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1 Zusammenfassung und Abstract 

1.1 Zusammenfassung 

Die posttransplantations-lymphoproliferative Erkrankung (PTLD) stellt eine schwer-

wiegende Komplikation bei Nierentransplantierten dar. 

PTLD kann in jeder Phase nach Organtransplantation auftreten. Insbesondere im ersten 

Jahr ist die PTLD eng mit der Reaktivierung des Epstein-Barr-Virus (EBV) verbunden. 

Immunsuppression ist ein wichtiger Risikofaktor, der die EBV-Reaktivierung fördert, die 

wiederum zu einer B-Zell-Transformation und schließlich zur Entwicklung von 

Lymphomen führen kann. 

In dieser Studie wurden die potenziellen Auswirkungen der EBV-Reaktivierung auf die B-

Zell-Homöostase sowohl auf zellulärer als auch auf humoraler Ebene untersucht. Zuvor 

wurde ein Zusammenhang zwischen bestimmten löslichen Mediatoren (Zytokinen) und 

der Entwicklung von PTLD nachgewiesen. Ob diese und andere Zytokine die B-Zell-

Homöostase beeinflussen, war bisher unbekannt. In einer multizentrischen Studie mit 

540 Nierentransplantierten wurden 3715 Blutproben zu acht verschiedenen Zeitpunkten 

während des ersten Jahres nach Transplantation entnommen und auf EBV-Prävalenz 

untersucht. Bei 109 Patient*innen (20,1 %) wurde bei mindestens einem Zeitpunkt eine 

EBV-Last festgestellt. 

Die Konzentration von Interleukin (IL)-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-21, TNFα (Tumor-Nekrose-

Faktor α), BAFF (B-Zell-aktivierender Faktor) und APRIL (proliferationsinduzierender 

Ligand) sowie die B-Zell-Frequenz wurden bei EBV+ Patient*innen (N=54) vor, während 

und nach der EBV-Reaktivierung analysiert und mit einer Kontrollgruppe (N=50) ohne 

nachweisbare Viruslast verglichen. 

BAFF – ein wesentlicher Regulator der B-Zell-Homöostase – wies bei EBV+ Patient*innen 

vor und nach der Reaktivierung einen signifikanten Anstieg im Vergleich zur 

Kontrollgruppe auf. Für keines der anderen Zytokine wurde ein Zusammenhang mit EBV 

festgestellt. Es wurde beobachtet, dass BAFF die in-vitro-Proliferation von EBV-infizierten 

B-Zellen sowie die Virusreplikation fördern kann. 

Überraschenderweise waren die höheren BAFF-Konzentrationen bei EBV+ Patient*innen 

in-vivo nicht mit der erwarteten B-Zell-Expansion verbunden. Daher wurde untersucht, ob 

die Wirkung von BAFF durch andere Zytokine aufgehoben werden könnte. In der Tat 
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wurden signifikante Unterschiede in den Interkorrelationen der Zytokine zwischen den 

Subkohorten beobachtet: Die Reaktivierung ging mit verminderten Interkorrelationen und 

Veränderungen in ihrem Zusammenspiel mit B-Zellen einher. Diese Veränderungen 

wurden sowohl während als auch nach der Reaktivierung beobachtet. Dies deutet darauf 

hin, dass die immunologischen Interkorrelationen möglicherweise den Auswirkungen 

erhöhter BAFF-Konzentrationen entgegenwirken und so eine B-Zell-Expansion 

verhindern könnten. 

Zusammenfassend liefert diese Studie vorläufige Beweise für eine Wechselwirkung 

zwischen EBV-Reaktivierung, B-Zell-Homöostase-assoziierten Faktoren und B-Zell-

Frequenz. 

Weitere Studien sind erforderlich, um die zugrundeliegenden Mechanismen der EBV-

Reaktivierung und der Lymphomentwicklung zu identifizieren. 

1.2 Abstract 

Post-transplant lymphoproliferative disorder (PTLD) is a serious complication in kidney 

transplant patients. PTLD can occur at any stage after organ transplantation. In particular, 

when it occurs within the first year, PTLD is closely associated with reactivation of the 

Epstein-Barr virus (EBV). Immunosuppression is a key risk factor promoting EBV 

reactivation, which can lead to B cell transformation and eventually to the development 

of lymphomas. 

In this study, the potential effects of EBV reactivation on the B-cell homeostasis were 

assessed and characterized both from the cellular and the humoral level. Previously, an 

association between certain soluble mediators (cytokines) and the development of PTLD 

was demonstrated. Whether these and other cytokines influence B-cell homeostasis was 

previously unknown. In a multicenter study of 540 kidney transplant patients, 3715 blood 

samples were collected at eight different time points during the first year after 

transplantation and were analyzed for EBV prevalence. EBV viral load for at least one 

time point was observed in 109 patients (20.1%). 

Interleukin (IL)-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-21, TNFα (tumor necrosis factor α), BAFF (B cell 

activating factor), and APRIL (a proliferation inducing ligand) levels and B cell frequencies 

were analyzed in EBV+ patients (N=54) before, during, and after EBV reactivation and 

compared with a control group (N=50) that had no detectable viral load. 
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BAFF – an essential regulator of B cell homeostasis – exhibited a significant increase in 

EBV+ patients before and after reactivation, when compared to the control group. No 

association with EBV was found for any of the other cytokines. Interestingly, it was 

observed that BAFF can promote in vitro proliferation of EBV-infected B cells, as well as 

viral replication.  

Surprisingly, the higher levels of BAFF in EBV+ patients were not associated in vivo with 

the expected B cell expansion. Therefore, it was investigated whether the action of BAFF 

could be counteracted by other cytokines during and after EBV reactivation. Indeed, 

significant differences in the intercorrelations of cytokines between EBV+ and control 

patients were observed: reactivation was associated with decreased intercorrelations of 

cytokines and alterations in their interplay with B cells. These alterations were observed 

during and after reactivation. This suggests that the observed change in immunological 

intercorrelations could potentially counteract the effects of increased BAFF 

concentrations, preventing B cell expansion.  

In summary, this study provides preliminary evidence for an interaction of EBV 

reactivation, B-cell homeostasis-associated factors and B-cell frequency. Further studies 

are needed to identify the underlying mechanisms of EBV reactivation and lymphoma 

development. 
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2 Darstellung des Forschungsstandes 

2.1 Das Immunsystem  

Das Immunsystem besteht aus dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem, 

welche den Wirt vor Krankheitserregern schützen und fremde Erreger vom eigenen 

gesunden Gewebe des Wirts bzw. auch wirtseigene entartete Zellen unterscheiden.1 

Für die Immunantwort (humorale und/oder zellvermittelte) wirken diese Teilsysteme eng 

zusammen: Die humorale Immunantwort wird aus Komplementproteinen, sekretierten 

Antikörpern und anderen Makromolekülen gebildet, die sich in zellfreien Körperflüssig-

keiten oder im Serum befinden.1 Die zellvermittelte Antwort besteht aus aktivierten 

Immunzellen wie u.a. Phagozyten und T-Zellen, die durch Sekretion von Zytokinen und 

Chemokinen wirken. So wird am Infektionsort z.B. eine Entzündungsreaktion 

hervorgerufen und Pathogene erkannt und zerstört.1,2 Das angeborene Immunsystem 

bildet die erste Abwehrstufe gegen Infektionen und umfasst anatomische, chemische 

sowie physikalische Barrieren wie z.B. die Haut oder Atemwege und bereitet auch 

adaptive Reaktionen vor.1,3 Das adaptive Immunsystem zeichnet sich durch die Bildung 

eines immunologischen Gedächtnisses aus, welches aus hochspezialisierten 

Lymphozyten (weißen Blutkörperchen, u. a. B- und T-Zellen) besteht und zu einer 

verstärkten Immunantwort bei einem erneuten Kontakt mit diesem Erreger führt.1 

Zur Ausübung ihrer Funktion müssen Zellen des adaptiven Immunsystems aktiviert 

werden: Dendritische Zellen (DC) stellen die Verbindung zwischen dem angeborenen 

und dem adaptiven Immunsystem her, indem sie Pathogene aufnehmen, sie in Antigene 

zerlegen und sie mit Hilfe des MHC-Moleküls (engl. major histocompatibility complex) auf 

ihrer Zelloberfläche den T-Zellen präsentieren.1,2 

Die hier in dieser Studie ausgewählten löslichen Mediatoren IL-10, IL-6, BAFF, APRIL 

und TNFα sind u.a. an der Aktivierung von B-Zellen beteiligt.4–8. BAFF ist wichtig für die 

Erhaltung, Reifung und das Überleben reifer B-Zellen. Modelle mit BAFF-/- Mäusen 

haben zum Beispiel gezeigt, dass dieser Mangel zu einem Verlust an reifen B-Zellen 

führt, während eine übermäßige BAFF-Signalisierung zum Überleben zusätzlicher B-

Zellen führt. 9 Des Weiteren unterstützen sowohl BAFF als auch APRIL, die beide zur 

Tumor-Nekrose-Faktor-Familie gehören, das Überleben von antikörperproduzierenden 
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Plasmazellen.8,9 Darüber hinaus kann beispielsweise IL-10 die Proliferation dieser Zellen 

verstärken.8 

T-Zellen lassen sich u.a. in CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxische T-Zellen einteilen. 

Nach Aktivierung der CD4+ T-Zellen expandieren diese schnell und sezernieren Zytokine, 

die die Immunantwort regulieren oder unterstützen. Das in dieser Studie untersuchte 

Zytokin IL-4 wird z.B. von aktivierten CD4+ T-Zellen sezerniert und wirkt u.a. auf Teilung, 

Überleben und Differenzierung von B-Zellen.10 CD8+ zytotoxische T-Zellen enthalten 

Zytotoxine (u.a. Granzyme, Perforin), die zur Apoptose führen.1  

2.2 Aktivierung und Differenzierung von B-Zellen 

Es gibt zwei verschiedene Arten der Aktivierung von B-Zellen: Die T-Zell-abhängige und 

die T-Zell-unabhängige.	

Eine durch Antigenpräsentierende Zellen (APC) aktivierte T-Helferzelle kann mit B-Zellen 

interagieren. Zu den APCs gehören u.a. B-Zellen, DCs oder Makrophagen. Von der T-

Helferzelle werden Zytokine ausgeschüttet, was eine B-Zell-Stimulation und eine 

Differenzierung in Plasma- und Gedächtniszellen unterstützt. Zu solchen Zytokinen zählt 

z.B. IL-10, welches die Proliferation von B-Zellen stimuliert und ihre Differenzierung zu 

Plasmazellen fördert.11 

Die Immunantwort kann aber auch ohne eine Beteiligung von T-Helferzellen oder APC 

erfolgen. Diese T-unabhängigen Antigene wie z.B. das unmethylierte Cytosin-Guanosin-

Dinukleotid (CpG), welches eine immunstimulierende Komponente der bakteriellen DNA 

darstellt, wirkt über den von B-Zellen exprimierten Toll-like Rezeptor 9 (TLR9).12  

Sobald eine B-Zelle durch ein T-abhängiges oder -unabhängiges Antigen aktiviert ist, 

führt dies zu klonaler Expansion und Differenzierung zu Plasmazellen. Diese bilden einen 

für das bestimmte Antigen spezifischen Antikörpertyp (Immunoglobulinklassen IgA, IgG, 

IgD, IgM und IgE). Der Antikörperklassenwechsel (z.B. von IgM zu IgG, IgA oder IgE) 

erfordert u.a. eine Zytokin- Mitwirkung. An diesem Prozess sind die in dieser Studie 

untersuchten Zytokine IL-4, IL-21, APRIL und BAFF beteiligt.5,6,13–17 Abnormaler 

Klassenwechsel kann z.B. bei immunsupprimierten Personen mit EBV-assoziierter PTLD 

beobachtet werden, jedoch ist zum heutigen Zeitpunkt noch unklar, wie genau die 

Immunantwort gegen EBV dysreguliert wird.13 Die eben genannten Zytokine (IL-4, IL-21, 

APRIL und BAFF) und das oben schon beschriebene IL-10 sind auch an der B-Zell-

Differenzierung beteiligt.11,15–19 
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Die Antwort auf T-abhängige Antigene erzeugt langlebige Gedächtniszellen, welche bei 

erneutem Kontakt mit diesem Antigen zu Plasmazellen werden und so das 

immunologische Gedächtnis bilden.1 

Darüber hinaus setzt die B-Zelle immunmodulatorische Zytokine frei, die die Funktion von 

Immunzellen wie T-Zellen und DCs regulieren.1,10,20 Abhängig von den sezernierten 

Zytokinen kann die Immunantwort entweder verstärkt (z.B. durch TNFα) oder unterdrückt 

werden (z.B. durch IL-10).10 

2.3  Epstein-Barr-Virus (EBV) 

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) ist ein γ-1-Herpesvirus, welches ca. 90% der Menschen 

weltweit infiziert. Die primäre EBV-Infektion tritt im Allgemeinen im Kindesalter auf und 

verläuft in der Regel asymptomatisch, kann jedoch im Jugendalter und im frühen 

Erwachsenenalter in 35-50% der Fälle zu einer infektiösen Mononukleose führen.21,22 Die 

Übertragung erfolgt in der Regel durch Kontakt mit infektiösem Speichel, der über 

Epithelzellen oder B-Zellen in den Oropharynx gelangt. Darüber hinaus kann das Virus 

durch Blut oder über Organ- und Stammzelltransplantationen übertragen werden.23 

Ähnlich wie bei anderen Herpesviren führt EBV zu einer lebenslangen Latenz in den B-

Zellen des Wirtes.21,23 Die meisten EBV+ Individuen zeigen keine Symptomatik, da die 

EBV-Infektion vom Immunsystem kontrolliert wird.21,22 Unter immunsupprimierten 

Bedingungen, beispielsweise bei einem angeboren Immundefekt, im Zusammenhang mit 

HIV-Infektionen und dem Einsatz immunmodulatorischer Therapien bei Autoimmun-

erkrankungen oder zur Verhinderung von Organabstoßungen kann eine EBV-Infektion 

jedoch auch schwere akute Symptome sowie eine Reihe von lebensbedrohlichen 

malignen Erkrankungen verursachen.21 EBV ist unter anderem mit der Entwicklung von 

B-Zell-Malignomen wie z.B. Burkitt-Lymphomen und anderen Non-Hodgkin-Lymphomen, 

Hodgkin-Lymphomen und PTLD assoziiert.21 

2.4 EBV und das Immunsystem 

Das Virus infiziert naive B-Zellen in der oropharyngealen Mukosa über den CD21- 

Rezeptor.5,23,24 Die Infektion durch EBV wird sowohl durch zelluläre als auch humorale 

Immunmechanismen kontrolliert. Eine akute (auch lytisch genannt, siehe unten) EBV-
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Infektion unterliegt i.d.R. einer intakten T-Zell-Überwachung durch EBV-spezialisierte 

CD4+  - und CD8+ T-Gedächtnis-Zellen, welche nach Reaktivierung innerhalb von 

Stunden reagieren können und virusinfizierte Zellen zerstören.22,23,25,26 Eine kleine Zahl 

EBV-infizierter B-Zellen wird vom Immunsystem jedoch nicht erfasst, so dass die 

virusinfizierten Zellen lebenslang auf einem sehr niedrigen Niveau in einem latenten 

Zustand bleiben (nur 1 infizierte B-Zelle auf 10-100.000 B-Gedächtnis-Zellen).22 Während 

dieser sogenannten Latenzphase exprimiert EBV nur wenige Proteine, wodurch u.a. die 

Erkennung der Antigene durch das Immunsystem umgangen wird.21,27 Die EBV-Latenz 

wird durch unterschiedliche Genexpressionsprogramme definiert und in vier Latenztypen 

(Latenz 0-III) eingeteilt.25 Es wurde beispielswiese gezeigt, dass das EBV Nuklear 

Antigen 1 (EBNA1) u.a. für die Förderung und Aufrechterhaltung der Latenz 

verantwortlich ist und im Vergleich zu anderen EBV-Genprodukten schlecht von CD8+ T-

Zellen erkannt werden kann.25 Das latent membrane protein 1 (LMP1) ist notwendig für 

die B-Zell-Wachstumstransformation und für das Überleben von EBV-transformierten B-

Zellen und kann so eine Hyperproliferation induzieren.25,26,28 Darüber hinaus ist LMP1 in-

vitro mit einer Hochregulierung von anti-apoptotischen Proteinen verbunden.25 Außerdem 

moduliert LMP1 z.B. auch  IL-10 hoch, welches auf B-Zellen als Wachstumsfaktor wirkt.5 

Obwohl EBV in infizierten Zellen i.d.R. latent ist, tritt das Virus periodisch in den lytischen 

Zyklus ein und infiziert neue Zellen innerhalb des Wirts und neue Zellen außerhalb des 

Wirts, was ggf. mit einer neuen akuten EBV-Infektion einhergeht. In-vivo geht man davon 

aus, dass der lytische Zyklus in terminal differenzierten Plasma- und Epithelzellen 

stattfindet.21,29 In der lytischen Phase beginnt EBV alle lytisch viralen Proteine und 

Genprodukte zu exprimieren, welche u.a. immunsuppressive Wirkung haben und z.B. der 

T-Zell-Antwort entgegen wirken.27,28 Die Expression von BNLF2a verhindert bei-

spielsweise die Peptidpräsentation durch MHC-Klasse-I-Moleküle durch direkte 

Hemmung der Antigenprozessierung.25 Darüber hinaus können einige Produkte die 

Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine unterdrücken und so die angeborene 

Immunantwort abschwächen.25 

EBV produziert z.B. ein virales IL-10 Homolog (vIL-10), welches durch seine 

entzündungshemmenden Eigenschaften der Immunüberwachung des Wirtes entgeht, 

indem es z.B. vor der NK-Zell-vermittelten Eliminierung schützt.4,11,30 
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2.5 EBV nach Transplantation 

Das oben beschriebene empfindliche Gleichgewichtssystem zwischen EBV und dem 

Immunsystem ist bei Transplantationspatient*innen aufgrund ihrer immunsuppressiven 

Therapie gestört.26 Im Vergleich zur gesunden Bevölkerung kann die Anzahl der 

virusinfizierten B-Gedächtnis-Zellen bei immunsupprimierten Patient*innen wegen der 

gesteigerten Virusreplikation bis zu 50-mal höher sein.23 

EBV-infizierte Zellen (Lymphoblastoidzellen) können nur überleben und sich zu einem 

Lymphom entwickeln, wenn unter anderem zwei Voraussetzungen gegeben sind: 

Erstens muss die EBV-infizierte Zelle nicht in der Lage sein, den Zellzyklus zu verlassen 

(und kann somit z.B. keine ruhende B-Gedächtnis-Zelle mehr werden). Zweitens muss 

die zytotoxische T-Zellantwort gehemmt werden, sodass es zum ungehinderten 

Wachstum kommen kann.22,31 Es entstehen aufgrund von z.B. Mutationen stark entartete 

B-Zell-Subklone, die zu Beginn der PTLD-Entstehung stark mit EBV zusammenhängen.26 

Durch eine Häufung von Mutationen, die z.B. die Apoptose hemmen oder proliferations-

fördernd wirken, entstehen stark maligne Läsionen, für die die EBV-Infektion letztlich 

nicht mehr ausschlaggebend ist.26 Diese inkomplett kontrollierte, durch eine EBV-

Infektion getriebene B-Zell-Proliferation ist oftmals Ausgangspunkt der PTLD.26,32 Dieses 

Ereignis ist jedoch sehr selten, was die Hypothese der engen Regulation der EBV-

stimulierten Proliferation auch unter immunsupprimierten Bedingungen bestätigt.22 Es 

lässt sich dadurch erklären, warum EBV in über 90% der Bevölkerung ein Leben lang 

gutartig fortbestehen kann und auch, warum nicht jede*r EBV-seropositive*r Patient*in 

unter Immunsuppression an PTLD erkrankt.5,23 Darüber hinaus können ggf. der 

genetische Hintergrund und das unmittelbare Umfeld der transformierten Zellen zur 

Lymphom-Entstehung beitragen.5 

Insgesamt ist die Pathogenese aufgrund des Zusammenspiels vieler unterschiedlicher 

(patient*innen-abhängiger) Gesichtspunkte sehr vielfältig und unzureichend verstanden.5 

2.6 Posttransplantations-lymphoproliferative Erkrankung (PTLD) 

Die Posttransplantations-lymphoproliferative Erkrankung (engl. posttransplant 

lymphoproliferative disorder, PTLD) ist aufgrund hoher Mortalitätsraten eine der 

schwersten Komplikationen nach allogener Organ- oder Stammzelltransplantation.5 Die 

Mortalitätsraten von PTLD reichen von 25 bis 60% und auch die Überlebensrate ist 
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insgesamt aufgrund der Variabilität der Erkrankung und der hohen Rate nicht PTLD-

bedingter Todesfälle (Infektionen, Begleiterkrankungen o.ä) sehr unterschiedlich.5 

PTLD umfasst eine heterogene Gruppe von lymphoproliferativen Erkrankungen und 

reicht von gutartigen Lymphoproliferationen bis hin zu Lymphomen.5,33 Lymphome 

machen ca. 21% aller Krebserkrankungen nach Solider Organtransplantation (SOT) aus. 

Die Inzidenz von PTLD nach SOT ist in der Literatur nicht einheitlich beschrieben und 

unter anderem abhängig von der Art des transplantierten Organs. Die geringste Inzidenz 

von PTLD besteht bei Nierentransplantationen (0,8 bis 2,5%), gefolgt von 

Pankreastransplantationen (0,5 bis 5,0%), Lebertransplantationen (1,0 bis 5,5%), 

Herztransplantationen (2,0 bis 8,0%), Lungentransplantationen (3,0 bis 10,0%) und 

schließlich Multiorgan- und Darmtransplantationen (≤20%) mit der höchsten Inzidenz.32 

PTLD kann sich zu jedem Zeitpunkt nach einer Organtransplantation entwickeln, wobei 

eine frühe (<1 Jahr) und späte (>1 Jahr) PTLD unterschieden werden. Das Auftreten von 

PTLD ist innerhalb des ersten Jahres nach der Transplantation am höchsten 

(22/10.000/Jahr) und sinkt dann massiv ab (5/10.000/Jahr).5 Frühe PTLD ist z.B. 

charakteristisch für Herz- und Lungentransplantationen, wobei fast die Hälfte der Fälle 

innerhalb des ersten Jahres auftreten. Allerdings liegt die Inzidenz der frühen PTLD bei 

nur 20% bei nierentransplantierten Patient*innen.34 Dieser Unterschied kann u.a. auf die 

höher dosierte Immunsuppression nach Herz- und Lungentransplantation zurück geführt 

werden.35 Dabei sind die Gründe für das frühe bzw. späte Auftreten von PTLD nicht 

bekannt.5 Eine mögliche Erklärung für das späte Auftreten von PTLD wäre, dass früh 

einsetzende PTLD-Läsionen lange Zeit unentdeckt bleiben.5 Auch wenn die Inzidenz bei 

Nierentransplantationen vergleichsweise sehr niedrig ist, stellt PTLD jedoch eine der 

häufigsten Krebsarten bei Empfängern von Nierentransplantaten dar.33 

Derzeit ist die Ätiologie der PTLD nicht absolut geklärt, wobei 60-80% der Fälle mit der 

Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) in Verbindung gebracht werden können. 

Insbesondere die frühe PTLD ist eng mit einer EBV-Infektion assoziiert.21,32 Obwohl eine 

Reihe von Risikofaktoren identifiziert wurden, ist eine gezielte Vorhersage über das 

Auftreten von PTLD bisher nicht möglich.5 Zu den Risikofaktoren gehören u.a. Dauer, Art, 

Intensität und Nettozustand der Immunsuppression, wobei man hochdosierte 

Cyclosporin-A-haltige Protokolle in hochdosierter Form als Beispiel anführen kann.5,26 

Darüber hinaus sind Virusinfektionen, das Alter (<10 und >60 Jahren), genetische 

Faktoren und EBV-Seronegativität weitere Risikofaktoren. Die EBV- Infektion gilt jedoch 

als einer der Hauptfaktoren für die Entwicklung der PTLD.5 
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2.7 Entwicklung der Fragestellung  

Das Ziel dieser Arbeit war es, den möglichen Einfluss von im Serum vorkommenden 

löslichen Mediatoren bzw. Zytokinen, die direkt auf B-Zellen wirken können, auf die 

Entwicklung von EBV-assoziierten lymphoproliferativen Erkrankungen zu untersuchen. 

Die Hypothese dabei war, dass sich durch die EBV-Reaktivierung das Muster von 

Zytokinen im Blut ändert und dadurch die Entstehung von lymphoproliferativen 

Erkrankungen gefördert werden könnte. 

Dafür wurde in dieser Studie der Einfluss der EBV-Reaktivierung auf die B-Zell-

Homöostase bei einer Patient*innenkohorte, die anhand der EBV-Last ausgewählt 

wurde, im ersten Jahr nach Nierentransplantation untersucht. 

Im zweiten Schritt wurde analysiert, ob die B-Zell-beeinflussenden  Zytokine IL-4, IL-5, 

IL-6, IL-10, IL 21, TNFα, BAFF und APRIL der EBV-Reaktivierung vorausgehen. 

Zusätzlich wurde analysiert, ob die EBV-Reaktivierung selbst zu Veränderungen im 

Expressionsmuster des Zytokins führen kann bzw. ob es auf die EBV-Last ankommt. 

Faktoren, die in EBV-infizierten Patient*innen im Vergleich zu nicht infizierten als 

unterschiedlich identifiziert werden konnten, sollten anschließend in in-vitro 

Experimenten auf ihr Potential untersucht werden, die Proliferation und die 

Virusfreisetzung von EBV-infizierten B-Zellen zu beeinflussen. 
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3 Vertiefte Schilderung der Methodik  

3.1 Studiendesign 

Das virale Monitoring gehörte einer Teilstudie der multizentrischen, offenen (open-label), 

randomisierten und kontrollierten Harmony-Studie (NCT 00724022) an.36,37 Es wurden 

von anfangs 615 Patient*innen 540 (3.715 Blutproben) während acht vordefinierter 

Visiten im ersten Jahr nach Nierentransplantation zentral auf die EBV-Last sowie auf das 

Zytomegalievirus (CMV) und das BK-Virus überwacht.37 

Die Patient*innen-Subkohorten wurden entsprechend ihrer EBV- Last definiert. Alle 

Patient*innen mit nachweisbarer Viruslast zu mindestens einem Zeitpunkt und 

verfügbaren Blut- und Serumproben zu den drei ausgewählten Zeitpunkten (vor Beginn 

der Virämie, zum Peak und nach dem Abklingen) wurden in die Studie eingeschlossen 

und der EBV+ Gruppe zugeordnet. Das Detektionslimit lag bei 250 Kopien/ml Blut. Die 

Kontrollgruppe wurde nach dem Zufallsprinzip unter den Patient*innen mit keiner 

nachweisbaren EBV-Last ausgewählt. 

Die Zeitpunkte wurden entsprechend dem Verlauf der EBV-Infektion definiert: EBV+ 

Patient*innen wurden vor, während und nach der Reaktivierung analysiert, wobei die 

Zeitpunkte vor und nach der Reaktivierung ohne nachweisbare Viruslast gewählt wurden. 

Für die Kontrollgruppe wurden die Zeitpunkte entsprechend derjenigen der EBV+ 

Patient*innen abgestimmt. Sowohl die Viruslast, die B-Zell-Frequenz als auch die 

Konzentration der oben beschriebenen Zytokine wurde zu diesen drei Zeitpunkten 

bestimmt. Nachfolgend werden die Zeitpunkte als vor der Reaktivierung, während der 

Reaktivierung bzw. des Peaks und nach der Reaktivierung bezeichnet. 

Einzelheiten zu den demographischen Merkmalen, der angewandten Behandlung, den 

Transplantationsergebnissen und dem Screening-Schema der Gruppen sind in Tabelle 1 

der Publikation zu finden. Die Patient*innen beider Gruppen wurden nach 

demographischen Merkmalen (Geschlecht, Alter von Spender und Empfänger, Body-

Mass-Index und Ausgangs-Blutzellzahl sowie C-reaktiver Proteinkonzentration, 

Therapiearm und Anti-CMV Prophylaxe sowie Zeitpunkten gematched. Bei keinem dieser 

Merkmale gab es signifikante Unterschiede zwischen den beiden Subkohorten.38 
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Abbildung 1. Studiendesign. Während acht vordefinierter Visiten wurden im Rahmen einer 

multizentrischen, open-label, randomisierten und kontrollierten Studie Patient*innen auf EBV-Last 

untersucht. Von 540 Patient*innen wurden 109 anhand ihrer Viruslast der EBV+ Subkohorte zugeordnet. 

Entsprechend der Verfügbarkeit der Blutproben wurden 54 Patient*innen der EBV+ Subkohorte zugeordnet 

und somit in diese Studie eingeschlossen. In die Kontrollgruppe wurden nach dem Zufallsprinzip unter den 

Patient*innen ohne nachweisbare EBV-Last 50 Patient*innen ausgewählt. Die drei Zeitpunkte wurden 

entsprechend dem Verlauf der EBV-Infektion definiert (vor, während und nach EBV-Reaktivierung bzw. 

drei aufeinanderfolgende Zeitpunkte). Sowohl die Viruslast, die B-Zell-Frequenz als auch die Konzentration 

der oben beschriebenen Zytokine wurden zu diesen Zeitpunkten bestimmt. (Verändert nach Bajda et al. 

Abbildung 1).38 

3.2 Bestimmung der Viruslast 

Die quantitative Echtzeit-PCR ist eine Methode zur Vervielfältigung für Nukleinsäuren, 

die im Vergleich zur klassischen PCR eine zusätzliche Quantifizierung der gewonnenen 

Nukleinsäuren ermöglicht. Je höher die anfängliche Viruslast und somit die Kopienzahl 

der Nukleinsäuren, desto frühzeitiger kann ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenz 

festgestellt werden. 
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Abbildung 2. Phasen der qPCR. In der ersten Phase beginnt die PCR gerade und das Fluoreszenzsignal 

steigt noch nicht an (a). Anschließend steigt dieses ein wenig über den Ct- Wert (engl. Cycle threshold). In 

der exponentiellen Phase kann eine korrekte Quantifizierung vorgenommen werden (b). Aufgrund der 

Erschöpfung der Substrate nimmt das Fluoreszenzsignal nicht mehr zu und es wird ein Plateau erreicht 

(c). 

Die verwendete sequenzspezifische TaqMan-Sonde (Oligonukleotid) ist eine DNA-

Polymerase mit 5′-3′ Exonukleaseaktivität, welche an dem einen Ende (5′) einen 

Reporter- Fluoreszenzfarbstoff und an dem anderen Ende (3′) einen Quencher-Farbstoff 

(Löschfarbstoff) besitzt. Wird die Sonde nicht durch die Taq-DNA-Polymerase 

hydrolysiert, wird das vom Reporterfarbstoff emittierte Fluoreszenzlicht vom 

Löschfarbstoff aufgrund der Fluoreszenzresonanzenergieübertragung (fluorescent 

resonance energy transfer- FRET) absorbiert. Dies wird als Quenching-Effekt bezeichnet. 

Wird die Sonde jedoch durch die Taq-DNA-Polymerase hydrolysiert, wird der 

Reporterfarbstoff am 5′-Ende vom Löschfarbstoff am 3′-Ende getrennt. Die Sonde ist nun 

vom Zielstrang entfernt und die DNA-Strangverlängerung kann bis zum Ende fortgesetzt 

werden. Der PCR-Prozess wird infolgedessen nicht durch die Einbeziehung der Sonde 

behindert. Wenn dieser gerade beschriebene Quenching-Effekt ausfällt, so wird das 
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fluoreszierende Licht des Reporterfarbstoffs vom Real-time-PCR-Gerät erfasst. Das 

freigegebene Reporterfarbstoffsignal ist proportional zur Menge der PCR-Produkte. 

Das Fluoreszenzsignal ändert sich während der ersten Anfangszyklen kaum.  

Dies bestimmt die Basislinie der Amplifikation für die graphische Darstellung. Steigt die 

Fluoreszenz über die Basislinie an, so kann man daraus schlussfolgern, dass eine 

Anreicherung der DNA stattgefunden hat. Die Zyklusnummer, bei der der festgesetzte 

Schwellenwert überschritten wird, wird als Ct-Wert bezeichnet.1,39–41  

 

Für die absolute Quantifizierung wurden in der vorliegenden Studie verdünnte Standards 

bekannter Konzentrationen verwendet, um eine Standardkurve zu erstellen. In der 

vorliegenden Studie entspricht der höchste Standard 100.000.000 EBV-Kopien/ml und 

der niedrigste Standard 1.000 EBV-Kopien/ml Vollblut.  

Vollblutproben wurden nach Herstellerangaben mit dem QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen 

Corp, Hilden, Deutschland) verarbeitet. DNA wurde aus Vollblut isoliert und die PCR 

wurde mit Prism 7500 Real Time Per System (ABI) durchgeführt. Die PCR-Amplifikation 

wurde in einem Reaktionsvolumen von 25 µL mit Primer und Sonde bei 

Endkonzentrationen von 900 nM und 5 µM aufgebaut. Die folgenden Bedingungen 

wurden für die qPCR verwendet: Der erste Schritt begann bei 95 °C für 10 min, gefolgt 

von 40 Zyklen bei 95°C für 15 Sekunden und 60°C für 1 Minute.38 

3.3 Analyse der Zytokine mit beadbasiertem Immunoassay 

Die Analyse der Zytokine wurde mit LEGENDplexTM-Assay von der Firma BioLegend 

(San Diego, Kalifornien, USA) durchgeführt, welcher das Prinzip eines Sandwich-

Immunoassay (ELISA) mit dem der Durchflusszytometrie kombiniert. 

Ein Durchflusszytometer ermöglicht die Multiparameter-Analyse von Einzelzellen oder 

Partikeln unter Verwendung von Lasern verschiedener Wellenlängen, eines komplexen 

Filter- und Spiegelsystems und Sensoren. Die Zellen oder Partikel können nach ihrer 

relativen Größe, Granularität, Oberflächeneigenschaften sowie Fluoreszenz analysiert 

werden. Vor der Analyse können die Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen oder wie in dieser 

Studie fluorochromgekoppelten Antikörpern angefärbt werden. Das Prinzip der Messung 

basiert auf der Erfassung von Streulichteigenschaften und spezifischen Fluoreszenz-

signalen, die durch Bindung von Antikörper-Fluoreszenz-Konjugaten an Zellstrukturen 

emittiert werden.40 
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Beadbasierter Immunoassay 

Der verwendete LEGENDplexTM-Assay von der Firma BioLegend (BioLegend, San 

Diego, Kalifornien, USA) ist ein bead-basierter Immunoassay, welcher dasselbe 

Grundprinzip verwendet wie ein ELISA. Dabei ist ein löslicher Analyt zwischen zwei 

Antikörpern gebunden. Der gesamte Immunkomplex haftet an einer Matrix. Die Beads 

unterscheiden sich in ihrer Größe und ihrer internen Fluoreszenzintensität. Jeder 

Beadsatz ist mit einem spezifischen Antikörper auf seiner Oberfläche konjugiert (bead-

gekoppelter Primärantikörper, Abbildung 3a). Wenn diese bead-gekoppelten 

Primärantikörper dann mit einer Probe gemischt werden, welche Zielanalyten enthält, 

wird jeder Analyt von seinem spezifischen Primärantikörper gebunden (Abbildung 3b). 

Nach dem Waschen wird ein biotinylierter Nachweisantikörper (sekundärer Antikörper) 

hinzugefügt und es bindet jeder Nachweisantikörper wiederum an seinen spezifischen 

Analyten, welcher selbst an die bead-gekoppelten Primärantikörper gebunden ist. 

Dadurch entstehen viele Primärantikörper-Analyt-Nachweisantikörper-Komplexe, analog 

zu einem Sandwich-ELISA (Abbildungen 3a-c). Anschließend wird Streptavidin-

Phycoerythrin (SA-PE) zugesetzt (Abbildung 3d), das das Biotin der Nachweisantikörper 

bindet, wodurch Fluoreszenzsignalintensitäten im Verhältnis zur Menge der gebundenen 

Analyten entstehen.  

In diesem Panel wurden zwei verschiedene Beadarten verwendet (Bead-Satz A und 

Bead-Satz B). Jeder dieser Sätze kann auf der Grundlage seiner Größe bzw. 

Vorwärtsstreuung (forward scatter, FSC) und seiner intrazellulären Zusammensetzung 

bzw. Seitenstreuung (side scatter, SSC) differenziert werden (Abbildung 3e). In diesem 

Panel besteht der kleinere Satz A aus fünf Beadpopulationen und der größere Satz B aus 

drei Beadpopulationen. Jeder Bead-Satz kann auf der Grundlage seiner internen 

Fluoreszenzintensitäten weiter aufgeschlüsselt werden. Analytspezifische Populationen 

können mit dieser Methode mittels Durchflusszytometer aufgetrennt und das PE-

Fluoreszenzsignal quantifiziert werden (Abbildung 3e). Die Konzentration eines 

bestimmten Analyten wird unter Verwendung einer auf die gleiche Weise erzeugten 

Standardkurve bestimmt. Mit dieser Methode wurden acht verschiedene Zytokine (IL-4, 

IL-5, IL-6, IL-10, IL 21, TNFα, BAFF und APRIL) gleichzeitig analysiert.42 



19 

 

Abbildung 3. Schematische Abbildung eines LEGENDplexTM-Assays. Jeder Beadsatz ist mit einem 

spezifischen Antikörper auf seiner Oberfläche konjugiert (bead-gekoppelter Primärantikörper.(a) Jede/r 

Probe bzw. Analyt wird von ihrem/seinem Primärantikörper gebunden (b). Jeder biotinylierte 

Nachweisantikörper bindet an seinen spezifischen Analyten, welcher selbst an den bead-gekoppelten 

Primärantikörper gebunden ist. Es entstehen Primärantikörper-Analyt-Nachweisantikörper-Komplexe (c). 

Streptavidin-Phycoerythrin (SA-PE) bindet das Biotin der Nachweisantikörper. Dadurch entstehen 

Fluoreszenzsignalintensitäten im Verhältnis zur Menge der gebundenen Analyte (d). Jeder Beadsatz kann 

auf der Grundlage seiner Größe und seiner intrazellulären Zusammensetzung differenziert und auf der 

Grundlage seiner internen Fluoreszenzintensitäten weiter aufgeschlüsselt werden. Analytspezifische 

Populationen können mit dieser Methode mittels Durchflusszytometer aufgetrennt und das 

Fluoreszenzsignal quantifiziert werden (e). (Eigene Abbildung a-d angelehnt an das Herstellerprotokoll von 

LEGENDplexTM). 

Die Proben wurden nach Herstellerprotokoll verarbeitet. 1:2 verdünnte Serumproben 

wurden mit Beads, die mit einem Capture-Antikörper gekoppelt sind, in einer V-bottom-

Mikrotiterplatte gemischt und über Nacht inkubiert. Nach dem Waschen und 
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Zentrifugieren wurden biotinylierte Nachweisantikörper zugesetzt. Nach einstündiger 

Inkubation bei 600 U/min bei Raumtemperatur wurde SA-PE zugegeben und erneut 30 

Minuten bei 600 U/min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zwei aufeinander folgenden 

Waschschritten wurden die Proben gemessen. Die Quantifizierung der SA-PE 

Signalfluoreszenzintensität erfolgte unter Verwendung eines Durchflusszytometers 

(CytoFlex S, Beckman Coulter, Deutschland). Die Konzentration der einzelnen Zytokine 

wurde mit Hilfe der Datenanalyse-Software von LEGENDplexTM über Interpolation mit der 

Standardkurve ermittelt.38 

3.4 Epigenetische B-Zell-Quantifizierung 

Die verwendete Methode der B-Zell-Quantifizierung der Firma Epimune (Berlin, 

Deutschland) beruht auf epigenetischen, zelltypspezifischen Biomarkern (Abbildung 4). 

Im Gegensatz zu allen anderen Zelltypen, die eine vollständige Methylierung im LRP5-

Gen haben, sind B-Zellen durch das Fehlen einer sogenannten CG-Methylierung in 

dieser spezifischen genomischen Region gekennzeichnet. Gibt man (nach der Zelllyse) 

Bisulfit hinzu, reagieren alle Cytosine mit dem Bisulfit, jedoch nicht die methylierten 

Cytosine. An jeder Stelle, wo die Konversion stattgefunden hat, befindet sich in der Folge 

ein Uracil statt einem Cytosin. Diese spezifische Region im LRP5-Gen in B-Zellen 

unterliegt einer epigenetischen Regulierung und zeigt eine vollständige Demethylierung. 

Bei der PCR kann das Demethyl-spezifische System nur da binden, wo sich ein Uracil 

befindet. Diese Region kann dann durch die Echtzeit-quantitative Polymerase-

Kettenreaktion (qPCR) amplifiziert werden. Bei allen anderen Zelltypen ist diese Region 

epigenetisch inaktiv bzw. methyliert, sodass keine Amplifizierung stattfinden kann. 

Die Anzahl der epigenetisch aktiven Genkopien entspricht direkt der Anzahl der B-Zellen 

in der Probe, welche anhand eines parallel mitgeführten Plasmidstandards quantifiziert 

werden können. Das Standardplasmid enthält zum einen die B-Zell-spezifische Region 

und zum anderen die unmethylierte Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH)-spezifische Region. GAPDH ist ein Enzym der Glykolyse und ist somit in allen 

kernhaltigen Zellen vorhanden, sodass man alle Zelltypen gleichzeitig quantifizieren 

kann. Von der Gesamtzellzahl kann schließlich mit Hilfe der Standardkurve das 

Verhältnis an B-Zell-spezifischen Sequenzen gebildet werden, welches dem 

prozentualen Anteil der B-Zellen entspricht (B-Zell-Frequenz).43,44 
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Abbildung 4. Schematischer Ablauf der epigenetischen B-Zell-Quantifizierung. B-Zellen besitzen 

keine vollständige Methylierung im LRP5-Gen (Fehlen der CG-Mehtylierung). Nach Zugabe von Bisulfit 

reagieren alle Cytosine mit Bisulfit (und es befindet sich in Folge ein Uracil an dieser Stelle). Bei der PCR 

bindet das Demethyl-spezifische System nur an Stellen, wo sich Uracil befindet. Diese Region wird mit der 

qPCR amplifiziert. Im Gegensatz dazu weisen alle anderen Zelltypen eine vollständige Methylierung im 

LRP5-Gen auf. Dadurch kommt es nach Zugabe von Bisulfit nicht zur Konversion von Cytosin zu Uracil 

und das Demethyl-spezifische System kann nicht binden. Es findet keine Amplifizierung statt. 

(Eigene Abbildung angelehnt an die Darstellung der Firma Epiontis;  

https://www.epiontis.com/technology/EpiontisID_infosheet_v1.pdf; letzter Zugriff: 15.06.2019, 17:38 Uhr). 

Die Proben wurden gemäß Herstellerangaben verarbeitet. Citratblut wurde durch Zugabe 

von AL-Puffer und Protease (QIAamp DNA MiniKit, Qiagen) bei 56°C für 1 Stunde lysiert. 

Nach der Lyse wurde abs. Ethanol zu dem Lysat gegeben, gefolgt von Wasch- und 

Elutionsschritten. Zur Umwandlung und Reinigung von Bisulfit wurde genomische DNA 

in Gegenwart von Ammoniumbisulfit und Tetrahydrofurylalkohol für 45 Minuten bei 80°C 

umgewandelt. Die umgewandelte DNA wurde mit Magnetkügelchen (Mag-Bind® Blood & 

Tissue DNA HDQ 96 Kit) und angepassten Puffern gereinigt. Für die epigenetische qPCR 



22 

wurden die folgenden Bedingungen angewendet: Der erste Schritt begann bei 95°C für 

35 Minuten, gefolgt von 50 Zyklen bei 95°C für 15 Sekunden und 61°C für 1 Minute in 10 

μl-Reaktionen unter Verwendung der Roche LightCycler 480-Probes Master.38 

3.5 Erzeugung lymphoblastischer Zelllinien, Quantifizierung von B-Zellen 
und Bestimmung der EBV-Last unter BAFF-Behandlung  

Von Nierentransplantationspatient*innen gespendete, aus PBMC (mononukleäre Zellen 

des peripheren Blutes) erzeugte lymphoblastische Zelllinien (LCL) wurden von der 

Arbeitsgruppe Schmück-Henneresse (Berliner Institut für Gesundheitsforschung) zur 

Verfügung gestellt.45 

PBMC wurden mit B95-8 EBV mit viralen Überständen in Gegenwart von CpG OND2006 

(2,5 µg/ml) und Cyclosporin A (1 mg/ml) behandelt. Um die Wirkung von BAFF auf die 

LCL zu untersuchen, wurden 5x105 Zellen in einer 96 well Platte kultiviert und mit drei 

verschiedenen BAFF- Konzentrationen (1 ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml) in Gegenwart 

oder Abwesenheit von Mycophenolsäure (MPA) (2,5 µg/ml) und Tacrolimus (Tac) 

(6 ng/ml) behandelt. Die Arzneimittelkonzentrationen in Zellkultur entsprachen dem 

therapeutischen Niveau. Die Zellzahlen der lebenden LCL wurden mittels 

Durchflusszytometrie (Cytoflex LX, Beckman Coulter) bestimmt. Die Viruslast wurde in 

Pools des Zelllysats und der Zellkulturüberstände mittels Echtzeit-PCR bestimmt.38 

3.6 Statistische Auswertung 

Die Unterschiede zwischen den Gruppen für kategoriale Variablen wurden mit Hilfe von 

Pearsons Chi-Quadrat-Test mit Kontinuitätskorrektur berechnet. Unterschiede in 

quantitativen Variablen zwischen den Gruppen wurden mit dem zweiseitigen Mann-

Whitney U-Test analysiert; die Expansion der B-Zellen wurde mit dem zweiseitigen 

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test mit μ=0 getestet.38 

Korrelationsgröße und Signifikanz wurden mit dem Korrelationskoeffizienten nach 

Spearman berechnet. Die Gleichheit zwischen zwei Korrelationsmatrizen wurde unter 

Verwendung des Jennrich-Tests getestet.38,46 

Die Auswirkungen von BAFF auf die in-vitro-Virusreplikation und die B-Zell-Frequenz 

wurden univariat durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test und multivariat durch 
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lineare Regression bewertet, wobei die Wirkung der Immunsuppression und 

patient*innenspezifische Effekte kontrolliert wurden. Die normalisierte LCL-B-Zellzahl 

wurde für jede*n Patient*in berechnet, indem die B-Zellzahlen für jeden Zustand durch 

die B-Zellzahl für unbehandelte Zellen (kein BAFF und keine Immunsuppression) geteilt 

wurden. Echtzeitdaten zur EBV-Last wurden als Kehrwert des Ct-Werts berechnet, 

normalisiert unter Verwendung des unbehandelten Zustands (kein BAFF, keine 

Immunsuppression) als Kontrolle. In allen Fällen wurden P-Werte unter 0,050 als 

signifikant betrachtet. Die P-Werte wurden nicht für Mehrfachtests korrigiert, da diese 

Studie explorativen Charakter hat.38,47–49 

Kategorische Variablen werden als Zahlen und Häufigkeiten zusammengefasst und 

quantitative Variablen als Median und Interquartilsabstand (IQR) angegeben. Box-Plots 

stellen den Median, das erste und dritte Quartil einer Variablen dar und die maximale 

Länge der Whisker entspricht dem 1,5-fachen des IQR.38 
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4 Ergebnisse  

Es wurde die EBV-Last in insgesamt 3.715 Blutproben, die 540 Patient*innen im ersten 

Jahr nach der Transplantation entnommen wurden, getestet. Wie bereits beschrieben, 

wurde die EBV-Last bei 109 (20,2 %) Patient*innen festgestellt; 37 (6,9 %) Patient*innen 

litten unter einer erhöhten Viruslast (>2.000 Kopien/ml), während bei 11 Patient*innen 

(2,0 %) eine hochgradige Virämie (>10.000 Kopien/ml) beobachtet wurde. Es gab nur 

einen Fall von schwerer PTLD in der gesamten Kohorte. 

4.1 Signifikante Assoziation von BAFF und EBV 

Insgesamt wurden von 104 Patient*innen zu drei verschiedenen Zeitpunkten 312 Proben 

auf die B-Zell-Frequenz und die Konzentrationen von IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-21, TNFα, 

APRIL und BAFF gemessen (Abbildung 5). Die einzig signifikante Assoziation zwischen 

EBV-Positivität und veränderten Zytokinkonzentrationen lag bei BAFF vor (Abbildung 5f, 

mit Sternchen markiert).38  
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Abbildung 5. Konzentration der Zytokine und der B-Zell-Frequenz zu den drei Zeitpunkten. 
Patient*innen der Kontrollgruppe sind in schwarz und EBV+ Patient*innen sind in rot abgebildet. Signifikante 

Unterschiede (P < 0,050) zwischen den Subkohorten sind mit einem Sternchen gekennzeichnet, 

hochsignifikante Unterschiede (P < 0,010) mit zwei Sternchen. Die y-Achse ist in logarithmischer Skala 

dargestellt. Messungen unterhalb der Nachweisgrenze sind mit einem willkürlich definierten niedrigen Wert 

innerhalb des grau schattierten Bereichs dargestellt. Für die Berechnung der Signifikanz wurden diese 

Messungen mit einem Wert von 0 berücksichtigt. (Abbildung verändert nach Bajda et al. Abbildung 2).38 
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Es konnte eine signifikante Assoziation zwischen EBV-Positivität und erhöhten BAFF-

Spiegeln im Serum sowohl vor (784 [355-1482] vs. 433 [173-1053] pg/ml; P=0,016) als 

auch nach der Reaktivierung (836 [478-2094] vs. 480 [253-1100] pg/ml; P=0,006) 

beobachtet werden, wohingegen während des Peaks nur ein grenzwertig signifikanter 

Unterschied beobachtet wurde (694 [432-1393] vs. 416 [222-1045] pg/ml; P=0,080) 

(Abbildung 6).38 

 

Abbildung 6. BAFF-Konzentration im Serum in Abhängigkeit der EBV-Reaktivierung. Gemessene 

BAFF-Konzentration für beide Subkohorten zu den Zeitpunkten vor (a), während (b) und nach (c) der 

Reaktivierung. Proben mit einer BAFF-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze sind im grauen Bereich 

dargestellt. Für die Berechnung der Signifikanz wurden diese Konzentrationen mit einem Wert von 0 

berücksichtigt. Beide Achsen sind in logarithmischer Skala dargestellt. (Abbildung verändert nach Bajda et al. 

Abbildung 3).38 
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Darüber hinaus wurde keine Korrelation zwischen der EBV-Last und den BAFF-Werten 

gefunden (Abb. 7a-c).38 

 

Abbildung 7. BAFF-Konzentration im Serum in Abhängigkeit von der EBV-Reaktivierung. 
Gemessene BAFF-Konzentrationen in der EBV+ Gruppe zu den Zeitpunkten vor (a), während (b) und nach 

(c) der Reaktivierung werden gegen die Peak EBV-Last dargestellt. Proben mit einer BAFF-Konzentration 

unterhalb der Nachweisgrenze sind im grauen Bereich dargestellt. Für die Berechnung der Signifikanz 

wurden diese Konzentrationen mit einem Wert von 0 berücksichtigt. Beide Achsen sind in logarithmischer 

Skala dargestellt. (Abbildung verändert nach Bajda et al. Abbildung 3).38 

Durch den Nachweis eines erhöhten BAFF-Niveaus in der EBV+ Gruppe wurde ein 

möglicher Effekt der EBV-Reaktivierung auf die B-Zell-Homöostase gezeigt, welcher 

sogar nach der Reaktivierung noch signifikanter war.  

Da keiner der anderen gemessenen Zytokine eine signifikante Assoziation mit der EBV-

Reaktivierung oder eine Korrelation mit der Virusspitzenlast gezeigt hatte, wurde der 

weitere Fokus nur auf BAFF gelegt (Abbildung 8).38 
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4.2 Expansion und virale Replikation von EBV-infizierten B-Zellen während 
der BAFF-Behandlung (in-vitro) 

Verglichen mit unbehandelten Kontrollen zeigen die Daten eine höhere EBV-Last bei 

LCL, die mit BAFF behandelt wurden. Mittels Multi-Parameter-Regressionsanalyse 

konnte gezeigt werden, dass dieser Unterschied signifikant war (0.13 ± 0.06, P = 0.041)  

(Abbildung 8a). Die Behandlung mit BAFF war signifikant mit einer erhöhten LCL Anzahl 

(verglichen mit unbehandelten Zellen) assoziiert, wie die Multiparameter-Regression 

zeigte (0,36 ± 0,14, P = 0,017) (Abbildung 8b). Ein dosisabhängiger Effekt von BAFF 

konnte jedoch nicht beobachtet werden.38 

 

Abbildung 8. BAFF-Behandlung von EBV-infizierten LCL führt zu erhöhter EBV-Replikation und 
Zellexpansion. LCL-B-Zellen von vier verschiedenen Nierentransplantationspatient*innen wurden mit 

steigenden BAFF-Konzentrationen (x-Achse), mit (schwarze Symbole) oder ohne (rote Symbole) MPA + 

Tac kultiviert. Die EBV-Last unter BAFF-Behandlung wurde durch Normalisierung der EBV-PCR-Daten, 

die nach der BAFF-Behandlung erhalten wurden, auf unbehandelte Proben (a) bewertet. Die normalisierte 

LCL-B-Zellzahl (b) stellt das Verhältnis der B-Zellzahl zu den unbehandelten (BAFF = 0 und keine IS) LCL-

B-Zellen dar. (Abbildung verändert nach Bajda et al. Abbildung 4).38 
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4.3 Keine B-Zell-Expansion bei BAFF-Expression und EBV-Reaktivierung 

Es wurde zu keinem der drei gewählten Zeitpunkte ein signifikanter Unterschied in der B-

Zell-Frequenz zwischen den EBV+ Patient*innen und der Kontrollgruppe beobachtet 

(Abbildungen 9a-c). Ebenso wurde innerhalb der EBV+ Gruppe keine Korrelation 

zwischen der Kinetik der EBV-Last und der Kinetik der B-Zell-Frequenz gefunden 

(Abbildung 9d-f). Es gab keinen signifikanten Anstieg der B-Zell-Frequenz unter den 

EBV+ Patient*innen, weder während (P=0,739) noch nach der Reaktivierung (P=0,543), 

verglichen mit dem Zeitpunkt vor der Reaktivierung. Darüber hinaus wurde kein 

signifikanter Unterschied in der B-Zell-Kinetik zwischen den EBV+ Patient*innen und der 

Kontrollgruppe beobachtet.38 
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Abbildung 9. B-Zell-Frequenz in Abhängigkeit von der EBV-Reaktivierung. Die linke Spalte zeigt die 

gemessenen B-Zell-Frequenzen für beide Subkohorten zu den Zeitpunkten vor (a), während (b) und nach 

(c) Reaktivierung. Die rechte Spalte stellt die gemessenen B-Zell-Frequenzen in der EBV+ Gruppe zu den 

Zeitpunkten vor (d), während (e) und nach (f) Reaktivierung in Abhängigkeit der EBV-Last zum Peak dar. 

Beide Achsen sind in logarithmischer Skala dargestellt. (Abbildung verändert nach Bajda et al. Abbildung 

5).38 
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4.4 Signifikante Assoziation zwischen EBV und verändertem Zustand 
immunmodulierender Faktoren  

Es wurden Korrelationsanalysen mit allen Zytokinen und B-Zell-Frequenzen zu allen 

Zeitpunkten durchgeführt. Bei der Analyse der Auswirkungen der EBV-Reaktivierung auf 

die Interkorrelationen aller gemessenen Zytokine wurde festgestellt, dass die 

Patient*innen in der EBV+ Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe auffallende 

Unterschiede in ihrer Korrelationsmatrix zeigten. Der Unterschied zwischen den beiden 

Korrelationsmatrizen war signifikant (P<0,001) (Abbildungen 10 und 11).38 

Im Detail war die EBV-Reaktivierung mit einer allgemeinen Schwächung der 

Korrelationen zwischen Zytokinen verbunden: Während die gemessenen Interleukine 

und TNFα in der Kontrollgruppe zu fast allen Zeitpunkten positiv miteinander korreliert 

waren (90,8%), war das Verhältnis der positiven Korrelationen in der EBV+ Gruppe 

wesentlich geringer (66,0%).38 

Diese Unterschiede beeinflussten auch das Zusammenspiel zwischen Zytokinen und B-

Zellen. So waren IL-5 und IL-21 in der EBV+ Gruppe positiv mit der B-Zell-Frequenz 

korreliert, während in der Kontrollgruppe sowohl positive als auch negative Korrelationen 

beobachtet werden konnten. Interessanterweise war im Fall von BAFF die Korrelation mit 

der B-Zell-Frequenz bei den EBV+ Patient*innen negativ, während dies bei der 

Kontrollgruppe nicht der Fall war. Infolgedessen waren die Korrelationskoeffizienten für 

die EBV+ Gruppe niedriger als für die Kontrollgruppe (Abbildung 11).38 
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Abbildung 10. Korrelationsmatrizen von Zytokinen und B-Zellen für die Subkohorten. (a) Stellt die 

Korrelationsmatrix der EBV+ Gruppe dar, während (b) die Korrelationsmatrix der Kontrollgruppe zeigt. Die 

Korrelationsstärke wird sowohl durch die Größe der Kreise als auch durch die Farbintensität dargestellt, wobei 

(wie in der Legende dargestellt) blaue Farbtöne positive Korrelationen und rote Farbtöne negative Korrelationen 

darstellen. Tiefgestellte Beschriftungen bezeichnen den Zeitpunkt der Messung (V: vorher, P: peak, D: danach). 

(Abbildung verändert nach Bajda et al. Abbildung 6).38 
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Abbildung 11. Differenz der Korrelationsmatrizen der EBV+ Gruppe und der Kontrollgruppe. Der 

absolute Wertunterschied zwischen den Korrelationen wird durch die Kreisgröße dargestellt. Blaue Töne 

bedeuten, dass die EBV+ Gruppe eine erhöhte Korrelation im Vergleich zur Kontrollgruppe hatte. Dies gilt 

umgekehrt für die roten Töne. Tiefgestellte bezeichnen den Zeitpunkt der Messung (V: vorher, P: peak, D: 

danach). (Abbildung verändert nach Bajda et al. Abbildung 7).38 

Um festzustellen, ob der veränderte Zustand des Immunsystems möglicherweise eher 

eine Folge als eine Ursache der EBV-Reaktivierung sein könnte, wurde die 

Zeitabhängigkeit dieses veränderten Zustands weiter analysiert. Es konnte kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Subkohorten vor der EBV-Reaktivierung 

beobachtet werden (P=0,257). Tatsächlich wurde bereits während des Peaks ein 

signifikanter Unterschied beobachtet (P=0,010). Nach der Reaktivierung war dieser 

Unterschied sogar noch größer (P=<0,001).38 
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5 Diskussion 

5.1 Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse 

In dieser Studie wurde das tri-direktionale Zusammenspiel zwischen EBV-Reaktivierung, 

B-Zell-Frequenz und B-Zell-assoziierten löslichen Serummediatoren (Zytokinen) 

analysiert. Die wichtigsten Ergebnisse umfassen Folgendes: 

 

1. EBV+ Patienten zeigten sowohl vor als auch nach EBV-Reaktivierung signifikant 

erhöhte Konzentrationen von BAFF im Serum. Es wurde kein signifikanter 

Zusammenhang zwischen der Höhe der Viruslast und den BAFF-Konzentrationen 

gefunden. 

2. BAFF-behandelte EBV-infizierte B-Zellen waren in-vitro mit einer erhöhten EBV-

Replikation und B-Zell-Expansion assoziiert. 

3. Trotz der erhöhten BAFF-Spiegel in der EBV+ Gruppe war die EBV-Reaktivierung 

in-vivo weder mit einer erhöhten B-Zell-Frequenz noch mit einer B-Zell-Expansion 

assoziiert. 

4. Die EBV-Reaktivierung war mit einem signifikant veränderten Zustand 

immunmodulatorischer Faktoren assoziiert.38 

5.2 Interpretation der Ergebnisse 

Durch den Nachweis einer erhöhten BAFF-Konzentration in der EBV+-Gruppe konnte 

erstmalig eine mögliche Auswirkung der EBV-Reaktivierung auf die B-Zell-Homöostase 

nachgewiesen werden. Somit könnte die EBV-Reaktivierung einen tiefgreifenden 

Einfluss auf die Immunantwort haben, indem sie das Zusammenspiel zwischen den 

gemessenen Zytokinen und der zellulären Immunität verändert.38 

Interessanterweise wurde kein ausgeprägtes Korrelationsprofil vor Beginn der Virämie 

beobachtet, obwohl erhöhte BAFF-Konzentrationen sowohl in-vitro als auch in-vivo mit 

der EBV-Reaktivierung in Verbindung gebracht wurden.38  

Anders als in der vorliegenden Studie, hat sich BAFF in einem immunsupprimierten 

Kontext wie AIDS als Lymphom-Marker erwiesen.50 Die Unterschiede zwischen dieser 
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Studie und derjenigen über AIDS-Patienten könnten ggf. durch den Einfluss der EBV-

Infektion erklärt werden, da die letztere in der AIDS-Studie nicht berücksichtigt wurde. 

Im Gegensatz dazu wurde in der vorliegenden Studie gezeigt, dass die EBV-

Reaktivierung mit einer starken Verringerung der BAFF-B-Zell-Korrelation verbunden 

war, was das Fehlen einer B-Zell-Expansion erklären könnte. 

Die Veränderungen im Muster der Zytokine könnten hypothetisch als Teil einer „Anti-

PTLD-Signatur“ betrachtet werden. Speziell die festgestellten erhöhten BAFF-

Konzentrationen vor und während der EBV-Reaktivierung könnten möglicherweise ein 

Marker für diesen“ Anti-PTLD-Zustand“ sein. 

Im Einklang damit wurde BAFF in einer Studie bei Lebertransplantationspatient*innen 

nicht mit PTLD in Verbindung gebracht.51 Zusätzlich wurde gezeigt, dass BAFF sogar 

eine wichtige Rolle bei der antiviralen Immunantwort spielt.52  

Darüber hinaus könnte die BAFF-Hochregulierung als prädiktiver Marker für eine EBV-

Reaktivierung dienen. So konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass es eine erhöhte 

BAFF-Konzentration vor einer EBV-Reaktivierung und eine Assoziation von BAFF mit 

einer erhöhten in vitro-Virusreplikation gibt. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit 

früheren Studien über die Hochregulierung von BAFF sowohl in-vitro als auch in-vivo in 

EBV-infizierten B-Zellen.13,53 

5.3 Weiterführende Fragestellungen, Limitationen und mögliche klinische 
Anwendungen 

Es muss aufgeklärt werden, aus welchen Gründen die erhöhte Sekretion von BAFF in-

vivo, im Gegensatz zu den in-vitro-Versuchen, nicht zu einer B-Zell-Expansion bei EBV+ 

Patient*innen geführt hat. In einer nachfolgenden in-vitro-Analyse könnte z.B. untersucht 

werden, ob weitere Zytokine einen inhibierenden Effekt auf die Interaktion zwischen 

BAFF und B-Zellen haben. Dies wäre wichtig, um die in dieser Studie aufgestellten 

Hypothesen zu überprüfen. Dafür könnten die erarbeiteten Daten der 

Korrelationsmatrizen verwendet werden. 

Eine Stärke dieser Studie ist die Analyse der Zytokine mittels genannter 

Korrelationsmatrizen. Diese sind ein leistungsfähiges Hilfsmittel, mit dem man über die 

bloßen Konzentrationsänderungen einzelner Faktoren hinausgehend das Netzwerk der 

Korrelationen als Ganzes betrachten kann. 
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Die Folgen der EBV-Reaktivierung konnten nur durch diesen Ansatz erkannt werden, da 

alle Wechselbeziehungen bzw. gegenseitigen Synergien der Zytokine berücksichtigt 

wurden.54–56  

Außerdem wurde in dieser Studie die Rolle der T-Zellen bei der Kontrolle der EBV-

Reaktivierung und Expansion infizierter B-Zellen nicht analysiert. Dies könnte man in 

einer weiteren Studie noch untersuchen, da dies eine Erklärung für den beobachteten 

veränderten Zustand des Immunsystems im Sinne der oben beschriebenen 

hypothetischen Anti-PTLD-Signatur darstellen könnte. 

Da die meisten PTLD in der erwachsenen Population erst mehrere Jahre nach 

Transplantation auftreten, wäre die Überprüfung der Ergebnisse in einer Kohorte der 

Patient*innen im späten Transplantationsverlauf sinnvoll. Aufgrund des angelegten 

Studiendesigns war die Beantwortung dieser Fragestellung in diesem Rahmen leider 

nicht möglich. Es wird jedoch aktuell eine follow-up-Studie durchgeführt, sodass weitere 

Untersuchungen in diese Richtung folgen könnten. 

Zusätzliche wurde in dieser Studie der Einfluss der Virämie-Dauer nicht gesondert 

analysiert, obwohl es Hinweise auf eine Rolle einer anhaltenden EBV-Virämie bei der 

Entwicklung von PTLD gibt.57 Der Grund dafür war die geringe Inzidenz einer 

anhaltenden EBV-Virämie, da nur bei zwei Patient*innen eine Viruslast bei mehr als zwei 

Visiten nachweisbar war. Außerdem wurden nur drei Zeitpunkte analysiert, so dass es 

keine Daten über die Persistenz der beobachteten Veränderungen des Immunsystems 

bei EBV+ Patient*innen gibt. 

So könnte in einer langfristigen Studie festgestellt werden, ob die Unterschiede zwischen 

den EBV+/EBV- Subkohorten zeitlich stabil sind. Sollte eine Identifizierung der Faktoren 

gelingen, die den inhibierenden Effekt auf die Proliferation von EBV+ B-Zellen haben, 

könnte dies gezielt als personalisierte Therapie eingesetzt werden. 

Da PTLD nicht nur nierentransplantierte Patient*innen betrifft, wäre darüber hinaus eine 

Ausweitung auf andere transplantierte Organe sinnvoll. 

Eine weitere Limitation dieser Studie ist, dass der einzige Patient, der während der 

Beobachtungszeit eine PTLD entwickelte, seine Zustimmung zurückgezogen hat, sodass 

für diesen Patienten leider keine weiteren Daten vorliegen.  
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Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die Art und Persistenz der EBV-

assoziierten Veränderungen in der B-Zell-Homöostase sowie ihre hypothetische 

Beziehung zur Entwicklung von PTLD zu bewerten. 

Im Allgemeinen sollten jedoch alle folgenden Studien das Ziel haben, in einem 

Therapieansatz zu münden, damit PTLD zukünftig keine relevante Komplikation nach 

Transplantation mehr darstellt. 
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