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1. Einleitung

2017 wurden laut der deutschen Stiftung fiir Organtransplantation (DSO) 729 Organe in
Deutschland transplantiert [1]. Mehr als 10.000 Menschen stehen aktuell auf der Warteliste.
Die Transplantation ist dabei oft die letzte Mdglichkeit um das Leben des Patienten zu retten.
Allerdings ist die Transplantation weder als Heilung noch als Beendigung der
Krankheitsgeschichte anzusehen. Denn um eine Abstoung des Organs zu verhindern, ist eine
lebenslange Immunsuppression notwendig. Durch die Einfithrung der neueren
Immunsuppressiva haben sich die Uberlebensraten nach solider Organtransplantation (SOT)
deutlich verbessert. Damit miissen aber auch eine Reihe an Komplikationen in Kauf
genommen werden. Durch die Herunterregulierung des Immunsystems ist sowohl das Risiko
fiir Infektionen als auch fiir Tumorerkrankungen erhoht. Zusammen mit der AbstofBung bzw.
dem Transplantatversagen stellen diese zwei Nebenwirkungen die Haupttodesursachen nach
der Transplantation dar [2].

Transplantierte Patienten haben etwa ein zwei bis vierfach erhdhtes Risiko an Krebs zu
erkranken im Vergleich zur Normalbevolkerung [3—5]. Allerdings ist das Risiko von
mehreren Faktoren wie Alter, Dosis der Immunsuppression und dem transplantierten Organ
abhéngig [6]. So ist z.B. das Risiko nach einer Lungentransplantation am hochsten [6].
Auftillig dabei ist, dass nicht alle Krebsentitéten gleichermallen vorkommen [4, 3], sondern
vor allem diejenigen mit einer viralen Genese wie z.B. das Kaposi Sarkom (Herpes Virus 8)
oder Hodgin und Non-Hodgin Lymphome (Epstein Barr Virus [EBV]) [5]. Am héufigsten
treten Hauttumore auf - zu liber 90% von Plattenepithel- und Basalzellkarzinome - gefolgt

von den sogenannten Posttransplantationslymphomen (PTLD) [7, 8].

1.1 PTLD

1968 wurde PTLD erstmalig bei zwei nierentransplantierten Patienten beschrieben mit
»Reticulum Cell Sarcoma* [9]. Heute, 50 Jahre spéter, ist bekannt, dass die zu den
Lymphomen gehdrenden PTLD eine sowohl klinisch als auch histologisch heterogene Gruppe
von Erkrankungen darstellt, die neben Ihrer lymphatischen Genese als Gemeinsamkeit die
Assoziation zur soliden Organ- oder Stammzelltransplantation aufweist. In dieser Dissertation

soll sich nur auf PTLD nach SOT konzentriert werden.



1.1.1 Epidemiologie

Die Zahlen, wie hoch das Risiko an PTLD zu erkranken ist, schwanken in der Literatur sehr,
da es eine seltene Erkrankung ist und grof3e Studien mit hohen Fallzahlen schwer zu
realisieren sind. Je nach Studie liegt das Risiko an PTLD zu erkranken zwischen drei bis 21
mal hoher als das Lymphomrisiko in der Normalpopulation [10, 5, 11-15]. Die
Haufigkeitsverteilung von PTLD verhélt sich anndhernd U-formig. Der erste
Haufigkeitsgipfel findet sich innerhalb des ersten Jahres. Etwa 50% der PTLD Fille treten

hier auf. Der Zweite liegt etwa fiinf bis zehn Jahre nach der Transplantation [16].

1.1.2  Risikofaktoren
Die Pathogenese von PTLD ist multifaktoriell und bis heute noch nicht ganz verstanden.
Risikofaktoren die zur Entwicklung beitragen sind Art des transplantierten Organs, EBV

Status, Dauer und Dosis der Immunsuppression.

1.1.2.1 Transplantiertes Organ

Das hochste Risiko mit sieben bis 30% an PTLD zu erkranken besteht nach einer
Lungentransplantation, Diinndarmtransplantation und kombinierten
Herz-/Lungentransplantation [17, 18, 15]. In der mittleren Risikogruppen befinden sich
Patienten nach einer Herz- oder Lebertransplantation und das geringste Risiko mit ca. einem
Prozent besteht nach einer Nierentransplantation [5, 17, 18].

Faktoren die zur Risikoerh6hung bei z.B. der Lungentransplantation beitragen sind zum
einem die Notwendigkeit einer hohen Dosierung der Immunsuppression, zum anderen findet

sich in diesem Organ viel lymphatisches Gewebe [5, 12].

1.1.2.2 Immunsuppression

Die Immunsuppression ist als eigenstandiger Risikofaktor anzusehen. In den letzten
Jahrzehnten ist durch die Einfiihrung der ,,neueren* Immunsuppressiva zu einer stetigen
Verbesserung der AbstoBBungsrate gekommen. Damit verbunden ist allerdings auch die
Inzidenz der PTLD gestiegen [19]. Die Risikorate einzelner spezieller Medikamente ist sehr
umstritten. So wurde bei einer Cyclosporin A Therapie eine vermehrtes Auftreten von PTLD
festgestellt [20, 21]. Allerdings lieBen sich diese Ergebnisse durch weitere Studien nicht
bestétigen [15]. Fiir andere Medikamente wie z.B. Mycophenolate Mofetil wurde entweder

eine gleichbleibende bzw. sogar eine erniedrigte Inzidenz fiir PTLD festgestellt [20, 21].



1.1.2.3 EBV

Die Pathogenese von PTLD ist eng mit EBV verbunden. Bei erwachsenen Patienten mit
PTLD lasst sich in etwa 50% der Félle EBV histologisch nachweisen [22, 23]. Das Virus
wurde 1964 erstmalig an einer Burkittlymphomreihe entdeckt von Epstein et al [24]. Es
gehort zu der Familie der Herpesviren und ist lympho- und epithelotrop. 1982 wurde bei HIV-
positiven Patienten eine Verbindung zwischen Non-Hodgkin Lymphomen und EBV gefunden
[25]. Mehr als 90% der Weltbevolkerung sind mit EBV infiziert [26]. Die Erstinfektion findet
meist schon im Kindesalter oder frithen Erwachsenenalter statt. Der Hauptiibertragungsweg
ist das Kiissen, weswegen die Mononukleose im amerikanischen Raum auch als ,,Kissing
disease* bezeichnet wird [27]. Zunéchst infiziert EBV die oropharyngealen Epithelzellen um
dann anschlieBend B-Zellen zu infizieren. Dies kann entweder asymptomatisch verlaufen oder
als Mononukleose. Die primire Infektion zieht eine massive Proliferation an spezifischen
(z.B. EBV spezifische zytotoxische T-Zellen) und unspezifischen T-Zellen nach sich und
fiihrt zu einer weitegehenden Elimination der EBV-infizierten B-Zellen [28]. Ein Teil der
infizierten B-Zellen kann sich allerdings der T-Zell-Antwort entziehen, in dem nur noch
wenige virale Proteine exprimiert werden, und ist weiterhin im Blut nachweisbar [26, 29-31].
Bei immunsupprimierten Patienten ist die Immunkontrolle durch T-Zellen iatrogen
herunterreguliert, sodass es zu einer vermehrten Virusreplikation kommt und vermehrt latent
infizierte B-Zellen im Blut nachweisbar sind [32, 33]. Ein entscheidender Faktor fiir die
Hyperproliferation ist das virale latente Membranprotein 1 (LMP-1), das als ein Onkogen
anzusehen ist. Es wirkt analog wie der Tumornekrosefaktor (TNF) [34]. LMP-1 aktiviert
intrazelluldr die TNF-Rezeptor assoziierten Faktoren, die wiederum die sogenannten
nukledren Faktoren der Kappa Leichtketten der aktivierten B-Zellen (NF-kB) aktivieren,
welches eine Proliferation induziert [35]. Die Hyperproliferation bildet hidufig den
Ausgangspunkt in der Entwicklung von PTLD, da eine unkontrollierte Vermehrung das
Auftreten von z.B. Apoptoseresistenz vermittelnden Mutation fordert. Am Anfang findet sich
haufig ein polymorphes Bild mit einem Pool aus verschiedenen EBV-infizierten B-Zell-
Klonen. Im weiteren Verlauf bleiben durch Selektion immer weniger Subklone zuriick und
das histologische Bild wird zunehmend monomorph. Die hochmaligen monoklonalen PTLD’s
bilden praktisch das Endstadium des Selektionsweg, bei denen sich zahlreiche Mutationen

akkumuliert haben [17].
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Abbildung 1: Vereinfachtes Modell zur Darstellung der Pathogenese EBV assoziierte PTLD
mit freundlicher Genehmigung des deutschen Arzteblatt [36]

Im gesunden Menschen gibt es einen Anteil latent EBV infizierter B-Lymphozyten. Die
Proliferation wird durch zytotoxische T-Zellen reguliert. Unter Immunsuppression wird die T-
Zellaktivitat reduziert, wodurch das Pool an B-Zellen zunimmt und es teilweise auch zu
Hyperproliferationen kommt und so polymorphe Frithformen der PTLD entstehen kdnnen. Im
weiteren Verlauf entstehen durch weitere Mutationen dominante EBV Subklone und es bilden
sich monomorphe Formen der PTLD.

Fiir das Uberleben dieser Klone ist die Prisenz von EBV zum Teil nicht mehr erforderlich,
und etwa 50% der Félle sind letztlich negativ fiir das Virus [16, 37]. Neben dieser ,,Hit and
Run“-Hypothese werden als Ursache EBV-negativer PTLD andere Risikofaktoren wie CMV-
Infektionen oder lang andauernde Immunsuppression diskutiert [33].

EBYV negative Patienten, die ein EBV positives Organ transplantiert bekommen, stellen aber
ohne jeden Zweifel eine Hochrisikokonstellation dar, welches auch die hohe

Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten einer PTLD bei Kindern erklart [38—40].

1.1.3 Histologische Klassifikation und Stadieneinteilung
Mehr als 85% der PTLD-Fille entstehen aus B-Zellen, zwischen 7-14% aus T-Zellen und ca.
ein Prozent aus Natiirlichen Killerzellen [41, 10]. Es finden sich innerhalb der PTLD

Population alle Lymphomsubentitéten, die auch bei immunkompetenten Patienten



vorkommen. Allerdings ist die Haufigkeitsverteilung unterschiedlich. Dabei erfolgt die
Differenzierung primar anhand der Morphologie mit den beiden Grof3gruppen ,,polymorph*
und ,,monomorph®. Die Verteilung auf diese beiden Gruppen innerhalb einer
Patientenpopulation ist eng mit dem Zeitpunkt der Entstehung der PTLD verkniipft. Die
sogenannten ,,frithen Lasionen* und die polymorphen PTLD, sind meist auf eine Infektion
durch EBV zuriickzufiihren sind und entstehen meistens im ersten Jahr nach Transplantation.
»Frithen Lisionen* sind nahezu ausschlieBlich polyklonal und das Virus ist in nahezu 100%
der Félle und Tumorzellen nachweisbar.

Die monomorphe PTLD tritt meistens jenseits des ersten Jahrs der Transplantation auf und ist
im Erwachsenenalter mit 60-80% die hdufigste Form der PTLD. Eine EBV Assoziation ldsst
sich in ca. 50% der Félle nachweisen [22].

Das diffus groBzellige B-Zell Lymphom (DLBCL) ist innerhalb der Gruppe der
monomorphen PTLD die hédufigste Subentitdt [10]. In der Normalbevolkerung ist es zwar
auch der héaufigste Lymphomsubtyp, macht hier aber nur einen Anteil von 25-30% aus [42].
Die Besonderheiten bei PTLD fiihrten zu einer eigenstdndigen histologischen Einteilung

durch die WHO (siehe Tabelle 1) [36].



Histologischer Subtyp Hiufigkeit

Friihe Lisionen ca 5%
Plasmazellhyperplasie

infektiose Mononukleose-dhnliche PTLD

Polymorphe PTLD 15-20%
Monomorphe B-Zell-PTLD >60%

(Subklassifikation entsprechend der WHO Klassifikation der
WHO-Klassifikation der B-Zell Lymphome)

diffus groBzellige Lymphome (imunoblastisch, zentroblastisch,
anaplastisch)

Burkitt/Burkitt &hnliches Lymphom

Plasmazell-Myelom

Plasmozytom-dhnliches Lymphom

Monomorphe T-Zell PTLD <5%
(Subklassifikation entsprechend der WHO Klassifikation der
WHO-Klassifikation der T-Zell Lymphome)

peripheres T-Zell Lymphom, nicht weiter spezifiziert

andere Typen

Hodgkin-Lymphom oder Hodgkin-éihnliche PTLD <5%

Tabelle 1: WHO Klassifikation PTLD [36]

Die Stadieneinteilung erfolgt anhand der Ann-Arbor Klassifikation fiir NHL (sieche Tabelle 2).
Im Vergleich zu der klassischen Einteilung der Lymphome erfolgt hierbei noch zusétzlich die
Unterscheidung zwischen primér nodalem und extranodalem Befall.

Die meisten Patienten werden in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert (Stadium
II/IV) [43, 44]. Ca. 80% der PTLD-Patienten weisen einen extranodalen Befall zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose auf [43, 22]. Am haufigsten sind der Gastrointestinaltrakt (20-
25%) und die Lunge (15-20%) betroffen [45, 22, 16].



Stadium primir nodaler Befall (30%) Primiir extranodaler Befall (70%)

I Befall einer Lymphknotenregion Befall eines extralymphatischen Organs (IE)

I Befall von zwei benachbarten Lymphknotenregionen  Befall eines extralymphatischen Organs einschlieBlich
auf einer Seite des Zwerchfells (II1) oder Befall einer  der regionalen Lymphknotenregionen oder eines
Lymhknotenregion mit lokalisiertem Ubergang auf weiteren extralymphatischen Organs auf einer Seite
ein Organ (II1E) des Zwerchfells (II1E)

112 Befall von zwei nicht benachbarten Befall eines extralymphatischen Organs,
Lymphknotenregionen oder mehr als zwei Lymphknotenbefall, der liberregionalen Lymphknoten
benachbarten Lymphknotenregionen auf einer Seite hinausgeht und auch einen weiteren lokalisierten
des Zwerchfells (I12) einschlieBlich eines lokalisierten ~ Organbefall einschlieBen kann (I12E)

Befalls eines extralymphatischen Organs (I12E)

I Befall von Lymphkontenregionen auf beiden Seiten Befall eines extralymphatischen Organs und
des Zwerchfells (IIT) einschlieBlich eines lokalisierten =~ Lymphknotenbefall auf beiden seiten des Zwerchfells
Befalls eines extralymphatischen Organs (IIIE) oder einschlieBlich eines weiteren lokalisierten Befalls
der Milz (I1IS) oder von beidem (IIISE). eines extralymphatischen Organs (IIIE) oder der Milz

(I1IS) oder von beiden (IIISE)
v Lymphknotenbefall mit diffusem oder disseminiertem  Diffuser oder disseminiertem Organbefall mit oder

Befall der extralymphatischen Organe

ohne Lymphknotenbefall

Tabelle 2: Ann Arbor Klassifikation

1.1.4 Klinik

Die klinische Bild von PTLD ist sehr heterogen und damit oft sehr schwierig zu

diagnostizieren. Bei primdrer EBV Infektion dhnelt das Bild einer Mononukleose mit B-

Symptomatik (Fieber, Nachtschweil3, Gewichtsverlust) und Lymphadenopathie, die sich vor

allem im Bereich des Waldeyerrachenrings und zervikalen Lymphknoten findet [16]. Haufig

treten auch Symptome auf, die die PTLD verschleiern zumal Infektionen unbekannter

Ursache und Transplantatversagen wichtige Differentialdiagnosen darstellen. [41]. Bei

diffuser Organinfiltration kann PTLD auch fulminant mit Multiorganversagen verlaufen.

Dann ist es differentialdiagnostisch nur sehr schwer von bakterieller Sepsis oder akuter

Abstoflung zu unterscheiden.

Nicht selten wird die Diagnose auch nur als Zufallsbefund bei den Routineuntersuchungen

gestellt bei sonst beschwerdefreiem Patienten. So kann z.B. ein suspekter Rundherd im

Rontgenthorax auffallen oder eine Raumforderung in der Abdomensonographie [17].



1.1.5 Diagnostik und Prévention

Bei Verdacht auf (V. a.) PTLD ist zu nichst einer klinisch-korperlichen Untersuchung
angezeigt. Sehr wichtig ist dabei eine PTLD spezifische Anamnese mit Fragen nach Art und
Dauer der Immunsuppression, Rejektionskrisen und Infektionen. AuBlerdem sollte eine
umfassende Labordiagnostik durchgefiihrt werden mit folgenden Parametern: Blutbild,
Differentialblutbild, LDH, Blutsenkungsgeschwindigkeit, Inmunfixation und
Serumelektrophorese [17]. Weiterhin sind eine schnittbildgebende Untersuchung von Hals,
Thorax und Abdomen notwendig. Wie bereits in 1.1.3 erwihnt, tritt PTLD sehr hiufig im
Gastrointestinaltrakt auf. Daher empfiehlt es sich auch eine Osophagogastroduodenoskopie
und bei V.a. einen Befall im Kolon auch eine Koloskopie. Auch sollte eine
Abdomensonographie durchgefiihrt werden [46].

Eine der wichtigsten Untersuchung ist eine Gewebeprobeentnahme zur histopathologischen
Beurteilung und eine Knochenmarksbiopsie [47]. Bei der Histologie sollten Spezialfarbungen
zum Nachweis einer EBV Infektion durchgefiihrt werden. Zudem sollte eine Messung der
EBV-Viruslast im Blut und ggf. Liquor erfolgen.

Wichtig in der Pravention von PTLD ist es, Risikopatienten zu identifizieren und gezielt zu
tiberwachen. Dazu zdhlen Patienten mit einem negativen EBV-Status, die wie bereits in
1.1.2.3 erwihnt durch eine primédre EBV Infektion zu den Hochrisikopatienten zihlen [47].
Weiterhin sollte in den Routineuntersuchungen gezielt auf Symptome, die auf eine PTLD
hinweisen konnten, geachtet werden (siehe 1.1.4). Kontrovers diskutiert wird das Monitoring
der EBV-Viruslast im Blut. In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass eine
erhohte Viruslast auch mit einem erhdhten Risiko fiir PTLD einhergeht [48, 49]. Allerdings
ist der Parameter nicht in jedem Labor vorhanden und das Interpretieren einzelner Werte fallt
oft sehr schwer. Entscheidend ist hier die Kinetik.

Insgesamt sind sowohl fiir Pravention als auch die Diagnostik eine Reihe von Untersuchungen
sowie sehr erfahrenes Fachpersonal notwendig.

Wiinschenswert wire daher ein Laborparameter, der schnell verfiigbar in nahezu jedem

Krankenhaus eine Aussage zum Risikoprofil des Patienten liefert.

1.1.6 Therapie

Lange Zeit war die Reduktion der Immunsuppression die einzig anerkannte Therapie. Friihe
Studien konnte hohe Ansprechraten nachweisen [50]. Allerdings waren diese Studien nicht
reprasentativ, da der grof3te Anteil von Patienten mit ,,frithen Lasionen oder polymorphen

PTLD gebildet wurde. Da diese Lésionen hdufig mit EBV assoziiert sind, ist hier ein gutes



Ansprechen auf eine Immunsuppressionreduktion nicht verwunderlich und nach wie vor bei
diesen speziellen Entitdten auch eine anerkannte Therapieform [51]. Die einzige prospektive
Studie zur Reduktion der Immunsuppression als Therapie der PTLD zeigte, dass die
Effektivitdt der Immunsuppressionreduktion eher iiberschitzt wurde [52]. Nicht zu
unterschdtzen ist dabei das Risiko moglicher AbstoBungsreaktionen.

Die Entwicklung des monoklonalen Anti-CD20-Anitkorpers Rituximab fiihrte in der Therapie
der PTLD zu grof3en Fortschritten. In drei prospektiven Studien erreichten insgesamt 55% der
Patienten eine komplette Remission [53, 23, 45]. Allerdings erhielten 57% eine
Zweitlinientherapie aufgrund eines (spateren) Progresses [53, 45]. Eine groBe prospektive
Studie mit 74 Patienten (PTLD-1 Studie) konnte sehr hohe Remissionsraten (90%) erzielen,
indem nach vier Zyklen Rituximab noch vier Zyklen Chemotherapie nach dem CHOP-
Schema (Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, Prednisolon) gegeben wurden [22].
Durch Hinzufiigen von Rituximab konnten noch bessere Ergebnisse erzielt werden [54].

Es gibt noch eine Reihe anderer Therapieoptionen, die allerdings bisher nur an sehr kleinen
Patientengruppen erprobt worden. Dazu zdhlen Interferon-a, Anti-Interleukin-6-Antikorper

und EBV-spezifische zytotoxische T-Zellen [16].

1.1.7 Prognose

Die Prognose hat sich in den letzten Jahrzehnten deutlich verbessert. In der PTLD-1 Studie
lebten nach 3 Jahren noch 61% der Patienten und nach 5 Jahren noch 55% [22].
Prognosefaktoren wurden von einer Reihe von Studien identifiziert, allerdings meist immer
unter unterschiedlichen Bedingungen. Trotzdem ldsst sich ein Trend erkennen, da folgende
Prognosefaktoren in mehreren Studien als negativ identifiziert werden konnte: schlechter
ECOG Status, Alter, erhohte LDH-Werte, extranodale und ZNS Beteiligung [55-58].

Es gibt bereits mehrere Versuche einen Prognoseindex fiir PTLD zu entwickeln. Der am
haufigsten angewandte ist der fiir Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) iibliche ,,international
prognostic index* (IPI) [59], der folgende Faktoren beinhaltet:

e Alter >60 Jahre

e Stadium III oder IV der Ann-Arbor-Klassifikation
e extranodaler Herd > 1

e schlechter Allgemeinzustand ECOG-Score >2

e erhohte LDH-Konzentration im Serum.



Der IPI war in einigen Studien ein signifikanter Vorhersagewert fiir die Uberlebensrate [60,
43, 57]. Allerdings flieBt in den Index nicht ein, dass PTLD eine Vielzahl von Entitdten mit
unterschiedlich aggressiven Verhalten umfasst. Der Index scheint somit nicht vollstindig
geeignet zu sein. In neueren Studien konnten zu dem noch als Prognosefaktoren das
Ansprechen auf Rituximab und, ob der Patient eine Transplantation im Bereich des Thorax

erhalten, als relevante Prognosefaktoren identifiziert werden [43].

1.2 Freie Leichtketten und Leichtkettenspezifische Immunglobuline

Am 30. Oktober 1845 konsultierte Dr. William Maclntyre einen 45-J4hrigen Patienten mit
Knochenschmerzen und Odemen. Deswegen untersuchte er auch den Urin und stellte fest,
dass sich schon ungewohnlich friih ein Niederschlag beim Erhitzen bildet und dieser bereits
bei 75°C wieder verschwand. Dieses und den Obduktionsbefund verdffentlichte MaclIntyre
1850 [61]. Allerdings hatte er auch seinen Kollegen Henry Bence Jones zu Rate gezogen, der
die Ergebnisse schon 1847 im Lancet veroffentlicht hatte und somit als Entdecker der nach
ithm benannten ,,Bence-Jones Proteine* gefiihrt wird [62].

1922 konnten Bayne-Jones und Wilson nachweisen, dass sich die Bence-Jones Proteine in
zwei Gruppen unterteilen lassen. 1956 wurde dann erstmalig ein Zusammenhang zwischen
dem Multiples Myelom und den Bence-Jones Proteinen hergestellt durch Korngold und Lapiri
hergestellt [63]. Im Gedenken an sie wurden die zwei Gruppen von Proteinen Kappa (k) und
Lambda (M) genannt. Allerdings sollte es noch 41 weitere Jahre dauern um die

Konzentrationen von Freien Leicht Ketten (FLK) im Serum bestimmen zu konnen [64].

1.2.1 Autbau und Stoffwechsel der Freien Leichtketten

Die Produktion von Antikorper, die auch als Immunglobuline bezeichnet werden, findet in
Plasmazellen statt. Diese bestehen aus jeweils zwei identischen Schwer- und Leichtketten, die
tiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Es gibt insgesamt fiinf verschiedene
Isotypen A, D, E, G und M. Die Plasmazellen produzieren einen der fiinf Typen, konnen aber
durch einen Klassenwechsel auch andere Isotypen produzieren. Von den Leichtketten gibt es
wie bereits in 1.2 beschrieben zwei verschiedene Klassen: k und A. Die Leichtkette Kappa
wird aus nur einem Molekiil (Gewicht: 25 kDalton [Da]) gebildet. Hingegen A (Gewicht: 50

kDa) aus 2 Molekiilen, die iiber eine Disulfidbriicke verbunden sind, besteht.
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Abbildung 2: Aufbau und Struktur eines Antikorpers mit freundlicher Genehmigung von The
Binding Site [65]

Es werden etwa 40% mehr Leicht- als Schwerketten produziert [66]. Die iiberzdhligen
Leichtketten werden ins Blut sezerniert und daher auch als freie Leichtketten bezeichnet. Es
gibt etwa doppelt so viele Kappa produzierende Plasmazellen wie Lambda produzieren
Zellen, sodass das Produktionsverhiltnis (Quotient k/A) bei ca. 2:1 liegt.

Aufgrund ihres geringen Molekulargewichtes werden die FLK von der Niere gefiltert. Da
Kappa etwa nur halb so groB} ist wie Lambda, wird sie doppelt so schnell filtriert. Die
Konzentration von Lambda ist dadurch im Blut héher und das Verhiltnis /A kehrt sich um
und liegt bei ca. 1:2 (Normwert 0,26-1,65) [67]. Die Verweildauer beider FLK im Blut ist
sehr kurz. Bei Kappa betrigt sie etwa zwei bis vier Stunden und bei Lambda drei bis sechs
Stunden.

Nachdem die FLK die Glomeruli passiert haben, werden sie von den Zellen im proximalen
Tubulus durch den Megalin/Cubulin Komplex aufgenommen um dann in den Zellen
metabolisiert und anschlieBend sezerniert zu werden. Dadurch wird der Verlust von Proteinen
minimiert [68]. Im Gesunden werden ca. 500 mg pro Tag an FLK produziert [69], sodass alle
Leichtketten komplett zuriick resorbiert werden konnen. Ubersteigt die Produktion aber einen
bestimmten Grenzwert von ca. zehn bis 30 g pro Tag wie z.B. bei Leichtketten-Multiplen
Myelom (LKMM), kann der proximale Tubulus nicht mehr alles riickresorbieren und es
kommt zu einer sogenannten Uberlaufproteinurie [70]. Dadurch werden erstmalig groBere
Mengen im Urin nachweisbar. Im Gesunden liegt die Konzentration an FLK im Urin

zwischen einem und zehn Gramm, die genaue Herkunft ist allerdings noch nicht geklart.
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Vermutet wird, dass sie dhnlich wie IgA von der Mukosa des distalen Anteils des
harnableitetenden Systems sezerniert werden.

Um zwischen monoklonaler und polyklonaler Erh6hung zu unterscheiden, bildet man das
Verhiltnis aus Kappa und Lambda. Liegt das Verhéltnis aufgrund einer Mehrproduktion einer
oder beider FLK nicht mehr im Referenzbereich spricht das fiir eine monoklonale Erh6hung.
Liegt das Verhiltnis im Normbereich und sind eine oder beide FLK trotzdem erhéht, so
besteht eine polyklonale Ursache.

Es sei hier nochmal betont, dass die Konzentration von FLK im Blut zum einem von der
Produktion und zum anderen aber auch von der Nierenfunktion abhingig ist. Bei Patienten
mit chronischem Nierenversagen werden deshalb viel hohere Konzentrationen im Vergleich
zur Normalbevolkerung festgestellt [70]. Im Moment gibt es noch keine standardisierten
Referenzwerte oder Normierung fiir Patienten mit eingeschrénkter Nierenfunktion.
Hutchinson et al empfehlen die Bildung des Verhiltnisses zwischen der FLK und Cystatin C
[70].

1.2.2  Leichtketten-spezifischer Antikdrper

Wie bereits in 1.2.1 erwidhnt besteht ein intakter Antikorper aus jeweils zwei identischen
Schwer- und Leichtketten (siche Abbildung 2). Beide bestehen jeweils aus einer variablen
und konstanten Region. Die variablen Regionen bilden zusammen die Antigenbindungsstelle.
Zwischen den konstanten Regionen der Schwer- und Leichtkette befindet sich ein spezielles
Epitop, welches das Ziel der Antikdrper vom Hevylite ®-Assay bildet [71].

Dadurch kann zwischen den Leichtkettentypen der jeweiligen Immunoglobulinklasse

unterschieden werden z.B. IgAx oder IgAA (Abbildung 3).

igvis [l

Abbildung 3: Unterscheidung des Leichtkettentyps der jeweiligen Immunoglobulinklasse
Antikorpers mit freundlicher Genehmigung von The Binding Site [72]

Um zwischen monoklonalen und polyklonalen Erh6hungen unterscheiden zu kénnen, bildet
man das Verhiltnis z.B. IgGi/IgGA. Ist eine oder sind beide Isotypen der Antikorperklasse

erhoht und das Verhiltnis nicht mehr im Referenzbereich spricht das fiir eine monoklonale
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Ursache. Liegt das Verhiltnis allerdings im Normbereich und sind eine oder beide Schwer-
/Leichtkette Paare (HLC) trotzdem erhoht, so kann von einer polyklonalen Ursache
ausgegangen werden.

Die Konzentrationen der HLC sind nicht von der Nierenfunktion abhidngig, da intakte

Immunglobuline nicht von der Niere filtriert werden.

1.2.3 Klinische Bedeutung FLK (Freelite® Assay) und HLC (Hevylite® Assay)

Seit der Entwicklung beider Assays zur Bestimmung der FLK und HCL ist es zu einer
rasanten Entwicklung nicht nur im Bereich der Himatologie gekommen.

Fiihrend sind dabei vor allem Krankheitsbilder mit monoklonaler Gammopathie. Davon sind
ca. 18% Multiple Myelome (MM), 11% AL Amyloidose und 51% Monoklonale
Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) [73].

Schwierig fiel hdufig die Diagnose des LKMM. Die Vorstellung der Patienten erfolgt
teilweise mit eher atypischen Beschwerden und der Nachweis der monoklonalen
Gammopathie gelingt in nur 50% der Félle mit Hilfe von Serumproteinelektrophorese, so dass
es haufig zu einer deutlich spéteren Diagnosestellung mit damit verbundenen Auswirkungen
auf die Prognose kam [74—76]. Mit Hilfe des Freelite® Assay konnten in mehreren Studien
alle Patienten mit Diagnose LKMM identifiziert werden [77, 78]. Klar im Vorteil zeigt sich
der Assay auch im Therapieverlauf und der Einschétzung des Remissionsstatus. Durch
Messung der Konzentration von FLK im Urin erreichten 32% (26/82) der Patienten eine
komplette Remission. Hingegen bei Messung der FLK im Serum nur 11% (9/829) [77].

Eine seltene Subentitidt der MM bilden die nicht sekretorischen Multiplen Myelome (NSMM).
Sie machen etwa 1-5% der MM aus [79]. In neueren Studien konnten mit Hilfe des FreeLite®
Assays allerdings doch monoklonale Proteine identifiziert werden, sodass die Inzidenz der
NSMM deutlich gesunken ist [80, 81].

2009 wurde daher die Messung der FLK zum Diagnosezeitpunkt und auch im Verlauf in die
Leitlinien des MM aufgenommen [82]. Vor allem wegen ihrer kurzen Halbwertszeit im
Serum sind die FLK ein idealer Verlaufsparameter [83].

Auch die Messung der Leichtketten-spezifischen Immunglobuline bringt sowohl in der
Diagnostik als auch im Monitoring klare Vorteile. Vor allem im Vergleich zur Bestimmung
der Gesamtkonzentration des jeweiligen Antikorpers zeigen sich die HLC klar im Vorteil. Die
Messung der Gesamtkonzentration ist abhéngig vom Plasmavolumen, Himatokrit und bei

sehr hohen Konzentrationen der Immunglobuline weisen diese aufgrund eines erhdhten
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Stoffwechsel eine kiirzere Halbwertszeit auf [71]. Ludwig et. al konnten zudem bei Patienten,
die laut der konventionellen Tests (Serumelektrophorese, Immunfixation, Nephelometrie) in
komplette Remission (CR) waren, teilweise immer noch eine verdnderte HLC Ratio
nachweisen. Es wird daher vermutet, dass sich die HLC Ratio als guter Parameter zur
Detektion einer minimalen Resterkrankung eignet [84]. AuBerdem konnte die HLC Ratio als
prognostischer Marker identifiziert werden. Dabei waren extreme HLC Ratios (<0,001 oder
>200,0) zusammen mit dem B2-Mikroglobulin dem internationalen Staging System (ISS)
deutlich iiberlegen [85, 86].

Im Bereich der Lymphome wurde sich vor allem auf die hdufigste Subentitét der NHL s, die
DLBCLs konzentriert. Zwischen 19%-50% der DLBCL Patienten weisen erhohte
Konzentration einer oder beider FLK auf [87, 88]. 8%-14% haben ein verdndertes /A
Verhiltnis [87]. Patienten mit erh6hten Konzentration an FLK haben eine signifikant
schlechtere Prognose hinsichtlich des ,,Event free survival® (EFS) und ,,Overall survival*
(OS) [87-89]. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass erhohte Konzentration an FLK mit
einem erhohten Risiko fiir NHL bei HIV-Patienten einhergehen [90]. Jardin et al. konnte
verdnderte HLC Ratios unter DLBCL Patienten feststellen. Am hiufigsten traten mit 19,1%
verdnderte [gM«/IgMA Ratios auf. AuBBerdem konnte die HLC Ratio als negativer
Prognosemarker hinsichtlich des OS identifiziert werden [91].

Im Bereich der Autoimmunerkrankungen wie z.B. der rheumatoiden Arthritis oder dem
primdren Sjorgen Syndrom konnte ebenfalls eine polyklonale Erhohung der FLK
nachgewiesen werden, was auch mit der Krankheitsaktivitat korrelierte. Es wird
angenommen, dass die Ursache in einer chronischen (polyklonalen) B-Zellaktivierung liegt

[92].

1.3 PTLD und FLK/HLC aktueller Wissenstand zur Thematik

Bis dato gibt es zwei Studien zu FLK bei PTLD Patienten nach solider Organtransplantation
[93, 94]. In einer Fall/Kontrollstudie mit 29 Serumproben von PTLD Patienten konnten
Engels et al. nachweisen, dass Patienten mit einer monoklonalen Erhéhung der FLK vor
Erstdiagnose ein erhohtes Risiko haben, eine PTLD zu entwickeln [93]. AuBerdem waren
polyklonale Erhdhungen der FLK unter den PTLD Patienten héufiger als in der
Kontrollgruppe und waren ebenfalls mit einem erhdhten Risiko fiir Entwicklung von PTLD
assoziiert. Engels et al. treffen allerdings keine Aussage zur Nierenfunktion der Patienten,
sodass die Konzentration der FLK nur schwer einzuschéitzen sind, da bei schlechter

Nierenfunktion die Konzentration der FLK ansteigt. In der Studie von Fernando et al. konnten
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diese Ergebnisse nicht bestitigt werden. Allerdings war diese Studie mit nur zehn PTLD
Patienten sehr klein [94].
Zum Thema HLC bei PTLD Patienten und FLK/ HLC als mogliche Parameter fiir die

Verlaufskontrolle sind keine Studien vorhanden.

1.4 Ziel der Arbeit

Eine PTLD ist nach wie vor eine schwerwiegende Komplikation nach SOT. Aufgrund der
stark variierenden klinischen Prisentation ist die Diagnosestellung sehr anspruchsvoll und
wird z.T. dadurch verzogert. Daher ist das Interesse an einem schnell verfiigbaren und nicht-
invasivem diagnostischem Test grof3.

Das Ziel dieser Arbeit ist in einer Fall/Kontrollstudie den Wert von FLK und HLC Messung
in Diagnose und Verlaufskontrolle bei Patienten mit PTLD zu evaluieren. Folgende Fragen

sollen dabei beantwortet werden:

—_—

Besteht eine Korrelation zwischen FLK Konzentration und dem Auftreten von PTLD?
2. Ist eine Normierung der FLK Konzentration hinsichtlich der Nierenfunktion sinnvoll?
3. Besteht ein Zusammenhang zwischen der HLC und PTLD?

4. Eignen sich FLK und HLC Messung zur Verlaufskontrolle bei PTLD?

15



2. Methoden und Material

2.1 Patientenkollektiv

Es lagen 20 Serumproben von Patienten mit bestétigter Diagnose eines B-Zell PTLDs von der
deutschen PTLD-Studiengruppe vor. Die Proben wurden zwischen 1998 und 2011 gewonnen
und anschliefend in Iml Behéltnisse bei -20°C aufbewahrt. Die Probengewinnung erfolgte
innerhalb von sieben Tagen nach Diagnosestellung und vor Therapiestart. Bei 14 der 20
Patienten sind zudem Proben zum Zeitpunkt des Restagings vorhanden. Die Patienten waren
entweder in der PTLD-1 Studie [22] eingeschlossen (siehe dazu 1.1.6) oder wurden
entsprechend der Empfehlungen der Studiengruppe zu seltener PTLD-Entitdten behandelt
[46].

Zwei Patienten wurden mit einem Plasmozytom-dhnlichen PTLD diagnostiziert, allerdings
waren bei keinem vom beiden eine Knochenmarkbeteiligung oder osteolytischen Lasionen
nachweisbar. Einer der beiden Patienten gehdrte zu einer publizierten Serie Plasmozytom-
ahnlicher PTLDs, die aufzeigte, dass sich Plasmozytom-dhnliche PTLD von Multiplen
Myelomen in nicht immunsupprimierten Patienten unterscheiden und dass eine
iberschieBende Produktion von Paraproteinen bei diesen Patienten selten ist [95].

Als Kontrollen wurden transplantierte Patienten ausgewdhlt, die dhnliche Krankheitsverldufe
und Komorbiditdten im Vergleich zu den PTLD Patienten aufwiesen. Sie wurden aus einem
Pool von Leber- und Nieren-transplantierten Patienten des Univeristitsklinikums Schleswig-
Holstein (Campus Kiel) und dem Queen Elizabeth Hospital Birmingham (Grof3britannien)
bereitgestellt. Zum Zeitpunkt der Probengewinnung waren bei keinem Patienten Hinweise fiir
das Vorliegen einer PTLD vorhanden. Die Kontrollpatienten wurden individuell nach
Geschlecht, Zeit bis zur Transplantation und Alter zum Zeitpunkt der Transplantation
ausgewdhlt. Es ergaben sie insgesamt 90 Kontrollpatienten. Aufgrund von Materialmangel
konnten aber nur bei 64 Patienten die Leichtketten-spezifischen Immunglobuline gemessen

werden.

2.2 Datenerhebung
Die Datenerhebung erfolgte mit Hilfe der Datenbank der PTLD Studiengruppe.
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2.3 Labordiagnostische Untersuchungen

2.3.1 Entwicklung des Freie Leichtketten Assays (Freelite®)

2001 wurde von Bradwell et al. [96] ein ausreichend spezifischer Test fiir den Nachweis von
freien Leichtketten entwickelt.

Die Herausforderung ist dabei einen Antikorper (AK) zu entwickeln, der eine hohe Spezifitit
und Affinitit besitzt. Als Ziel fiir den AK wurden Epitope auf den FLK ausgewéhlt, die
normalerweise ,,versteckt* an der Bindungsstelle zwischen den Leicht- und Schwerketten sich

befinden und nur frei liegen, wenn die Leichtketten ungebunden sind (sieche Abbildung 4).

5 f' .I
I; .'l [
Verstecktes | i |
Freelite y / :
Epitop / [ |
;_.-"; 2 o '--f-_-__ . 1

Freie \- i
Leichtkette

Exponiertes
Freelite Epitop

Abbildung 4: Zielepitope der Freien Leichtkette Antikorper Antikdrpers mit freundlicher
Genehmigung von The Binding Site [97]

In friiheren Versuchen wurden hdufig monoklonale AK verwendet, allerdings waren diese
haufig zu spezifisch und konnte somit nicht die gesamte Breite, insbesondere von hiufig
pathologisch verdanderten monoklonalen FLK, erfassen. Daher entwickelten Bradwell et al.
einen Assay der auf polyklonalen Antiseren beruht.

Dafiir wurden Schafe mit einer der beiden FLK immunisiert, die vorher aus aufbereitetem
Urin mit Bence Jones Proteinurie gewonnen worden waren. Um eine Kreuzreaktion mit

intakten Immunoglobinen und der alternierenden freien Leichtkette zu vermeiden, wurden die
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gewonnen Antiseren mit Hilfe von Myelomimmunglobulinen IgA, IgG, IgM und
monoklonalen Proteinen aufgereinigt. Eine hohe Spezifitit des Assays wird durch folgende

Tests erreicht:

1. Immunelektrophorese zum Ausschluss von Kreuzreaktionen gegen die intakte
Immunglobuline und die alternierende FLK. Himagglutinationsassay mit
Schafserythrozyten, die mit einzelnen FLK, aufgereinigten polyklonalen IgG,
monoklonalen IgA oder monoklonalen IgM sensibilisiert waren.

2. Western Blot Analysen zum Vergleich der Farbung von Serum- und Urinblots, die
durch Reaktion der polyklonalen FLK-Antiseren mit monoklonalen Antikorpern, die

freie und gebundene k- und A-Molekule erkennen, entstanden.

Die so hergestellten polyklonalen Antiseren konnen durch die Bildung von Prézipitaten mit
den FLK nephelometrisch gemessen werden und so die Menge und den Typ des Proteins

bestimmt werden.

2.3.2 Entwicklung der Leichtketten-spezifischen Immunglobulin Assays (Hevylite®)
Wie bereits in 1.2.2 erwihnt, liegt bei intakten Immunglobulinen an der Verbindungstelle
zwischen der konstanten Region der FLK bzw. Schwerkette ein spezielles Epitop, dass als

Zielstruktur im Hevyliteassay benutzt wird (sieche Abbildung 5).
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Abbildung 5: Epitope an der Verbindungsstelle zwischen den konstanten Regionen der
schweren und der leichten Kette, welche von den Antikdrpern gebunden werden. Antikdrpers
mit freundlicher Genehmigung von The Binding Site [72]

Dafiir werden ebenfalls wie bei Freeliteassy polyklonale Antikorper, die aus Schafen
gewonnen wurden, verwendet. Die weitere Entwicklung des Assays entspricht dem von
Freelite (siche 2.3.1), um so das Auftreten von Kreuzreaktionen zu verhindern. Der
Antikorper gegen IgAxk reagiert z. B. nicht gegen freies oder an anderen

Immunglobulinklassen gebundenes Kappa.

2.4 Gerite und Material

Zur Bestimmung der Laborparameter wurden Serumproben der PTLD-Patienten und
Kontrollpatienten verwendet. Die Proben wurden mit dem SPAPlus® analysiert, der von der
Firma ,,The Binding Site* Grofbritannien bereitgestellt wurde. Das Gerét kann die
Konzentration von Proteinen mit Hilfe von Turbidometrie messen, indem eine durch die
Bildung von Antigen-Antikérper-Komplexen hervorgerufenen Triibung photometrisch
gemessen wird.

Zur Bestimmung der Parameter FLK, Leichtketten-spezifische Immunglobuline und Cystatin
C wurden der Freelite®-Assay, Hevylite®-Assay und das Cystatin C Kit verwandt (alle The
Binding Site, Grof3britannien).

2.5 Referenzwerte FLK und Leichtketten-spezifische Immunglobuline
Es liegen mehrere Studien zu den normalen Referenzbereichen der FLK vor. Von der Binding
Site empfohlen ist der Referenzbereich von Katzmann et al. [67]. Hier wurden die

Serumkonzentrationen von 127 gesunden Probanden im Alter von 21 bis 62 Jahren und von
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155 élteren Patienten (51-90 Jahre) mit polyklonalen Antiseren gemessen. Daraus ergeben
sich folgenden Referenzwerte (sieche Tabelle 3), auf die sich auch in dieser Doktorarbeit

bezogen wird. Fiir das k/A-Verhéltnis sind zwei Referenzbereiche vorhanden.

Nierenfunktion
Referenzintervall angepasstes

Refernzintervall

Freie Leichtketten in mg/1

Kappa 3,30-19,40

Lambda 5,71-26,30

kFLK 9,01-45,70

Kappa/Lambda 0,26-1,65 0,37-3,10

Leichtketten spezifsche Immunglobuline in g/1

IgA Kappa 0,57-2,08

IgA Lambda 0,44-2,04

IgAw/lIgAL 0,78-1,94

IgG Kappa 3,84-12,7

IgG Lambda 1,91-6,74

[gGr/IgGA 1,12-3,21

IgM Kappa 0,19-1,63

IgM Lambda 0,12-1,01

IgMi/IgMA 1,18-2,74

Tabelle 3: Referenzwerte Freie Leichtketten und Leichtketten-spezifische Immunglobuline

Eine polyklonale Erh6hung der FLK liegt vor, wenn die Konzentration der Summe aus beiden
Leichtketten Kappa und Lambda (kombinierte FLK, kFLK) iiber dem oberen Referenzwert
liegt. Eine monoklonale Verdanderung der FLK setzt ein k/A-Verhéltnis auerhalb des
Referenzbereichs voraus und die Tatsache, dass eine oder beide FLK-Konzentrationen iiber
dem oberen Referenzbereich liegen.

Aufgrund der bereits in der Einleitung beschriebenen Abhéngigkeit der FLK Konzentration
von der Nierenfunktion erfolgt eine Normierung der FLK Konzentration, in dem der Quotient
aus FLK und Cystatin C gebildet wird.

Als Referenzwerte der Leichtketten-spezifischen Immunglobuline wurden die fiir das SpaPlus

Geridt empfohlenen und beiliegenden Referenzwerte benutzt (Tabelle 3).

2.6  Statistik

Fiir die statistische Datenauswertung wurde IBM SPSS Statistics Version 22.0 verwendet. Die
Daten fiir die FLK und Leichtketten-spezifische Immunglobuline sind nicht normal verteilt.
Deswegen erfolgt die Prasentation der Daten mit Hilfe von Median, Minimum und Maximum.

Nicht parametrische Analysen von unabhingigen Stichproben werden mittels des Mann-
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Whitney Test durchgefiihrt, indem die Mediane der zwei unabhéngigen Gruppen miteinander
verglichen werden. Stichproben, die miteinander verbunden sind, werden anhand des
Wilcoxon-Tests analysiert. Kategorisierbare Daten werden durch den Fischer Exakt Test
verglichen.

Zur Ermittlung von Grenzwerten wird die ,,Receiver Operating Characteristic* Kurve (ROC)
verwendet. Der optimale Grenzwert ist definiert als der maximale Wert aus der Summe von
Spezifitdt und Sensitivitét.

Um eine Assoziation zwischen dem Auftreten von PTLD und den gemessenen Parametern
nachzuweisen, wird eine logistische Regression durchgefiihrt. Dabei wurden die Analysen
hinsichtlich Alter, Geschlecht und Zeit nach der Transplantation angepasst.

Fiir alle Analysen wurde ein p-Wert <0,05 als statistisch signifikant angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenkollektive

Charakteristik PTLD Kontrollpatienten, p-Wert
Patienten, N=90

|
[\°]
<

Alter zum Zeitpunkt der Transplantation, 43 (14-67) 48 (14-71) 0,727
Median (Range)

Organtransplantat, n (%)

Leber 8 (40) 45 (50)

PTLD Befallsmuster, n(%)

extranodal 7 (35)

Ann Arbor Stadium, n (%)

Stadium I1 0(0) -

Stadium IV 13 (65) -

Polymorph 1(5) -

Burkitt Lymphom 2 (10) -

Plasmozytom 2 (10) -

PTLD EBV-Status, n (%)

negative 8 (40) -

Tabelle 4: Charakteristika der Patientenkollektive

Wie in Tabelle 4 dargestellt, waren die PTLD Patienten zum Zeitpunkt der Transplantation im
Median 43 Jahre alt, die Kontrollpatienten 48 Jahre. 25 % der PTLD Patienten und 29% der

Kontrollpatienten waren Frauen. Jeweils acht PTLD Patienten (40%) erhielten eine Niere
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bzw. Leber. Bei vier Patienten wurde eine Herztransplantation durchgefiihrt. Je 45
Kontrollpatienten (50%) erhielten eine Niere oder Leber. Nach der Transplantation vergingen
im Median 3,9 Jahre bis zur Erkrankung an PTLD. Die Proben der Kontrollpatienten wurden
im Median 4,1 Jahren nach Transplantation abgenommen.

PTLD wurde bei 65% Patienten als Stadium IV nach Ann Arbor klassifiziert. Mit 55% wurde
die Mehrzahl der Félle histologisch mit einem DLBCL diagnostiziert. Die weiteren Entitdten
Hodgkin Lymphom, Burkitt Lymphom, Plasmozytom und MALT Lymphom zeigten sich bei
jeweils zwei Patienten. Bei einem Fall wurde ein polymorphes PTLD diagnostiziert. Bei 11
Patienten (55%) konnte histologisch eine EBV-Infektion nachgewiesen werden, bei 8
Patienten (40%) war histologisch keine Infektion nachweisbar und bei einem Patienten

fehlten die Daten dafir.

3.2 Freie Leichtketten
In der Auswertung der FLK zum Zeitpunkt Diagnosestellung wird in beiden Gruppen eine

Erhohung der Freien Leichtketten {iber dem oberen Referenzwert festgestellt.

PTLD-Patienten, Kontrollpatienten p- Referenzbereich

mg/l mg/l Wert mg/1
N=20 N=90
Kappa, Median (Bereich) 41.69 (2.47-2053.31)  22.05 (5.45-161.44) 0,015 3.30-19.40
Lambda, Median (Bereich) 32.06 (2.14-2304.00) 20.78 (5.20-128.00) 0,107 5.71-26.30
Ratio x/A, Median (Bereich) 1.20 (0.20-277.94) 1.00 (0.27-4.85) 0,218 0.26-1.65
kombinierte FLK, Median 69.94 (4.60-2774.44) 43.65 (10.65- 0,013 9.01-45.70
(Bereich) 272.97)
Cystatin C, Median (Bereich) 1.91 (0.83-11.19) 1.74 (0.62-5.74) 0,086 0.56-0.99

Tabelle 5: Freie Leichtketten PTLD-Patienten/Kontrollpatienten

Dabei zeigen PTLD Patienten durchgehend hohere Konzentrationen als Kontrollpatienten,
wobei signifikante Unterschiede nur bei FLK Kappa und kFLK festgestellt werden konnten
(siche Tabelle 5). 15 PTLD Patienten (75%) und 50 Kontrollpatienten 56% wiesen
Konzentrationen oberhalb des konventionellen Grenzwerts der FLK Kappa auf (Fischer Exakt
Test: p=0,135). Die FLK Lambda waren bei zwolf Patienten der PTLD-Gruppe (60%) und bei
30 Patienten der Kontrollgruppe (34%) erhoht (Fischer Exakt Test: p=0,040). Hinsichtlich der
kFLK lieB sich der deutlichste Unterschied zwischen PTLD- und Kontrollgruppe feststellen
(75% vs. 44%, Fischer Exakt Test: p=0,024).

Wie bereits in der Einleitung erwihnt (1.2.1) ist die Konzentration der FLK von der
Nierenfunktion abhéngig. In beiden Patientengruppen liegen die Mediane des Cystatin C

aulerhalb des Referenzbereiches, allerdings ist zwischen beiden Gruppen kein signifikanter
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Unterschied detektierbar. Trotzdem erfolgt eine Normierung der Werte, indem der Quotient
aus FLK und dem dazugehdrigen Cystatin C gebildet wird. Die sich daraus ergebenden Werte
sind in Tabelle 6 dargestellt.

PTLD-Patienten Kontrollpatienten  p-Wert

N=20 N=90
Kappa, Median (Bereich) 21,86 (1,63-690,89) 12,13 (4,06-55,38) 0,067
Lambda, Median (Bereich) 16,25 (1,26-205,91) 12,43 (4,00-63,34) 0,180
KFLK, Median (Bereich) 35,74 (2,88-693,37) 24,80 (8,85-100,91) 0,020

Tabelle 6: Normierte FLK PTLD-/Kontrollpatienten

Demnach sind weiterhin Unterschiede zwischen den Gruppen feststellbar, vor allem bei

Kappa und den kFLK. Allerdings ist der Unterschied fiir Kappa nicht mehr signifikant.

3.2.1 Polyklonale Verédnderungen der FLK

Wie spiter noch in 3.2.2 beschrieben wird, weisen drei PTLD Patienten und zwei
Kontrollpatienten monoklonale FLK Erh6hungen auf (k/A Verhiltnis au3erhalb des
Referenzbereiches 0,37-3,1). Da sich die folgenden Analysen auf polyklonale Verdnderungen

konzentrieren, wurden diese Patienten ausgeschlossen und es ergibt sich folgende

Gruppencharakteristik:
PTLD-Patienten Kontrollpatienten p- Referenzbereich
mg/l mg/l Wert mg/1
N=17 N=88
Kappa, Median (Bereich) 38,21 (2,47-110,23) 21,90 (5,45-161,44) 0,030 3.30-19.40
Lambda, Median (Bereich) 30,20 (2,14-124,49) 20,78 (5,20-128,00) 0,126 5.71-26.30
kFLK, Median (Bereich) 69,52 (4,60-234,73) 43,45 (10,65,272,97) 0,057 9.01-45.70
Cystatin C, Median (Bereich) 1,90 (0,83-6,99) 1,74 (0,62-5,74) 0,209 0.56-0.99

Tabelle 7: Vergleich PTLD-/Kontrollpatienten unter Ausschluss monoklonaler
Verdnderungen

Ein Vergleich der Mediane beider Gruppen zeigt erneut einen signifikanten Unterschied fiir
den Parameter FLK Kappa. Der Unterschied der kFLK ist zwischen den beiden Gruppen nicht
mehr signifikant.

Um festzustellen, ob eine Erhéhung einer oder beider FLK mit dem Auftreten von PTLD
assoziiert ist, wird eine logistische Regression mit den oberen Grenzwerten durchgefiihrt
(Tabelle 8). 59% der PTLD Patienten und 33% der Kontrollpatienten weisen eine Erh6hung
des Lambda Messwertes auf (OR: 2,91[95%CI 1,0-8,4]; p=0.05). Bei den kFLK weisen 71%

der PTLD Patienten und 38% der Kontrollpatienten eine Erhhung iiber dem konventionellen
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Grenzwert auf (OR: 3,16 [95CI 1,3-11,2]; p=0.045). Bei Patienten mit PTLD finden sich

somit statistisch haufiger erhdhte kombinierte und Lambda FLK.

PTLD Patienten, Kontrollpatienten, Odds Ratio pP-
n (%) n (%) Wert
N=17 N=88
Kappa>19.40 mg/l 13 (76) 48 (55) 2,71 (0,82-8,96) 0,103
Lambda> 26.30 mg/1 10 (59) 29 (33) 2,91 (1,00-8.42) 0,049
kombinierte FLK>45.70 mg/l 12 (71) 38 (43) 3.16 (1.26-11.20) 0,045

Tabelle 8: Logistische Regression Freie Leichtketten

Die Verteilung der Einzelmesswerte in beiden Gruppen zeigt allerdings eine erhebliche
Uberlappung, was beispielhaft fiir die Leichtkette Kappa in untenstehendem Boxplot
dargestellt ist (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Boxplot FLK Kappa
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Da fiir organtransplantierte Patienten keine FLK Referenzwerte definiert sind, wurde im

nichsten Schritt eine ROC Analyse durchgefiihrt.

Grenzwert Spezifitit Sensitivitit AUC

Kappa 32,90 mg/1 75% 65% 0,67
Lambda 25,5mg/l 65% 65% 0,62
KFLK 63,1mg/l 73% 65% 0,65

Tabelle 9: ROC-Analyse FLK

Im Vergleich zur Normalpopulation ergeben sich bei organtransplantierten Patienten hiernach

fiir FLK Kappa und die kFLK deutlich hohere Grenzwerte. So liegt der ,,konventionelle*

Grenzwert fiir die KFLK bei 45,7mg/1, der mittels ROC errechnete Grenzwert hingegen bei

63,1mg/l. Fiir Lambda liegt der neu berechnete Grenzwert hingegen niedriger im Vergleich

zum ,.konventionellen* Grenzwert (25,5mg/1 vs.26,3mg/1). Mit den neu berechneten

Grenzwerten wird die logistische Regression wiederholt (Tabelle 10):

PTLD-Patienten, Kontrollpatienten, Odds Ratio p-
N (%) N (%) Wert
N=17 N=88
Kappa>32.90 mg/l 11 (65) 22 (25) 5,50 (1,82-16,6) 0,003
Lambda>29.58 mg/l 11 (65) 31 (35) 3,37 (1,14-9,99) 0,028
KFLK>63.13 mg/l 11 (65) 24 (27) 4,89 (1,63-14,68) 0,005

Tabelle 10: Logistische Regression anhand neuer Grenzwerte

Fiir alle drei Parameter werden jetzt signifikante Unterschiede erreicht: Bei 65% der PTLD-

Patienten liegt die kKFLK Konzentration tiber dem Grenzwert, in der Kontrollgruppe nur noch

27% der Patienten. Hieraus errechnet sich eine Odds Ratio von 4,89 mit einem p-Wert von

0,005.

3.2.1.1 Freie Leichtketten in Abhédngigkeit von der Nierenfunktion

Tabelle 7 zeigt, dass beide Patientengruppen eine schlechte Nierenfunktion aufweisen. Daher

erfolgte eine Normierung der FLK Konzentrationen mit Hilfe der Cystatin C Konzentration

wie in 2.5 dargestellt. Die numerischen Unterschiede zwischen beiden Gruppen sind hiernach

immer noch vorhanden, jetzt allerdings nicht mehr signifikant (Tabelle 11).
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PTLD-Patienten Kontrollpatienten p-Wert

N=17 N=88
Kappa, Median (Bereich) 20,99 (1,63-36,64) 11,99 (4,06-55,38) 0,108
Lambda, Median (Bereich) 15,44 (1,26-36,86) 12,42 (4,00-63,34) 0,230
KFLK, Median (Bereich) 33,56 (2,88-70,64) 24,43 (8,85-100,91) 0,083

Tabelle 11: FLK bei Patienten mit polyklonalen Verdnderungen (normiert durch Cystatin C)

Da fiir die normierten FLK noch keine Referenzwerte vorliegen, erfolgte erneut die
Berechnung eines Grenzwertes mit Hilfe einer ROC-Analyse. Dadurch ergaben sich folgende

adjustierte Grenzwerte in Tabelle 12 aufgefiihrt sind.

Grenzwert Spezifitit Sensitivitit AUC
Kappa/Cystatin C 20,6 90% 53% 0,62
Lambda/Cystatin C 15 71% 59% 0,59
KFLK/Cystatin C 37,8 91% 47% 0,63

Tabelle 12: ROC-Analyse Cystatin C normierter FLK bei Patienten mit poyklonalen
Verdnderungen

Anhand der Grenzwerte wird eine logistische Regression durchgefiihrt. Die Ergebnisse fiir
FLK Kappa und kFLK sind dabei besonders beeindruckend. 53% der Patienten mit PTLD und
nur 10% der Kontrollpatienten weisen FLK Kappa oberhalb des normierten Grenzwerts von
20,61 auf. Im Falle der kFLK sind es 47% der PTLD Patienten und 9% der Kontrollpatienten

mit Werten oberhalb des neu berechneten Grenzwertes (Tabelle 13).

PTLDnI;(il/f)l)enten, Kontr(l)lll([())zt)lenten, Odds Ratio “?ert

N=17 N=88
Kappa >20.6 9(53) 9 (10) 9,88 (3,05-32,00)  <0.001
Lambda >15.0 10 (59) 26 (30) 3,41 (1,17-9,92) 0,025
kFLK > 37,8 8 (47) 809 8,89 (2,68-29,45)  <0,001

Tabelle 13: Logistische Regression fiir Cystatin C normierte FLK-Werte

3.2.2 Monoklonale Verdnderungen der FLK

Wie bereits in Kapitel 2.5 dargelegt, liegt eine monoklonale Erh6hung vor, wenn eine oder
beide FLK erhoht sind und zudem auch das Verhiltnis von «/A au8erhalb des
Referenzbereiches liegt. Zunidchst wird der herkdmmliche Referenzbereich verwendet (0,26-

1,65). Vier PTLD Patienten und elf Kontrollpatienten weisen demnach eine monoklonale
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Erh6hung auf (20% vs. 12%, Fischer Exakt Test: p=0,470). Wird der
nierenfunktionsangepasste Referenzbereich verwendet (0,37-3,10), liegt noch bei drei PTLD
Patienten und nur noch bei zwei Kontrollpatienten eine monoklonale Verdnderung vor (15%
vs. 2%, Fischer Exakt Test: p=0.041). Bei einem dieser drei PTLD Patienten war ein
Plasmozytom-dhnliches PTLD diagnostiziert worden. Wenn dieser Patient von den Analysen
ausgeschlossen wird, findet sich immer noch ein Trend zur Assoziation mit PTLD, allerdings
sind die absoluten Zahlen von Patienten bzw. Kontrollen sehr klein (10% vs. 2%, Fischer
Exakt Test: p=0,150).

In der logistischen Regression kann unter Anwendung des konventionellen Referenzbereich
keine signifikante Assoziation nachgewiesen werden (OR: 1,77[95%CI 0,5-6,3]; p=0.38).
Mit dem nierenfunktionsangepassten Referenzbereich zeigt sich eine signifikante Assoziation
zwischen einer monoklonalen Veranderung und dem Auftreten von PTLD

(OR: 7,8[95%CI 1,2-50,8]; p=0.03). Unter Ausschluss des Plasmozytom-&dhnlichen PTLD-
Patienten ergeben sich folgende Werte: OR: 5,2 [95%CI 0,7-39,3]; p=0.11.

3.2.3 Kombination aus polyklonalen und monoklonalen Verdanderungen

Es soll nun die Kombination aus poly- und monoklonaler Verdnderung der FLK in
Zusammenhang mit der Diagnose evaluiert werden. Aufgrund der besseren Ergebnisse mit
Hilfe des nierenangepassten Referenzbereiches fiir das k/A Verhiltnis wird dieser in den
folgenden Analysen verwendet. Die erste logistische Regression zeigt bereits eine signifikante
Assoziation zwischen der Diagnose PTLD und wenn entweder die kombinierten FLK iiber
dem konventionellen Grenzwert (43,70mg/1) liegen oder eine monoklonale Verdanderung
vorliegt (OR: 3,8 [95%CI 1,3-11,2]; p=0.02). Als nichstes wird die Assoziation untersucht,
wenn entweder die kFLK groBer als 63,1mg/1 sind (ROC-Analyse) oder eine monoklonale
Verinderung vorliegt. Daraus ergibt sich folgendes: OR: 5,7 [95%CI 2,0-16,6]; p=0,001.

Die stirkste Assoziation findet sich, wenn entweder die durch Cystatin C normierten kKFLK
grofler als 37,8 sind oder eine monoklonale Verdanderung vorliegt (OR: 9,8 [95%CI 3,3-29.,4];
p<0,001).

3.3 Leichtketten-spezifische Immunglobuline

Fiir die Analyse der Leichtketten-spezifischen Immunoglobuline stehen aufgrund von
Materialmangel nur 64 Kontrollpatienten zur Verfiigung. Alle ermittelten Mediane sowohl in
der PTLD-Gruppe als auch in der Kontrollgruppe finden sich innerhalb des angegebenen

Referenzbereiches und es ist kein signifikanter Unterschied feststellbar (Tabelle 14).
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PTLD-Patienten, Kontrollpatienten, p- Referenzbereich,
g/l g/l Wert g/l
N=20 N=64
IgA Kappa, Median (Bereich) 1,64 (0,13-6,12) 1,29 (0,25-6,30) 0,369 0,57-2,08
IgA Lambda, Median (Bereich) 1,18 (0,18-4,61) 1,03 (0,03-4,09) 0,488 0,44-2,04
IgA Ratio, Median (Bereich) 1,27 (0,70-1,75) 1,30 (0,77-7,00) 0,785 0,78-1,94
IgG Kappa, Median (Bereich) 7,68 (0,89-15,38) 6,56 (2,87-20,15) 0,455 3,84-12,7
IgG Lambda, Median (Bereich) 421 (0,74-9,80) 3,98 (1,46-10,00) 0,785 1,91-6,74
IgG Ratio, Median (Bereich) 1,68 (0,71-18,03)  1,65(0,69-13,36) 0,897 1,12-3.21
IgM Kappa, Median (Bereich) 0,77 (0,05-5.61) 0,62 (0,13-3,21) 0,644 0,19-1,63
IgM Lambda, Median (Bereich) 0,36 (0,04-4,54) 0,32 (0,07-1,86) 0,896 0,12-1,01
IgM Ratio, Median (Bereich) 1,81 (0,49-2,39) 1,72 (0,79-2,96) 0,686 1,18-2,74

Tabelle 14: Leichtketten-spezifische Immunglobuline PTLD-Patienten vs. Kontrollpatienten

Mit Hilfe der logistischen Regression wird gepriift, ob eine Assoziation zwischen einer

Erhohung der Leichtketten-spezifischen Immunglobuline und dem Auftreten einer PTLD

vorliegt. 40% der PTLD Patienten und 13% der Kontrollpatienten weisen eine Erh6hung von

IgAx iiber dem oberen Grenzwert auf und damit eine signifikante Assoziation mit dem

Auftreten einer PTLD. Das Gleiche trifft auch auf Erhéhungen von IgAA zu (Tabelle 15).

PTLD-Patienten, Kontrollpatiente Odds Ratio p-Wert

n (%) n, n (%)

N=20 N=64
IgA Kappa>2.08g/L 8 (40) 8 (13) 4,47 (1,46-14,91) 0,009
IgA Lambda>2.04 g/L 5(33) 5(8) 3,93 (1,01-15,37) 0,049
IgG Kappa>12.07g/L 1(5) 7(11) 0,45 (0,05-3,93) 0,472
IgG Lambda>2.04 g/L 1(5) 9 (15) 0,32 (0,04-2,71) 0,297
IgM Kappa>2.08g/L 3 (20) 4 (6) 2,65 (0,54-12,99) 0,230
IgM Lambda>2.04 g/L 3 (20) 2(3) 5,47 (0,85-35,42) 0,075

Tabelle 15: Logistische Regression Leichtketten-spezifische Immunglobuline

3.3.1

Polyklonale Verdnderungen der Leichtketten-spezifischen Immunglobuline

Polyklonale Verdnderungen der Leichtketten-spezifischen Immunglobuline sind analog der

polykonalen Verdanderungen der FLK definiert (siehe 2.5). Eine polyklonale IgA Erhéhung
findet sich bei 42% der PTLD Patienten und 12% der Kontrollpatienten. Mit Hilfe einer

logistischen Regression kann eine signifikante Assoziation mit der Diagnose PTLD

festgestellt werden (Tabelle 16).
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PTLD-Patienten, N Kontrollpatienten, p-

OR (CI 95%)

(%) N (%) Wert
N=19 N=60

IgA Polyklonal 8 (42) 7 (12) 5,51 (1,65-18,36) 0,006
N=16 N=50

IgG Polyklonal 1 (6) 4 (8) 0,76 (0,08-7,40) 0,818
N=17 N=59

IgM Polyklonal 2 (12) 3(5) 2,49 (0,38-16,27) 0,341

Tabelle 16: Assoziation PTLD und polyklonale Leichtketten-spezifische Immunglobuline
Verdnderungen

Fiir die anderen Immunglobuline konnte keine Assoziation nachgewiesen werden. Die
unterschiedlichen Anzahlen der Patienten kommen durch Ausschluss von Patienten mit

Verhiltnissen auferhalb des Referenzbereichs zustande.

3.3.2 Monoklonale Verdnderungen der Leichtketten-spezifischen Immunglobuline
Monoklonale Verdnderungen der Leichtketten-spezifischen Immunglobuline sind bei zwei
PTLD Patienten (11%) vorhanden. Bei dem einen Patient wurde eine Plasmozytom-dhnliche
PTLD diagnostiziert. Hier lag ein verdandertes IgGx/IgGA Verhiltnis vor. Beim zweiten
Patienten wurde histologisch ein DLBCL diagnostiziert. Es findet sich ein veréndertes
IgMx/IgMA Verhiltnis. In der Kontrollgruppe zeigt sich bei acht Patienten (13%) eine
monoklonale Verdanderung: bei sieben Patienten liegt ein verdndertes [gGik/IgGA Verhéltnis
vor, bei einem Patienten ein verdndertes [gMk/IgMA und ein verdndertes IgAk/IgAA
Verhiltnis. Mittels logistischer Regression kann keine Assoziation von einem veranderten
Leichtketten-spezifischen Ig-Verhéltnis mit dem Auftreten einer PTLD festgestellt werden
(OR: 0,68 [95%CI 0,13-3,44]; p=0,64).

3.4 Therapie

Fiir die Evaluation der FLK und Leichtketten-spezifischen Immunglobuline als
Verlaufsparameter werden Patientenproben vor und nach Therapie verglichen. Bei insgesamt
14 Patienten liegen entsprechende Proben nach Therapie vor. Die Unterteilung der Patienten

erfolgt anhand des Ergebnisses des Abschluflstagings in zwei Gruppen: die erste Gruppe
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beinhaltet Patienten, die eine komplette Remission (CR) erreicht habe. In der zweiten Gruppe

finden sich Patienten, mit einer sogenannten ,,stable Disease* (SD) oder einem Progress (PD).

3.4.1 Komplette Remission

Zunichst werden die Proben der Patienten (N=8) verglichen, die nach der Chemotherapie eine
komplette Remission erreicht haben (Tabelle 17). Vergleicht man zunichst nur die Mediane
fallt bereits ein deutlicher Unterschied zwischen den zwei Zeitpunkten auf. So liegt der
Median fiir Kappa vor der Therapie bei 41,96 mg/1, nach der Therapie nur noch bei 19,35
mg/l. Auffillig ist dabei, dass alle Mediane der FLK zum Zeitpunkt des Restaging innerhalb
des Referenzbereiches zu finden sind. Mit Hilfe des Wilcoxon Test kann eine signifikante
Abnahme der FLK nachgewiesen werden. Die Mediane aller Leichtketten-spezifischen
Immunglobuline liegen sowohl vor als auch nach der Therapie im Normbereich. Allerdings
lasst sich an Hand des Wilcoxon Test auch hier ein signifkanter Unterschied zwischen den

beiden Zeitpunkten hinsichtlich IgGxk, IgGA und IgMx feststellen (Tabelle 17).

Vor Therapie, Nach Therapie p-Wert Referenzbereich
N=8 N=8
Freie Leichtketten in mg/|
Kappa, Median (Bereich) 41,69 (10,56-470,49) 19,35 (4,82-50,27) 0,012 3,30-19,40
Lambda, Median (Bereich) 27,70 (14,15-2303,95) 17,24 (5,95-31,47) 0,012 5,71-26,30
kombinierte FLK, Median (Bereich) 66,64 (26,80-2774,44) 34,71 (10,77-81,75) 0,012 9,01-45,70
Cystatin C, Median (Bereich) 1,90 (1,32-11,19) 1,45 (1,19-2,04) 0,012 0,56-0,99
Leichtketten-spezifische Immunglobuline in g/I
IgA Kappa, Median (Bereich) 1,78 (0,47-3,17) 1,43 (0,29-2,73) 0,123 0,57-2,08
IgA Lambda, Median (Bereich) 1,18 (0,43-2,51) 0,95 (0,23-1,77) 0,092 0,44-2,04
IgG Kappa, Median (Bereich) 7,27 (4,66-10,64) 4,79 (2,60-8,29) 0,050 3,84-12,07
IgG Lambda, Median (Bereich) 5,49 (3,21-6,69) 3,41 (1,17-5,37) 0,036 1,91-6,74
IgM Kappa, Median (Bereich) 0,68 (0,25-2,23) 0,47 (0,07-1,05) 0,025 0,19-1,63
IgM Lambda, Median (Bereich) 0,32 (0,13-4,54) 0,33 (0,05-0,67) 0,123 0,12-1,01

Tabelle 17: Vergleich Pri-/Posttherapie, Patienten in kompletter Remission

Da die Patienten sowohl nach als auch vor der Therapie eine schlechte Nierenfunktion

aufweisen, erfolgt erneut eine Normierung der FLK Werte:

Vor Therapie Nach Therapie p-Wert
N=8 N=8
Kappa, Median 22.76 (8.00-42.05) 10.93 (4.07-36.6) 0,069
(Bereich)
Lambda, Median 16.12 (7.39-205.91) 10.57 (5.02-22.93) 0,069
(Bereich)
kFLK, Median 34.94 (16.54-247.95) 22.63 (9.09-59.56) 0,069
(Bereich)
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Cystatin C, Median 1.90 (1.32-11.19) 1.45 (1.19-2.04) 0,012
(Bereich)

Tabelle 18: Vergleich Pra-/Posttherapie, Patienten in kompletter Remission, FLK normiert auf
Cystatin C

Es findet sich immer noch ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Zeitpunkten,
allerdings kann mittels Wilcoxon-Tests keine Signifikanz mehr nachgewiesen werden

(Tabelle 18).

3.4.2 SD/PD Gruppe

Vergleicht man die Mediane der zweiten Patientengruppe, bestehend aus den Patienten mit
dem Ergebnis SD oder PD zum Zeitpunkt des Abschlufirestagings, fillt kein Unterschied
zwischen den Medianen sowohl fiir die freien Leicht- als auch Schwerketten auf (Tabelle 19).
Im Prinzip zeigen sich zu beiden Zeitpunkten in etwa die gleichen Werte. Bei ungefahr

gleicher Nierenfunktion wird auf eine Normierung verzichtet.

Vor Therapie Nach Therapie p- Referenzbereich
Wert
N=6 N=6
Freie Leichtketten in mg/l
Kappa, Median (Bereich) 47,34 (13,75-2053,31)  39.64 (14,72-699.57) 0,463 3,30-19,40
Lambda, Median (Bereich) 38,73 (7.39-100.70) 37,81 (10,40-48,82) 0,600 5,71-26,30
kFLK, Median (Bereich) 85,28 (54,50-2060,70) 79,50 (61,98-709,96) 0,345 9,01-45,70
Cystatin C, Median (Bereich) 2,27 (1,64-2,97) 2,41 (1,55-7,19) 0,249 0,56-0,99
Leichtketten-spezifische Immunglobuline in g/1
IgA Kappa, Median (Bereich) 2,47 (0,13-6,12) 2,23 (0,24-3,44) 0,600 0,57-2,08
IgA Lambda, Median (Bereich) 1,50 (0,18-4,61) 1,34 (0,22-2,98) 0,463 0,44-2,04
IgG Kappa, Median (Bereich) 6,96 (3,59-15,38) 6,62 (4,00-11,82) 0,600 3,84-12,07
IgG Lambda, Median (Bereich) 4,22 (0,85-9,80) 4,94 (2,32-10,14) 0,463 1,91-6,74
IgM Kappa, Median (Bereich) 0,71 (0,05-0,96) 0,64 (0,05-0,825) 0,600 0,19-1,63
IgM Lambda, Median (Bereich) 0,37 (0,42-0,67) 0,31 (0,11-0,43) 0,600 0,12-1,01

Tabelle 19: Pria-/Posttherapie Vergleich, SD/PD Gruppe

3.4.3 Vergleich CR-Gruppe mit PD/SD-Gruppe
Um auszuschlieBen das die niedrigeren Werte nach der Therapie nicht auf die Chemotherapie
selbst und den damit verbundenen immunsuppressiven Effekt zuriickzufiihren sind, werden

die posttherapeutischen Proben beider Patientengruppen miteinander verglichen (Tabelle 20).
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PD, SD CR P- Referenzbereich

Wert
N=6 N=8
Freie Leichtketten in mg/l
Kappa, Median (Bereich) 39.64 (14,72-699.57) 19,35 (4,82-50,27) 0,039 3,30-19,40
Lambda, Median (Bereich) 37,81 (10,40-48,82) 17,24 (5,95-31,47) 0,028 5,71-26,30
kFLK, Median (Bereich) 79,50 (61,98-709,96) 34,71 (10,77-81,75) 0,007 9,01-45,70
Cystatin C, Median (Bereich) 2,41 (1,55-7,19) 1,45 (1,19-2,04) 0,008 0,56-0,99
Leichtketten-spezifische Immunglobuline in g/1
IgA Kappa, Median (Bereich) 2,23 (0,24-3,44) 1,43 (0,29-2,73) 0,439 0,57-2,08
IgA Lambda, Median (Bereich) 1,34 (0,22-2,98) 0,95 (0,23-1,77) 0,606 0,44-2,04
IgG Kappa, Median (Bereich) 6,62 (4,00-11,82) 4,79 (2,60-8,29) 0,245 3,84-12,07
IgG Lambda, Median (Bereich) 4,94 (2,32-10,14) 3,41 (1,17-5,37) 0,071 1,91-6,74
IgM Kappa, Median (Bereich) 0,64 (0,05-0,825) 0,47 (0,07-1,05) 0,519 0,19-1,63
IgM Lambda, Median (Bereich) 0,31 (0,11-0,43) 0,33 (0,05-0,67) 0,897 0,12-1,01

Tabelle 20: Vergleich Posttherapie der PD/SD-Gruppe mit CR-Gruppe

Bei den FLK zeigen sich signifikant niedrige Mediane in der Gruppe der kompletten
Remission. So liegt zum Beispiel der Median der CR-Gruppe fiir Kappa posttherapeutisch bei
19,35mg/dl also im Normbereich, hingegen in der PD und SD-Gruppe bei 39,64mg/dl
(p=0,039). Da in der PD/SD-Gruppe mit einem Median von 2,41g/1 des Cystatin C auch eine
signifikant schlechtere Nierenfunktion als in der CR-Gruppe vorhanden ist, erfolgt eine
Normierung der Messwerte fiir die FLK. Der Unterschied zwischen den Patientengruppen

bleibt bestehen, allerdings ist er nicht mehr signifikant.

3.4.4 Therapieverlauf

Zur Darstellung, wie sich die Konzentrationen der FLK wihrend und nach der Therapie
verhalten, wird der Therapieverlauf von zwei PTLD Patienten exemplarisch dargestellt:

Der erste Patient wurde mit einem Burkitt-Lymphom diagnostiziert und erhielt vier Zyklen
Rituximab. Im anschlieenden Zwischenstaging ergab sich eine stabile Erkrankungssituation

(SD), sodass sich noch vier Zyklen CHOP anschlossen. Die Darstellung erfolgt anhand eines
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Abbildung 7: Therapieverlauf Patient mit kompletter Remission

Liniendiagrammes (siche Abbildung 7). Dabei zeigen sich zum Diagnosezeitpunkt deutlich
erhohte freie Leichtketten, die im Therapieverlauf zwar abnehmen, allerdings zum Zeitpunkt
des Zwischenstaging weiterhin deutlich erhoht sind. Mit Erreichen einer CR nach vier Zyklen
CHOP sind sie erstmalig normwertig. In der Nachbeobachtung kommt es zu einem leichten
Anstieg ohne, dass ein Rezidiv auftritt, allerdings sind die Werte nicht longitudinal an die

Nierenfunktion angepasst.
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Abbildung 8: Therapieverlauf Patient mit Rezidiv

Bei dem zweiten Patienten wurde ein anaplastisches Plasmozytom mit einer monoklonalen
Erhohung der FLK Kappa diagnostiziert (sicheAbbildung 8). Durch die Chemotherapie fiel
die FLK Kappa Konzentration im Serum deutlich. Im Zwischenstaging konnte eine partielle
Remission erreicht werden. Bei im Verlauf festgestellten Rezidiv wurde das
Chemotherapieprotokoll gewechselt, trotzdem kam es zu einem weiteren Anstieg der
Konzentration der FLK Kappa. Im anschlieBenden Staging zeigte sich ein weiterer Progress.

Der Patient verstarb unter der nachfolgenden Chemotherapie mit Bortezomib.
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4. Diskussion

PTLD ist eine seltene Erkrankung, deren Inzidenz aufgrund verbesserter Uberlebensraten
nach SOT tiber die letzten Jahre deutlich angestiegen ist. Da die klinische Présentation sehr
variiert und oft durch rezidivierende Infektionen oder AbstoBungskrisen verschleiert wird, ist
die Diagnosestellung sehr anspruchsvoll und es kommt dadurch oft zu Verzogerungen der
Diagnose. Hieraus resultiert das Interesse nach einem schnell verfiigbaren, nicht invasiven
zusdtzlichen Marker. Bei Multiplem Myelom ist es in den letzten Jahren zu gro3en
Fortschritten im Bereich der Diagnostik und in der Bestimmung des Remissionsstatus
aufgrund der Einfithrung von Assays zur Bestimmung der FLK und Leichtketten-spezifischer
Immunglobuline gekommen. Das Ziel dieser Studie war den Nutzen dieser beiden Parameter

bei PTLD zu evaluieren.

4.1 Freie Leichtketten bei Erstdiagnose

In dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dass bei Patienten mit PTLD signifikant
hohere FLK Konzentrationen vorliegen als bei entsprechend Kontrollen ohne PTLD. Eine
Erhohung vor allem der kFLK ist signifikant mit der Diagnose PTLD assoziiert. Somit

konnten die Ergebnisse von Engels et al. bestétiget werden [93].

Grundsatzlich ist bei einer Erhohung der FLK zwischen einer monoklonaler oder polyklonaler
Erhohung zu unterscheiden. Monoklonale Erhdhung setzt ein verdndertes «/A Verhéltnis
voraus und eine Erh6hung einer und/oder beider FLK. Eine polyklonale Erhohung geht
ebenfalls mit einer Erh6hung einer/oder beider FLK einher, allerdings liegt das k/A Verhéltnis
im Referenzbereich. Jeweils die monoklonale als auch die polyklonale Erh6hung separat als
auch kombiniert sind mit PTLD assoziiert, was ebenfalls den Untersuchungen von Engels et
al. entspricht. In der Studie von Fernando et. al konnten diese Ergebnisse nicht bestétigt
werden [94]. Allerdings ist diese Studie mit nur zehn Patienten sehr limitiert. Die FLK sind
aufgrund der aktuellen Ergebnisse und der von Engels et. al als Diagnoseparameter durchaus

als geeignet einzustufen.

Auftéllig war, dass sowohl in der Fall- als auch in der Kontrollgruppe die Mediane der

kombinierten FLK iiber dem oberen Referenzwert lagen. Daher wurde durch eine ROC
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Analyse ein neuer Grenzwert berechnet, mit dem eine deutlich verbesserte OR erreicht

werden konnte.

Zuséatzlich wurde im Vergleich zu Engels et al. untersucht, ob eine Normierung der FLK
Konzentrationen hinsichtlich der Nierenfunktion sinnvoll ist, da eine eingeschrankte
Nierenfunktion hdufig bei Patienten nach SOT vorliegt [98].

Wie bereits in Kapitel 1.2.1 erwdhnt, werden die FLK von der Niere filtriert und somit ist die
Konzentration von der Nierenfunktion abhidngig [87]. Daher wurde in dieser Studie
angenommen, dass durch eine Normierung anhand der Nierenfunktion der Nutzen der FLK
weiter verbessert werden kann. Als Parameter fiir die Nierenfunktion wurde sich fiir Cystatin
C entschieden, weil es nachweislich am besten mit der FLK Konzentration korreliert [70]. Als
Grund dafiir wird angenommen, dass Cystatin C und die FLK ungefdhr dasselbe
Molekulargewicht aufweisen. Fiir die normierten FLK Werte sind bisher noch keine
Referenzbereiche vorhanden und es gibt bisher auch keine Studien im Zusammenhang mit
PTLD. Deswegen wurde auch hier eine ROC-Analyse durchgefiihrt und ein entsprechender
Grenzwert neu definiert. Die damit berechnete OR wurde noch einmal deutlich im Vergleich
zu den vorigen Berechnungen verbessert. Der ermittelte Grenzwert besitzt eine Spezifitit von
91%.

Es wurde ebenfalls der nierenfunktionsangepasste Referenzbereich fiir das k/A Verhiltnis
angewendet [67]. Hierdurch konnte im Gegensatz zum herkdmmlichen Referenzbereich
hinsichtlich der Monoklonalitét eine bessere Diskrimination zwischen den beiden Gruppen
erreicht werden. Es ist deshalb empfehlenswert, in nachfolgende Studien bei Patienten mit

chronischer Nierenfunktionsstorung den angepassten Referenzbereich zu verwenden.

Natiirlich ist es wichtig diese Ergebnisse nicht zu iiberschétzen, da sie von einer einzelnen
Kohorte erhoben worden sind. Deswegen sind weitere Studien in diesem Kontext sehr
wichtig, um den Stellenwert zu definieren und auch um den hier berechneten Grenzwert zu
iiberpriifen.

Zur Erhohung der FLK bei PTLD haben Engels et al. drei Hypothesen aufgestellt [93]:

1. Polyklonale Aktivierung von B-Zellen und damit verbundene polyklonale Produktion
von FLK
2. Monoklonal prolifierende B-Lymphomzellen mit monoklonaler Produktion von FLK

3. EBV Proliferation bei EBV assoziierten Lymphomen
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Es ist wichtig zu betonen, dass sich nicht um exklusive Hypothesen handelt.

Die ersten beiden Hypothesen konnen durch die Ergebnisse dieser Studie unterstiitzt werden,
da sowohl polyklonale als auch monoklonale Erh6hungen nachweisbar waren. Die Produktion
der polyklonalen FLKs erfolgt dabei wahrscheinlich nicht in den Lymphomzellen, sondern in
B-Zellen, die durch eine vermehrte Aktivierung des Immunsystems stimuliert werden. Diese
Erklarung geht auch mit Ergebnissen anderen Studien einher. So konnten unter HIV-Patienten
auch erhohte FLKSs festgestellt werden, die ebenfalls mit dem Auftreten von Lymphomen
verbunden waren [90]. Auch in einer Kohorte von Patienten mit chronisch lymphatischer
Leukémie (CLL) waren in 28% der Patienten eine polyklonale Erhohung nachweisbar,
weswegen die Autoren auch hier eine chronische Uberstimulation des Immunsystems
annahmen [99, 100]. Bei Autoimmunerkrankungen, bei denen ebenfalls eine pathologische
Stimulation des Immunsystems vorliegt, treten ebenfalls vermehr polyklonale FLK auf und
korrelieren mit der Krankheitsaktivitit und dem Auftreten von Lymphomen [92]. Auch im
Bereich von chronischen Infektionen wie Hepatitis C finden sich iibereinstimmende

Ergebnisse [101].

Die zweite Hypothese wird ebenfalls durch die vorliegenden Ergebnisse unterstiitzt.
Allerdings sind die Daten unvollstidndig, ob histologisch eine Leichtkettenrestriktion vorliegt,
sodass man keine sichere Auskunft iiber die Herkunft der monoklonalen FLK treffen kann.
Bestitigt ist aber ein vermehrtes Auftreten von PTLD bei monoklonalen Erh6hungen wie es

sich auch beim MM oder dem DLBCL findet [76, 87].

Zur dritten Hypothese kann anhand der vorliegenden Ergebnisse keine Aussage getroffen
werden, da keine Daten zur Viruslast im Blut vorlagen. Allerdings konnte kein Unterschied

zwischen histologisch EBV-positiver oder EBV-negativer PTLD gefunden werden.

Kritisch muss an der vorliegenden Studie beachtet werden, dass zwei Patienten mit der
Diagnose Plasmozytom-dhnliche PTLD eingeschlossen wurden. Allerdings ist nur bei einem
Patienten eine monoklonale Produktion von FLK nachweisbar gewesen und es konnten keine
Knochenmarksbeteiligung oder osteolytischen Verdnderungen nachgewiesen werden.
Plasmozytom-&hnlichen PTLDs sind damit eher Lymphomen als Myelomen vergleichbar,

was den Einschluss in diese Studie rechtfertigt [95].
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4.2 Leichtketten-spezifische Immunglobuline zum Zeitpunkt der Diagnose

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Leichtketten-spezifische Immunglobuline im
Rahmen der Diagnose PTLD evaluiert. Dabei war von besonderm Interesse, ob hier eine
grundsitzliche Assoziation besteht, wie diese bei Lymphomen immunkompetenter Patienten
gelegentlich gefunden wird [85, 91]. Eine solche Assoziation konnte nicht nachgewiesen
werden. Zwar war bei zwei PTLD Patienten ein verdndertes Verhéltnis nachweisbar,
allerdings lag bei dem einen Patienten eine Plasmozytom-dhnliche PTLD vor. Zudem fand
sich ein prozentual identer Anteil an veridnderten Leichtketten-spezifischen Immunglobulin-

Verhiltnissen auch in der Kontrollpopulation.

4.3 Verlaufsparameter

Erstmalig wurde auch die Beziehung zwischen den Konzentrationen der FLK und
Leichtketten-spezifischen Immunglobulinen und dem Therapieansprechen untersucht. Dazu
wurden die Patienten nach dem Stagingergebnis in zwei Gruppen unterteilt: In der CR-
Gruppe kam es im Vergleich zum Zeitpunkt der Diagnosestellung zu einem signifikanten
Abfall sowohl der FLK als auch der normierten FLK. In der SD/PD Gruppe konnte kein
Unterschied zwischen den beiden Zeitpunkten festgestellt werden. Dadurch lésst sich
ausschlieBen, dass der immunsuppressive Effekt der Chemotherapie einen Einfluss auf die
FLK Konzentration hat. Vergleicht man beide Gruppen zum Zeitpunkt des Restagings
miteinander, zeigen sich signifikant niedrigere FLK Konzentration in der CR-Gruppe. Dabei
sind vor allem die kombinieten FLK hervorzuheben. Im Vergleich zur CR-Gruppe weist die
SD/PD-Gruppe einen fast doppelt so hohen Median auf. Allerdings weisen die Patienten der
SD/PD-Gruppe auch eine signifikant schlechtere Nierenfunktion auf, so dass auch hier eine

Normierung der FLK Werte angebracht ist.

Bei den normierten FLK Werten geht die Signifikanz verloren, allerdings ist ein deutlicher
Trend sichtbar. Auflerdem ist bei so kleinen Patientenzahlen (CR-Gruppe: N=8, SD/PD-
Gruppe: N=6) nur schwer Signifikanz zu erreichen, sodass der p-Wert von 0.057 bei den

normierten FLK moglicherweise hoher zu bewerten ist.

Interessant ist auch die Anwendung der neu ermittelten Grenzwerte. Bei Anwendung des
kFLK Grenzwertes von 63.1 mg/l weisen alle Patienten der SD/PD-Gruppe zum Zeitpunkt

des Restagings Werte dariiber auf. Im Gegensatz dazu in dies nur bei einem Patienten in der
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CR-Gruppe der Fall. Filippi et al. fiihrten ebenfalls eine neue Grenzwertberechnung in einer
Kohorte aus Hodgkinlymphom-Patienten durch und erhielten einen Wert von 57,1 mg/I fiir
die kFLK. Auch hier wiesen signifikant mehr Patienten in der Progressionsgruppe Werte iiber
dem Grenzwert auf als in der CR-Gruppe. In einer multivarianten Analyse konnte der
Grenzwert zu dem als Prognosefaktor fiir das OS identifiziert werden [102]. Fiir die

normierten FLK liegen zu diesem Thema bisher keine Studien vor.

Zusammenfassend sollte man die Ergebnisse dieser Studie hinsichtlich des
Therapiemonitorings zwar nicht iiberbewerten, allerdings zeigen sie ein mogliches Potential
vor allem der kFLK als Marker zur Therapietiberwachung auf, sodass weitere Studien in

diesem Bereich empfehlenswert sind.

Die Leichtketten-spezifischen Immunglobuline IgGxk, IgGA und IgMx waren in der CR-
Gruppe zum Zeitpunkt des Restaging signifikant niedriger. Allerdings lagen alle Mediane
innerhalb des Referenzbereiches, sodass der Nutzen wahrscheinlich als gering zu beurteilen
ist. In der SD/PD-Gruppe konnten keine Verdnderungen nachgewiesen werden. Im Vergleich
der beiden Gruppen zum Zeitpunkt des Restagings waren keine deutlichen Unterschiede
nachweisbar und alle Mediane lagen nach wie vor im Referenzbereich. Hinsichtlich der
Verhiltnisse zwischen den Leichtketten-spezifischen Immunglobulinen war ebenfalls keine
Veranderung nachweisbar. Dieser Marker wurde durch andere Studien als negativer

Prognosefaktor identifiziert [91, 84].

Insgesamt kann an Hand der vorliegenden Ergebnisse kein Nutzen der Leichtketten-

spezifischen Immunglobuline hinsichtlich der Therapieliberwachung nachgewiesen werden.

4.4 Ausblick

Zusammenfassend konnte in der aktuellen Studie kein Nutzen fiir die Bestimmung
Leichtketten-spezifischer Immunglobulinen hinsichtlich Diagnose oder Therapieiiberwachung
bei PTLD nachgewiesen werden. Die Studie zeigt allerdings, dass die Messung der FLK
Konzentrationen in der Diagnose und Therapieiiberwachung eine Rolle spielen kann. Um den
diagnostischen Wert zu erhéhen, sollte eine Normierung hinsichtlich der Nierenfunktion
stattfinden. AuBlerdem sollte zu Erkennung von monoklonalen Verdnderungen der

nierenfunktionsangepasste Referenzbereich verwendet werden.
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GroBere und prospektive Studien sind erforderlich, um die Ergebnisse zu bestdtigen und den

Stellenwert freier Leichtkettenmessungen bei PTLD weiter zu definieren.
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5. Zusammenfassung

Posttransplantationslymphome sind eine der hidufigsten Komplikationen nach solider
Organtransplantation. Die Friitherkennung ist oft schwierig. In der vorliegenden Doktorarbeit
wurde deshalb untersucht, ob sich freie Leichtketten und Leichtketten-spezifische
Immunglobuline als (zusétzliche) diagnostische Parameter bei
Posttransplantationslymphomen eignen. Dafiir wurde die Konzentration freier Leichtketten
und Leichtketten-spezifischer Immunglobuline bei 20 Patienten mit Erstdiagnose eines
Posttransplantationslymphoms gemessen. Die Ergebnisse wurden verglichen mit den Werten
von 90 organtransplantierten Kontrollen mit dhnlicher Basischarakteristik. Beide Kohorten
wiesen erhohte polyklonale freie Leichtketten Konzentrationen auf. Allerdings waren die
polyklonalen freien Leichtketten in der Gruppe der Posttransplantationslymphom-Patienten
signifikant hoher. Zusitzlich fiel in beiden Gruppen eine schlechte Nierenfunktion auf. Da die
Konzentration der freien Leichtketten von der Nierenfunktion abhéingig ist, erfolgte der
Versuch einer Normierung der Messwerte iiber die Serum Cystatin C-Konzentration.
Hierdurch konnte die Signifikanz der Ergebnisse weiter verbessert werden. Die Konzentration
der freien Leichtketten bei Patienten mit Posttransplantationslymphomen korreliert zudem mit
dem Verlauf: Bei Patienten in kompletter Remission nach Therapie konnten deutlich
niedrigere freie Leichtketten Konzentrationen nachgewiesen werden als bei Patienten, die
nicht auf die Therapie angesprochen hatten.

Hinsichtlich der Leichtketten-spezifischen Immunglobuline konnten hingegen keine
Unterschiede zwischen den Kohorten festgestellt werden.

Damit stellen polyklonale Freie Leichtketten einen potentiellen Biomarker bei
Posttransplantationslymphomen dar, wobei eine prospektive Bestdtigung der Ergebnisse

erforderlich ist.
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AUC Area under the curve
Da Dalton
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DLBCL Diffus groBzelliges B-Zell Lymphom
EBV Eppstein-Barr Virus
EFS Event free survival
FLK Freie Leichtketten
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IPI international prognostic index
ISS Internationes Staging System
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kFLK kombinierte FLK
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Signifikanz

MM Multiples Myelom
NHL Non-Hodgkin-Lymphome
NF-xB Nukledrer Faktor der Leichtkette Kappa der
aktivierten B-Zelle

NSMM Nicht Sekretorisches Multiples Myelom
OR Odds Ratio
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