oder ein akutes Geschehen vorlag.
Auffallig ist zudem, dass sich im Plasma dieser zehn Patienten keine erh6hte EBV-DNA-Menge
fand.

In den Plasmaproben war die EBV-DNA-Konzentration ausschlieBlich bei Kindern mit
nachgewiesener PTLD auf einen Wert oberhalb des empirisch festgelegten Grenzwertes von
1000 EBV Genomkopien/100 pl Plasma erhéht. Mit im Hochstfall 740 EBV-Kopien/100 pl
Plasma bei einem nierentransplantierten Kind mit Reaktivierung einer vorbestehenden EBV-
Infektion erwiesen sich die Epstein-Barr-Viruslasten in den {brigen Gruppen als deutlich
geringer. Bei keinem der 20 Kinder in der gesunden Kontrollgruppe war EBV-DNA im Plasma
nachzuweisen (ebenso bei (76;83;148;159)).

Folglich ermdglichte eine EBV-Genomzahl-Bestimmung im Plasma die Differenzierung einer
PTLD mit einer Spezifitdt und einem positiven Vorhersagewert von 1,0.

Da die bei PTLD Patienten vor Therapiebeginn gemessenen Viruskonzentrationen in allen
Fallen oberhalb des Grenzwertes lagen, ergaben sich auch eine Sensitivitdt und ein negativer
Vorhersagewert von 1,0.
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Somit spricht die hohe Sensitivitat und v.a. die hohe Spezifitdt sowie die weniger aufwendige
Probenverarbeitung (u.a. der Wegfall der fir die Gewinnung der PBMCs notwendigen
Dichtezentrifugation) flr die Eignung von Plasma als Probenmaterial.

Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen bestatigen die generelle Eignung der EBV-

Konzentrationsbestimmung mittels quantitativer (5;6;55;55;56;76;81;86;100;105;105;111;119;

125;126;138;160;161) bzw. semiquantitativer PCR (73;94;94;105;124;132;134;135;154) zur

Risikoabschatzung einer PTLD Entwicklung. Die bei Betrachtung der Literatur auffallenden

groBen Unterschiede zwischen den in den einzelnen Studien gemessenen EBV-DNA-

Konzentrationen, das Fehlen eines in mehreren Studien nachvollziehbaren Grenzwertes, ab

dem das Vorliegen einer PTLD wahrscheinlich wird, und unterschiedliche Angaben zu

Sensitivitdt und Spezifitdt sind vermutlich zumindest teilweise auf folgende Faktoren

zurlickzufiihren:

« verschiedene angewandte Techniken: quantitative (5;6;76;86;100;119) versus quantitativ-
kompetitive (55;55;56;81;111;138;161) bzw. semiquanti-tative PCR, die keine absoluten mit
anderen Ansatzen vergleichbaren Ergebnisse liefert

* Unterschiede bezlglich des verwendeten Probenmaterials: Lymhozyten des peripheren
Blutes (PBL) (13;22;55;56;71;73;94;153), PBMCs (6;76;100;105;161), Vollblut
(5;6;55;55;56,76;81;99;100;105;111;119;125;126;134;138;146;160;161), Plasma
(49;85;90;119;159) sowie Serum (90;146)

« stark variierende GruppengrdBen mit haufig kleinen Fallzahlen

e Gruppen nach Transplantation unterschiedlicher Organe: Leber
(8;13;56;81;99;100;142;153), Niere (22;86;105) bzw. Dinndarm (55;55)
« Unterschiedliche untersuchte Altersgruppen: Kinder (22) versus Erwachsene

(1;13;56;99;153)

* Verschiedenes Vorgehen bei der Probenvorbereitung

* Unterschiedliche fur den Nachweis verwendete Regionen des EBV-Genoms : z.B. Bam HI-
W (49;73;159), EBNA 1 (132), EBER 1 (90;125)

« Verschiedene Fragestellungen: z.T. Querschnittsstudien, z.T. Verlaufs-beobachtungen bzw.

Mischformen

Die von uns verwendete Technik der RQ-PCR (TagMan-Technologie) zeichnet sich hierbei als
ein sehr sensitives Verfahren aus, das schnell und mit groBer Stabilitait und Genauigkeit
durchfuhrbar ist.

Vorteile im Vergleich zu konventioneller PCR bietet die RQ-PCR-Technik durch den Wegfall

Ublicherweise notwendiger Arbeitsschritte. So spart die bei der DNA-Amplifizierung
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stattfindende Messung des abgegebenen Fluoreszenzsignals mit anschlieBendem Ablesen der
EBV-Genomkonzentration auf der Standardkurve die Quantifizierung durch Gelelektrophorese

ein.

Die von uns durchgefiihrte statistische Betrachtung méglicher Einflussfaktoren auf die H6he der
EBV- Konzentration ergab zwar teilweise signifikante Unterschiede, jedoch sind die unter IIl.10
dargestellten Ergebnisse aufgrund der stark variierenden GruppengrdéBen und der - besonders
die immunsupressive Therapie betreffend — teilweise sehr kleinen Gruppen vermutlich eher als
Tendenzen zu verstehen.

Im Gegensatz zu dem in der Literatur (162) beschriebenen haufigen Auftreten
lymphoproliferativer Erkrankungen post transplantationem unter Tacrolimus
(FK 506) - Therapie, lagen die Viruslasten der mit Tacrolimus behandelten Patienten unterhalb
derer unter Cyclosporintherapie.

Dieser Unterschied lasst sich einerseits auf die deutlich gréBere Gruppe der mit Cyclosporin
behandelten Patienten sowie andererseits auf die - bei den von uns untersuchten Patienten -
erfolgte  Kombination der beiden Praparate mit anderen Medikamenten und auf die
unterschiedlichen verabreichten Dosierungen zurickfihren.

Der in der Literatur beschriebene protektive Effekt von Mycophenolatmofetil (11;28) konnte
durch die signifikant niedrigen Viruslasten bei Patienten unter Mycophenolatmofetil bestatigt
werden.

Ebenfalls in Ubereinstimmung mit der Literatur wiesen die unter zwélfjahrigen Kinder wesentlich
héhere EBV-Lasten auf als die alteren Jugendlichen.

Interessant ware weiterhin zu wissen, ob die Héhe der EBV-Genomkonzentration davon
abhangig ist, welches Organ transplantiert wurde. Dies gilt besonders, da alle Kinder und
Jugendlichen in der von uns untersuchten Gruppe der Transplantierten nierentransplantiert
sind, wohingegen die PTLD- Patienten unterschiedliche Organe transplantiert bekommen
hatten.

Die mit 17% auffallend geringe Korrelation zwischen den von uns bestimmten Konzentrationen
von IL-10 und EBV- Genomkopien - trotz der in der Literatur (12) beschriebenen hohen
Assoziation hoher IL 10-Werte mit dem Auftreten von PTLDs - ist mit hoher Wahrscheinlichkeit
auf die fur dieses Verfahren sehr unglnstigen Versuchsbedingungen zurtickzufiihren. Dies lasst
vermuten, dass eine Messung des sehr fragilen IL 10 nach einer Transportdauer von etwa 24h

nicht mehr verwertbar ist.
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Diese hohe Empfindlichkeit bedeutet Einschrankungen bzw. einen groBen Aufwand fir die

praktische Nutzbarkeit dieses Verfahrens.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass nach den hier dargestellten Ergebnissen die
Bestimmung der Epstein-Barr Virusgenomzahl mittels quantitativer PCR wichtige Hinweise auf
das mogliche Vorliegen einer PTLD geben kann.

Das Vorgehen ist nicht invasiv und somit schonend fir die ohnehin haufig hospitalisierten
Patienten. Winschenswert wére, wenn die durch den Verdacht auf eine PTLD notwendigen
Organpunktionen und die damit verbundenen Risiken durch vorherige Feststellung der EBV-
Konzentration auf ein unvermeidbares Minimum reduziert werden kdnnten und eine frihzeitige
Diagnosestellung die Heilungsaussichten bei PTLD verbesserter(155). Da auch EBV- negative
PTLDs beschrieben werden (3;115;150), kann jedoch die EBV- Genomzahl sicher nicht als
alleinstehendes Kriterium fir die Diagnose einer PTLD verwendet werden und ist immer in
Kombination mit dem klinischen Bild zu werten.

Zusétzlich ist die Entwicklung der Viruslast lber einen langeren Zeitraum bisher nur an sehr
kleinen Patientengruppen beschrieben. So wéare z.B. interessant zu wissen, ob und wie lange
vor dem klinischen Ausbruch einer PTLD hohe EBV-DNA-Konzentrationen in den PBMCs
und/oder dem Plasma des betroffenen Patienten nachzuweisen sind.

Ebenso ist unklar, bei einem wie groBen Abfall der Viruslast nach erfolgreicher Therapie einer
PTLD es mdglich ist, die immunsuppressive Therapie wieder zu steigern, um einer mdoglichen
AbstoBungsreaktion vorzubeugen ohne ein sofortiges Wiederauftreten der PTLD zu
provozieren.

Auch waére es interessant, mehr Uber den Langzeitverlauf der EBV-Last nach abgelaufener
PTLD zu wissen. So beobachteten wir bei einem Uber ein Jahr beobachteten PTLD-Patienten
etwa sechs Monate nach Diagnosestellung einen erneuten erheblichen Viruslastanstieg ohne
das Wiederauftreten von Krankheitszeichen.

Ahnliche ,Rebound‘-Ph&nomene, allerdings mit nach durchschnittlich 3,5 Monaten etwas
friiher, werden auch in der Literatur beschrieben (56;126). Es bleibt folglich unklar, inwieweit die
EB-Viruslast als zuverldssiger Parameter zur Beobachtung von PTLD-Patienten in Remission
zu verwerten ist (158). Somit ware eine Standardisierung der MeBmethoden, einheitliche
Diagnosekriterien fir PTLDs, die Ubereinstimmende Einteilungen von PTLD- Stadien (114)
sowie ein Zusammentragen und weiteres Sammeln von Daten Uber den Langzeitverlauf (55;57)
der EBV-DNA-Konzentration unter immunsupressiver Therapie wichtig fir die Klarung dieser

offenen Fragen.
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V Zusammenfassung

V.1 Einleitung

PTLD ist eine EBV-induzierte, potentiell lebensbedrohliche, unkontrollierte Proliferation von
Lymphozyten bei immunsupprimierten Patienten, deren friihzeitige diagnostische Abgrenzung
bei initial haufig uncharakteristischen Symptomen fir das therapeutische Vorgehen
entscheidend ist.

Fraglich ist welches das zum EBV-Nachweis am besten geeignete Probenmaterial ist, welches
Verfahren zuverlassig, genau und mdglichst wenig aufwendig den EBV-Nachweis ermdglicht

sowie wie sehr eine hohe EBV-Konzentration mit dem Vorliegen einer PTLD korrelliert.

V.2 Patienten, Material und Methoden

Zur Bestimmung der Anzahl der EBV-Genomkopien in Plasma und in mononukledren Zellen
des peripheren Blutes (PBMC) bei 96 Kindern und Jugendlichen nach Nierentransplantation, 10
padiatrischen Patienten mit histologisch gesicherter PTLD, 13 Kindern mit infektidser
Mononukleose sowie bei 20 gesunden Kindern wurden zwei verschiedene Anséatze einer
quantitativen Polymerasekettenreaktion in Echtzeit (RQ-PCR/ TagMan-PCR) angewandt. Einer
dieser Ansatze verwendet die Bam HI-W-Region, der Zweite die EBNA 1-Region zum EBV-
Nachweis. Mittels ELISA wurden der Serostatus gegentiber EBV sowie Interleukin 10 (IL 10)

bestimmt.

V.3 Ergebnisse

Mit einem Korrelationskoeffizient von 87,5% bei PBMCs sowie 80,1% bei Bestimmung im
Plasma weisen die EBNA 1 bzw. Bam HI-W verwendenden PCR-Anséatze miteinander eine
hohe Ubereinstimmung auf. Die Ergebnisse in Plasma und PBMCs korrelieren mit einem
Koeffizient von 69,7% (Bam HI-W). Die Anzahl der EBV-Genomkopien lag in der Gruppe der
Kinder nach Nierentransplantation zwischen 0 und 129964 EBV-Genomkopien/ug PBMC-DNA
im Median bei 104,5 Kopien/ug PBMC-DNA bzw. zwischen 0 und 740 Kopien/100 pl Plasma im
Median 0 Kopien/100ul Plasma und war damit signifikant (p=0,014) hdéher als bei gesunden
Kindern der Kontrollgruppe. Vor Therapiebeginn wiesen die an PTLD erkrankten Kinder mit
6255 bis 171798 Kopien/ug PBMC-DNA im Median 19588 Kopien/ug PBMC-DNA bzw. 1012
bis 4747 Kopien/100 pl Plasma im Median 3226 Kopien/100 pl Plasma signifikant (p<0,001)
héhere EBV-Konzentrationen in PBMC und Plasma auf als Kinder nach Nierentransplantation.
Mit einer Sensitivitdt und einer Spezifitat von eins lieBen sich Kinder mit einer PTLD bezlglich

ihrer EBV-Konzentration im Plasma bzw. mit einer Sensitivitdt von eins und einer Spezifitat von
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0.896 mittels der EBV-Konzentration in PBMCs abgrenzen. Unter Therapie sank die Anzahl der
EBV-Genomkopien im Plasma innerhalb von 5 Wochen im Median um den Faktor 1215, in
PBMCs innerhalb von 7 Wochen im Median um den Faktor 35. Zwischen hohen EBV-
Konzentrationen im  Plasma  (Korrellationskoeffizient  3,5%) bzw. in  PBMCs
(Korrellationskoeffizient —0,6%) und IL 10-Konzentrationen zeigte sich unter fir das fragile IL 10

ungtinstigen Bedingungen kein Zusammenhang.

V.4 Diskussion

Die RQ-PCR unter Verwendung beider gewahlter Regionen des EBV-Genoms ist eine
zuverlassige, mit vertretbarem Aufwand durchflihrbare Untersuchung, die mit hoher Sensitivitat
und Spezifitdt zu einer friihzeitigen Diagnosestellung einer PTLD beitragen kann. Aufgrund der
hohen Spezifitdt und des geringen Arbeitsanfalls bei der Probenverarbeitung erscheint Plasma
als Probenmaterial geeignet.
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Probenmaterial:
5-10 ml EDTA Blut pro Patient

Standardzellinie Namalwa; American Type Culture Collection [ATCC] CRL-1432

Reagenzien:

Ficoll Seperationslésung fiir Standarddichtezentrifugation, Fa. Biochrom, Berlin
Spullésung PBS-Puffer, pH 7,2

QlAamp DNA Blood Midi Kit, Fa. Quiagen, Hilden

Biotest Anti-EBV EBNA-IgG-Elisa, Fa. Biotest, Dreieich

Biotest Anti-EA-1gG-Elisa, Fa. Biotest, Dreieich

TagMan Universal PCR Master Mix, Fa. Applied Biosystems, Foster City, USA

IL10 Dianova, Fa. Immunotech, Hamburg

EBV-spezifische Primer und Proben aus GenBank Sequence Database (National Library of
Medecine, National Institute of Health, Bethesda, MD; accession number V01555 fiir das EBV-
Genom und M11880-M11882 fir das humane CRP).

TagMan B-Actin Detection Reagents, Applied Biosystems, Foster City, USA

Gerate:

Spectrophotometer Ultrospec 2000, Fa. PharmaciaBiotech, Freiburg
ABI PRIXM 7700 SDS Sequenz Detection System, Fa. Applied Biosystems, Foster City, USA

Zusammensetzung eines Einfachansatzes zur Bam HI-W — Bestimmung:

25 ul 2x Universal Mastermix (PE Applied Biosystems)
1,5 pl vorwartsgerichteter Primer (10 uM, Konzentration (¢)=300 nM)
(Sequenz: 5-ACG TAA GCC AGA CAG CAG CC-3)
0,25 pl rickwértsgerichteter Primer (10 pM, c=50nM)
(Sequenz: 5TTT GTG TGG ACT CCT GGC G-3))
1 ul Sonde (10 pM)
(Sequenz: 5-FAM- TCC TCC TGC AGC TAT TTC TGG TCG CAT CA-TAMRA-3)
12,25 pl Aqua ad injectabile
10 pl Probe / Standard /Aqua ad injectabile (bei den NTC’s)

Zusammensetzung eines Einfachansatzes zur B-Actin-Bestimmung:

25 pl 2x Universal Mastermix

5 pl B-Actin forward primer (3uM)
5 pl B-Actin reverse primer (3uM)
5 pl B-Actin Sonde (2uM)
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10 pl Template (50pg/ml)

Zusammensetzung eines Einfachansatzes zur EBNA 1 Bestimmung:

25ul 2x Universal Master Mix
1,5 ul EBNA 1-Vic Vorwértsprimer (10uM, ¢ = 300 nM)
(Sequenz: 5-CCG GTG TGT TCG TAT ATG GAG-3)
1,5 ul EBNA 1-Vic Ruckwartsprimer (10uM, ¢ = 300 nM)
(Sequenz: 5- GGG AGA CGA CTC AAT GGT GTA-3))
1 ul EBNA 1 Sonde (10 pM)
(Sequenz: 5-Vic TGC CCT TGC TAT TCC ACA ATG TCG TCT T-TAMRA-3)
0,5 ul CRP-Fam Vorwartsprimer (10 pM, ¢ = 100 nM)
(Sequenz: 5-CTT GAC CAG CCT CTC TCA TGC-3))
0,5 pul CRP-Fam Rickwartsprimer (10uM,c = 100 nM)
(Sequenz: 5-TGC AGT CTT AGA CCC CAC CC-3)
1ul CRP Sonde (10uM)
(Sequenz: 5°-Fam-TTT GGC CAG ACA GGT AAG GGC CAC C-TAMRA-3)
9 pl Aqua ad injectabile
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