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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Die Hepatitis C Infektion

Die Hepatitis C ist eine beim Menschen durch das Hepatitis-C-Virus (HCV) ausgeldste
Infektionskrankheit. Beim Hepatitis-C-Virus handelt es sich um ein kurzes, behiilltes,
einzelstringiges RNA-Virus mit einer geschitzten Lange von 96 kb, welches fast
ausschlieBlich parenteral, meist {iber das Blut, seltener vertikal oder durch
Geschlechtsverkehr iibertragen wird. Seine genetische Sequenz wurde 1989 erstmals
entschliisselt und das Virus (damals bekannt als non-A, non-B Hepatitis Virus) der

Familie der Flaviviridae zugeordnet (Choo et al., 1989).
1.1.1 Epidemiologie, Ubertragung und Privention

Infektionen mit dem Hepatitis-C-Virus gehdren weltweit zu den héufigsten
Infektionskrankheiten. Die genaue Anzahl HCV-infizierter Personen ist unbekannt. Nach
Angaben der WHO waren im Jahre 2019 etwa 296 Millionen Menschen chronisch mit
dem Virus infiziert und etwa 1,5 Millionen Erstdiagnosen werden jéhrlich gestellt. Die
Anzahl an Todesféllen weltweit, die durch Hepatitis C verursacht wurden, wurde im Jahre
2019 auf 820.000 geschitzt (WHO, 2021). Die Privalenz der Erkrankung variiert global
stark (sieche Abbildung 1). Die héchste Durchseuchungsrate verzeichnete Agypten im
Jahre 2015 mit einer Prdvalenz von 6,3%, gefolgt von der Demokratischen Republik
Kongo mit einer Privalenz von 4,3% im Jahre 2014 (Guntipalli et al., 2021). In
Deutschland lag die Anzahl an Erstdiagnosen, die im Laufe des Jahres 2021 an das Robert
Koch Institut tibermittelt wurden, bei 8.353. Dies entspricht einer bundesweiten Inzidenz
von 0,01% (Behnke et al., 2022). Das unterschiedliche Auftreten der Erkrankung spielt
nicht nur geographisch eine Rolle, sondern gilt auch innerhalb der Gesellschaft eines
Landes. So haben manche Personengruppen ein hdheres Risiko sich mit dem Hepatitis-
C-Virus zu infizieren, als andere.

Die Ubertragung des Virus erfolgt beinahe ausschlieBlich parenteral, sodass das derzeit

hochste Infektionsrisiko bei Personen mit intravendésem (i.v.) Drogenkonsum



nachgewiesen werden kann. Global wird die Privalenz des HCV unter intravends

Drogenkonsumierenden auf 52,3% geschitzt (Degenhardt et al., 2017).
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Abbildung 1: Geschétzte Pravalenzen (in Prozent) von HCV-Infektionen weltweit (Guntipalli et. al 2021)

Lange Zeit galt der Erhalt von Blut oder Blutprodukten als wahrscheinlichster
Ubertragungsweg. Seit Einfiihrung der diagnostischen Tests auf Anti-HCV Antikorper
1991 und HCV-RNA 1999 ist eine transfusionsassoziierte Infektion in Deutschland
extrem unwahrscheinlich. So wurden in den Jahren 1999 bis heute lediglich zwei
Infektionsfdlle an das Robert Koch Institut gemeldet (Himmelsbach et al., 2023).
Weltweit betrachtet stellt sowohl der Erhalt von Blut oder Blutprodukten, als auch
therapeutische  Injektionen oder invasive  Verfahren unter inaddquaten
Hygienebedingungen nach wie vor ein enormes Risiko dar (Wang et al., 2022)

Vergleichsweise weniger hiufig, aber dennoch erwiihnenswert, sind Ubertragungen auf
perinatalen, sexuellen oder anderen Wegen, wie kosmetischen Prozeduren oder
intranasalem Drogenkonsum. Das Risiko einer vertikalen Ubertragung von einer HCV-
infizierten Mutter an ihr Kind variiert je nach miitterlicher Viruslast von 3-10% (Chilaka
and Konje 2021). Das sexuelle Ubertragungsrisiko ist gering, es konnte jedoch ein

vergleichsweise erhohtes Risiko fiir Personen mit einer Koinfektion mit dem Humanen



Immundefizienz-Virus sowie homosexueller Madnner nachgewiesen werden (Razavi-
Amoli and Alipour, 2022).

Obwohl durch die Zulassung der direkt antiviral wirkenden Agenzien (DAA) ein
grundlegender Wandel in der Therapie der HCV-Infektion stattgefunden hat und
Heilungsraten von bis zu 98% erzielt werden konnen, gibt es nach wie vor keine Impfung
oder Postexpositionsprophylaxe fiir das Hepatitis-C-Virus (Hayes et al., 2021). Der Fokus
in der Pravention liegt darauf, die Exposition mit dem Virus zu vermindern. Aufgrund
der vielzihligen Ubertragungswege und unterschiedlich gefihrdeten Personengruppen,
stellt dies oft eine Herausforderung dar. Weltweit haben viele Organisationen, unter
anderem die WHO, es sich zur Aufgabe gemacht, Leitfiden zu erarbeiten, die zu einer
besseren Aufklirung der Ubertragungswege, Diagnostik und Therapien beitragen und

den Umgang mit der Infektion verbessern sollen (Sarrazin et al., 2018).

1.1.2 Genotypen des Hepatitis-C-Virus

Das Hepatitis-C-Virus besitzt ein sehr variables Genom mit mehreren Geno- und
Subtypen, deren Verteilung geographisch variiert. Dem zugrunde liegt eine relative
Ungenauigkeit der fiir die Replikation notwendigen RNA-abhéngigen RNA-Polymerase
(Lohmann et al., 2000). So kann es bei der Replikation durch ein mangelhaftes
Korrekturlesen (englisch: proofreading) zu einer Entwicklung unterschiedlicher, aber
verwandter Quasispezies kommen, was eine groe Herausforderung fiir das
Immunsystem darstellt (Lauer and Walker, 2001). Es werden sieben Genotypen (1-7) des
HCYV unterschieden, die sich wiederum in circa 60 Subtypen untergliedern lassen (Smith
et al., 2014).

Weltweit hat der Genotyp 1 die hochste Priavalenz und macht etwa 46,2 % aller HCV-
Fille aus. Die zweithochste Pravalenz weltweit hat Genotyp 3 (30%). Betrachtet man
Genotyp 2, 4 und 6 machen diese zusammen etwa 22,8% der HCV-Fille aus (Messina et
al, 2015).

In Europa ist vorwiegend Genotyp 1 (61,0 %) vertreten, gefolgt von Genotyp 3 mit einer
Priavalenz von (20,0 %) (Petruziello et al., 2019). Auch in Deutschland ist der Genotyp 1
am hiufigsten vertreten (78%). Im Zeitraum zwischen den Jahren 2017 und 2018 lag das
Verhéltnis von Genotyp 1a zu 1b bei 59%/41% (Simon et al.,2021).



Die Dauer und Wahl der Therapie, als auch das Ansprechen ist vom Genotyp abhéngig,
weshalb die Bestimmung klinisch von hoher Relevanz ist. Studien zeigten, dass
beispielsweise fiir Patienten mit dem HCV-Genotyp 1 sechs erfolgreiche
Therapieregimes der DAA in Frage kommen, wohingegen die Therapieoptionen bei

Patienten mit dem Genotyp 3 limitiert sind (zwei Regimes) (Falade-Nwulia et al., 2017).

1.1.3 Klinische Symptomatik und Folgekomplikationen

Das Hepatitis-C-Virus kann sowohl eine akute als auch eine chronische Infektion
verursachen. Wie der Name bereits andeutet, zeichnet sich die Hepatitis-C-Infektion
durch eine Entziindung der Leber aus. Die Inkubationszeit liegt bei etwa sieben bis acht
Wochen nach Exposition (Lauer and Walker, 2001). HCV zeigt eine starke Affinitit zu
Hepatozyten, aber auch zirkulierende Lymphozyten und andere Zelltypen kdénnen
betroffen sein (Vallat et al., 2004, Lauer and Walker, 2001). Als akute Infektion wird eine
Infektion bezeichnet, die innerhalb von sechs Monaten ausheilt und bei der im Anschluss
keine Virusreplikation mehr nachgewiesen werden kann. Die akute Infektion verlduft
nicht selten asymptomatisch, kann aber auch mit grippedhnlichen Symptomen wie
Abgeschlagenheit, Appetitlosigkeit oder subfebrilen Temperaturen einhergehen. In
seltenen Fillen kommt es durch die Leberentziindung zu einem ikterischen Verlauf, bei
der es zu Gelbfiarbung der Haut und Skleren, sowie Juckreiz und Entfarbung des Stuhls
kommt.

Durch die oft milde und unspezifische Symptomatik sind sich viele Infizierte ihrer
Infektion nicht bewusst. Bleibt eine akute Infektion unbehandelt, kommt es bei 10-15%
der Fille innerhalb von sechs Monaten zu einer spontanen Ausheilung. Persistiert das
Virus lédnger als sechs Monate im Kdrper kommt es zu einer chronischen Infektion
(Sarrazin et al., 2018).

Patienten, bei denen es zu einer chronischen Infektion kommt und die keine antivirale
Therapie erhalten, haben ein hohes Risiko im Laufe der Erkrankung eine
Leberfunktionsstorung, Leberzirrhose oder ein hepatozelluldres Karzinom (HCC) zu
entwickeln. Das Risiko fiir chronisch Infizierte, innerhalb von 20 Jahren eine
Leberzirrhose zu entwickeln, liegt bei 15-20% und wird von Faktoren wie Alter, Genotyp

und Geschlecht beeinflusst (Erman et al., 2019, Thein et al., 2008). Patienten mit einer



Leberzirrhose wiederum entwickeln mit einer Wahrscheinlichkeit von 2-4% im Laufe
eines Jahres ein hepatozelluldres Karzinom (Westbrook and Dusheiko, 2014).

Ob es zu einer Leberzirrhose oder gar zu einem HCC kommt, kann vom Verhalten des
Patienten oder anderen Kofaktoren beeinflusst sein. So tragen beispielsweise
iibermédfiger Alkohol-Konsum oder eine Infektion mit Hepatitis B oder HIV zu einem
hoheren Entstehungsrisiko der oben genannten Erkrankungen bei (Freeman et al., 2003).
HCV-Infektionen kdnnen nicht nur Lebererkrankungen verursachen, sondern sind ebenso
mit einer Vielzahl an extrahepatischen Komplikationen assoziiert. Es konnte gezeigt
werden, dass es unter HCV-Infizierten haufig zur Entwicklung von monoklonalen B-Zell-
Populationen in der Leber und im Blut kommt, welche trotz Ausheilung der HCV-
Infektion im Korper persistieren konnen (Vallat et al., 2004, Visentini et al., 2019, Terrier
et al., 2011). Als monoklonal werden Zellen bezeichnet, die von einer Ursprungszelle
abstammen. Im Gegensatz dazu sind Zellen polyklonaler Zellpopulationen von vielen
verschiedenen Ursprungszellen abstammend. Oligoklonale Populationen wiederum
stellen eine Mischung von Zellen dar, die von wenigen verschiedenen Zellen abstammen.
Eine monoklonale Zell-Population lymphatischer Zellen kann beispielsweise im Rahmen
einer Infektion oder Impfung eine physiologische Reaktion des Kdrpers darstellen. Sollte
diese jedoch iiber einen gewissen Zeitraum hinaus persistieren oder eine definierte
Zellzahl im Blut tiberschreiten, ist dies ein Hinweis auf ein neoplastisches Geschehen.
Auch die Entwicklung von lymphoproliferativen Verdnderungen wie gemischte
Kryoglobulindmie  (englisch:  mixed cryoglobulinemia (MC)), monoklonale
Gammopathie unklarer Signifikanz (englisch: monclonal gammopathy of undetermined
significance (MGUS)) und das B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom (B-NHL) scheinen im
engen Zusammenhang mit einer chronischen HCV-Infektion zu stehen.

Der molekulare Mechanismus, welcher diesem Zusammenhang zugrunde liegt, ist nach
wie vor unzureichend geklart. Es existieren verschiedene Theorien, welche die HCV-
induzierte Lymphoproliferation zu erkléren versuchen (Peverling-Oberhag et al., 2013),
welche im Abschnitt 1.2.4 ndher beschrieben werden.

Dariiber hinaus zdhlen Glomerulonephritiden, Thyreoiditis, das Sjogren Syndrom,
Insulinresistenzen und weitere Hauterkrankungen zu den extrahepatischen
Manifestationen, wobei einige dieser auch in Zusammenhang mit dem Vorhandensein

einer MC gebracht werden konnen (Sarrazin et al., 2018, Visentini et al., 2019).



1.1.4 Diagnose und Therapie

Wihrend der akuten Immunreaktion auf das Hepatitis-C-Virus kommt es zur Bildung von
Anti-HCV-Antikorpern, die ein Leben lang im Korper nachweisbar sind. Bei der
Basisdiagnostik werden diese Antikorper mithilfe eines Immunoassays bestimmt. Bei
Personen mit einem positiven Anti-HCV-Antikorper Status muss im niachsten Schritt ein
Nukleinsdure-Nachweis (englisch: Nucleic acid test (NAT)) mittels Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) durchgefiihrt werden, um Virus-
RNA zu detektieren und zwischen einer abgelaufenen und chronischen Infektion
unterscheiden zu kénnen (Thomson et al., 2011). Der Nachweis der HCV-Antikdrper ist
in der Regel erst nach sieben bis acht Wochen moglich. Bei Verdacht auf eine akute HCV-
Infektion ist aufgrund dieses serodiagnostischen Fensters die sofortige Bestimmung der
HCV-RNA indiziert, die bereits nach ein bis zwei Wochen detektierbar ist. Die
Nachweisgrenze liegt bei 50 I[U HCV RNA/ml. Ebenso wird bei Immunkompromittierten
die gleichzeitige Bestimmung der RNA empfohlen, da die Bildung der anti-HCV-
Antikorper génzlich ausbleiben kann (Sarrazin et al., 2018).

Bei Erstdiagnose einer HCV-Infektion sind weitere virologisch-serologische Tests wie
HAV-, HBV- und HIV-Diagnostiken, Bestimmung von Basislaborparametern, eine
Sonographie des Oberbauchs, sowie gegebenenfalls eine Leberbiopsie anzuschliefen.
Des Weiteren wird der HCV-Genotyp und die HCV-Viruslast bestimmt, um eine in Frage
kommende Therapie planen und {iberwachen zu konnen.

Lange Zeit galt die Kombinationstherapie aus dem Nukleosid-Analogon Ribavirin und
pegyliertem Interferon a als Standardtherapie der Hepatitis C. Seit Zulassung direkt
antiviral wirkender Agenzien (DAA) gegen Proteine des HCV hat sich das Spektrum
enorm  erweitert. HoOhere  Heilungsraten  konnen  erzielt ~werden  und
Therapiemoglichkeiten fiir beinahe alle Pateinten mit einer chronischen Hepatitis C sind
erreichbar.  Interferonfreie = Therapiekombinationen (DAA), die nicht nur
nebenwirkungsidrmer und hocheffektiv sind, aber auch kiirzere Therapiezeiten aufweisen,
stehen zur Verfiigung. So konnte beispielsweise das Risiko zur Entwicklung eines HCC
in allen Stadien einer Leberfibrose gesenkt werden (Roche et al., 2018, Parikh et al.,
2022). Gegenwirtig sind die konventionellen Substanzen Ribavirin und PEG-Interferon-

o, Proteaseinhibitoren (wie Glezaprevir, Grazoprevir etc.), NS5A-Inhibitoren (wie
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Daclatasvir, Elbasvir und Ledispasvir etc.), und nukleosidische und nicht-nukleosidische
NS5B-Inhibitoren zur Therapie der chronischen Hepatitis C zugelassen (Sarrazin et al
2018). Je nach Genotyp, Komorbidititen und Risikofaktoren werden unterschiedliche

Kombinationsmoglichkeiten empfohlen.

1.1.5 Koinfektion mit dem Humanen Immundefizienz-Virus

Schitzungsweise 6,2 % der Menschen, welche an HIV infiziert sind, sind zusétzlich an
HCYV infiziert. Die Wahrscheinlichkeit, sich mit HCV zu infizieren ist sechsmal hoher
bei Menschen mit einer HIV-Infektion, als bei Personen, welche nicht mit HIV infiziert
sind. Die hochste Pravalenz konnte bei Menschen mit intravendsem Drogenkonsum und
homosexuellen Minnern festgestellt werden (Gobran et al., 2021)

Menschen mit einer Koinfektion beider Viren weisen eine erhohte HCV-Viruslast auf
und lange Zeit ging man davon aus, dass sie ein erhohtes Risiko einer fortschreitenden
Lebererkrankung mit erhhtem Risiko einer Leberzirrhose sowie Entwicklung eines HCC
haben (Thein et at., 2008). Aktuelle Studien, welche HCV-positive Patienten mit einer
Leberzirrhose untersuchten, zeigen jedoch, dass eine Koinfektion mit HIV nicht mit einer
erhohten Inzidenz eines HCC einherzugehen scheint (Salmon et al., 2019). Zusétzlich
stellte man fest, dass HIV-positive Patienten, welche ebenso an HCV infiziert sind, ein
verdndertes Ansprechen auf eine antiretrovirale Therapie (ART) mit erhdhtem Risiko
einer ART-bedingten Lebertoxizitit aufweisen (Matthews und Dore, 2008).
Andersherum betrachtet konnten jiingste Studien zeigen, dass sich die Erfolgsraten
beziiglich einer HCV-Therapie mit DAA nicht unterscheiden hinsichtlich einer
Koinfektion mit HIV (Mishra et al., 2023).

1.2 B-Lymphozyten und das Immunsystem

B-Lymphozyten, auch B-Zellen genannt, gehoren zur Gruppe der Leukozyten. Sie spielen
eine entscheidende Rolle im Immunsystem des menschlichen Korpers. Es setzt sich aus
der unspezifischen und der spezifischen Immunabwehr zusammen, die je eine zelluldre
und eine humorale Komponente aufweisen. Wihrend die unspezifische Immunabwehr

angeboren und eher erregerunspezifisch ist, unterliegt die spezifische Immunitét einer
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lebenslangen, erregerbedingten Adaption. Hauptaufgaben der angeborenen Komponente
bestehen in der mechanischen Barriere vor kdrperfremden Antigenen, deren Phagozytose
und der Kommunikation mit dem spezifischen System.

Die spezifische, auch adaptive Immunitét, ist abhingig von der Konfrontation des
Organismus mit verschiedenen Antigenen und passt sich ein Leben lang an. T-Zellen
stellen hierbei eine zellulire Komponente dar; Antikorper, die von differenzierten B-
Lymphozyten produziert werden, die humorale Komponente.

Nur durch ein enges Zusammenspiel beider Komponenten kann die komplexe
Immunreaktion des Korpers bewerkstelligt werden (Janeway‘s Immunobiology, 10th

edition, 2022).

1.2.1 Stadien der Entwicklung

Die Entwicklung der B-Lymphozyten geht von den hdmatopoetischen Stammzellen aus
und findet prapartal zundchst im Dottersack, der Leber, der Milz, dem Thymus und ab
dem 6. Fetalmonat auch im Knochenmark statt. Nach der Geburt erfolgt sie dann im
Knochenmark sowie dem lymphatischen System.

Die Reifung von der pro-B-Zelle zur Antikorper sezernierenden Plasmazelle unterliegt
dem Einfluss extrazelluldrer Signale und Transkriptionsfaktoren (Cobaleda et al., 2007).
Jede reife, aktivierte B-Zelle hat die Fihigkeit genetisch determinierte, identische und
individuelle Antikoérper zu produzieren, die sich von denen anderer B-Lymphozyten
unterscheiden (Burnet, 1959; Talmage 1959). Die klonale Selektionstheorie von Burnet
besagt, dass jede B-Zelle diesen individuellen Antikérper als Rezeptor auf der
Zelloberflache trdgt und anhand diesem durch den komplementéren Antigenkontakt
selektiert werden kann. Kommt es in friihen Phasen der Entwicklung zum Kontakt mit
korpereigenen Antigenen, wird der Zelltod eingeleitet, um eine Selbsttoleranz zu
entwickeln. Kommt es nach der Reifung zu Kontakt mit externen Antigenen, wird eine
klonale Expansion und Weiterentwicklung zum Antigen produzierenden B-Lymphozyten

initiiert (Rajewsky, 1996).

Bei der B-Zell-Entwicklung ist demnach die Synthese dieses funktionsfidhigen B-Zell-
Rezeptors (BCR) von entscheidender Rolle (siehe Abbildung 2). Dieser ist ein
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membranstindiger Immunglobulin (Ig)-Antikorper, der als Rezeptor fungiert und der
Antigenerkennung dient (Rajewsky, 1996, Melchers et al., 2000). Antikdrper bestehen
aus zwei identischen Schwerketten (H) und zwei identischen Leichtketten (L) (siche
Abbildung 3). Wahrend Schwerketten von den Genen Vu (variable), Du (diversity) und
Ju (joining) codiert werden, werden Leichtketten von den Genen Vi und Ji codiert.
Einzelheiten zum Aufbau und Funktion von Antikorpern ist dem Abschnitt 1.2.2 zu
entnehmen.

Um einen individuellen und spezifischen Antikdrper synthetisieren zu konnen, finden
innerhalb dieser Genabschnitte eine Reihe von gezielten Rekombinationen statt.
Aufgrund der Vielzahl von moglichen Antigenen, miissen zahlreiche Antikdrper
bereitgestellt werden (Rajewsky, 1996).

Die Entwicklung der B-Lymphozyten beginnt mit der Pro-B-Zelle, die sich im ersten
Schritt aus der himatopoetischen Stammzelle entwickelt hat (siche Abb. 2).

In diesem Stadium findet zunichst die Genumlagerung in den fiir Schwerketten
kodierenden Genabschnitten VuDulJu statt (Burnet, 1959). Pro-B-Zellen, die eine
erfolgreiche VuDuJu-Rekombination durchlaufen haben, exprimieren eine Schwerkette
vom Typ p und gehen in den néchsten Differenzierungsschritt iber (Rajewsky, 1996).
Der nichste Differenzierungsschritt stellt die Pra-B-Zelle da, die auf ihrer Oberfldche
bereits einen Pra-B-Zell-Rezeptor (pBCR) trigt. Dieser Pri-B-Zell-Rezeptor wird zum
einen von der oben genannten Schwerkette vom Typ K, zum anderen von
Ersatzleichtketten gebildet (Melchers, 2005). Wird ein intakter pBCR auf der
Zelloberfldche exprimiert, werden weitere Differenzierungsschritte eingeleitet und die
Genumlagerung in den Leichtketten codierenden Genen Vi und Ji beginnt (Rolink et al.,

1993).
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Abbildung 2: Entwicklung der B-Lymphozyten: durch Umlagerungen in den Schwerketten-kodierenden
Genen (DuJuVn) wird zunédchst mithilfe von Ersatzleichtketten (VpreB und 54) ein priBCR (pBCR)
gebildet. Nach Umlagerung der Leichtketten-kodierenden Genen (Vi J« und Va. J)) werden die
Ersatzleichtketten durch k oder A ausgetauscht und es wird schlieBlich ein funktionaler BCR auf der
Zelloberflache préasentiert (in Anlehnung an Rajewsky (1996) Clonal selection and learning in the
antibody system. Nature 381: 751-758)

Man unterscheidet zwei Isotypen von Leichtketten, k-Leichtketten und A-Leichtketten.
Kommt es zur Expression dieser Leichtketten, werden diese zusammen mit den bereits
vorhandenen Schwerketten anstatt der Ersatzleichtketten in den Oberfldchenrezeptor
eingebaut und es besteht ein funktionaler B-Zell-Rezeptor (BCR). Die B-Zelle wird nun
als unreife B-Zelle bezeichnet. Unreife B-Zellen werden nun einem Selektionsverfahren
unterzogen, bei dem es zur Bindung zwischen dem BCR und Autoantigenen kommt.
Durch diesen Prozess soll die Spezifitit des BCR sichergestellt werden, mit dem Ziel eine
Reaktion gegen korpereigene Proteine im Sinne einer autoimmunen Reaktion zu
verhindern. Kommt es bei Antigenkontakt zu einer ausgepragten autoimmunen Reaktion,
wird der Zelltod (Apoptose) eingeleitet oder es finden Modifikationsmechanismen statt
und der Selektionsprozess beginnt erneut. Positiv selektierte B-Zellen werden zur reifen
B-Zelle (auch naive B-Zelle) und gelangen ins periphere Blut (Rajewsky, 1996).

Charakteristisch fiir reife B-Zellen ist, dass sie neben dem Immunglobulin IgM
(reprasentiert durch den BCR) auch das Immunglobulin IgD auf der Zelloberflidche

tragen. Zudem exprimieren etwa 60% der naiven B-Zellen k-Leichtketten, 40% Zellen A-
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Leichtketten. Mit etwa 45% stellen naive B-Zellen den groBten Teil der B-Zellpopulation
im peripheren Blut dar.

Im Blutkreislauf angekommen, haben sie die Mdglichkeit sekundidre Lymphorgane wie
beispielsweise Lymphknoten zu erreichen, in denen weitere Reifungsprozesse
stattfinden. Trifft ein reifer B-Lymphozyt auf ein komplementéres Antigen, wird dieses
in die Zelle aufgenommen und mit Hilfe eines MHC-II-Molekiils (engl.: major
histocompatibility complex class II) auf der Zelloberfldche présentiert. In der T-Zell-Zone
der Lymphknoten werden diese antigenbeladenen B-Lymphozyten durch T-Helferzellen
festgehalten. Eine aktivierte T-Helferzelle, die durch ihren T-Zell-Rezeptor fahig ist, den
entsprechenden MHC-II-Antigen-Komplex auf der B-Zelle zu erkennen und zu binden,
fiihrt zu einer Aktivierung des B-Lymphozyten. Eine Aktivierung fiihrt zu einer raschen
klonalen Proliferation dieses B-Lymphozyten, welches den Primédrfokus darstellt. Ein
Teil dieser neu entstandenen B-Lymphozyten differenziert sich im Anschluss zu
kurzlebigen Plasmazellen, welche im Sinne der primdren Immunantwort zahlreiche
Antikorper niedriger Affinitit produzieren. Ein anderer Teil entwickelt sich im
Knochenmark wihrend sogenannter Keimzentrumsreaktionen zu langlebigen
Plasmazellen (Bortnick and Allmann, 2013, Nutt et al., 2015). In diesem Abschnitt der
Reifung kommt es zur erneuten massiven Expansion dieser aktivierten B-Zellen,
wiahrenddessen gezielte Affinititsreifungen durch somatische Hypermutationen im IgV-
Gen stattfinden konnen. Ziel dieser Reaktionen ist es, eine hohere Affinitit des zu
exprimierenden Antikdrpers gegeniiber dem Antigen zu schaffen. Nur Zellen mit einer
verbesserten Affinitdt {iberleben, wohingegen bei negativ selektierten B-Zellen die
Apoptose eingeleitet wird.

Ein weiterer Prozess, den B-Lymphozyten im Keimzentrum durchlaufen konnen, ist der
Antikorper-Klassenwechsel (engl.: class switch), bei der es durch gezielte
Rekombinationen im Schwerkettengen zur Expression von Antikdrpern der Klasse IgG,
IgA und/oder IgE anstatt der urspriinglichen IgM und IgD kommt.

B-Zellen, die letztlich das Keimzentrum verlassen, konnen sich im Sinne einer
erworbenen Immunantwort zu B- Gedichtniszellen differenzieren (Khodadadi et al.,
2019, Rajewsky, 1996).

Neben dieser konventionellen B-Zell-Population (auch B2-Zellen) existiert eine

Subpopulation an B-Lymphozyten, die als B1-Zellen bezeichnet werden. Sie sind durch

15



die Expression eines Oberflichenmarkers CD 5 charakterisiert, der fiir gewdhnlich eher
auf T-Lymphozyten zu finden ist. Beim Neugeborenen machen sie etwa 50% der
vorhandenen B-Lymphozyten aus, wihrend dieser Anteil im Laufe des Lebens auf circa
5% absinkt. Sie synthetisieren vorwiegend Immunglobuline vom Typ IgM und sind im
Gegensatz zu B2-Zellen durch eine geringere Affinitdit und geringere Spezifitit
gegeniiber ihrem Liganden geprigt (Tsuji et al., 1997). Sie sind selbsterneuernd und
sezernieren spontan Immunglobuline. Sowohl bei Patienten mit einer rheumatoiden
Arthritis als auch bei Patienten mit einem Sjogren-Syndrom konnten erhohte Anteile
dieser CD5*-B-Lymphozyten nachgewiesen werden, wodurch ein Zusammenhang zur
Pathogenese autoantigener Erkrankungen zu vermuten ist (Dauphinée et al., 1988).
CD5*-B-Lymphozyten, auch CD5*-Zellen unterscheiden sich in ihren funktionellen
Eigenschaften von CD5-Zellen (Mageed et al., 2012). Studien der letzten Jahrzehnte
zeigten, dass die Funktion des Oberflaichenmarkers CD5 in der Modulation von B- und
T-Zell-Signalen liegt. Erst vor kurzem konnte gezeigt werden, dass CD5 neben seiner
Signalmodulation auch als ein Funktionsrezeptor in anderen Teilen des Immunsystems
zu agieren scheint (Burguefio-Bucio et al., 2019).

Aber auch bei Erkrankungen wie der essentiellen Kryoglobulindmie oder Infektionen mit
HIV oder dem Eppsein-Barr-Virus konnte eine Koinzidenz abnorm erhéhter Serumwerte
der B1-Zellen aufgezeigt werden (Sampalo et al., 1993, Pietrogrande et al., 1995). Bei
Patienten mit einer Hepatitis C gelang es mittels immunhistochemischer Verfahren das
Vorkommen dieser CD15"-Zellen in lymphoiden Follikeln in der Leber zu detektieren,
wo sie Antikorper vom Typ IgM produzieren, die sowohl als monoklonale als auch als

polyklonale Antikorper bestimmt werden konnten (Monteverde et al., 1997).

1.2.2 Immunglobuline

Immunglobuline (Ig), ein Synonym fiir Antikdrper, sind globulédre Proteine. Sie werden
von Plasmazellen produziert und sezerniert und sind so als freie Molekiile aufzufinden
oder befinden sich als membranstindiger Rezeptor auf der Oberfliche von B-Zellen

(BCR).
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Ihre Funktion kann in zwei Hauptfunktionen unterteilt werden. Zum einen dienen sie der
Erkennung und Bindung von Antigenen und zum anderen der Interaktion mit weiteren

Zellen und Effektormolekiilen des Immunsystems.

Fab Fab

Fc

Abbildung 3: Aufbau eines Antikdrpers mit zwei identischen Schwerketten H (engl. heavy chains) und
zwei identischen Leichtketten L (engl. light chain), Fab-Fragment =Antigen bindendes Fragment (engl.:
antigen-binding fragment), Fc-Fragment = kristallisierbares Fragment (engl.: crystallisable fragment)

Die Grundstruktur entspricht einem Tetramer aus jeweils zwei identischen Schwerketten
und zwei identischen Leichtketten (sieche Abbildung 2), wobei die Namensgebung sich
hierbei auf das Molekulargewicht bezieht. Man unterscheidet zwischen fiinf Isotypen von
Schwerketten, anhand dieser die Antikdrper in Klassen unterteilt werden.
Dementsprechend ermdglichen die Isotypen p, 6, y, o, & die Ausbildung der
Immunglobuline (Ig) IgM, IgD, IgG, IgA und IgE. Leichtketten hingegen werden in die
Subtypen k und A aufgegliedert und konnen mit allen Isotypen der Schwerketten
kombiniert werden. In frithen Phasen einer Immunantwort werden vorwiegend
Antikorper der Klasse IgM und IgD synthetisiert. Kommt in spédteren Phasen zum oben
beschriebenen Klassenwechsel, sind vermehrt Immunglobuline der Klassen IgA, IgE und
IgG zu finden (Janeway et al., 2002). Die Ketten sind durch Disulfidbriicken und nicht-
kovalente Bindungen miteinander verbunden und bilden folglich am Beispiel von IgG
makromolekular eine Y-formige Struktur aus. Jede Kette besteht aus einem variablen und
einem konstanten Abschnitt, die von sogenannten Domédnen ausgebildet werden.

Wihrend sich Leichtketten aus einer variablen Doméne VL und einer konstanten Doméne
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CL zusammensetzen, kommt es bei Schwerketten zu einem Zusammenschluss von einer
varibalen Doméne VH und in Abhéngigkeit vom Isotyp drei (IgA, IgD und IgG) oder vier
(IgM und IgE) konstanten Doménen CH1-H4. Zwischen den Domdnen CH1 und CH2
befindet sich eine Scharnierregion, die der Beweglichkeit des Antikorpers dient. Der
Anteil oberhalb dieser Scharnierregion, also VH und CH1 der Schwerkette und die
gesamte Leichtkette bilden gemeinsam das Fab-Fragment (Antigen-bindendes
Fragment), wohingegen der Anteil unterhalb der Scharnierregion als Fc-Fragment (engl.:

crystallizable) bezeichnet wird und die Effektorfunktion iibernimmt (Padlan, 1994).

1.2.3 Freie Leichtketten

Sind Leichtketten nicht an Schwerketten gebunden und demnach nicht Teil eines
kompletten Antikdrpers, werden diese als freie Leichtketten (FLC) bezeichnet. Sie liegen
in freier Form im Serum vor und werden ausgeschieden im Urin als Bence-Jones Proteine
bezeichnet. Man unterscheidet zwischen zwei Typen von freien Leichtketten x und A, die
jeweils aus einem variablen und einem konstanten Abschnitt zusammengesetzt sind.
Wihrend FLC « als Monomer vorliegt, sind FLC A in der Regel in dimerisierter Form
aufzufinden. Sie werden erstmalig wéahrend der Entwicklung der B-Zellen synthetisiert
und dort zusammen mit den produzierten Schwerketten auf der B-Zell-Oberfliache in
Form des BCR exprimiert. Ihr Produktionsmaximum wird schlieflich im Stadium der
Antikorper produzierenden Plasmazelle erreicht. Um zu gewdhrleisten, dass stets
geniigend Leichtketten zur Antikdrper-Produktion zur Verfiigung stehen, werden sie mit
einem Uberschuss von 40% synthetisiert. Nicht eingebaute Leichtketten werden
gemeinsam mit den fertigen Immunglobulinen sezerniert und gelangen so in den
Blutkreislauf. Eine Produktion von 500 mg/Tag wird als normal angesehen.
Angekommen in der Niere werden sie glomeruldr filtriert, metabolisiert und im
proximalen Tubulus riickresorbiert (Sinclair et al., 1986). Beim gesunden Menschen
sollten folglich nur geringe Mengen an FLC im Urin nachweisbar sein. Aufgrund
unterschiedlicher Produktions- und Filtrationsraten resultiert im Serum im Normalfall ein
stabiles Verhéltnis von x/A: 0,26-1,65. Kommt es zur monoklonalen Expansion einer
Plasmazelle kann es durch vermehrte FLC- Produktion eines Subtyps zur Verschiebung

dieses Verhéltnisses kommen. Bei einer polyklonalen B-Zell-Expansion hingegen kommt
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es zum Anstieg beider FLC-Subtypen, was nicht in einer Verschiebung des Verhéltnisses

resultieren sollte (Jenner, 2014).

1.2.4 Lymphoproliferative Verdnderungen der B-Zellen

Das klinische Spektrum von B-lymphoproliferativen Veridnderungen ist weit und reicht
von einer asymptomatischen Expansion einer monoklonalen B-Zell-Population bis hin zu
lebensbedrohlichen Erkrankungen wie dem B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom (B-NHL),
Multiplen Myelom (MM), der chronischen lymphatischen Leukdmie vom B-Zell-Typ (B-
CLL) oder einem Mantelzelllymphom. B-lymphoproliferative Verdnderungen spiegeln
sich in der monoklonalen Expansion einer gut differenzierten B-Zelle wider und gehen
oft mit einer Dysregulation der humoralen und zelluliren Immunitit einher. Friihe
Stadien lymphoproliferativer FErkrankungen sind oft durch das Auftreten einer
monoklonalen B-Zell-Lymphozytose (MBL) oder dem WNachweis monoklonaler
Antikorper im peripheren Blut detektierbar, wie es bei der monoklonalen Gammopathie
unklarer Signifikanz (MGUS) der Fall ist (Shim et al., 2007). Sowohl MBL als auch
MGUS sind mit einem héheren Lebensalter assoziiert. Obwohl die meisten Fille von
lymphoproliferativen Verdnderungen benigne verlaufen, konnen MBL und MGUS

nachweislich Vorldufer eines malignen Geschehens darstellen (Goldin et al., 2013).

Die haufigste maligne Folgeerscheinung einer MBL ist dabei die CLL, die die hdufigste
Leukdmieform in der westlichen Welt darstellt (Siegel et al., 2013). Aufgrund der
unterschiedlichen immunophéanotypischen Erscheinungsformen kann die monoklonale
B-Lymphozytose anhand Fluoreszenz-markierter ~Durchflusszytometrie (FACS)
identifiziert und klassifiziert werden. Dabei spielt das Vorhandensein des
Oberflichenmarkers CD5* auf der B-Zelle eine entscheidende Rolle. Tragen die B-
Lymphozyten auf der Oberfliche keinen CD5*-Marker, so werden sie der Gruppe der
Non-CLL-MBL zugeordnet. Wird der Oberflaichenmarker CD5" exprimiert, so wird
weiter zwischen CLL-like-MBL und Atypical-CLL-MBL unterschieden (sieche Tabelle 1)
(Shanafelt et al., 2010).

19



Tabelle 1: Definitionen der Subtypen von MBL anhand ihrer Immunphénotypen (dim=reduziert,
bright=ausgeprigt) (in Anlehnung an Shanafelt et al., 2010)

MBL-Subtyp Immunphinotyp
CLL-like MBL CD19*, CD5*, CD20dm
Atypical-CLL-MBL CD19*, CD5*, CD20brisht
Non-CLL-MBL CD19*, CD5", CD2(Pbrieht

So besitzen Patienten mit einer CLL-like-MBL eine monoklonale B-Zell-Population mit
den gleichen Oberflichenmarkern wie Patienten mit einer CLL, erfiillen jedoch nicht
vollstindig die Kriterien einer CLL (Goldin et al., 2013). Im Jahre 2005 wurde MBL
schlieBlich definiert als das Vorhandensein einer monoklonalen B-Zell-Population tiber
mindestens drei Monate mit einer Gesamtanzahl an B-Lymphozyten von unter 5x10%/1
und einer negativen Patientenhistorie fiir B-lymphoproliferative Erkrankungen
(Rawstron, 2013).

Die Pravalenz einer MBL hdngt vom Alter und der Detektionsmethode ab und variiert
zwischen 5-12% bei Menschen iiber 40 Jahren und zwischen 5-20% ab einem Alter von
60 Jahren (Dagklis et al., 2009, Shim et al., 2010). Des Weiteren wird die MBL anhand
ihrer absoluten Anzahl an B-Lymphozyten in ,,Jow count*“ und ,,clinical* unterteilt, wobei
die Mehrzahl aller MBL der Gruppe der ,,Jlow-count* zugeordnet werden kann. Patienten,
die aufgrund ihrer B-Lymphozyten-Zahl ,,c/inical entsprechen, haben im Vergleich mit
1-2% ein hoheres Risiko eine CLL zu entwickeln (Goldin et al., 2013).

Obwohl alle Fille von CLL eine MBL als Vorldufer zu haben scheinen und der Gedanke
naheliegt, MBL als Marker fiir friihe Erkrankungsstadien einzusetzen, ist zu betonen, dass
die Mehrzahl von MBL nicht in ein malignes Geschehen iibergehen (Shanafelt et al.,
2010, Marti et al., 2007). Eine weitere Methode, eine monoklonale B-Zell-Population im
peripheren Blut zu erfassen, ist der Nachweis identischer Genumlagerungen im
Genabschnitt  fiir  Immunglobulin-Schwerketten und  k-Leichtketten.  Diese
rekombinanten Immunglobulin-Gene konnen hierbei PCR-basiert vervielfdltigt und
erfasst werden.

Die monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) ist das humorale

Gegenstiick zur monoklonalen B-Lymphozytose. Sie stellt einen prdmalignen Zustand
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fir lymphoproliferative Erkrankungen dar, wobei sie als Vorldufer von
Plasmazellverdnderungen wie dem Multiplen Myelom und der Waldenstrom
Makroglobulindmie anzusehen ist. In seltenen Féllen konnte auch eine Progression zum
B-NHL oder der CLL aufgezeigt werden (Shim et al., 2007). MGUS wird definiert durch
das Vorhandensein eines monoklonalen Proteins (M-Protein) im Serum mit einer
Konzentration vom maximal 3g/dl, einem maximalen Anteil monoklonaler Plasmazellen
im Knochenmark von 10% und dem Fehlen eines assoziierten Endorganschadens (Goldin
et al., 2013). Sie kann untergliedert werden in IgM-MGUS und non-IgM-MGUS, wobei
gezeigt werden konnte, dass IgM-MGUS eher die Vorstufe der Waldenstrom
Makroglobulindmie darstellt, wihrend die non-IgM-MGUS eher das Multiple Myelom
zur Folge haben kann (Kyle et al., 2011). Der Nachweis einer MGUS findet durch eine
Immunfixation statt. Obwohl MGUS in 80% der Félle durch die Expression von dem
Schwerkettenimmunglobulin  IgH definiert ist, gibt es 20%, in denen das
Schwerkettenimmunglobulin fehlt und welche als Leichtketten-MGUS bezeichnet
werden (Dispensieri et al., 2010). Die Priavalenz von MGUS unter Erwachsenen ist alters-
sowie geschlechtsabhidngig und variiert von 0,05 bis 6.1% (Goldin et al., 2013). Studien
zeigten, dass der Entwicklung eines Multiplen Myeloms regelmifBig die monoklonale
Gammopathie vorausgeht (Greenberg et al., 2013, Landgren et al., 2009). Das
durchschnittliche Risiko eine maligne Erkrankung zu entwickeln liegt bei etwa 1,5%
jéhrlich (Kyle et al., 2011). Um die maligne, monoklonale Expansion abzuschédtzen, wird
die Messung der freien Leichtketten (FLC) im Serum empfohlen. Ferner scheint ein
Abweichen des Verhéltnisses der beiden Leichtketten zueinander ein Risikofaktor fiir die
Progression von MGUS darzustellen (Rajkumar et al., 2005).

Sowohl MBL als auch MGUS bieten die Moglichkeit den Einfluss von umgebenden und
genetischen Faktoren in Hinsicht auf die Entwicklung und Progression
lymphoproliferativer Erkrankungen in der Bevdlkerung weiter in Augenschein zu
nehmen.

Bei den Risikofaktoren lymphoproliferativer Verdnderungen scheint HCV eine wichtige
Rolle zu spielen. Es existieren mehrere Theorien, die den molekularen Mechanismus
dieses Zusammenhanges zu erkliren versuchen.

Ein Konzept beschreibt, dass die chronische Antigenstimulation durch das Virus zu einer

malignen monoklonalen Proliferation der B-Lymphozyten fiihrt, wobei das virale
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Hiillprotein E2 als wichtigstes Antigen in diesem Prozess beschrieben wird (Marcucci
and Mele, 2011, Hartridge-Lambert et al., 2012). Ein zweiter Mechanismus besteht darin,
dass dieses Hiillprotein E2 eine hohe Bindungsaffinitit zu einem Oberflachenrezeptor CD
81 hat, der auf B- und T-Lymphozyten exprimiert wird. Es wird angenommen, dass diese
Interaktion zwischen E2 und CD81 eine Rolle bei der Aktivierung von B-Zellen, dem
Schutz vor aktivierungsinduzierter Apoptose und der Regulierung immunologischer
Funktionen spielt und dadurch zur Pathogenese beitrigt (Marcucci and Mele, 2011). Ein
weiterer Ansatz, der den Zusammenhang zwischen dem Hepatitis-C-Virus und der
Lymphoproliferation zu erkldren versucht, geht von einer direkten Infektion der B-Zelle
mit dem Virus aus. Obwohl ein Eindringen und eine Vermehrung des Virus in seltenen
Untergruppen, wie den CD5"-B-Lymphozyten nachgewiesen werden konnte (Curry et
al., 2003), ist nach wie vor umstritten, ob sich das Virus auch in anderen B-
Zellpopulationen replizieren kann und ob es einen direkten Einfluss auf die
Lymphoproliferation nimmt (Marcucci and Mele, 2011, Hartridge-Lambert et al., 2012).
Die als ,,hit and run‘“-Mechanismus beschriebene Theorie wiederum erwigt, dass HCV
Mutationen in Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen verursachen kann und diese

schlieBlich zu einer malignen Transformation der B-Zelle fithren (Machida et al., 2004).

Auch fiir die Kryoglobulindmie stellt die Infektion mit dem Hepatitis-C-Virus einen
Risikofaktor dar, in diesem Fall den Grofiten (Brouet et al., 1974, Terrier and Cacoub,
2013). Kryoglobuline sind Immunkomplexe, die eine systemische Vaskulitis der kleinen
GefidBe hervorrufen konnen. Betroffen sind vor allem die Haut, Gelenke, das periphere
Nervensystem und die Niere. Per definitionem handelt es sich um zirkulierende
Immunglobuline, die bei Absinken der Serumtemperatur unter Korperkerntemperatur
ausfallen und bei Wiedererwdrmen wieder in Losung gehen. Kryoglobuline konnen
immunochemisch in drei Unterformen eingeteilt werden. Typ-I-Kryoglobuline sind
einzelne, monoklonale Immunglobuline, die im Rahmen einer lymphoproliferativen
Erkrankung auftreten. Typ-II-Kryoglobuline sind Komplexe bestehend aus polyklonalen
IgG und monoklonalen IgM, wéhrend Typ-IlI-Kryoglobuline Komplexe aus
polyklonalen IgG und polyklonalen IgM darstellen. Typ-II- und Typ-II-
Kryoglobulindmien gehen mit einem aktiven Rheumafaktor einher und werden aufgrund

threr Komplexbildungen oft als gemischte Kryoglobulindmie (engl.: mixed
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cryoglobulinemia) zusammengefasst (Brouet et al., 1974). In Zusammenhang mit einer
Hepatitis C Infektion stehen vor allem die Kryoglobulindimien vom Typ II und III
(Antonelli et al., 2008). Die Symptome einer Kryoglobulindmie sind sehr variabel und
reichen von milden Symptomen wie Miidigkeit und Gelenkschmerzen bis hin zu
fulminanten, lebensbedrohlichen Komplikationen wie einer Glomerulonephritis (Cacoub
et al., 1999, Trejo et al., 2001).

Eine Erh6hung der x-FLC sowie ein Abweichen des k/A-Verhéltnisses steht in enger
Korrelation mit der Progression lymphoproliferativer Verdnderung und der Entwicklung
einer Kryoglobulindmie oder eines B-NHL. Interessanterweise kann eine erfolgreiche
antivirale  Therapie ~der HCV-Infektion zur Normalisierung der freien
Leichtkettenverdnderungen fithren und konnte somit ein Ersatzmarker zur Kontrolle der
HCV-assoziierten Lymphoproliferation darstellen (Terrier et al., 2009).

Man geht davon aus, dass jedoch die monoklonalen B-Zell-Populationen, zu denen es bei
HCV-Patienten hdufig kommt, trotz Ausheilung der HCV-Infektion zu persistieren
scheinen. Es besteht die Theorie eines ,,schlafenden® Stadiums, indem die Produktion von

pathologischen Antikorpern unterdriickt ist (Visentini et al., 2019).

1.3 Fragestellung

Lymphoproliferative Verdanderungen der B-Zellen konnen wie oben beschrieben in
lebensbedrohlichen Erkrankungen wie dem B-NHL, dem Multiplen Myelom oder der B-
CLL enden. Obwohl das Lebenszeitrisiko an einer malignen lymphoproliferativen
Erkrankung der B-Zellen zu versterben auf etwa 1,5% geschitzt wird, diskutiert man nach
wie vor iiber den genauen Krankheitsverlauf, die Atiologie und Prognose der
Erkrankungen (Shim et al., 2007). Infektionen, im Besonderen die Infektion mit dem
Hepatitis-C-Virus, scheinen bei der Pathogenese eine Rolle zu spielen (Vallat et al., 2004,
Hamazaki et al., 2003). So haben einige Studienberichte einen signifikanten
epidemiologischen Zusammenhang zwischen der HCV-Infektion und der Entwicklung
von B-NHL zeigen konnen (Mele et al., 2003). Da die antivirale Therapie der HCV-
Infektion, sowohl Interferon-basiert als auch mithilfe der DAA einen positiven
therapeutischen Effekt auf das HCV-assoziierte B-NHL erkennen ldsst, geht man davon

aus, dass ein direkter Zusammenhang zwischen dem Virus und der B-Zellproliferation
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besteht (Vallisa et al., 2005, Giannelli et al., 2003). Der genaue Mechanismus wird trotz
intensiver Forschungsbemiihungen stark diskutiert. Ergebnisse experimenteller Studien
lassen auf ein Zusammenspiel verschiedener Mechanismen vermuten, die in einer HCV-
vermittelten B-Zelltransformation resultieren (Forghieri et al., 2012). Die verschiedenen
Theorien, welche die HCV-induzierte Lymphoproliferation zu erkldren versuchen, sind
in Abschnitt 1.1.4 ndher beschrieben.

Vor diesem Hintergrund geht die hier dargestellte Arbeit dem Ziel nach, Verdnderungen
im B-Zell-Kompartiment HCV-infizierter Patienten zu ermitteln, die auf die Entstehung
eines B-NHL hinweisen. Dariiber hinaus war das Ziel, den Einfluss einer antiviralen
Therapie auf diese Verdnderungen im B-Zell-Kompartiment zu beobachten. Dazu
wurden Blutproben eines monozentrischen HCV-Patientenkollektivs des Uniklinikums

Essen mehreren Untersuchungen unterzogen.

2 Material und Methoden

Um monoklonale oder polyklonale Immunglobulinexpansionen zu detektieren und zu
definieren wurde eine Gelelektrophorese mit anschlieBender Immunofixation sowie die
Messung der freien Leichtketten durchgefiihrt. Zur Charakterisierung der B-
Zellpopulationen mit mdglich vorhandener MBL sind Daten einer fluoreszenz-gestiitzten
Durchflusszytometrie des hdmatologischen Instituts in die Analyse und Interpretation
eingegangen. Klonale Rekombinationsmuster in den Genabschnitten fiir die
Immunglobulinketten IgH und Igk wurden mittels PCR-basierten clonality assays
(IdentiClone™, InVivoScribe Technologies) identifiziert und gaben ebenso Hinweis auf
das Vorhandensein monoklonaler B-Zellpopulationen.

Des Weiteren wurde ein Teil der Kohorte auf das Vorhandensein kélteagglutinierender
Antikorper mit dem Hinweis auf eine Kryoglobulindmie hin untersucht.

Da ein Teil der untersuchten Kohorte neben der Infektion an HCV auch an HIV infiziert
war, wurden Auffilligkeiten derer Immunglobulinverdnderungen nochmals gesondert
betrachtet. Um einen mdglichen Einfluss einer antiviralen Therapie der Hepatitis C auf
die Serumalterationen der Immunglobuline zu ermitteln, wurden Serumproben auf das
Vorhandensein von freien Leichtketten zu zwei Zeitpunkten gemessen, vor

Therapieeinleitung und 24 Wochen nach Beenden der Therapie. Anhand der gemessenen

24



HCV-Viruslast konnte eine Gegeniiberstellung des Therapieergebnisses mit den FLC-

Verdnderungen nachvollzogen werden.

2.1 Patientenkohorte, Material und Methoden

Das Patientenkollektiv besteht aus 328 Patienten mit der gesicherten Diagnose einer
chronischen Hepatitis C (CHC) Infektion, die sich im Zeitraum von 2008 bis 2011 in der
Poliklinik der Gastroenterologie des Universitéitsklinikums Essen vorstellten (siche
Tabelle 2). Klinische Daten sowie Behandlungshistorien wurden prospektiv erhoben.
Detaillierte Follow-Up-Daten nach Beendigung der Therapie konnten fiir 33 Patienten
gesammelt werden. Fiir die Analysen standen uns EDTA-antikoaguliertes peripheres Blut
und/oder Serum aus verbliebenem Material zu diagnostischen Zwecken (left-overs) zur
Verfiigung. Analysen dieser Proben fanden nach ausfiihrlicher Information und
Einverstindniserkldrung des Patienten statt. Ein positives Ethikvotum lag vor (Nummer:
09-4029, Datum: 03.05.2017). Die Probenentnahme erfolgte bei Erstdiagnose an
therapienaiven Patienten. Die Diagnose einer CHC erfolgte gemif3 der S3 Leitlinie der
DGVS (Sarrazin et al., 2018) und bestand bei positivem Nachweis von anti-HCV
Antikorpern und HCV-RNA im Blut fiir mindestens sechs Monate. Die Viruslast wurde
in EDTA-antikoaguliertem Blut bestimmt und konnte mittels reverser Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion quantifiziert werden. Lag eine Koinfektion mit HIV vor,
wurden diese Patienten separat betrachtet. Eine HIV-Infektion bestand bei positivem
Antikdrpersuchtest mittels Immunassay (ELISA) und positivem Bestitigungstest mittels
Western-Blot (indirekte Nachweismethode) und dem Nachweis der HIV-RNA (direkte
Nachweismethode) (Hammer et al, 2008).

Die Kontrollgruppe bestand aus 53 alters- und geschlechtsangepassten gesunden
Personen, welche nachweislich nicht an einer CHC und/oder HIV-Infektion erkrankt
waren.

Fiir den Beginn einer antiviralen Therapie wurden die Standardkriterien gemif3 S3-

Leitlinie der DGVS herangezogen (Sarrazin et al., 2018).
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Tabelle 2: Patientencharakteristika

Patienten (n=328)

%

PCR monoklonal' 11/104 10,6
PCR suspekt! 8/104 7,7
HIV koinfiziert 33/328 10,1
FLC > ULN (45,7) 149/325 45,9
FLC Ratio erhdht? 5/325 1,5
FLC Ratio erniedrigt? 4/325 1,2
FLC Ratio monoklonal (gesamt)? 9/325 2,8
FLC erhoht (polyklonal, Ratio normal)? 143/325 44,0
MGUS? 10/325 3,1
CD19/ul verindert* 27/66 40,9
CD19 absolut erhoht 12/66 18
CD19 absolut erniedrigt 15/66 >
CD3 gesamt verdndert® 40/67 59,7
CD3 absolut erhoht 18/67 29,9
CD3 absolut erniedrigt 2767 32.8
HCV Genotyp 1° 198 72,5
Genotyp la 89 32,6
Genotyp 1b 107 39.1
HCV Genotyp 2° 1,8
Genotyp 2a 2 0,7
Genotyp 2b 0.4
Genotyp 2c I 04
HCV Genotyp 3° 63 23,1
Genotyp 3a 61 223
HCV Genotyp 4° 7 2,6
Genotyp 4d 3 11
Minnlich 197 60,1
Weiblich 131 39,9
Alter (Jahre) 18-90
Durchschnittsalter Ménner (Jahre) 479
Durchschnittsalter Frauen (Jahre) 53,8
Vortherapie 97/220 44,1
Anzahl HCV Vortherapien 1-6
1 Therapie 60 27,3
2 Therapien 21 9,5
3 Therapien 11 5
4 Therapien 1 0,5
5 Therapien 1 0,5
6 Therapien 1 0,5

Therapiedauer (Monate)

1 —92 (Durschnitt: 13,9 Monate)
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Abstand zum Therapieende (Monate) 0-192
Therapieversager ‘ 17 17,9

1 PCR von 104 Patienten vorhanden

2 FLC von 325 Patienten bekannt

3 MGUS von 325 Patienten bekannt, 1 Fall unter FUP nach erfolgreicher Therapie
4 CD19 (Zelluldres Immunogramm) von 66 Patienten bekannt

5 CD3 (Zelluldres Immunogramm) von 67 Patienten bekannt

6 Genotyp von 273 Patienten bekannt

2.2 Virusdiagnostik

2.2.1 Hepatitis-C-Virus

Zur virologischen Diagnostik einer Infektion mit dem Hepatitis-C-Virus wurde der Anti-
HCV Assay der Firma ARCHITECT als Suchtest verwendet. Dieser ist ein
chemiluminiszierendes Mikropartikel-Immunassay (CMIA), welcher einen qualitativen
Nachweis von Antikorpern gegen das Hepatitis-C-Virus im menschlichen Serum und
Plasma erlaubt. Bei positiven (reaktiven) Befunden fand zur Bestitigung und zur
Bestimmung der Viruslast eine quantitative HCV-RNA-Bestimmung mittels
Nukleinsidure-Amplifikationstechnik (PCR) statt. Eine Detektion ist auch im niedrigen
Bereich von 1 — 42 IU/ml gegeben. Fiir die Untersuchung wird EDTA-BIlut oder Vollblut
benotigt.

2.2.2 Humanes Immundefizienz-Virus

Zur Virusdiagnostik einer Infektion mit dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV)
wurde zum qualitativen Nachweis der HIV Ag/Ab Combo Assay angewandt. Dies ist ein
chemilumineszierender Mikropartikel-Immunassay fiir die simultane Detektion des HIV
p24 Antigens sowie der anti-HIV-1 und anti-HIV-2 Antigene in humanem Serum oder

Plasma.
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2.3 Messung der freien Leichtketten

Die Messung der freien Leichtketten erfolgte mithilfe des FREELITE™ Human Kappa
und FREELITE™ Human Lambda Kits der Firma ,, The Binding Site* (Birmingham, UK)
auf dem Nephelometer BN II (Siemens Dade Behring, Marburg).

Diese Kits enthalten polyklonale, monospezifische Schafantikorper, die an
Polysterenlatexpartikel gebunden sind, um eine Agglutination zu erleichtern. Die
enthaltenen Antikorper besitzen eine Antigenbindungsstelle, mit der sie an ein Epitop der
freien Leichtketten binden konnen. Die Epitope sind nur dann fiir den Antikorper
zuginglich, wenn die Leichtkette nicht an eine Schwerkette gebunden und demnach kein
Teil eines kompletten Immunglobulins ist (siche Abbildung 4).

Da Antikérper (anti-k oder anti-A-FLC) durch das Kit in Uberzahl angeboten werden, ist
die Anzahl der gebildeten Immunkomplexe proportional zur Anzahl der im Reagenz

enthaltenen Antigene, in diesem Fall der getesteten freien Leichtketten.

Freie

Leichtkette x
Verborgenes /I
Leichtkettenepitop ’ J . j
f — Ex- \
ponier-
tes
Leichtkettenepitop x

Freie i / /<

Leichtkette A

Exponiertes
Leichtkettenepitop A

Abbildung 4: Darstellung der FLC und deren Antikérper-Epitope (aus ,,The binding site- Freelite® &
Hevylite®* assay manual, 2015, mit freundlicher Genehmigung von Elizabeth Rice)

Das Messprinzip besteht darin, dass ein eingelenkter Lichtstrahl durch diese unloslichen
Antigen-Antikorper-Komplexe gelenkt wird. Die entstehende Streuung wird durch einen

Sensor gemessen und ist je ausgeprigter, desto mehr Immunkomplexe gebildet wurden.
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Die Kalibrierung vor der Messung erfolgte geméf Anleitung des Geréteherstellers. Fiir
die Messung wurden 300ul jeder Probe unverdiinnt dem Nephelometer zugefiigt und dort
automatisch auf eine Konzentration von 1:100 verdiinnt. Die Konzentrationen der k-FLC
und A-FLC wurden anschlieBend automatisiert gemessen und im Anschluss die k/A-Ratio
gebildet. Eine Ratio aullerhalb des Normbereichs ist dabei ein hochst sensitiver Indikator
fir eine monoklonale Erhdhung von k-FLC oder A-FLC im Serum, wéhrend
Abweichungen von Normwerten fiir k-FLC und A-FLC bei normwertiger k/A-Ratio eher
fiir eine polyklonale Verdnderung beider Leichtketten sprechen.

Bei Werten aullerhalb des Messbereichs wurde die Messung in angepasster Verdiinnung

wiederholt. Normwerte und Messbereiche sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Messbereiche und Normwerte FLC im Serum

Messbereich (mg/1) Normwerte (mg/l) (Katzmann et al., 2002)

Median 95% Referenzintervall
K 5,9- 190 7,3 3,3-19,4
A 5- 160 12,7 5,7-26,3
K/A 0,6 0,26- 1,65 (100% RI)

Die Messung der freien Leichtketten im Serum konnte in oben beschriebener Methodik

bei 325 mit einer chronischen Hepatitis-C erkrankten Patienten durchgefiihrt werden.

2.4 Serumproteingelelektrophorese und Immunfixation

Ergdnzend zum Nachweis monoklonaler FLCs mittels nephelometrischer Messung
erfolgte eine Serumproteingelelektrophorese, die das Vorhandensein monoklonaler
Antikorper (IgG, IgA, IgM) sowie monoklonaler Leichtketten (k,A) anzeigte (siche
Abbildung 5).
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Abbildung 5:  Graphische Darstellung der FLC  (freie  Leichtketten)-Messung  und
Serumgelelektrophorese/Immunfixation und ihre ergénzende Eigenschaft in der Detektion monoklonaler
und polyklonaler Immunglobulinverédnderung

Konnte eine monoklonale Fraktion mittels sichtbarer Bande festgestellt werden, erfolgte
im nichsten Schritt eine Immunfixation, welche dann Aufschluss dariiber gab, um
welches der Proteine es sich handelte. Die Serumgelelektrophorese und die
Immunfixation konnten ebenso wie die FLC-Messung an 325 Serumproben unserer

HCV-positiven Patientenkohorte durchgefiihrt werden.

Um einen moglichen Einfluss einer antiviralen Therapie gegen die chronische Hepatitis
C auf die Serumalterationen der Immunglobuline zu ermitteln, wurden bei 33 Patienten
der HCV-positiven  Kohorte die freie Leichtkettenmessung und die
Serumproteingelelektrophorese bzw. Immunfixation an zwei verschiedenen Zeitpunkten
durchgefiihrt. Zum einen fand eine Untersuchung vor Einleitung der antiviralen Therapie
statt (T1), zum anderen 24 Wochen nach Beendigung der Therapie (FUP 24) (T2).
Anhand der regelmdfig gemessenen Viruslasten konnten die Ergebnisse entsprechend
der damals giiltigen Ansprechkriterien mit dem Erfolg oder Misserfolg der antiviralen
Therapie gegeniibergestellt werden. Eine Einteilung der Patienten erfolgte je nach

Therapieausgang in ,,Responder*, ,,Non-Responder* und ,,Relapse®.
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Sowohl die Serumproteingelelektrophorese, als auch die Immunfixation wurden auf dem
halbautomatisierten Elektrophoresegerdt Hydrasys der Firma Sebia (Fulda, Deutschland)
durchgefiihrt.

Wiéhrend der Serumproteingelelektrophorese (SPE) werden die Serumproteine
entsprechend ihrer Grofle auf einem Gel mit alkalischer Pufferlésung (pH 9,1 + 0,1)
aufgetrennt. Als Pufferreservoir dienten streifenformige Pufferschwamme (pH-Wert : 9,1
+ 0,3). Pro Patient wurden zwei Ansétze mit je 10 pl unverdiinntem Serum auf einem
Agarosegel (HYDRAGEL 6/12 IF Penta Kit, Sebia, Fulda) aufgetragen. Eine
Positivkontrolle erfolgte fiir jedes Gel.

Nach der Proteinauftrennung wurde der erste Ansatz mit einer Fixierlosung versehen, der
Zweite mit einem pentavalenten Antiserum (bestehend aus Saugetier-Anti-Human-
Gesamtimmunglobulin gegen Gamma- (IgG), Alpha- (IgA), Mu- (IgM) Schwerketten, k-
und A- Leichtketten). Die Losung und das Antiserum diffundieren in das Gel, was ein
Ausfallen der entsprechenden Proteine zur Folge hat. Nach Inkubation, Blotting zur
Entfernung 16slicher Proteine und Trocknung wurde dem Gel eine Amidoschwarzlésung
zugefiigt, um die im Gel verbliebenen Immunkomplexe bzw. vorhandene Banden
anzufarben. Bei einer unauffilligen Serumprobe ist eine nur leicht sichtbare, verwaschene
Zone zu sehen, die das Vorhandensein polyklonaler Immunglobulin-Ketten (IgG, IgA,
IgM, k,A) widerspiegelt. Handelt es sich um eine polyklonale Hypergammaglobulindmie
ist diese Zone stérker sichtbar, ohne jedoch klare Banden abzugrenzen. Bei Proben mit
einer monoklonalen Gammopathie sind eine oder mehrere klar abgrenzbare Banden
auffillig. Die Auswertung der Gele erfolgte densitometrisch auf dem Hyrys-
Densitometer (Sebia, Fulda). Eine Gammafraktion groBer als 15,8% wurde als
Hypergammaglobulinimie angesehen.

Ist auf dem Gel mit dem pentavalenten Serum eine suspekte Bande aufgetreten, wurde
mit dem entsprechenden Serum eine Immunfixation mittels HYDRAGEL 9 IF Kit (Sebia,
Fulda) angeschlossen, um genauer differenzieren zu kdnnen, um welche Komponente es
sich handelte. Dazu wurden pro Patient zwei Serumverdiinnungen hergestellt (4 pul Serum
mit 20 pl Diluent fiir die Spur mit anti-IgG und 20 pul Serum mit 40ul Diluent fiir die
Spuren mit ani-IgM, -IgA, -k, -A) und insgesamt fiinf Ansdtze pro Patient
elektrophoretisch aufgetrennt. Zu jeder Spur wurde im Anschluss eines der jeweiligen

Antiseren Anti-IgG, -IgM, -IgA, -k, -A hinzugefiigt. Zur Sichtbarmachung der Banden

31



und somit der Immunkomplexe erfolgte eine Farbung mit Sdureviolett. Bei Auftreten
einer Bande konnte in diesem Falle genau benannt werden, um welche monoklonale
Fraktion es sich handelt und die vorliegende monoklonale Gammopathie nédher

charakterisiert werden.

2.5 Nachweis von Kryoglobulinen

Bei Kryoglobulinen handelt es sich um zirkulierende Immunglobuline (Ig), die
Prazipitate bilden, wenn das Serum sich unter Kdrperkerntemperatur abkiihlt und bei
Erwarmung wieder in Losung gehen.

Fiir den Nachweis dieser Kryoglobuline wurde pro Patient 30 ml peripheres Blut benétigt.
Das Blut wurde in vorgewédrmte Serumrdhrchen je 10 ml abgenommen und anschlieend
fiir zwei Stunden in einem Wasserbad bei 37°C inkubiert. Um Serum zu erhalten, wurde
das Blut von den zelluldren Bestandteilen getrennt. Hierzu fand eine Zentrifugation mit
3500 Umdrehungen pro Minute (UpM) bei 37°C und 2200 x g fiir 10 Minuten statt. Das
Serum wurde in neue Réhrchen tiberfiihrt und der Prozess unter den oben genannten
Bedingungen wiederholt. Unmittelbar danach folgte ein erneuter Transfer des Serums in
skalierte Glasrohrchen (Wintrobe tubes, 10ml), welche dann auf 4°C runtergekiihlt
wurden. Nach 48 Stunden wurde das Glasrohrchen in eine swing-bucket-rotor-Zentrifuge
iiberfiihrt und dort bei 4°C mit 1800 UpM fiir 20 Minuten bei 2200 x g zentrifugiert.
Waren Kryoglobuline vorhanden, sind diese ausgefallen und waren als weiBlicher
Niederschlag am Boden des Wintrobe-Rohrchens sichtbar (siehe Abbildung 6).

Die Menge der Kryoglobuline wurde in Prozent zur Gesamtmasse des sich im Wintrobe-
Rohrchen befindlichen Serums angegeben. Bereits der Nachweis von Prézipitaten unter

1% wurde dabei als Kryoglobulinimie angesehen.

Die Testung auf Kryoglobuline konnte bei 24 Patienten unserer HCV-positiven Kohorte
durchgefiihrt werden.
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Kryoglobulinprézipitat

Abbildung 6: Darstellung von Kryoglobulinprézipitaten in einem Wintroberdhrchen

2.6 Immunophénotypisierung

Um eine eventuell vorliegende monoklonale B-Lymphozytose (MBL) festzustellen,
wurde eine 5-Farben-Durchflusszytometrie auf dem Gerdt Cytomic FC 500 der Firma
Beckman Coulter durchgefiihrt. Die Untersuchungen erfolgten gemdfl den klinischen
Standardkonditionen. Grundlage der Durchflusszytometrie ist, dass ein mit einem
fluoreszierenden Farbstoff gekoppelter Antikorper gegen ein spezifisches auf
Lymphozyten befindliches Antigen mit einer Patientenprobe inkubiert wird. Nach
Auswaschen iiberschiissiger Antikorper wird die Probe derart durch eine Messkammer
geleitet, dass die Zellen einzeln nacheinander durchlaufen konnen. Wéhrend dieses
Vorganges werden die antikorperbeladenen Zellen mit einem Laser angeregt, welches
eine Fluoreszenz erzeugt, die detektiert wird. Dieses Vorgehen ermdglicht die
Charakterisierung der Zellen anhand ihrer Oberflachenproteine.

Pro Patient wurden 300 ul peripheres EDTA-Blut benétigt. Zu Beginn wurde das Blut
zweimalig mit einem FACS-Puffer gewaschen und der Uberstand nach Zentrifugation (4
min, 500 x g) verworfen. Durch Hinzufiigen von 150 pl Pufferlosung entstand eine

Suspension, die im nidchsten Schritt fiir zwei Ansédtze und eine Isotypenkontrolle
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aufgeteilt wurde. Die Isotypenkontrolle ermoéglicht die Bestimmung des
Hintergrundsignals des Antikdrpers.

Eine angesetzte Losung mit monoklonalen Antikdrpern bestehend aus 10 ul CD19-ECD,
10 ul CDS-PE Cy5 (Firma Beckman Coulter), 10 pl kappa-FITC, 10 ul lambda-PE und
5 ul CD20-PE Cy7 (Firma DakoCytomation) wurde beiden Ansétzen zugegeben. Nach
vorsichtigem Schwenken wurden die Proben in einem lichtgeschiitzten Ort bei
Raumtemperatur (18- 20° C) fiir 15-20 Minuten inkubiert. Um Erythrozyten aus der
Probe zu eliminieren wurde nach der Inkubation 3 ml Erythrozyten-Lysepuffer
beigemischt und unter denselben Bedingungen inkubiert.

Nach Zentrifugation mit 150 x g fiir 5 Minuten unter Raumtemperatur konnte der
Uberstand abpipettiert werden. Beide Ansitze wurden anschlieBend zusammen mit 500
pl Zellwasch-Losung (CellWash) in das Durchflusszytometer gegeben und dort nach

oben beschriebenem Prinzip analysiert.

Die Durchfiihrung der 5-Farben-Durchflusszytometrie erfolgte an insgesamt 119 Proben,
von denen 66 Proben unserer HCV-positiven Kohorte entstammten und 53 Proben einer

dem Geschlecht und Alter vergleichbaren HCV-negativen Kohorte.

2.7 Nachweis von Immunglobulin-Genrekombinationen mittels

Polymerase-Kettenreaktion

Die Umlagerung und Rekombination der Immunglobulingene findet wéhrend der
Reifung der B-Lymphozyten statt. Es entstehen Produkte, die in ihrer Linge und Sequenz
spezifisch fiir bestimmte Zellen eines B-Zell-Klons sind. Mochte man nun feststellen, ob
eine monoklonale B-Zell-Population vorliegt, macht man sich diese Kenntnis zunutze
und ermittelt diese spezifische Genkombination.

Zur Ermittlung der Gensequenzen wurde eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mithilfe
des IdentiClone™ IGH und IdentiClone™ IGK Gene Clonality Assays der Firma
InVivoScribe Technologies durchgefiihrt. Dabei kommt es zur Vervielfdltigung von
DNA-Abschnitten zwischen zwei Primern, die je auf eine gewisse Region des

Immunglobulin-Gens abzielen. Die IdentiClone™ PCR Assays stellen je nach Master-
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Mix unterschiedliche Primer zur Verfiigung, die auf verschiedene Genabschnitte
gerichtet sind und somit eine Erfassung zahlreicher Rekombinationen moglich machen.
Die Primer sind an fluoreszierenden Farbstoff gebunden (6FAM, NED oder HEX). Bei
der Analyse der fertigen PCR-Produkte im Kapillarelektrophoresegerdt ABI 3130 (Firma
Applied Biosystem) wird bei Laseranregung je nach Farbstoff ein anderes
Emissionsspektrum erzeugt, welches wiederum durch einen Sensor detektiert werden

kann.

2.7.1 DNA-Isolierung

Im ersten Schritt dieser Methode musste genomische DNA aus den zur Verfiigung
stehenden Proben (peripheres EDTA-Blut) isoliert werden. Mittels EZ1® und dem EZ1
DNA Blood 350 ul Kit der Firma Qiagen konnte die DNA automatisiert in einem Schritt
gewonnen werden. Das Prinzip des EZ1® basiert darauf, dass die DNA an magnetische
Partikel (Siliziumdioxid beschichtet) bindet, die von einem von auflen wirkenden
Magneten angezogen werden und im Gefdl zurlickgehalten werden. Die Lysate
wiederum werden durch einen Waschvorgang (1,8 ml 80% Ethanol Waschlosung) aus
dem Gefal} gespiilt und die zuriickbleibende DNA kann in ihrer reinen Form in Puffer
eluiert werden. Pro Probe wurde 350 ul peripheres EDTA-Blut verwendet und die DNA
in 50 pul Elutionspuffer gelost.

2.7.2 Konzentrationsbestimmung der DNA

Um sicherzustellen, dass die Konzentration der DNA in den isolierten Proben
ausreichend vorhanden war, wurde eine Messung (260/280 nm) auf dem NanoDrop 2000
C®-Spektrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) angeschlossen. Fiir die
Messung bendtigt man 1 pl der Probe. Die Konzentration wird dabei durch
Absorptionsmessung bei der Wellenldnge 260 nm bestimmt und sollte bevorzugt im
Bereich zwischen 100 pl/ml und 400 pl/ml liegen.

Da es sich bei dem IdentiClone™ Gene Clonality Assays laut Firma um robuste Systeme

handelt und wihrend der Amplifikation eine Kontrolle (Specimen Control Size Ladder
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master mix) erfolgt, die sicherstellt, dass DNA in ausreichender Qualitit und Quantitét
vorhanden ist, konnten auch angrenzende Konzentrationen toleriert werden.

Der Absorptionsquotient A260/A280 sollte fiir eine reine DNA etwa 1,8 - 2,0 betragen.

2.7.3 Testung auf Rekombinationen in den Schwerketten- sowie

Leichtkettengenen der Immunglobuline

Um die rekombinanten Genprodukte der Immunglobulin Schwerketten (Vu-Ju und Dyu-
Ju) zu amplifizieren wurde das IdentiClone™ IGH Gene Clonality Assay verwendet.
Dieses stellt Mixturen fiir fiinf unterschiedliche Ansétze bereit. In den ersten drei
Ansitzen (Master Mix Tube A, B, C) werden DNA-Abschnitte zwischen zwei Primern
amplifiziert, die zum einem an einen der drei Strukturregionen (FR1, FR2 und FR3) der

variablen Region (Vu) binden und zum anderen an den Verbindungsbereich (Ju).

VH DH JH

-

VH-FR1 primers  VH-FR2 primers VH-FR3 primers JH primer
' ! (consensus primer)

VH family primers

Tube A: 6 VH-FR1 Primers + JH Consensus Primer
Tube B: 7 VH-FR2 Primers + JH Consensus Primer
Tube C: 7 VH-FR3 Primers + JH Consensus Primer

DH JH
S - B B BB -

DH3 DH1 DH2 DH5 DH4 DH6 DH7 JH primer
(consensus primer)

L

DH family primers

Tube D: 6 DH Primers + JH Consensus Primer
Tube E: DH7 Primer + JH Consensus Primer

Abbildung 7: Schematische Darstellung eines rekombinanten Schwerketten-Genabschnitts auf Chromosom
14 und Ansatzstellen der Primer in den Ansétzen A-E des IdentiClone™ IGH Gene Clonality Assays (in
Anlehnung an (van Dongen et al., 2003))
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In den Ansitzen D und E (Master Mix Tube D und E) binden Primer an die Diversitits
(diversity)-Region (Dn) und die Verbindungsregion (Ju) des Schwerketten-Gens (siche
Abbildung 7).

Die Erfassung neu angeordneter Gene im Genabschnitt fiir Immunglobulin-k-
Leichtketten erfolgt mittels IdentiClone™ IGK Gene Clonality Assay. Ansatz A (Master
Mix IGK Tube A) und beinhaltet sechs Primer, die jeweils an verschiedene Stellen der
variablen Region (V) binden und zwei Primer, die an die Verbindungsregion (Jx)

binden.

Der zweite Ansatz B (IGK Master Mix Tube B) wiederum amplifiziert Genabschnitte die
zwischen Primern der variablen Region (V) und der k-Loschregion (kde) oder zwischen

der intragenetischen Region Jk-Ck und der k-Loschregion (kxde) liegen (sieche Abbildung

8).

Vi Jx
Vk2f Vi4 Vi Vic3f Vk1f/e Vk7 Ji primers

Vi family primers

IGK tube A: 6 Vk primers + 2 Jx primers

Vi Kde
| —
Vi2f Vk4 VK5 Vi3f Vki1f/6 Vk7 Kde primer
Vx family primers
IGK tube B: 6 Vk primers and INTR primer + 1 Kde primer
Jx-Ck intron Kde
% — I —
INTR primer Kde primer

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines k-Leichtketten Genabschnitts auf Chromosom 2q11.2 und
relative Ansatzstellen der Primer in den Ansétzen A und B des IdentiClone™ IGK Gene Clonality Assays
(in Anlehnung an (van Dongen et al., 2003))

Zur Durchfithrung der oben genannten PCR-Ansitze wurde im ersten Schritt 22,5 pl des
jeweiligen Master Mix (IGH Tube A-E oder IGK A, B) mit 0,125 pl AmpliTaq Gold
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DNA-Polymerase (der Firma Applied Biosystems) versehen und in eine 96er Wellplatte
pipettiert. Im Anschluss wurde 2,5 pl der zu untersuchenden DNA-Probe mit einer
angestrebten Konzentration von 100-400 pul/ml dem Gemisch unter Resuspension
hinzugefiigt. Um moglicherweise entstandene Luftblasen zu entfernen, wurde die Platte
nachfolgend zentrifugiert. Die Amplifikation fand dann im GeneAmp® PCR System
9700 (Applied Biosystems) statt, in dem die Proben folgendem Temperaturzyklus
unterlagen: 1) 95°C fiir 7 Minuten, 2) 95°C fiir 45 Sekunden, 3) 60°C fiir 45 Sekunden,
4) 72°C fiir 90 Sekunden, 5) Schritt 2.-4. in 34-facher Wiederholung, 6) 72°C fiir 10
Minuten, 7) 15°C bis Probenentnahme. Alle DNA-Proben sind einfach bestimmt worden.
Bei jedem PCR-Ansatz sind eine Positiv-, Negativ- und Leerkontrolle (H20) fiir die
Master-Mixe und eine Probenkontrolle (Specimen Control Size ladder) erfolgt. Die
Probenkontrolle ist ein Master Mix, der einzelne Exons vier verschiedener Gene erfasst.
Somit kann sichergestellt werden, dass die DNA in den Proben in ausreichender Quantitit
und Qualitit vorgelegen hat.

Um die fertigen PCR-Produkte analysieren zu konnen, wurde je 1 ul PCR-Produkt 10 pl
stark entionisiertes Formamid mit ROX Size Standard (Firma InVivoScribe
Technologies) hinzugefiigt. Diese Mixtur wurde fiir zwei Minuten bei 95°C inkubiert und
danach rasch auf Eis abgekiihlt, was zur Ausbildung von Einzelstrdngen fiihrte. Die
Fraktionierung, Detektion und Analyse dieser einzelstringigen DNA-Produkte fand im
Kapillarelektrophoresegerdt ABI 3130 (Firma Applied Biosystem) statt. Wahrend sich
die DNA in einer Kapillare in einem elektrischen Feld Richtung Anode bewegt, wird sie
von beidseits einfallenden Laserstrahlen angeregt. Die fluoreszenz-markierten Primer in
den DNA-Produkten werden angeregt und erzeugen je nach Farbstoff ein anderes
Emissionsspektrum, welches wiederum detektiert wird. Die Daten werden vom ABI 3130

automatisch angezeigt und stellen sich als farb- und gréBenspezifische Peaks dar.

2.7.4 Auswertung der IdentiClone™-Daten

Zur Sicherung und Interpretation der Muster wurden die Daten mit der Peakscanner™
Software v1.0 (Firma Applied Biosystems) betrachtet.
Da die rekombinanten Immunglobulin-Gene in ihrer Lange und Sequenz spezifisch sind

fiir einzelne B-Zellen eines Klons, zeigten sich bei Vorliegen einer monoklonalen B-Zell-
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Population ein oder zwei prominente Amplifikationsprodukte, die als Peaks sichtbar

wurden (siehe Abbildung 9).

polyclonal

monoclonal

Abbildung 9: Schematische Darstellung von monoklonalen und polyklonalen Amplifikationsprodukten

(van Dongen et al., 2003))

Im Gegensatz dazu stellte sich eine Normal- oder polyklonale Population als

glockenformige Kurve (GauBlsche Verteilungskurve) dar, welches die Vielzahl der

unterschiedlichen Amplicons widerspiegelt. Die zu erwartenden GroBenbereiche der

PCR-Produkte variieren je nach Master Mix und sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Zu erwartende Léngenbereiche der Amplicons bei IdentiClone™ IGH und IGK Gene Clonality

Assay
Master Mix Zielregion Erwartete Produktlédnge (bp)
IGH Tube A FR1-JH 310-360
IGH Tube B FR2-JH 250-295
IGH Tube C FR3-JH 100-170
IGH Tube D DH-JH 110-290, 390-420
IGH Tube E DH7-JH 100-130
IGK Tube A Vie-Jx 120-160, 190-210, 260-300
IGK Tube B Vi-kde, INTR-kde 210-250, 270-300, 350-390

Specimen control ladder

Exons vier

verschiedener Gene

100, 200, 300, 400, 600
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Ein positiver Peak wurde definiert als ein Amplifikationsprodukt, dass in den fiir den
jeweiligen Master Mix giiltigen GroBenbereich fiel und dessen Amplitude mindestens
dreimal hoher war, als der dritthdchste Peak der polyklonalen Hintergrundprodukte.
Sind in einer DNA-Probe schlieBlich ein oder zwei positive Peaks nachgewiesen worden,
wurde diese als positiv flir das Vorliegen einer monoklonalen Ig-Genkombination und
folglich positiv fiir das Vorliegen einer monklonaler B-Zellpopulation bezeichnet. Proben
mit prominenten Peaks, die herausstachen, aber die Kriterien eines positiven Peaks nicht
erfiillten, wurden als suspekt bezeichnet.

Negativ waren jene Proben, die entweder keine Peaks oder Peaks auflerhalb des giiltigen

GroBenbereiches aufwiesen.

Die PCR konnte bei 104 HCV-positiven und 53 Proben einer dem Geschlecht und Alter
vergleichbaren HCV-negativen Kohorte durchgefiihrt werden. Da die Ansidtze Tube A,
B, E der Schwerkettengene sowie Tube A und B der Leichtkettengene keine
monoklonalen B-Zell-Populationen detektieren konnten, welche in den Ansétzen C und

D nicht nachgewiesen wurden, wurde nach 76 Proben auf diese verzichtet.

2.8 Statistische Auswertung

Daten kontinuierlicher Variablen wurden als Median mit dazugehdrigen
Giiltigkeitsbereich angegeben, wohingegen Daten kategoriabler Variablen in Prozent
ausgedriickt wurden. Zur statistischen Auswertung und graphischen Darstellung wurden
die Programme SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, Miinchen) oder
Microsoft Exel (Microsoft Office) verwendet. Wurden zwei kategorische Variablen
einander gegeniibergestellt, wurde der exakte Test nach Fisher angewandt. Um
herauszufinden, ob sich die Héufigkeitsverteilung einer kategoriablen von einer
theoretisch angenommenen Verteilung unterscheidet, wurde der Chi-Quadrat-Test nach
Pearson angewandt. Zur Berechnung der Korrelation zweier kontinuierlicher,
unabhingiger Variablen wurde der Median Test herangezogen. Eine einfaktorielle
Varianzenanalyse wurde angewendet um zu priifen, ob drei oder mehrere Gruppen sich
statistisch signifikant voneinander unterscheiden. Als statistisch signifikant wurden p-

Werte < 0,05 angesehen.
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3 Ergebnisse
3.1 Immunglobulinverinderungen

Betrachtet man die Messung der freien Leichtketten und die Serumgelelektrophorese
zusammen, konnten in 155/325 Fillen eine monoklonale oder polyklonale Auffélligkeit
detektiert werden. Dies entspricht 47,7% der Kohorte (sieche Abbildung 10).

Monoklonale Verdnderungen, entweder durch die freie Leichtkettenmessung oder via
Immunfixation konnten in 16 Fillen (4,9%) nachgewiesen werden. In drei Fillen wurde

sowohl eine MGUS, als auch eine monklonale Leichtkettenerh6hung nachgewiesen.
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Anzahl Patienten (%)
[\]
W

5 2.8 3.1

1
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FLC polyklonal FLC monoklonal MGUS FLC monoklonal und
MGUS

Abbildung 10: Anteil der monoklonalen und polyklonalen Immunglobulinverdnderungen nachgewiesen
durch FLC-Messung oder Immunfixation (in %), FCL= freie Leichtketten, MGUS= monoklonale
Gammopathie unklarer Signifikanz

Die folgende Tabelle 5 stellt die monoklonalen und polyklonalen Verdnderungen im

untersuchten Kollektiv dar.
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Tabelle 5: MGUS und FLC im untersuchten Patientenkollektiv

FLC FLC
12;[151[(13 % Monoklonal % Polyklonal %
(n=9) (n=143)
HIV koinfiziert 2 20 1 11,1 28 19,6
(n=33)
Miénnlich 8 80 5 55,6 84 58,7
Weiblich 2 20 4 44,4 59 41,3
Altersdurchschnitt 51,1 497 53,9
HCV Genotyp 1 6/9 66,7 6/7 85,7 86/113 76,1
HCV Genotyp 2 0/9 0 0/7 0 0/113 0
HCV Genotyp 3 2/9 22,2 1/7 14,3 24/113 21,2
HCV Genotyp 4 1/9 11,1 0/7 0 3/113 2,7
HCV Vortherapie 5/7 71,4 4/6 66,7 35/86 40,7
HCV 0/6 0 1/4 25,0 2/35 5,7
Therapieversager
CD19 Zell Immu n.d. n.d. 0/3 0 7/15 46,7
pathologisch
CD19 Zell Immu n.d. n.d. 0/3 0 2/15 13,3
pathologisch
erhdht
CD19 Zell Immu n.d. n.d 0/3 0 5/15 333
pathologisch
erniedrigt

3.1.1 Messung der freien Leichtketten

Betrachtet man die Ergebnisse der k-Leichtketten wurden in 183/325 Féllen, somit bei

iber 50% der Patienten, Abweichungen von den Normwerten gemessen. Der

Durchschnitt lag hierbei bei 27,10 mg/1 (siche Abbildung 11).
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der Ergebnisse der freien Leichtkette « (95%-Referenzintervall der
Normwerte der k-Leichtketten: 3,3 — 19,4 mg/1)

Bei der Messung der A-Leichtketten kam es in 129 Fillen zu einer Abweichung der oben

aufgefiihrten Normwerte. Der Median betrug 35,13 mg/I (siche Abbildung 12).

400

300

200

100

Anzahl Patienten (absolut)

00 250.00 500.00 750.00 1000.00 1250.00 1500.00

freie Leichtketten A in mg/1

Abbildung 12: Graphische Darstellung der Ergebnisse der freien Leichtkette A (95%-Referenzbereich der
Normwerte der A-Leichtketten: 5,7 — 26,3 mg/1)
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Als Indikator fiir eine polyklonale B-Zell-Expansion wurden die Summen beider FLC-

Subtypen betrachtet. Erwies sich die Summer beider Leichtketten als erhdht (> 45,7 mg/1)

ohne eine Verschiebung des x/A-Verhiltnisses nach sich zu ziehen, wurde dies als

polyklonale Leichtkettenerhohung gewertet. Dies konnte in 143 Fillen festgestellt

werden (44%).

Der gemessene Hochstwert betrug 1533,60 mg/1.

In 9 Fillen konnte ein abnormales Verhéltnis der Leichtketten k/A nachgewiesen werden,

was fiir eine monoklonale Erhohung der k- oder A-Leichtketten spricht (Normbereich:

0,26 — 1,65). Die hochste Abweichung lag bei einer k/A-Ratio von 2,99.

Bei insgesamt 173 Proben wurden weder polyklonale noch monoklonale Auffilligkeiten

beobachtet (siche Tabelle 6).

Tabelle 6: Mono- und polyklonale FCL-Verdnderungen in der Patientenkohorte (FLC=freie Leichtketten,
CD-= cluster of differentiation)

FLC Monoklonal | % Polyklonal % Keine Verinderungen %
(n=9) (n=143) (n=173)

HIV koinfiziert 1 11,1 28 19,6 4 2,3
(n=33)
Miénnlich 5 55,6 84 58,7 106 61,3
Weiblich 4 44,4 59 41,3 67 38,7
Altersdurchschnitt 49,7 53,9 472
HCV Genotyp 1 6/7 85,7 86/113 76,1 106/151 70,2
HCV Genotyp 2 0/7 0 0 0 4/151 2,6
HCV Genotyp 3 1/7 14,3 24/113 21,2 37/151 24,5
HCV Genotyp 4 0/7 0 3/113 2,7 4/151 2,6
HCV Vortherapie 4/6 66,7 35/86 40,7 57/126 45,2
HCV 1/4 25,0 2/35 5,7 14/57 24,6
Therapieversager
CD19 Zell Immu 0/3 0 7/15 46,7 19/46 41,3
pathologisch
CD19 Zell Immu 0/3 0 2/15 13,3 9/46 19,6
pathologisch erhoht
CD19 Zell Immu 0/3 0 5/15 333 10/46 21,7
pathologisch
erniedrigt

Vergleicht man die Merkmale innerhalb der Gruppen mit monoklonalen, polyklonalen

oder keinen Verdnderungen der FLC, fillt auf, dass der Genotyp 1 des Hepatitis-C-Virus

in der Gruppe mit monoklonalen Verdnderungen hiufiger vertreten ist gegeniiber der

Gruppe ohne FLC-Veridnderungen oder mit polyklonalen Verédnderungen. Betrachtet man
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die prozentuelle Verteilung des Genotyps 3 verhilt es sich genau gegensétzlich. Dieser
ist am niedrigsten reprasentiert in der Gruppe der monoklonalen Verdnderungen (siche
Tabelle 6).

Betrachtet man es aus der Sicht der Genotypen, konnte beim Genotyp 1 in 12/198 (6,1%)
der Fille und beim Genotyp 3 in 3/60 (5%) der Félle eine monoklonale Verdnderung

detektiert werden.

3.1.2 Serumgelelektrophorese und Immunfixation

In 10 von 325 Fillen konnte eine monoklonale Fraktion (M-Protein) im Serum und damit
eine monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) nachgewiesen werden,
was 3,1 % der Kohorte entspricht. Davon war IgM mit 40% am hiufigsten vertreten.
Betrachtet man die Leichtketten, wiesen 70% den Subtyp A und 30% den Subtyp « auf.
In den klinischen sowie paraklinischen Untersuchungen dieser Patienten ergab sich kein
Anbhalt auf das Vorliegen einer Lymphomerkrankung oder eines Multiplen Myeloms.
Die Charakteristika der Patienten mit einer MGUS sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: MGUS (monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz) in der Patientenkohorte (LK=
Leichtkette, [g= Immunglobulin, FLC= freie Leichtketten)

Patienten (n=10) %

Subtyp mit LK kappa 3/10 30,0
Subtyp mit LK lambda 7/10 70,0
Subtyp IgG 2/10 20,0
Subtyp IgA 3/10 30,0
Subtyp IgM 4/10 40,0
Subtyp IgD/E 1/10 10,0
FLC > oberer Grenzwert (45,7 mg/l) 7/10 70,0
FLC Ratio erhoht 1/10 10,0
FLC Ratio erniedrigt 2/10 20,0
FLC erhoht (polyklonal, Ratio normal) 4/10 40,0
HCV Genotyp la 4/9 44,4
HCV Genotyp 1b 2/9 33,3
HCV Genotyp 3a 2/9 33,3
HCV Genotyp 4 1/9 11,1
HIV koinfiziert 2/10 20,0
Minnlich 8/10 80,0
Weiblich 2/10 20,0
Durchschnittsalter 51,1 Jahre

Durchschnittsalter Ménner 48 Jahre

Durchschnittsalter Frauen 63,5 Jahre
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In 30% der Fille, die in der Immunfixation eine MGUS aufwiesen, konnte auch in der
FLC-Messung ein abnormales Verhdltnis der freien Leichtketten /A zueinander und
damit eine monoklonale Erh6hung nachgewiesen werden.

Bei weiteren vier Patienten, und damit 40%, in deren Seren eine MGUS nachgewiesen
werden konnte, zeigte sich in der FLC-Messung eine polyklonale Leichtkettenerhdhung.
In 6 von 9 Fillen, in denen eine monoklonale Leichtkettenerhohung detektiert wurde,
erwies sich die Immunfixation als unauffillig. In drei Fillen konnte eine monoklonale

Fraktion festgestellt werden.

3.2 Kryoglobulindmie

Es fanden sich 6/24 Fille mit Kryglobulindmie. In einem dieser sechs Félle konnte auch
bei der Serumproteingelelektrophorese ein M-Protein nachgewiesen werden (vergleiche

Tabelle 8). In der angeschlossenen Immunfixation wurde IgM A detektiert.

Tabelle 8: Kryoglobuline in der Patientenkohorte (FLC=freie Leichtkette, MGUS= monoklonale
Gammopathie unklarer Signifikanz, PCR= Polymerase-Kettenreaktion)

Nachweisbar (n=6) % Nicht nachweisbar (n=18) | %
HIV koinfiziert 0 0 0 0
Maénnlich 3 50,0 12 61,1
Weiblich 3 50,0 6 38,9
Altersdurchschnitt 55 48,8
HCV Genotyp la 2/6 333 7/16 43,8
HCV Genotyp 1b 4/6 66,7 7/16 43,8
HCV Genotyp 3a 0/6 0 2/16 12,6
HCV Genotyp 4 0/6 0 0/16 0
MGUS 1 0 0 0
HCV Vortherapie 2/6 333 5/17 29.4
HCV
Therapieversager 0 0 0 0
PCR auffillig 2/6 333 3/17 17,6
FLC Summe erhoht 5 83,3 6 33,3
FLC Ratio erhoht 0 0 0 0
FLC Ratio 0 0 1 5.6
erniedrigt
FLC erhoht
(polyklonal, Ratio 5 83,3 6 33,3
normal)
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Betrachtet man die freien Leichtketten bei allen 24 Proben, fillt auf, dass in 83,3% der
Félle mit einer Kryoglobulindmie eine polyklonale FLC-Erhdhung sichtbar ist. In 93,8%
der Fille, in denen keine Kryoglobulindmie dargestellt werden konnte, wurde auch bei
der Leichtkettenmessung keine polyklonale Erhohung nachgewiesen. Zur Berechnung
der statistischen Signifikanz dieser Beobachtung wurde der Chi-Quadrat-Test nach
Pearson herangezogen, welcher mit einem Signifikanzwert von p=0,005 eine signifikante

Korrelation aufzeigte.

Eine monoklonale FLC-Ratio wurde in keinem der Félle detektiert.
Bei 23/24 Proben wurde eine IGHV-PCR durchgefiihrt (Identiclone). Unter den Patienten
mit nachgewiesenen Kryoglobulinen zeigte sich in zwei Féllen ein suspekter Peak in der

PCR.

3.3 Immunphinotypisierung

Eine monoklonale B-Zell-Population im Sinne einer monoklonalen B-Zell-
Lymphozytose (MBL) wurde in 24 Fillen (36,4%) der HCV-positiven Kohorte und in 4
Féllen (7,5%) der HCV-negativen Kohorte detektiert. Mithilfe des Chi-Quadrat-Tests
nach Pearson konnte mit einem Signifikanz-Wert von p<0,001 ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der HCV-Kohorte und der gegeniibergestellten Gruppe der
Normalspender berechnet werden.

Die 24 Fille von MBL, die der HCV-positiven Kohorte entstammten sowie die vier Félle
der HCV-negativen Kontrollgruppe wiesen allesamt den Immunophéanotyp CD19°CD5*
auf und wurden als atypical CLL-like MBL klassifiziert. In drei Féllen der HCV-Kohorte
entstammenden MBL-Fille konnte zudem ein Immunophénotyp CD19*5- nachgewiesen

werden, welche den Non-CLL-MBL untergeordnet werden (Marti et al., 2007).
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Tabelle 9: MBL (monoklonale B-Lymphozytose) in der Patientkohorte. Alters- und geschlechtsbezogene
Normalspender dienten als Kontrollen (CD= cluster of differentiation, PCR= polymerase Kettenreaktion,
FLC= freie Leichtketten, MGUS= monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz)

Patienten %
HCYV Patienten n=24
CD19*5" 24/24 100
CDI19*5 3/24 12,5
PCR monoklonaler Peak 2/24 8,3
PCR suspekter Peak 3/24 12,5
FLC Summe erhoht 4/23 17,4
FLC Ratio erhoht 0 0
FLC Ratio erniedrigt 0 0
FLC erhoht (polyklonal, Ratio normal) 4/23 17,4
MGUS 0 0
HCV Genotyp la 4/21 19,0
HCV Genotyp 1b 8/21 38,1
HCV Genotyp 3a 7/21 333
HCV Genotyp 4 1/21 4,8
Ménnlich 16/24 66,6
Weiblich 8/24 333
Alter 22-76
Durchschnittsalter Ménner (Jahre) 49,7
Durchschnittsalter Frauen (Jahre) 51,7
HCV Vortherapie ‘ 15/21 71,4
Anzahl Vortherapien 1-3
Therapiedauer 3 — 36 Monate (Durchschnitt: 8,3)
Abstand zum Therapieende (Monate) 1-118 Monate
Therapieversager ‘ 8/21 ‘ 38,1
Normalspender n=4
Miénnlich 3/4 75
Weiblich 1/4 25
Alter 28-52
Durchschnittsalter Ménner (Jahre) 443
Durchschnittsalter Frauen (Jahre) 28
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3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei 104 Proben der HCV-positiven und 53 Proben einer dem Geschlecht und Alter
vergleichbaren HCV-negativen Kohorte wurde eine Polymerase-Kettenreaktion
durchgefiihrt. In 11 Fillen konnte eine monoklonale B-Zell-Population nachgewiesen
werden, alle Félle entstammten der HCV-positiven Kohorte.

Ein suspekter Peak wurde in 8 Féllen sichtbar. Auch diese entstammten allesamt der
HCV-positiven Kohorte. Bei Analyse der DNA der HCV-negativen Vergleichsgruppe
wurde kein suspekter Peak detektiert (siche Abbildung 13). Bei Vergleich der HCV-
Kohorte mit den Normalspendern zeigte sich im Chi-Quadrat-Test ein signifikanter

statistischer Zusammenhang (p=0,004).

100 MBL-
PCR
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Abbildung 13: PCR-Ergebnisse (Fragmentldngenanalyse) der Proben der HCV-Kohorte. Alters- und
geschlechtsbezogene Normalspender dienten als Kontrollen. MBL= monoklonale B-Lymphozytose, PCR=
Polymerase-Kettenreaktion

Die Charakteristika der Patienten mit einer monoklonalen, als auch einer suspekten B-

Zell-Population gemeinsam (n=19) sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.
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Tabelle 10: MBL und aufféllige Fragmentléngenanalyse (PCR) in der Patientenkohorte (MBL=
monoklonale B-Lymphozytose, PCR= Polymerase-Kettenreaktion, FLC= freie Leichtketten, MGUS=
monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz, CD= cluster of differentiation, ULN= upper limit of
normal)

Patienten (n=19) %
PCR monoklonaler Peak 11/19 57,9
PCR suspekter Peak 8/19 42,1
FLC > oberer Grenzwert (45,7 mg/l) 6/19 (3/11) 31,6 (27,3)
FLC Ratio erhoht 0 0
FLC Ratio erniedrigt 1/19 (1/11) 5309,
FLC erhoht (polyklonal, Ratio 5/19 (3/11) 26,3 (27,3)
normal)
MGUS 0 0
HCV Genotyp la 8/16 50,0
HCV Genotyp 1b 4/16 25,0
HCV Genotyp 3a 3/16 18,8
HCV Genotyp 4 1/16 6,3
Miénnlich 12/19 (7/11) 63,2 (63,6)
Weiblich 7/19 (4/11) 36,8 (36,4)
Alter 31-70/ 15, 31-59/11
Durchschnittsalter Ménner (Jahre) 44,3 (45)
Durchschnittsalter Frauen (Jahre) 50,3 (48,3)
HCV Vortherapie ‘ 6/19 (4/11) 31,6 (36,4)
Anzahl Vortherapien 1
Therapiedauer 3 — 13 Monate (Durchschnitt: 8,8)
Abstand zum Therapieende (Monate) 2-96 Monate
Therapieversager ‘ 4/15 (3/11) ‘ 26,7 (27,3)

Bei den 11 Proben, bei denen via PCR eine monoklonale B-Zell-Population detektiert
werden konnte, wurde in 6 Féllen auch eine Immunphéanotypisierung durchgefiihrt, in der
in einem Fall auch eine MBL aufgezeigt werden konnte.

In den 8 Fillen, in denen ein suspekter Peak sichtbar wurde, konnte in 4 Fillen auch eine

Immunphénotypisierung durchgefiihrt werden, in der sich in 3 Féllen eine MBL zeigte.
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3.5 Besonderheiten HIV-koinfizierter Patienten

Nach Messung der freien Leichtketten bei 33 HIV/ HCV-koinfizierter Patienten zeigte
sich erstaunlicherweise bei 28 eine polyklonale B-Zellexpansion. Dies entspricht 84,8%.

Bei den Patienten ohne eine HIV-Koinfektion fanden sich 39,2% (sieche Abbildung 14).
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Abbildung 14: Gegeniiberstellung der Fille mit einer polyklonalen FLC-Verdnderung beziiglich einer
Koinfektion mit HIV (A: HIV positiv; B: HIV negativ, FLC= freie Leichtketten)

In einem Fall mit einer HIV-Koinfektion wurde eine Abweichung des k/A-Verhiltnisses

im Sinne einer monoklonalen B-Zell-Expansion sichtbar. Bei Betrachtung der absoluten
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Zahlen der Leichtkettensummen fielen insgesamt hohe Werte bei Hochstwerten von bis
zu 289,70 mg/1 bei einer Obergrenze der Normwerte von 45,7 mg/l auf. Der Mittelwert
der summierten Leichtketten lag bei 88,25 mg/l. Im Vergleich dazu lag der Mittelwert
der summierten Leichtketten nicht HIV-koinfizierter Probanden bei 59,28 mg/l. Eine
graphische Gegeniiberstellung der summierten Leichtketten beider Gruppen zeigt

Abbildung 15.
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Abb. 15: Graphische Darstellung der freien Leichtkettensummen (in mg/l) der Gruppen HIV positiv
gegeniiber HIV negativ

Bei der statistischen Priifung auf einen signifikanten Unterschied der Summen beider
Gruppen wurde der Median-Test fiir unabhédngige Stichproben angewandt. Mit einem
Signifikanzwert von p<0,001 konnte ein statistisch signifikanter Unterschied der
Leichtkettensummen HIV-koinfizierter Patienten gegeniiber nicht HIV-koinfizierter
Probanden belegt werden.

Durch die Immunfixation konnten in zwei Fillen eine MGUS nachgewiesen werden,
welches 6,1% der HIV-koinfizierten Fille ausmacht. Im Vergleich dazu liegt der Anteil
der MGUS bei der gesamten Kohorte lediglich bei 3,1 %.

Tabelle 11 zeigt eine Gesamtiibersicht der HIV-koinfizierten Probanden.
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Tabelle 11: Patientencharakteristika der HIV-koinfizierten Patienten (FLC= freie Leichtketten, MGUS=
monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz)

Patienten (n=33) %

Miénnlich 23/33 69,7
Weiblich 10/33 30,3
Altersdurchschnitt 442
Durchschnittsalter Madnner 425
Durchschnittsalter Frauen 48
HCV Genotyp 1* 24/30 80,0

Genotyp la 19/30 63,3

Genotyp 1b 5/30 16,7
HCV Genotyp 3a 5/30 16,7
HCV Genotyp 4 1/30 33
HCV Vortherapie 3/16 18,8
HCV Therapieversager 0 0
MGUS 2/33 6,1
FLC > oberer Grenzwert (45,7 mg/1) 29/33 87,9
FLC Ratio erhoht 0/33 0
FLC Ratio erniedrigt 1/33 3,0
FLC erhoht (polyklonal, Ratio 28/33 84,8
normal)

3.6 Einfluss einer antiviralen Therapie auf die Serumalterationen

Unter den betrachteten 33 Patienten befanden sich 23, welche nach Abschluss der
antiviralen Therapie keine nachweisebare Viruslast im Blut aufwiesen; sprich zur Gruppe
der ,,Responder* gehdrten. Unter diesen zeigten sich vor Beginn der Therapie 6 Patienten
(26,1 %), welche eine polyklonale Leichtkettenerhdhung im Serum aufwiesen. Nach
Abschluss der Therapie war diese polyklonale Erh6hung noch bei drei Patienten (13,0 %)
sichtbar. Eine monoklonale Leichkettenerh6hung im Sinne eines Abweichens des FLC-
Verhéltnisses wurde in keinem der Félle sichtbar. Bei einem Patienten trat erst nach
Abschluss der erfolgreichen Therapie ein MGUS in der Immunfixation auf.

Fiinf Patienten der betrachteten Kohorte haben nicht auf die antivirale Therapie
angesprochen, wurden also der Gruppe der ,,Non-Responder* zugeordnet. Eine
polyklonale Leichtkettenerh6hung war weder vor noch nach Therapie messbar. In einem
Fall war vor der Therapie eine monoklonale Leichtkettenexpansion nachweisbar, welche
auch posttherapeutisch persistierte. Bei demselben Patienten zeigte sich auch in der

Immunfixation eine MGUS.
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Patienten, die zundchst auf die antivirale Therapie ansprachen, dann jedoch im Verlauf
einen erneuten Anstieg der Viruslast zeigten, wurden in die Gruppe der ,,Relapse*
eingeteilt (n=5). Auffillig in dieser Gruppe war, dass vier von fiinf Patienten vor
Therapiebeginn eine polyklonale Leichtkettenexpansion aufwiesen (80%), welche auch
in drei Féllen in der Follow-up-Messung nachweisbar war. Eine monoklonale
Leichtkettenerhdhung oder eine MGUS wurde nicht sichtbar.

Vergleicht man die Summen der freien Leichtketten der einzelnen Gruppierungen
miteinander, féllt auf, dass der Mittelwert der summierten Leichtketten in der Gruppe der
,INon-Responder* von 59,1 mg/l vor Therapiebeginn auf 75,2 mg/l nach Beendigung der
Therapie gestiegen ist, wohingegen die Mittelwerte der Gruppe der ,,Relapse” und

,Responder* gesunken sind (vergleiche Tabelle 12).

Tabelle 12: Mittelwerte der freien Leichkettensummen x+A (mg/1) vor Einleitung einer antiviralen
Therapie (T1) und 24 Wochen nach Beendigung einer antiviralen Therapie (T2), aufgeschliisselt nach
Responder, Non-Responder und Relapse (FLC= freie Leichtketten, MW= Mittelwert)

FLC (K+A) absolut T1 (MW in | FLC (k+A) absolut T2 (MW in
mg/l) mg/l)

Response 39,7 37,5

Non-Response 59,1 75,2

Relapse 58,6 55,3

Bei genauerer Betrachtung der einzelnen Werte der Untergruppe der ,,Non-Responder*
fallt ein Proband auf, bei dem sich sowohl vor Therapiebeginn (T1) mit 165,87 mg/1 als
auch nach Beendigung der Therapie (T2) mit 239,00 mg/l Extremwerte messen lieBen.

In der unten aufgefiihrten Abbildung 16 sind die summierten Werte der freien
Leichtketten nach Beendigung der Therapie (T2) dargestellt. In der Gruppe der
,Responder* erwiesen sich die Summen der freien Leichtketten zu beiden Messpunkten
mit einem Median von 39,7 mg/l (T1) und 37,5 mg/l (T2) von allen Gruppen am

niedrigsten.
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Abbildung 16: Summe der freien Leichtketten k+A (in mg/l) 24 Wochen nach Beendigung einer antiviralen
Therapie (T2) je nach Ausgang der Therapie (Responder, non-responder und Relapse)

Um zu detektieren, ob sich die Verdnderungen der freien Leichtketten der drei Gruppen
statistisch signifikant voneinander unterscheiden und sich der Therapieerfolg in den
Verdnderungen der freien Leichtketten widerspiegelt, wurde eine -einfaktorielle
Varianzenanalyse durchgefiihrt. Obwohl die Graphik Unterschiede andeutet, ist mit
einem Signifikanzwert von p= 0,082 kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den Untergruppen festzustellen. Hierbei ist zu beachten, dass mit 33 Probanden eine

kleine Kohorte abgebildet ist.
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4 Diskussion

Die chronische Infektion mit dem Hepatitis-C-Virus ist mit der Entwicklung von
lymphoproliferativen Verdnderungen der B-Zellen assoziiert. Da die Pathomechanismen
von HCV-induzierten lymphoproliferativen Erkrankungen nicht vollstindig geklért sind,
untersuchten wir monoklonale und polyklonale Immunglobulinverdnderungen sowie
monoklonale B-Zell-Expansionen als eine Vorstufe von lymphoproliferativen
Erkrankungen in einem Kollektiv HCV-infizierter Patienten. Dariiber hinaus wurde ein
moglicher Einfluss einer antiviralen Therapie und einer Koinfektion mit dem HI-Virus

auf die Serumalterationen betrachtet.

Freie Leichtketten haben sich als einen niitzlichen Marker erwiesen, deren quantitative
Verdnderungen mit spezifischen Erkrankungen assoziiert sind. Sie werden als einen
direkten Marker fiir die B-Zell-Aktivitit angesehen (Basile et al., 2015). In der hier
vorliegenden Arbeit fanden wir sowohl polyklonale (44%), als auch monoklonale (2,8%)
FLC-Verdnderungen. Weshalb es zu einer monoklonalen oder polyklonalen Expansion
kommt, ist nicht ganzlich geklart. Man geht davon aus, dass durch die chronische HCV-
Infektion eine persistente Antigenstimulation herrscht, die in einer polyklonalen B-Zell-
Aktivierung resultiert (Oliveira et al., 2014). Neben der polyklonalen B-Zell-Aktivierung
scheint das HC-Virus eine monoklonale B-Zell-Aktivierung zu induzieren, welche in eine
B-Zell-Dysregulation mit exzessiver Produktion von Antikorpern libergehen kann. Diese
exzessive Produktion spiegelt sich dann in einer abweichenden FLC-Ratio wider, welche
durch Messung der freien Leichtketten im Serum friih nachgewiesen werden kann

(Terrier et al., 2009).

In einer von Terrier at al. durchgefiihrten prospektiven Studie war ein Abweichen der
FLC-Ratio zu 100% assoziiert mit der Erkrankung an einer kryoglobulinimischen
Vaskulitis und zu 40% mit einem B-NHL (Terrier et al., 2009). In einer grol3 angelegten
Studie von Dezzutti et al, in der die Prévalenz von Kryoglobulinen im Serum von HCV-
Patienten mit und ohne einer HIV-Koinfektion verglichen wurden, konnte in 19% der
HCV-monoinfizierten Kohorte eine Kryoglobulindmie nachgewiesen werden, welches

unserem Ergebnis von 25% entspricht (Dezzutti et al., 2004).
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Hinsichtlich der freien Leichtketten bei den sechs kryoglobulindmischen Patienten
unserer Kohorte fdllt auf, dass es im Gegensatz zu den Ergebnissen von Terrier et al. in
fiinf Féllen (83,3 %) nur zu einer polyklonalen Verdnderung kam. Hierbei ist zu beachten,

dass es sich bei 24 Fiéllen um eine im Verhiltnis geringe Probandenzahl handelt.

Wurde mittels Serumgelelektrophorese eine monoklonale Bande (M-Protein) sichtbar,
wurde im néchsten Schritt zur Charakterisierung der monoklonalen Gammopathie eine
Immunfixation angeschlossen. Die Pravalenz von MGUS in der gesunden
Normalbevdlkerung variiert in der Literatur sehr und wird bei 0,05- 6,1% angegliedert.
Diese Variabilitét ist mitunter auf eine Alters- und Geschlechtsabhéngigkeit, aber auch
auf verschiedenen Testmethoden zuriickzufithren (Goldin et al., 2013). In der in dieser
Arbeit betrachteten Kohorte von HCV-infizierten Patienten konnte in 3,1% eine
monoklonale Gammopathie detektiert werden. Darunter befanden sich 40% IgM-MGUS
und 60% non-IgM-MGUS. Eine prospektive Studie aus Agypten, welche das Auftreten
von MGUS unter HCV-Patienten untersuchte, weist mit einer Pravalenz von 2% dhnliche
Werte auf, wohingegen eine Studie aus den USA mit 13,7% eine deutlich hohere
Pravalenz erzielte (Idilman et al., 2004, Tawfik et al., 2013). Letzte schlossen an den
Nachweis der MGUS, welchen sie an Serum und Urinproben durchfiihrten, eine
Knochenmarkspunktion an, in der sie in 25 % der Fille eine maligne Plasma-
Zellerkrankung nachweisen konnten (Idilman et al., 2004). Da es sich beit MGUS um
monoklonale Antikorper im peripheren Blut handelt, verhértet sich der Verdacht, dass die
Infektion mit HCV eine monoklonale B-Lymphoproliferation mit nachfolgender B-Zell-
Dysregulation und exzessiver Produktion monoklonaler Immunglobuline zu induzieren
scheint (siehe oben).

Insgesamt ist zu betonen, dass der Entwicklung eines Multiplen Myleoms eine MGUS
vorausgeht, umgekehrt das jéhrliche Fortschreiten einer monoklonalen Gammopathie in
eine maligne lymphoproliferative Erkrankung bei lediglich etwa 1,5% liegt (Greenberg
et al., 2013, Landgren et al., 2009, Kyle et al., 2011).

Die Messung der freien Leichtketten ist bei der Abschitzung der monoklonalen
Expansion ein hilfreiches Mittel und kann somit eine Risikoabschitzung fiir die

Progression von MGUS darstellen (Rajkumar et al., 2005).
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In 30% der Fille, in denen eine MGUS via Immunfixation nachgewiesen werden konnte,
wurde in der freien Leichtkettenmessung ein Abweichen der FLC-Ratio festgestellt. Man
geht also davon aus, dass fiir diese Patienten ein hoheres Risiko besteht im Verlauf an

einer malignen lymphoproliferativen Erkrankung zu erkranken.

Wie bereits oben erldutert ist auch die Entstehung der monoklonalen B-Lymphozytose
mit einer HCV-Infektion assoziiert.

Durch die 5-Farben-Durchflusszytometrie, die an 66 HCV-positiven Patientenproben und
53 Proben einer dem Geschlecht und Alter entsprechenden HCV-negativen Kohorte
durchgefiihrt wurde, war in insgesamt 28 Fillen eine MBL nachweisbar. In 24 Fillen
(36,4%) entstammten diese der HCV-Kohorte, in 4 Féllen (7,5%) der HCV-negativen
Vergleichsgruppe. Statistisch konnte ein signifikant erhéhtes Vorkommen von MBL bei
den Patienten mit einer HCV-Infektion gegeniiber den Normalspendern nachgewiesen
werden. Sowohl die 24 MBL der HCV-positiven, als auch die 4 MBL der HCV-negativen
Kohorte konnten anhand ihres Immunphidnotypen und der Expression der
Oberflaichenmarker CD19* sowie CD5" den atypical CLL-like-MBL zugeordnet werden.
Unter den 24 MBL der HCV-positiven Kohorte konnten zudem 3 MBL identifiziert
werden, die zudem das Expressionsmuster CD1975" an ihrer Zelloberfldche trugen und
entsprechend dem Subtyp non-CLL-MBL zugehdrig sind. Vergleicht man diese Daten mit
den Daten einer italienischen Studie, welche ebenso eine HCV-positive Kohorte mittels
Durchflusszytometrie auf das Vorhandensein von MBL hin untersuchte, werden auch hier
dhnliche Daten erzielt. Fazi et al. konnten in 28,5 % der HCV-positiven Probanden eine
MBL identifizieren. In der Mehrzahl handelte es sich iibereinstimmend um den Subtyp
atypical CLL-MBL (Fazi et al., 2010).

Bei der Diagnostik von suspekten lymphoproliferativen Erkrankungen ist die PCR-
basierte Analyse von rekombinanten Immunglobulin- oder T-Zell-Rezeptor-Genen heute
eine wertvolle Technik. Ergdnzend zu der fluoreszenz-gestiitzten Durchflusszytometrie
(FACS) wurde auch in der hier aufgefiihrten Arbeit eine PCR-Analyse durchgefiihrt, um
monoklonale B-Zell-Expansionen nachzuweisen.

Anhand dieser Methodik wurde in 10,6% der HCV-positiven Kohorte eine monoklonale

Ig-Genkombination nachgewiesen. In 7,7 % kam es zu einem suspekten Ergebnis.
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Im Vergleich zur HCV-negativen Kontrollgruppe, in der weder ein positiver, noch
suspekter Peak detektiert wurde, konnte somit eine hohere Privalenz monoklonaler B-
Zellpopulationen nachgewiesen werden (p=0,004). Da die Privalenz von MBL in der
Normalbevdlkerung bei 0,5-5% liegt (Rawstron et al., 2008), ist es nicht verwunderlich,
bei den 53 HCV-negativen Kontrollpatienten kein MBL zu detektieren. Da mithilfe von
FACS jedoch 4 MBL in derselben Kontrollkohorte nachgewiesen wurden, ist davon
auszugehen, dass entweder ein Durchfiihrungsfehler besteht oder die MBL mithilfe eines
anderen Primer-Ansatzes hitten nachgewiesen werden konnen.

Da alle monoklonalen Genrekombinationen in zwei der sieben Primer-Ansitze
nachgewiesen wurden (Ansétze der Genabschnitte IGH FR3-JH und DH-JH), wurde im
Verlauf die PCR-Untersuchung auf diese beiden beschrinkt.

Erstaunlicherweise konnte bei dem Vergleich der Ergebnisse der PCR gegeniiber der
FACS kein statistisch signifikanter Zusammenhang ermittelt werden. Der Grund dafiir
mag hauptséchlich technischer Natur sein. Wahrend bei FACS die Detektion der klonalen
B-Zellen ausschlieBlich auf einer verdnderten FLC-Ratio einer sehr seltenen
Lymphozyten-Untergruppe CD19* CD5" basiert, welche in der Regel weniger als 1% der
Leukozyten im peripheren Blut ausmachen, basiert die Klonalitdtsbeurteilung durch die
PCR auf der DNA-Analyse aller kernhaltigen Zellen des peripheren Blutes. Ein weiterer
Faktor konnte die erhohte Pridvalenz von Dysproteindmien inklusive gemischter
Kryoglobulindmien im peripheren Blut der HCV-positiven Kohorte sein, welche mit
spezifischen Antikorpern der FACS interagieren und potentiell zu einer erhdhten Anzahl

falsch positiver Ergebnisse fiihren konnte.

Neben der chronischen HCV-Infektion kann auch die Infektion mit HIV zu einer B-Zell-
Dysregulation fithren, welche in eine polyklonale Hypergammaglobulinimie oder
polyklonale B-Zell-Hyperaktivitét iibergehen kann, aber auch bis hin zum Non-Hodgkin-
Lymphom reichen kann (Milazzo et al., 2020). Bei Patienten, welche neben der HCV-
Infektion mit HIV koinfiziert sind, haben Studien gezeigt, dass fiir diese Patienten ein
hoheres Risiko besteht schneller an Lebererkrankungen mit folgender Zirrhose, HCC
oder Leberversagen zu erkranken. Zudem weisen diese Patienten ein verdndertes
immunologisches Ansprechen auf die antiretrovirale Therapie (ART) auf (Matthews und

Dore, 2008). Da ein Teil der hier untersuchten Kohorte neben der Infektion an HCV auch
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an HIV infiziert war, wurden Auffilligkeiten der Immunglobulinveranderungen
nochmals gesondert betrachtet. Bei 84,8% der HCV/HIV-Koinfizierten wurde in der
Messung der freien Leichtketten eine polyklonale Leichtkettenerhohung im Sinne einer
polyklonalen B-Zell-Expansion nachgewiesen. Im Gegensatz dazu betrug der Prozentsatz
bei den nicht an dem HI-Virus koinfizierten Patienten 39,2%.

Eine grof angelegte retrospektive Studie aus Italien, in der der Einfluss einer antiviralen
Therapie auf die Hypergammaglobulindmie bei HCV- und HCV/HIV-Koinfizierten
betrachtet wurde, zeigte, dass durch eine antivirale Therapie (ob Interferon-basiert oder
DAA) die Serumspiegel der Gammaglobuline signifikant gesenkt werden konnen. Diese
Erkenntnis ldsst die Annahme zu, dass das HC-Virus eine entscheidende Rolle bei der B-
Zell-Aktivierung spielt. Interessanterweise konnten die Forscher hierbei keinen
Unterschied zwischen Patienten mit oder ohne einer HIV-Koinfektion aufzeigen. Ein
moglicher Faktor kdnnte dabei die durch die antivirale Therapie sinkende Viruslast und
einhergehende Wiederherstellung des Immunsystems sein (Milazzo et al., 2020).

Auch in der hier durchgefiihrten Arbeit konnte bei denjenigen Patienten, bei denen die
antivirale Therapie erfolgreich war (Responder), im Mittelwert eine Reduktion der freien
Leichtkettensummen beobachtet werden. Da es sich bei den beobachteten Patienten
jedoch um eine geringe Patientenanzahl handelt, sind weitere Studien notwendig, um

signifikante Werte zu erzielen.

In Studien von Basile et al. sowie Terrier et al. wurde festgestellt, dass ein Abweichen
der FLC-Ratio vor Beginn einer antiviralen Therapie signifikant mit dem Ansprechen auf
die Therapie korrelierte. Die Messung der freien Leichtketten, bzw. der FLC-Ratio
konnte somit einen prognostischen Marker auf das Ansprechen der oft teuren antiviralen
Therapie, bzw. ein alternativer Kontrollmarker fir die HCV-assoziierte
lymphoproliferative Aktivitdt nach Beendigung der Therapie darstellen (Terrier et al,
2009, Basile et al., 2015). Um den Einfluss einer antiviralen Therapie auf die freien
Leichtketten in der hier eingebrachten Studie nachvollziehen zu kénnen, wurden in 33
Féllen der HCV-Kohorte die FLC-Messung zu zwei verschiedenen Zeitpunkten
gemessen, jeweils vor Beginn der Therapie und 24 Wochen nach Beendigung der
Therapie. Bei der Messung vor Beginn der Therapie konnte nur in einem Fall ein

Abweichen der FLC-Ratio (k/A=0,04) nachgewiesen werden. Dieser Patient imponierte
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mit einem negativen Ansprechen auf die antivirale Therapie und hatte auch bei der
Messung nach Beendigung der Therapie ein Abweichen der FLC-Ratio (k/A=0,03).
Betrachtet man die addierten Mittelwerte je nach Therapieausgang nummerisch, féllt auf,
dass die Gruppe, bei der die Therapie angeschlagen hat, vor Therapiebeginn deutlich
niedrigere Mittelwerte hatte, als die Gruppe der Non-responder oder Relapse. Auffillig
war dariiber hinaus, dass in der Gruppe der Patienten, welche nach anfinglichem
Ansprechen auf die antivirale Therapie im weiteren Verlauf einen erneuten Anstieg der
Viruslast aufwiesen, also der Gruppe Relapse zugezihlt wurden, vor Beginn der Therapie
zu 80% eine polyklonale Leichtkettenexpansion aufwiesen. In drei von fiinf Fillen
bestand dieses Abweichen der FLC-Summe auch nach Beendigung der Therapie noch.

Eine polyklonale Leichtkettenerhohung vor Therapiebeginn kdnnte somit ergédnzend zu
der FLC-Ratio als ein prognostischer Marker auf das Ansprechen einer antiviralen
Therapie dienen, bzw. einen Hinweis darauf geben, ob es im Verlauf zu einem Relapse
kommt. Angesichts der bereits vorhandenen Erkenntnis, dass bei Patienten mit einer
HCV-Infektion, welche zudem an einem Lymphom erkrankt sind, bei einem
erfolgreichen Ansprechen auf die antivirale Therapie auch ein Riickgang des Lymphoms
beobachtet werden konnte, scheint die Kenntnis {iber einen prognostischen Marker bzw.
einen Marker zur Kontrolle der HCV-assoziierten Lymphoproliferation von
entscheidender Bedeutung (Mihaila, 2016). Eine statistisch signifikante Korrelation der
FLC-Level zum jeweiligen Therapicausgang konnte in der hier vorliegenden
Patientengruppe nicht erhoben werden. Studien mit groBeren Patientenzahlen sind

notwendig, um diesen weiter zu verifizieren.

Die Therapieoptionen fiir eine HCV-Infektion haben sich insbesondere durch Zulassung
der direkt antiviral wirkenden Medikamente (DAA) deutlich verbessert. Durch die
antivirale Therapie kann, wie oben beschrieben, eine signifikante Senkung der
polyklonalen Hypergammaglobulindmie erzielt werden. Es bleibt jedoch unklar, ob durch
die chronische Stimulation bereits irreversible Schiden auf molekularer Ebene, wie
beispielsweise Genmutationen entstanden sind, die ein persistierendes Risiko fiir die
Entstehung lymphoproliferativer Erkrankungen darstellen. In der hier vorliegenden
Arbeit konnte beispielsweise in 10,6% eine monoklonale Ig-Genkombination

nachgewiesen werden; in 7,7% kam es zu einem suspekten Ergebnis in der PCR. Ob diese
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Rekombinationsmuster reversibel sind oder welchen Einfluss eine antivirale Therapie auf
diese ausiibt, bedarf weiteren Nachforschungen.

Obwohl viele interventionelle Studien sich mit dem Zusammenhang beschiftigt haben,
geschah dies oft durch Auswertung klinischer Kriterien, wohingegen weiterhin wenig
bekannt ist iiber den Zusammenhang auf zelluldrer und molekularer Ebene (Schiavinato
et al., 2017). Jiingste Studien, welche die monoklonalen und polyklonalen Alterationen
des B-Zell-Kompartiments vor und nach einer Therapie mit DAA bei Patienten mit und
ohne einer lymphoproliferativen Erkrankung untersuchten, zeigten, dass bei Patienten mit
einer lymphoproliferativen Erkrankung durch die Viruseradikation ein signifikanter
Riickgang des B-Zell-Kompartimentes beobachtet werden konnte, jedoch in 66,7% ein
Persistieren der abnormalen FLC-Ratio besteht. Die Anzahl der pathologischen B-
Lymphozyten scheint also durch die Eradikation des Virus herunterzugehen, wohingegen
die monoklonalen B-Zell-Populationen im Korper persistieren (Schiavinato et al., 2017).
Es besteht die Theorie eines ,,schlafenden” Stadiums, indem die Produktion von
pathologischen Antikorpern unterdriickt ist (Visentini et al., 2019).

Ahnliche Beobachtungen machten Mazzaro et al, welche nach Viruseradikation bei
Patienten mit einer kryoglobulindmischen Vaskulitis nur in 50% eine definitive
Besserung der Vaskulitis beobachten konnten (Mazzaro et al., 2021). Dies ldsst vermuten,
dass das HCV im B-Lymphozytenkompartiment irreversible Schiden induzieren kann,

die trotz Viruseradikation persisiteren.
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5 Zusammenfassung

Das Spektrum lymphoproliferativer Veridnderungen ist weit und reicht von einer
asymptomatischen monoklonalen B-Zell-Population bis hin zu lebensbedrohlichen
Erkrankungen. Friihe Stadien dieser Erkrankungen sind die monoklonale Gammopathie
unklarer Signifikanz (MGUS) und die monoklonale B-Zell-Lymphozytose (MBL). Bei
den Risikofaktoren lymphoproliferativer Erkrankungen scheint die Infektion mit dem
Hepatitis-C-Virus (HCV) eine wichtige Rolle zu spielen. Der genaue Mechanismus ist
trotz intensiver Forschungsbemiihungen nicht hinreichend geklirt. So werden der
Einfluss durch die chronische Antigenstimulation, eine direkte B-Zell-Aktivierung, die
Infektion der Zelle durch HCV und HCV-induzierte Mutationen diskutiert. Vor diesem
Hintergrund geht die hier vorliegende Arbeit dem Ziel nach, monoklonale sowie
polyklonale lymphoproliferative Verdnderungen im Serum einer HCV-positiven Kohorte
von 325 Patienten ndher zu beschreiben. So konnten durch verschiedene
Untersuchungsmethoden in der HCV-positiven Kohorte monoklonale sowie polyklonale
B-Zellexpansionen nachgewiesen werden. Patienten mit einer Koinfektion mit dem
humanen Immundefizienz-Virus (HIV) wurden gesondert betrachtet und fielen im
Vergleich mit einer hoheren Pridvalenz polyklonaler B-Zellexpansionen auf, was den
bereits studienbelegten Einfluss von HIV auf die B-Zell-Dysregulation unterstreicht.
Bei Betrachtung der Verinderungen des B-Zell-Kompartimentes vor und nach einer
antiviralen Therapie fiel auf, dass das Vorhandensein einer polyklonalen
Leichtkettenexpansion zu Therapiebeginn einen negativen Einfluss auf das langfristige
Ansprechen zu haben scheint. Da der Vergleich beziiglich der Therapie jedoch nur bei
einem geringen Anteil der Kohorte stattfand, bedarf es hoheren Patientenzahlen, um
signifikante Werte zu erzielen und die Leichtkettenmessung als moglichen
prognostischen oder Kontrollmarker zu etablieren.

Obwohl durch die Zulassung der direkt antiviral wirkenden Agenzien (DAA) die
Therapieoptionen von HCV deutlich gebessert sind, bleibt es unklar, ob der chronische
Stimulus irreversible Schiden verursacht hat.

Erste Studien lassen vermuten, dass HCV Schidden induzieren kann, die trotz

Viruseradikation zu persistieren scheinen.
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7.2 Abkiirzungsverzeichnis

w Schwere Kette My

Sh Ersatzleichte Kette in der B-Zell Reifung

BCR B-Zell Rezeptor

bright ausgepragt

CD Cluster of differentiation

Chi4 Konstante Region der schweren Kette

CL Konstante Region der leichten Kette

CLL Chronische lymphatische Leukédmie

CMIA Chemiluminiszierendes Mikropartikel-Immunassay
DAA Direkt antiviral wirkende Agenzien

Du Diversity Gensegment der schweren Kette

Dim reduziert

DNA Desoxyribonukleinsdure

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

ELISA Engl: enzyme-linked Immuno Sorbent Assay

Fab Antigen-bindendes Fragment

FACS Durchflusszytometrie (engl.: Fluorescence Activated Cell Sorting)
Fc Kristallisierendes Fragment

FLC Freie Leichtkette

FUP Engl.: follow-up

FR1-FR3 Strukturregionen der variablen Region Vu
H Schwerkette
HAART Hochaktive antiretrovirale Therapie

HAV Hepatitis A Virus
HBV Hepatitis B Virus
HCC Hepatozelluldres Karzinom

HCV Hepatitis C Virus



HIV
1Lv.

IF

Ig
IgA
IgDh
IgE
IgG
IgH
IgL
IgM
Igv
Iy

Ju

Ju

Jx

Jh

L
M-Protein
MBL
MC
MGUS
MHC
MM
NAT
NHL
pBCR
PCR
PEG
RNA
RT
SPE

Humanes Immundefizienz Virus

intravends

Immunfixation

Immunglobulin

Immunglobulin mit der schweren Kette Alpha
Immunglobulin mit der schweren Kette Delta
Immunglobulin mit der schweren Kette Epsilon
Immunglobulin mit der schweren Kette Gamma
Schwerketten kodierender Genabschnitt
Leichtketten kodierender Genabschnitt
Immunglobulin mit der schweren Kette My
Variable Region der schweren Kette des Immunglobulins
Internationale Einheit (engl.: international Unit)
Joinig Gensegment der schweren Kette

Joinig Gensegment der leichten Kette

Gensegment fiir die joining Region der leichten Kette Kappa
Gensegment fiir die joining Region der leichten Kette Lambda
Leichtkette

Monoklonales Protein

Monoklonale B-Lymphozytose

Kryoglobulindmie (engl.: mixed cryoglobulinaemia)
Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz
Haupthistokompatibilitdtskomplex

Multiples Myelom

Nukleinsdurenachweis (engl.: nucleic acid test)
Non-Hodgkin-Lymphom

Pre B-Zell Rezeptor

Polymerase Kettenreaktion

pegyliert

Ribonukleinsdure

Reverse Transkriptase

Serumproteinelektrophorese
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VpreB
WHO

Zeitpunkt vor Therapiebeginn

Zeitpunkt 24 Wochen nach Therapiebeginn

Oberer Grenzwert (engl.: upper limit of normal)
Umdrehungszahl Zentrifuge

Variable Region/Gensegment der schweren Kette

Variable Region/Gensegment der leichten Kette

Gensegment fiir die variable Region der leichten Kette Kappa
Gensegment fiir die joining Region der leichten Kette Lambda
Ersatzleichte Kette in der B-Zell Reifung

World Health Organization

Leichtkette

Leichtkette A
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