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1 Einleitung

1.1 Das Humane Zytomegalievirus

1954 berichtete Haymaker iiber ein Neugeborenes mit periventrikuldren Verkalkungen
und zytomegaler Einschlusskorperkrankheit [1]. Im selben Jahr wurde ein Fallbericht
iiber ein unreif geborenes Kind verdffentlicht, welches peripartal unter anderem durch
Ikterus, Hepato-Splenomegalie, Thrombopenie mit Petechien und Krampfanfille sowie
Mikrozephalie auffiel. In dessen Urinsediment wurden zytomegale Zellen gefunden und
dem ,,Speicheldriisenvirus® zugeordnet. Der Artikel konstatiert, dass ,.die Infektion
anscheinend wiéhrend des intrauterinen Lebens auftritt™ [2]. 1964 wurde die Beteiligung
der Plazenta an dieser Infektion beschrieben [3], das Zytomegalievirus den Herpesviren

zugeordnet und in humanen embryonalen Lungenfibroblasten kultiviert [4].

Heute, am Anfang des 21. Jahrhunderts ist bekannt, dass durch diese Infektion jedes Jahr
nach 100 000 Schwangerschaften etwa 1000 kongenital infizierte Kinder geboren
werden. Das geschieht unabhédngig von der maternalen Infektionsprivalenz. Deutlich

tiber 10 % dieser Kinder werden permanente Folgeschiden davontragen [5].

Das humane Zytomegalievirus (HCMV) zdhlt in Folge der Wirtsspezifitit, des
Zelltropismus und des langsamen Replikationszyklus in vitro zur Subfamilie der
Betaherpesvirinae [6, 7]. HCMV ist mit einem Durchmesser von etwa 200 nm und einem
etwa 230 000 Basenpaar umfassenden Genom das grofite humanpathogene Herpesvirus
[8]. Das virale Nukleokapsid umschliet doppelstringige Desoxyribonukleinsdure
(DNA) und wird von proteinhaltigem Tegument umgeben. Die viralen Tegumentproteine
sind tiberwiegend phosphoryliert, wobei das Phosphoprotein pp/50 im inneren Teil eine
netzartige Struktur formt. Das héufigste Tegumentprotein pp65 ist bedeutend fiir den
Viruszusammenbau und bietet sich wegen seiner hohen Konzentration als Ziel fiir
antigenbasierte Nachweisverfahren an [9]. AuBlen besitzt das Virion eine Doppel-
membran aus von der Wirtszelle stammenden Lipiden und eingelagerten viralen

Glykoproteinen [6]. Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung.

HCMYV kann nach Inkorporation eine grofle Anzahl verschiedener Zellen infizieren. Es

repliziert hauptsichlich in Epithelzellen, Fibroblasten und Leiomyozyten. Epithelzellen



stellen die Grundlage fiir Ubertragungen und Infektion dar. Endothelzellen und Zellen

der Hédmatopoese begriinden die Dissemination im Wirtsorganismus [10].

Lipid-Doppelmembran
mit eingelagerten
Glykoproteinen wie gM

oder gB Nukleokapsid

Nukleinsaure-
Doppelstrang
Tegument aus
Phosphoproteinen wie
pp150 und pp65

Abbildung 1: lie-Virion — Schematischer Aufbau; eigene Abbildung.

1.1.1 Genomik

Durch Kultivierung von HCMV und repetitives Passagieren in vitro entstehen
Mutationen, welche, analog der Replikation in vivo, Virusstimme begriinden [11]. Es
werden definierte Niederpassagestimme wie Merlin aus Urin von kongenital infizierten
Neugeborenen von Hochpassagestimmen wie AD 169 unterschieden [7]. Das 1990
sequenzierte Genom von AD 169 besteht aus den kovalent verkniipften Segmenten S und
L (short und long), wobei jedes Segment iiber eine Unique-Region (UL und US) verfiigt
und von terminalen und inverted repeats (TRL/IRL und TRS/IRS) umschlossen wird [11].
Die Bezeichnung viraler Genprodukte erfolgt mittels Priafix, der sich vom
zugrundeliegenden  Segmentabschnitt des Ursprungsgens ableitet, und einer
fortlaufenden Nummerierung [12]. Beim Stamm Merlin werden 170 Protein-codierende
Regionen beschrieben, von welchen ein Drittel Splice-Stellen aufweist. Auch kénnen
iiberlappende offene Leserrahmen bei der Expression bisher unbekannter Proteine eine
Rolle spielen [13]. In der Datenbank des National Center for Biotechnology Information
werden fiir den Referenzstamm Merlin 173 Gene und 169 Proteinen angegeben.
(Referenzsequenz: NC_006273.2). Es konnten weit iiber 200 offene Leserahmen
identifiziert werden, welche das HCMV-Genom zu einem der groften Genome der

bekannten Viren machen [14].



1.1.2 Replikationszyklus

Virion-Zell-Interaktionen initiieren den Zelleintritt, wobei die viralen Glykoproteine gB
und gH die Anheftung und Fusion des Virions mit der Wirtszellmembran vermitteln.
Verschiedene Glykoproteine formieren Komplexe, welche zur Interaktion mit definierten
zelluldren Strukturen essenziell sind [15]: Der Pentamerkomplex aus gH, gL, pUL128,
pULI30 und pULI3IA spielt dabei eine wichtige Rolle bei der Infektion von
Endothelzellen [16]. Unterschiede im Zelltropismus verschiedener HCMV-Staimme
werden unter anderem in Mutationen im UL128 - 131 Genlocus begriindet [17]. Der

Trimidrkomplex aus gH, gL und gO vermittelt die Infektion von Fibroblasten [18].

Nach der Fusion beider Lipiddoppelmembranen und Freisetzen des viralen Tegument und
Kapsid in das Zytosol organisieren Tegumentproteine den Transport des HCMV-Kapsid
entlang des Zytoskeletts in Richtung Nucleus [19]. Schematisch zeigt Abbildung 2
Grundziige des HCMV-Replikationszyklus:

* Infektéses Partikel ~ -*: Tegument Protein O zirkulire DNA AC Assembly Compartment
4% Dense Bodies @ Kapsid mit DNA Y yzelluld ER i i
IE immediate early-Proteine DE delayed early-Proteine L late-Proteine

bbildung 2: Sch ische Darstellung des Replikati klus des HCMV; eigene Abbildung, nach [19].

Die HCMV-Genexpression durch die zelluldre Proteinsynthesemaschinerie lésst sich in
drei Phasen gliedern. Es werden ,,immediate-early* (/E) -, ,(delayed)-early*- und
Llate“-Proteine unterschieden, wobei der Nachweis von Immediate Early-Genexpression

die erfolgreiche Translokation freier viraler DNA aus dem Zytoplasma in den Nukleus



nachweist [20]. Der Replikationszyklus kann lytisch verlaufen oder das HCMV etabliert
eine Latenz, wobei in geringem Umfang /E - Genprodukte exprimiert werden und die
Replikation danach stoppt. Die neuerliche Expression von /E-Proteinen steht in
Verbindung mit der HCMV-Reaktivierung. Die /E - Genprodukte sind Voraussetzung fiir
die Expression von delayed-early- und late-Proteinen [21]. Delayed-early-Proteine
initiieren die Replikation viraler DNA durch die virale Polymerase und late-Proteine sind
fir den Zusammenbau des HCMV-Kapsids von Bedeutung [19]. Das Verpacken der
Nukleinsédure in praformierte Kapside wird durch den Terminase-Komplex organisiert
[22,23].

Der Austritt des HCMV-Kapsids aus der Kernmembran geschieht durch Formation des
Nukledren-Egress-Komplex. Dabei sind auch zelluldre Protein, wie die Proteinkinase C
und die Cyclin-abhingige Kinase 1 assoziiert [24]. Der im Zytoplasma stattfindende
Zusammenbau der Virionen erfolgt am Assembly-Kompartiment, welches aus

veranderten Bestandteilen des zelluldren Sekretionsapparat besteht [25].

Der Transfer von viralen Glykoproteinen aus dem endoplasmatischen Retikulum wird
unter anderem durch gL oder den humanen Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor
vermittelt [26]. An der duBleren Membran des endoplasmatischen Retikulums reifen die
Virionen weiter und erhalten Tegument-Proteine. Uber das Golgi-Netzwerk erfolgt das

Re-Envelopment und der Zellegress ab etwa 72 Stunden nach der Infektion [6].
1.2 Maternale und Kongenitale HCMV-Infektion

1.2.1 Epidemiologie

Die HCMV-Infektion ist mit Pravalenzraten in Deutschland von 0,01 % bis 0,1 % die
haufigste schwangerschaftsbezogene Viruserkrankung und die héaufigste Virus-
erkrankung des Neugeborenen [27, 28]. Die Privalenz der HCMV-Infektion bei Geburt
variiert global und ist in Industrienationen geringer als in weniger entwickelten Landern.
Dabei korreliert sie mit der Seroprivalenz der latenten HCMV-Infektion [5]. Die globale
HCMV-Immunglobulin G (IgG)-Seroprivalenz im reproduktiven Alter zeigt
Abbildung 3 [29-33].
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ild 3: Seroprivalenz - G Verteilung von Anti — HCMV Antikorpern in der Bevilkerung im

reproduktiven Alter [29-33].

Fiir Deutschland werden Privalenzraten zwischen 0,51 und 0,62 fiir Manner und Frauen
angegeben. Die Seroprivalenz steigt mit dem Lebensalter und ist zudem assoziiert mit
der Anzahl an Personen im gleichen Haushalt, dem Raucherstatus und dem Bildungs-
hintergrund [34]. Pravalenzen der kongenitalen HCMV-Infektion zeigt Abbildung 4. Die
Grundlagen der Datenerhebung wie beispielsweise die Zeitrdume der Probengewinnung
und das untersuchte Probenmaterial unterscheiden sich. Es sind Léander erfasst, die neben
einer hohen HCMV-Seroprivalenz auch eine hohe HIV-Durchseuchung und hohe Raten
von Malariaprivalenzen aufweisen. Beides konnte einen Einfluss auf die Pathogenese der

kongenitalen HCMV-Infektion haben [35-49].

Pravalenz der kongenitalen HCMV-Infektion

L o
0,1

y \ i y
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Abbildung 4: Geographische Verteilung der kongenitalen HCMV - Infektion bei Neugeborenen [35—49].



Generell scheint ein niederer soziodkonomischer Status der Schwangeren mit einem
erhohten Risiko, ein kongenital HCMV-infiziertes Kind zu gebéren, assoziiert zu sein
[50]. Da ein generelles Screening aller Neugeborenen in Deutschland nicht etabliert ist,
konnen populationsbezogene Zahlen nur extrapoliert werden. In den Vereinigten Staaten
von Amerika werden geschétzt 40 000 kongenital mit HCMV infizierte Kinder pro Jahr
geboren. Damit sind davon mehr Kinder betroffen als beispielsweise vom Fetalen
Alkoholsyndrom oder der Trisomie21 [51]. Fiir eine Studienkohorte einer

neonatologischen Intensivstation werden 0,12 % als Privalenz angegeben [47].

Das Risiko einer prinatalen diaplazentaren HCMV-Ubertragung besteht sowohl bei
HCMV-IgG - negativen als auch bei - positiven Schwangeren. Die Wahrscheinlichkeit
der Virusiibertragung auf den Feten unterscheidet sich aber mit etwa 30 % nach
Primérinfektion (PI) deutlich von etwa 3 % nach Nicht-PI im Sinne einer Reaktivierung

oder Infektion mit einem zweiten Stamm [50, 52].

Bei PI einer vormals HCMV-IgG negativen Schwangeren verhalten sich diaplazentare
Ubertragungswahrscheinlichkeit und zu erwartende Schwere der kindlichen Symptome
im Schwangerschaftsverlauf gegenlaufig. So konnte in einer franzosischen Studie an 238
Schwangeren mit HCMV-PI und einer Ubertragungsrate von 25 % auf die 241 Feten und
Neugeborenen (60/241) nach postpartum Evaluation gezeigt werden, dass die
Transmissionsrate von etwa 9 % bei HCMV-PI in der prikonzeptionellen Phase
(2 Monate bis 3 Wochen vor der Konzeption) auf 40 % bei PI im dritten Trimester
ansteigt. Umgekehrt konnte an 60 Feten im prénatalen Ultraschall gezeigt werden, wie

Auffilligkeiten nach spdteren Infektionszeitpunkten unwahrscheinlicher werden [53].

Symptome einer maternalen HCMV-PI werden in etwa 10 % bis 20 % der evaluierten
Fille angegeben und sind dann unspezifisch, da sie einem grippalen Infekt mit Fieber,
Rhinitis und Myalgien gleichen [50, 53]. Daher erfolgt die Diagnose der HCMV-PI in der
Schwangerschaft haufig zufillig, durch Erfassen einer Serokonversion in sequenziell
abgenommenen Proben oder bei gezielter Diagnostik (vgl. 1.2.4 Labordiagnostik der

kongenitalen HCMV-Infektion) nach Auffalligkeiten im préanatalen Ultraschall [53].

1.2.2 Transmission
HCMV wird durch Aufnahme von virionhaltigen Korpersekreten iibertragen. Potenziell

kontagids sind insbesondere Muttermilch, Speichel und Urin aber auch Vaginal- oder



Zervikalfliissigkeit und Ejakulat [54, 55]. Eine besondere Rolle nimmt dabei die Mutter-
Kind-Ubertragung durch das Stillen als Folge der endogenen HCMV-Reaktivierung in
der laktierenden Brustdriise, bereits wenige Tage postpartum, ein. Insbesondere fiir
Frithgeborene mit geringem und sehr geringem Geburtsgewicht stellt dies ein
Gesundheitsrisiko dar [56]. Dabei kann von Reaktivierungsraten weit iiber 90 %
ausgegangen werden, wenn die HCMV-DNAlaktie herangezogen wird [57]. Die
laktationsbedingte vertikale Virustransmission stellt die vermutlich bedeutendste
HCMV-Transmissionsroute dar. Durch langanhaltende Virusausscheidung des infizierten
Sauglings, auch iiber Jahre, wird eine effiziente Virion-Verteilung in dessen Umwelt, im
Sinne einer horizontalen Transmission, gewdéhrleistet. Der Einfluss der HCMV-
Transmission {iber infizierte Sduglinge, auch auf die Frequenz der kongenitalen Infektion
wird deutlich, wenn man das erhéhte Risiko fiir maternale Serokonversion bei Besuch
einer Kindertagesstitte des eigenen Kindes beachtet [58]. Auch Gruppentreffen im
Rahmen des Prager-Eltern-Kinder-Programms konnten als Infektionsquelle beschrieben
werden. Wobei die Infektionskette vom Index-Patienten, einem 9 Monate alten Séugling
einer seronegativen Mutter, tiber die Mutter und beide Grofmiitter aufgedeckt wurde
[59]. Eine deutsche Studie konnte 2016 den Zusammenhang zwischen der Arbeit in einer
Kindertagesstitte und dem Risiko der HCMV-PI nicht zeigen [60]. Eine groBangelegte
Kohortenstudie aus Kanada zeigte aber eine Assoziation zwischen positiver HCMV-
Serologie und sowohl der Arbeit in der Kinderbetreuung als auch eigenen Kindern [61].
Basierend auf serologischen Daten von Wdochnerinnen aus einer siiddeutschen
Universititsklinik kann von einer HCMV-Seroprévalenz von 50 % unter den Frauen im

gebirfahigen Alter ausgegangen werden [27].

Als mogliche Transmissionswege kénnen daher Mutter-Kind Kontakte nach Infektion
des Kindes in der Kinderbetreuung, die diaplazentare oder laktogene Infektion des Kindes
und die Infektion durch Geschlechtsverkehr beschrieben werden. Dazu kommt als
Sonderform der HCMV-Transmission die iatrogene Ubertragung bei Transplantation
solider Organe oder von Stammzellen, wenn der Spender HCMV-IgG positiv und der

Rezipient HCMV-IgG negativ getestet wurde [62].



1.2.3 Kongenitale Infektion

Bei der kongenitalen HCMV-Infektion ist der Virusnachweis prinatal aus Fruchtwasser
oder fetalem Blut sowie postpartum aus Nabelschnurblut und bis zu 14 bis 21 Tagen auch
aus Urin oder Speichel moglich [27]. Die laktogene Infektion des Neugeborenen kann
innerhalb der ersten Lebenswochen mit denselben virologischen Befunden auffallen wie
die kongenitale Infektion. Daher ist der frithe Nachweis von HCMV aus kindlichen
Proben essenziell, da sich postpartale und kongenitale Infektion stark im Hinblick auf
Infektionsverlauf, Endorganbefall und Patienten-Outcome unterscheiden. Um bei
spiteren auffilligen Befunden zwischen kongenitaler und postnataler Infektion zu
unterscheiden kann die Analyse mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) von Blut aus

Trockenblutkarten des Stoffwechselscreenings hilfreich sein [63, 64].

Bei kongenital infizierten Neugeborenen muss zwischen asymptomatischen und
symptomatischen Kindern unterschieden werden. Ebenso konnen prinatal diagnostizierte
Feten bereits Auffilligkeiten im Organultraschall zeigen oder sich dort unaufféllig

présentieren.

Die HCMV-assoziierten Ultraschallbefunde konnen in zerebrale und extrazerebrale
Befunde unterteilt werden, wobei die zerebralen Befunde je nach ihrer Schwere mit einem

schlechten Outcome fiir den Fetus assoziiert sind [65].

Tabelle 1: Ultraschallbefunde, assoziiert mit der kongenitalen HCMV-Infektion; nach [65].

milde zerebrale Ultraschall Extrazerebral ‘
Auffill Ultraschallaufflligkeiten
Ventrikulomegalie >15mm Milde Vent Hyper Darm,
Hydrozephalus, Cisterna magna lentigo-striatale Ver F i i
>8mm, Mikrozephalie Kalzifikationen, Adhasionen, Kalzifikationen,
Agenesie des Balkens, Zysten (subependymal, am Plexus  Splenomegalie, IUGR-Wachstum,
Vermis-Hypoplasie choroideus) Oligo- oder Polyhydramnion,
Porenzephalie, Lissenzephalie Fetaler Aszites, Pleuraergiisse

Periventrikuldre Hyperechogenitat
oder zystische Lasionen

IUGR = intrauterine growth restriction

Bei Neugeborenen imponiert die kongenitale HCMV-Infektion mit Symptomen in der
klinischen Untersuchung, auffilligen Laborbefunden oder auffilligen Befunden in der
apparativen Diagnostik wie der zerebralen Bildgebung, Ophtalmoskopie oder der

Hirnstammaudiometrie [66].



Tabelle 2: Befunde des Neugeborenen, assoziiert mit der kongenitalen HCMV-Infektion; nach [66].

Untersuchungsbefunde Laborbefunde Apparative Diagnostik ‘
Petechien Thrombozytopenie, Intrakranielle Kalzifikationen
Hepato-; Splenomegalie Aminotransferasen/ Bilirubin Chorioretinitis

Mikrozephalie Auffillige Liquorindices Sensorineuronaler Horverlust
Wachstumsverzégerung HCMV-Nachweis in Liquor

Die frithe, HCMV-gerichtete Diagnostik des bei Geburt mit in Tabelle 2 genannten
Symptomen auffallenden Neugeborenen ist relevant, da eine zielgerichtete, antivirale

Therapie (Absatz 1.3.3) einen Einfluss auf das spétere Outcome haben kann [66].

Dies ist von Bedeutung, da die kongenitale HCMV-Infektion eine bedeutsame Ursache
fir Schwerhorigkeit und Ertaubung im Kindesalter darstellt. Horbeeintrachtigungen
konnen auch bei initial asymptomatischen Neugeborenen im spéteren Leben auftreten. Es
kann davon ausgegangen werden, dass Fille von bei Geburt asymptomatisch infizierten
Kindern nicht erkannt werden, weswegen in Publikationen immer wieder ein universelles
Neugeborenenscreening auf HCMYV, édhnlich dem Hoérscreening oder dem
Stoffwechselscreening, gefordert wird [67, 68]. Zudem scheint es auch unter den
Schwangeren einen hohen Grad an Akzeptanz fiir die Bestimmung des HCMV-Serostatus

zu geben [68].

1.2.4 Labordiagnostik der kongenitalen HCMV-Infektion
In der Labordiagnostik von HCMV kann zwischen dem Antikorpernachweis und dem
Virusnachweis in Zellkultur oder durch Nukleinsdureamplifikation unterschieden

werden.

In der Schwangerschaft stellt die HCMV-Serologie eine Méglichkeit dar, Frauen mit dem
Risiko einer HCMV-PI zu identifizieren. Im natiirlichen Infektionsverlauf zeigt der
initiale Nachweis von Immunglobulinen der Klasse M (IgM) und der kurz darauffolgende
Anstieg der IgG mit noch niederer Aviditdt und sequenziellem Abfall von IgM die
HCMV-PL. Zudem ist die IgG-Aviditdtsmaturation ein wichtiger Hinweis auf das
Vorliegen der PI [27, 69, 70]. Da selektive Antikorper gegen spezifische HCMV-
Glykoproteine frithestens 3 Monate nach PI nachgewiesen werden konnen, eignet sich
deren Nachweis zur Eingrenzung des Infektionszeitpunktes [27, 71]. Die aktuelle
Leitlinie zur Diagnostik schwangerschaftsrelevanter Viruserkrankungen empfiehlt, bei

Verdacht auf Vorliegen einer HCMV- PI eine Serologie-basierte Stufendiagnostik. Zum



Antikorpernachweis stehen Ligandenassays, Immunblots und Neutralisationsassays zur
Verfligung. Letztere werden eher in Ausnahmefllen in der Routinediagnostik verwendet
[72]. Da in Deutschland kein generelles Screening auf HCMV-IgG in den
Mutterschaftsrichtlinien des gemeinsamen Bundesausschuss vorgesehen ist und die
Messung von HCMV-IgG als individuelle Gesundheitsleistung von der Schwangeren

selbst bezahlt werden muss, werden die meisten PIs zufillig diagnostiziert [73].

Kommt es durch diaplazentare Virustransmission zur fetalen Infektion, gelingt der
Nachweis der kongenitalen HCMV-Infektion préanatal durch den Nukleinsaurenachweis

und Virusisolierung aus Amnionfliissigkeit [74].

Die Diagnose der akuten HCMV-PI der Schwangeren ist Grundlage der Untersuchung
des Fruchtwassers zum Nachweis einer fetalen Infektion. Der frithere diagnostische
Goldstandard basiert auf der Generierung eines HCMV-typischen zytopathischen Effekts
und der immunhistochemischen Férbung viraler /E7-Expression in 18h-Mikrokultur aus
Fruchtwasser. Methoden zum Nukleinsdurenachweis, wie die qualitative PCR oder
quantitative real-time Polymerasekettenreaktion (qPCR), sind mittlerweile die am
haufigsten verwendeten Methoden in der Diagnostik der kongenitalen HCMV-Infektion

aus Fruchtwasserproben [75-77].

Der direkte Virusnachweis durch Mikrokultur oder PCR-Methoden ist vergleichbar in
Sensitivitdit und positivem Vorhersagewert [78]. Bei der Untersuchung von
Fruchtwasserproben nach Amniozentese (AC) ist der Zeitraum zwischen
Infektionszeitpunkt und Probenentnahme entscheidend fiir die Sensitivitdt der
Diagnostik, die Bewertung des Ergebnisses und folglich der Risikoeinschéitzung der
maternofetalen Transmission [79]. Liesnard et al. postulierten die hochste Sensitivitit und
Spezifitat fiir PCR-Untersuchungen nach der 21. Schwangerschaftswoche (SSW) [80].
Diese Schwelle wurde ergénzt um einem Zeitraum von mindestens 6 Wochen zwischen
Diagnose der PI und AC [81]. Enders et al. zeigten, dass eine Ausweitung dieses
Zeitraums auf 8 Wochen dazu fiihrt, dass die Sensitivitdt der PCR aus Fruchtwasser, das
nach 17 Wochen gewonnen wurde, vergleichbar mit dem Ergebnis von Untersuchungen

nach 21 Wochen ist [82].

Die gezielte retrospektive Diagnostik der kongenitalen HCMV-Infektion bei

symptomatischen Neugeborenen kann aus Speichel in Form eines Rachenabstrich, Urin



oder in Fillen in denen die Zeitspanne zur klaren Abgrenzung von einer postnatalen
laktogenen HCMV-Infektion iiberschritten ist, auch aus dem Blut der Trockenblutkarte

unternommen werden [64].

1.2.5 Praventive Anséatze zur Vorbeugung kongenitaler HCMV-Infektionen

Effiziente Infektionsprivention setzt die Kenntnis von Ubertragungswegen und
Risikoverhalten sowohl bei Arzten und Hebammen als auch bei den Patientinnen voraus.
Einen grundlegenden Ansatz zur Privention der cHCMV stellt die Privention der

maternalen PI dar.

1.2.5.1 Hygieneberatung

Eine australische Studie demonstrierte, basierend auf Email-Fragebogen, dass sowohl
Hebammen als auch Fachirzte iiberwiegend unsicher in der Informationsiibermittlung
beziiglich HCMV sind [83]. Diese Beratung der Schwangeren zielt auf
Kontaminationsvermeidung durch Mafinahmen wie Héndewaschen nach Kontakt mit
Korperausscheidungen des dlteren Geschwisterkinds und Vermeiden von Kiissen auf den
Mund oder Teilen von Essbesteck mit dem Geschwisterkind ab. Die ausfiihrliche
Information iiber dieses Risikoverhalten und Hygieneberatung sowie die Risiken einer
HCMV-PI bei HCMV-seronegativen Schwangeren stellt ein moderates Mittel dar, um
eine Verhaltensénderung herbeizufiihren [84]. Beratung kann bei schwangeren, HCMV-
negativen Frauen mit einem Geschwisterkind, das HCMV ausscheidet, die
Serokonversionsrate verringern [85]. Eine franzosische Studie untersuchte die Rate von
Serokonversionen nach der 12. SSW nach erfolgter Hygieneberatung und einem HCMV-
Screening. Hier wurde eine Infektionsrate von 0,19 % erreicht [86]. Sinnvolle
Hygieneberatung setzt die Bestimmung des HCMV-Serostatus als Teil des
Studiendesigns voraus [87]. Daher bleibt oft unklar, welchen Einfluss die Kenntnis des
eigenen Infektionsrisikos auf die konsequente Anwendung der Hygienemafnahmen hat.
Bemerkenswerterweise konnte in verschiedenen Studien eine hohe Therapieadhérenz der
Schwangeren gegeniiber den empfohlenen Préventionsmafnahmen festgestellt werden.
Hughes et al. sprechen in diesem Zusammenhang von einem Ceiling-Effekt, der sich,
basierend auf einer bei Schwangeren grundsétzlich hohen Adhdrenz beziiglich

Verhaltensregeln effektlimitierend auswirken konnte [84].



1.2.5.2 Aktive Immunisierung

Einen weiteren, prinzipiell moglichen Ansatz der Primarprivention der kongenitale
HCMV stellt die aktive Impfung dar, um das maternale Immunsystem zur Kontrolle der
HCMV-PI zu beféhigen, bevor die Plazenta und der Fetus infiziert werden konnen. Dabei
werden in einer Ubersichtsarbeit gewisse Schwierigkeiten aufgezeigt, die den
jahrzehntelangen Versuch der Entwicklung eines effizienten HCMV-Impfstoffes geprigt
haben: Exzellente Immun-Evasionsmechanismen des HCMV; bestehende Unklarheit
iiber die konkreten Immunkorrelate, welche die Infektion unter Kontrolle halten; fehlende
Tiermodelle und der transiente und komplexe Charakter der Plazenta als schiitzenswertes
Organ [88].

Es sind bereits viele verschiedene Ansétze der Impfstoffentwicklung gegen HCMV in
Phasen klinischer Studien gelangt. Darunter Impfstoffe basierend auf rekombinanten gB-
Untereinheiten, umhiillte viruséhnliche Partikel die beispielsweise zur Expression eines
HCMV-gB/vesicular stomatitis virus G-Protein-Fusionsproteins fithren, Vector-basierte

Impfstoffe, Nukleinsdure-basierte Ansétze und attenuierte Lebendimpfstoffe [89].

Die meisten Fortschritte in klinischen Studien erzielen die gB-basierten Ansétze, wobei
in einer randomisierten, Placebo-kontrollierten Phase-2-Studie an 464 HCMV-
seronegativen Frauen, im ersten Jahr nach Geburt eines Kindes 18 Infektionen in der
Impfgruppe 31 Infektionen in der Placebogruppe gegeniiber standen [90]. Eine
vergleichbare Studie an 402 seronegativen Madchen zwischen 12 und 17 Jahren die
ebenfalls 20 pg rekombinantes gB und Adjuvans oder Placebo in 3 Dosen erhalten hatten,
endete mit 48 HCMV-PI (21 in der Impfgruppe und 27 in der Placebogruppe) ohne einen
signifikanten Unterschied zu zeigen [91]. Die Serokonversionsraten unter Prévention
durch Impfung sind bislang nicht besser als die Pravention durch Hygieneberatung und

HygienemaBnahmen [27].

1.2.5.3 Prdventive Behandlung nach maternaler P/

Passive Inmunisierung

Neben den Ansétzen zur Priavention der maternalen HCMV-PI wird kontrovers diskutiert,
ob bei erfolgter maternaler Infektion in oder kurz vor Eintritt der Schwangerschaft, eine
prophylaktische passive Immunisierung der Schwangeren mit HCMV spezifischen

Immunglobulin-Priparaten  (Hyperimmunglobulin: HIG) oder auch Standard-



immunglobulinen die Rate der diaplazentaren Virustransmissionen verringert [63, 92].
Die Anfinge dieses Prinzips basieren auf Einzelfallberichten der Symptomreduktion bei
bereits infizierten Feten durch maternale oder fetal-intraperitoneale Applikation von HIG
[93, 94]. Daran anschlieBend wurden mehrere prospektive Studien und retrospektive
Fallserien der maternalen HIG-Applikation verdffentlicht, die zu verschiedenen

Ergebnissen gekommen sind.

Nigro et al. verglichen in einem Studienarm zur Pravention der Infektion der Plazenta die
Wirkung von monatlichen Infusionen von 100 Einheiten/Kilogramm Ko&rpergewicht
(U/kgKG) HIG an 37 Schwangeren mit einer unbehandelten Kontrollgruppe von 65
Schwangeren. Das mediane Schwangerschaftsalter bei angenommener PI lag in der
Gruppe der Frauen, die HIG zu Privention erhalten hatten, in der 14. SSW und in der
Kontrollgruppe in der 20. SSW. HIG wurde im Median in der 19. SSW das erste Mal
appliziert. In der Studiengruppe wurden 6/37 mit 19/47 kongenital HMCV-infizierten
Kindern der Kontrollgruppe verglichen (p = 0,02). Der Kontrollarm wurde, bedingt durch
18 Aborte, von 65 auf 47 Fille dezimiert [95].

Eine deutsche, retrospektive Beobachtungsstudie an 42 Schwangeren untersuchte die
Wirkung von HIG in unterschiedlichen Dosierungen (¥: 200 U/kgKG) auf die Inzidenz
der kongenitalen HCMV-Infektion. Wobei nur in sechs Féllen die AC zur
Diagnosestellung aus Fruchtwasser durchgefiihrt wurde. Vier HMCV-positive
Fruchtwasserproben wurden in eine Behandlungsgruppe aufgenommen. Waren diese
Proben nicht vor Gruppeneinschluss untersucht bezichungsweise wire die Auswertung
nach dem Intention-to-treat-Prinzip durchgefiihrt worden, lige die kumulierte
Transmissionsrate bei 30,2 % statt der angegebenen 23,1 %. Der Zeitraum zwischen
Diagnosestellung und Therapieindizierung wird nicht angegeben, kann aber anhand der
Angaben nachgerechnet werden und liegt im Median bei 13,5 Tagen. Die cHMCV-Raten
wurden fiir den vermuteten Zeitpunkt der maternalen PI, getrennt in
perikonzeptionell/erstes Trimester und zweites Trimester angegeben mit 20,8 %
beziehungsweise 26,6 % [96]. Um zu einem Vergleich mit Transmissionsraten
unbehandelter Schwangerer zu gelangen wurden zwei Studien bemiiht, die die

Transmissionsrate nach PI in verschiedenen Schwangerschaftsphasen mit 34,5 % und



44,1 % beziehungsweise 30,1 % und 38,2 % fiir PI im ersten und zweiten Trimester

angeben [97, 98].

2014 veroffentlichte Ergebnisse einer randomisiert-kontrollierten Studie (RCT) von
Revello et al. mit 124 Schwangeren nach diagnostizierter HCMV-PI zwischen der 5. und
26. SSW, die die HCMV-Ubertragungsfrequenz nach maternalen HIG-Behandlung zur
Privention der diaplazentaren Virustransmission als primédren Endpunkt mit einer
unbehandelten Kontrollgruppe verglich, schlieBen damit, dass es durch die Behandlung
zu keiner signifikanten Reduktion der Ubertragungsfrequenz kommt. Die relative
Transmissionshéufigkeit konnte durch HIG um 14 bzw. 32 Prozentpunkte reduziert

werden (44 % in der Kontrollgruppe und 30 % in der Behandlungsgruppe) [99].

Unter der Annahme, dass das von Nigro und Revello eingesetzte vierwdchige HIG-
Infusionsintervall nach pharmakokinetischen Kriterien zu lange sein kénnte, um effektiv
der diaplazentaren HCMV-Transmission vorzubeugen, wurden auch andere,
zweiwochige Schemata vorgestellt, bei denen zudem eine héhere Dosierung gewihlt
wurde [100]. Zudem wurde der Revello-Studie eine relative Risikoreduktion von 60 %
einer fritheren Beobachtungsstudie zugrunde gelegt [95], was in der Folge eine als zu
hoch eingeschitzte Power der Studie vermuten ldsst [101]. In der HIG-
Behandlungsgruppe wurden mehr ernste Komplikationen wie Frithgeburtlichkeit,
Prieklampsie und fetale Wachstumsverzogerung beschrieben als in der Placebo-Gruppe.
Diese Effekte wurden von spéteren Publikationen so nicht wiedergegeben: In drei Studien
mit 40, 42 und 50 HIG-behandelten Schwangeren mit 152, 115 bezichungsweise 141
Einzeldosen mit jeweils 200 U/kgKG HIG intravends kam es jeweils explizit nicht zu den

genannten ernsten Komplikationen [96, 102, 103].

2011 wurde eine RCT vorgestellt, bei der ebenfalls monatlich HCMV-HIG (100 U/kgKG
intravends, Cytogam) gegen Placebo in der Privention der diaplazentaren Ubertragung
untersucht werden sollte. Die Gesamtkohorte sollte 800 Teilnehmerinnen umfassen
[104]. Eine Zwischenauswertung von 394 Datensétzen ergab fetale Infektionsraten von
22,4 % in der HIG-Gruppe und 19,4 % in der Kontrollgruppe, worauthin die Studie
gestoppt wurde [105].

Eine aktuelle Studie von Kagan et al. greift das bekannte Problem der unterschiedlichen

Dosierungsintervalle und HIG-Konzentrationen auf und beschreibt im prospektiven



Ansatz die Wirkung von HIG auf die Transmissionsrate. Bei 40 Schwangeren mit PI,
deren erste HIG-Dosis vor der 15. SSW appliziert wurde, kam es in lediglich drei Fallen
zur Transmission [102]. Tabelle 3 zeigt relevante Studien zum Effekt von HIG auf die

HCMV-Transmissionsfrequenz nach PI.

Tabelle 3: Studien zur Hyperi lobulin (HIG)-Pravention der materr len Ty i von h
Zytomegalieviren (HCMV) nach maternaler Primdrinfektion (PI).

Studi Endpunkt
(Publikationsjahr) .d.R. Transmission|
Nigro et al. (2005) 1995-  Prospektiv, 37  Plin Schwangerschaft oder 6/37 HIG+ (16%);

[95] 2003  100U/kgKG, perikonzeptionell, erste HIG- 19/47 HIG- (40%)
4- Dosis (%): 19. SSW.
wochentlich
Revello et al. 2009-  RCT, 61 Pl, zwischen 5. & 26. SSW, bis 6 18/61 HIG+ (29%);
(2011) [99] 2011 100U/kgKG, Wochen nach PI, erste HIG- 27/62 Placebo (44%)
4-wéchentlich Dosis (¥): 17. SSW
Buxmann et al. 2006-  Retrospektiv 39 PI-Diagnose in Trimenon 1 9/39 HIG+ (23%)
(2012) [96] 2010  200U/kgKG, (63%) oder 2 (37%)
X:2 Gaben
Hughes et al. 2012- RCT, 206 Pl-Diagnose <24.SSW, erste 46/206 HIG+ (22%)
(2019) [104, 106] 2018 100U/kgKG, HIG-Dosis (¥): 16. SSW 37/193 Placebo (19%)
4-wochentlich
Kaganetal. (2019)  2013-  Prospektiv, 40 PI-Diagnose <15. SSW, erste 3/40 HIG+ (7,5%)
[102] 2017  200U/kgKG, HIG-Dosis (¥): 10. SSW
2-wochentlich
Delle-Chiaie et al. 2007-  Retrospektiv, 50 PI-Diagnose in Trimenon 1 bei 15/49 HIG+ (31%)
(2018) [103] 2016  200U/kgKG, 20, 2 bei 23 und 3 bei 7 Frauen,
2-3 wéchentl. erste HIG-Dosis (%): 13. SSW
Blazquez-Gamero ~ 2009- Retrospektiv, 17  Pl-Diagnose vor HCMV- 7/17 HIG+ (40%)
et al. (2019) [107] 2015 100U/kgKG, positiver Amniozentese
4-wochentlich
kgKG: Kilogramm Kirpergewicht; RCT: lomisierte kontrollierte Studie; SSW: Sch h h

Die in der Tabelle genannten Studien sind inhomogen beziiglich der Einschlusskriterien
und der Therapieschemata. Zudem sind Studien aufgefiihrt, bei denen Prévention und
Behandlung der HCMV-Transmission gleichermaf3en untersucht werden und lediglich
das Ergebnis einer eventuell durchgefiihrten AC in Bezug auf HCMV-Transmission eine
Zuteilung zum einen oder anderen Arm bedingt. Generell werden in den Studien
Transmissionsraten von 7,5 % bis 40 % unter HIG beschrieben. Dem gegeniiber stehen

Raten von 19 % bis 44 % ohne HIG oder mit Placebo.

Insbesondere sind die beiden RCTs im Design vergleichbar. Auch die zentralen
Tendenzen der ersten HIG-Gaben liegen im Schwangerschaftsverlauf eng beieinander.
Aus den verdffentlichten Ergebnissen ldsst sich aber schwer erkldren, weshalb die

Transmissionsrate (Placebogruppe) der multizentrischen Studie des Eunice Kennedy



Shriver National Institute of Child Health and Human Development mit 19 % so deutlich

unter jener in Italien erhobenen liegt [99, 105].
Virostatika

Einen alternativen Ansatz zur Gabe von Anti-HCMV-IgG stellt die Gabe des Prodrugs
Valaciclovir (ValACV) zur Behandlung der maternalen PI dar. Ein Fallbericht schildert
die effektive Reduktion der maternalen Virdmie durch Gabe von 8 g ValACV nach PI im
2. Trimenon. Nach einer negativ ausgefallenen AC wurde die antivirale Therapie in

24 + 5 SSW unter Fortfithren eines Monitorings auf HCMV-Virdmie beendet [108].

2019 wurden die Ergebnisse einer RCT vorgestellt, bei der die Wirksamkeit von 8 g
ValACYV pro Tag, verglichen mit Placebo bei Frauen mit HCMV-PI in der Prévention der
vertikalen Virustransmission untersucht werden sollte. Den priméren Endpunkt stellte die
virologische Untersuchung des Fruchtwassers friithestens in der 21. SSW dar. Sekundér
wurde die Frequenz symptomatischer HCMV-Infektionen im Zeitraum bis eine Woche
nach Geburt evaluiert. Es konnte gezeigt werden, dass in 4/45 Fillen in der ValACV
verglichen mit 14/45 Fillen in der Placebogruppe HCMV diaplazentar iibertragen wurde
[109].

1.3 Therapie
Die Therapie der kongenitalen HCMV-Infektion kann in prénatale und postnatale

Ansitze unterteilt werden.

1.3.1 Pranatale Therapieansatze -HIG

Die Therapie der in-utero symptomatischen kongenitalen HCMV-Infektion wurde 1999
von Nigro in einem Fallbericht einer Zwillingsschwangerschaft beschrieben. Nach
dreimaliger maternaler Infusion von 200 U/kgKG HIG an drei Tagen und einmaliger
intraamnialer HIG-Applikation von 400 U bildete sich ein bestehendes plazentares Odem
zuriick. Einer der Feten war zuvor mit einem Wachstumsstillstand aufgefallen. In der
Amnionfliissigkeit konnte HCMV nachgewiesen werden [93]. Weitere Studien an
symptomatisch HCMV-infizierten Feten zeigten eine Reduktion der Frequenz postnatal
symptomatischer HCMV-Infektionen: Eine prospektive Studie verglich 31, nach HCMV-
Nachweis aus Fruchtwasser mit HIG-behandelte Schwangere, mit 14 unbehandelten

Schwangeren. Nur ein symptomatisches Kind wurde fiir den Behandlungsarm berichtet



und stand sieben symptomatischen Neugeborenen in der Vergleichsgruppe gegeniiber
[95]. Buxmann et al. berichteten von vier Feten, bei denen vor HIG-Applikation bereits
HCMV im Fruchtwasser detektiert werden konnte. Drei davon waren bei Geburt
asymptomatisch. Eines fiel mit symptomatischer postpartaler HCMV-Infektion auf [96].
Einen Uberblick zur Studienlage der prinatalen Behandlung mit HIG bietet Tabelle 4.

Tabelle 4: Studien zur prinatalen Behandlung von infizierten Feten mit Hyperimmunglobulin (HIG).

Studi Zei Typ Einschluss Ergeb

(Jahr) raum

Nigro et al. 1995-  Prospektiv, 200U/kgKG, 2-6 31 HCMV-positivin  1/31: CMV-

(2005) [95] 2003 waochentlich, variabel intraamnial AC Krankheit nach 2

Lebensjahren

Nigro et al. 2004-  Prospektiv, 200U/kgKG, 4- 9 Hyperechogener  1/9 symptomatisch

(2012) [110] 2012 waochentlich; 8 unbehandelte Feten als Darm nach Geburt; follow-
Kontrollgruppe (7 schwer betroffen, up zwischen 3. & 8.
1 verstorben) Lebensjahr

Nigro et al. 2004-  Retrospektiv, 200U/kgKG 2-4- 31 Maternale 4/31 symptomatisch

(2012) [111] 2009 waéchentlich, Fall-Kontrollstudie, HCMV-PI, HIG+; 27/31
abhéngige Variable: <20. SSW asymptomatisch
Symptomauspragung

Yamada et 2005-  Prospektiv, variable Dosierung 12 Symptomatische  9/12 symptomatisch

al. (2012) 2010 fetale Infektion bei Geburt

[112]

Buxmannet 2006- Retrospektiv, Observation, 4 HCMV-positivin  1/4: symptomatisch

al. (2012) 2010 200U/kgKG, zwischen 500 & 1000U AC bei Geburt

[96] intraamnial & intraumbilikal

Visentin et 2007-  Prospektiv, einmalig 2001U/kgKG; 37 31 HCMV-positivin  4/31 ,schlechtes”

al. (2012) 2011 unbehandelte Kontrollen, 16/37 AC Outcome nach

[113] schlechtes Outcome nach einem Jahr einem Jahr

Blazquez- 2009-  Retrospektiv, Observation, 19 HCMV-positivin  8/16:

Gamero et 2015 200U/kgKG, 8/19 Feten im Ultraschall AC symptomatisch bei

al. (2019) auffallig, 3, lost to follow-up” Geburt

[107]

AC: i PI: Primdrinfektion; SSW: Sch hafiswoche.

Dabei fillt auf, dass zum einen die Studiendesigns sowohl im methodologischen Ansatz
als auch in Dosierungsschemata inhomogen sind. Des Weiteren handelt es sich stets um
kleine Behandlungsgruppen zwischen vier und 31 Feten. Die kontrollierten, prospektiven
Studien zeigen in den HIG-Behandlungsgruppen signifikant weniger symptomatische
Neugeborene oder Kinder mit Folgeschéden (3 % bis 13%) verglichen mit unbehandelten

maternalen Kontrollgruppen (43 % bis 100 %) [114].

1.3.2 Préanatale Therapieansatze - Valaciclovir
Der passiven Immunisierung steht die antivirale Therapie gegeniiber. Nach einer ersten
Beobachtungsstudie an 20 Schwangeren und 21 Feten nach gesicherter diaplazentarer

HCMV-Transmission konnte unter maternaler Einnahme von 8 g ValACYV téglich gezeigt



werden, dass therapeutisch wirksame Konzentrationen von Aciclovir im maternalen und
fetalen Kompartment erreicht werden [115]. Eine daran angeschlossene Phase-II-Studie
mit medianem Therapiebeginn in der 25. SSW zeigt die Effektivitit von hoch dosiertem
ValACYV in der Reduktion der Symptomschwere bei moderat symptomatisch infizierten
Feten. Verglichen mit einer historischen Kontrolle wird der Anteil der bei Geburt
asymptomatisch HCMV-infizierten Neugeborenen von 43 % auf 82 % angehoben [116].
In einer italienischen Fallserie an 12 Schwangeren konnte mit 8 g ValACV tiglich
zwischen Diagnose der PT und AC und fortgefiihrter Therapie im Fall einer diaplazentaren
HCMV-Ubertragung einer Ubertragungsrate von 12 % (bis AC) bzw. 42 % (bis Geburt)
beobachtet werden. Diskutiert wird in diesem Zusammenhang der praventive Ansatz der
ValACV-Gabe vor AC und die mogliche wiederkehrende maternale Virdmie nach

Absetzen von ValACV [117].

1.3.3 Postnatale antivirale Therapie

Postnatale  Therapieoptionen fiir symptomatisch kongenital HCMV-infizierte
Neugeborene stellen aktuell die Gabe von intravendsem Ganciclovir und oralem
Valganciclovir (ValGCV) dar. Eine randomisiert - kontrollierte Untersuchung, in der die
sechswochige Gabe von Ganciclovir mit einer rein symptomatischen Therapie verglichen
wurde, zeigte bei Neugeborenen mit Beteiligung des zentralen Nervensystems eine
Uberlegenheit der antiviralen Therapie mit Bezug auf die Horfihigkeit (weniger
Verschlechterung im Ergebnis der Hirnstammaudiometrie). Gleichzeitig trat wéhrend der
Behandlung signifikant haufiger eine ausgeprigte Neutropenie auf [118]. Darauf
aufbauend wurde in einer Placebo-kontrollierten Studie an 96 Neugeborenen eine
sechsmonatige mit einer sechswochigen Gabe von ValGCV oder Placebo verglichen. Als
primédrer Endpunkt wurde die Verdnderung des Ausgangswerts des Horens auf dem
besseren Ohr zum Wert nach sechs Monaten analysiert. Die neurologische Entwicklung
stellte einen sekunddren Endpunkt dar. Wahrend bei der Evaluation des priméren
Endpunktes kein Unterschied festgestellt werden konnte, beeinflusste die lédngere
Einnahme von ValGCV allerdings die neurologische Entwicklung signifikant. Die Gabe
von ValGCV ist mit einer Neutropenie assoziiert, wobei diese auch in der Kontrollgruppe

unter Placebogabe auftrat [66].



Mit verschiedenen drztlichen Interventionsmoglichkeiten, angefangen bei der
Hygieneberatung der Schwangeren mit einem Risiko fiir den Erwerb einer HCMV-PI,
iiber eine préanatale Behandlung mit nebenwirkungsarmen Medikamenten bis hin zur
postnatalen Therapie, steht eine Vielzahl von Optionen zur Verfiigung. Grundlage eines
effektiven Managements der HCMV-PI ist allerdings immer die Kenntnis iiber das

individuelle Risiko der Schwangeren.

1.4 Die Plazentaschranke im Kontext der HCMV-Infektion

1.4.1 Entwicklung & Aufgaben der Plazenta

Nach der Fertilisation der gesprungenen Eizelle durchwandert die Zygote mehrere
Entwicklungsstadien, bevor sich die aus Embryoblast und Trophoblast bestehende
Blastozyste dem Uterusepithel annédhert. Zur Implantation stellt der Trophoblast die mit
dem Uterus in Kontakt tretende Zellschicht dar. Es kénnen Anteile mit einkernigen Zellen
(Zytotrophoblast) von vielkernigen Anteilen (Synzytiotrophoblast) unterschieden
werden. Die Implantation erfolgt in dezidual vorbereitetes Endometrium von welchem
synzytiotrophoblastéire Zellen zunichst das uterine Bindegewebe invadieren und dann das
kapillire GeféaBbett arrodieren und Lakunen mit maternalem Blut fiillen. In diese
blutgefiillten Sinusoide wachsen vom Zytotrophoblasten ausgehende Primérzotten ein
und entwickeln sich durch Bindegewebsproliferation und Kapillarisierung zu
funktionsfahigen Tertidrzotten an denen der Stoffaustausch zwischen maternalem Blutpol
und kindlichen Kapillaren stattfindet [119, 120]. Wahrend der endovaskulidren Invasion
andern zytotrophoblastire Zellen ihre membranire Rezeptorausstattung und exprimieren
angiogene Faktoren wie den vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) und den
plazentaren Wachstumsfaktor (PIGF). Dies wird unter anderem einem sich verandernden
Sauerstoffpartialdruck zwischen Uterushohle und maternalem Kapillarbett zugeschrieben
[121]. Die Plazentaschranke, die den maternalen vom fetalen Blutkreislauf trennt, besteht
aus Synzytiotrophoblast und den Endothelzellen des kindlichen Kapillarbetts. Neben
Sauerstoff und Nahrstoffen werden auch IgG iiber diese Barriere transportiert.
Synzytiotrophoblastar exprimierte, kindliche Fc-Rezeptoren oder der Fc-gamma
Rezeptor 2b, welche IgG binden konnen, scheinen in diesem Kontext eine Rolle zu
spielen. Durch Transzytose gelangt dabei IgG an das Endothel [122, 123]. Dabei werden
vermehrt IgG der Subklasse 1 transportiert und die fetalen IgG-Spiegel nehmen zum Ende



der Schwangerschaft zu, wihrend die maternalen 1gG Spiegel auf etwa 60 % bis 70 %

des Wertes im ersten Trimenon abfallen [124].

1.4.2 HCMV-Plazentitis

Kongenitale Infektionen konnen zum einen durch eine den Genitaltrakt affektierende
Infektion oder aszendierende Erreger bedingt sein. Zum anderen stellt der himatogene
Weg eine relevante Infektionsquelle dar. Haufig wird die in-utero Infektion mit HCMV

als von den Dezidualzellen des Uterus ausgehend beschrieben [125].

Der immunhistochemische Nachweis von HCMV IE-Antigen in infizierten Placenten
gelingt insbesondere im Bindegewebe der Villi. In infiziertem Plazentagewebe kénnen

schwere, chronische Schéden in den Villi nachgewiesen werden [126].

Ein Fallbericht aus dem Jahr 2011 verband die Befunde eines generalisierten fetalen und
plazentaren Odems und maternalen Symptomen einer Prieklampsie (siche Absatz 1.4.3)
mit dem Befund einer akuten HCMV-Infektion in der 26. SSW. Bei der postpartalen
Aufarbeitung des Plazentagewebes zeigten sich sowohl eine chronische Villitis mit
Infiltration von lymphoplasmozytiren Zellen und Odemen, Fibrindeposition als auch
disseminiert zytomegale Riesenzellen, ein vaskulitisches Bild und Kalzifikationen [127].
Diese Befunde decken sich mit einem zuvor verdffentlichten Fall einer Schwangeren, die
sich mit dem Bild einer schweren Prieklampsie vorstellte. Bei der fetalen Autopsie zeigt

sich das Bild einer massiven, disseminierten HCMV-Infektion [128].

In histopathologischen Vergleichsstudien von HCMV-infizierten und nicht-infizierten
Plazenten konnte gezeigt werden, dass das vaskulér-pathologische Bild sich auch in der
zellstindigen Rezeptorexpression des Endothels widerspiegelt. An 18 unbehandelten,
HCMV-infizierten Plazenten, drei Plazenten nach HIG-Behandlung und fiinf Kontrollen,
konnten relevante Unterschiede in der Expression von VEGF und dessen Rezeptor fms-
like Tyrosinkinase 1 (FItl) zwischen infizierten Proben und Kontrollen gezeigt werden.
Bei Bestimmung der 16slichen Komponenten PIGF und dem soluble-Flt1 (sFltl) aus
Fruchtwasserproben zeigt sich im Mittel eine sFlt1-Erhohung zusammen mit einer PIGF-
Erniedrigung verglichen mit den Kontrollen. Das resultiert in einer ErhShung des
sF1t1/PIGF-Quotienten. Dieser spiegelt, so die Autoren, eine Dysregulation der

plazentaren Angiogenese und damit verbundenen Hypoxie wieder [129].
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1.4.3 sFlt1, PIGF & Praeklampsie

Die beiden Proteine sFItl und PIGF werden aktuell insbesondere in der
Risikostratifizierung von Patientinnen mit vermuteter Priacklampsie angewendet. Die
Préaeklampsie wurde als starke inflammatorische Reaktion und endotheliale Dysfunktion
in uterinen Geféflen beschrieben, welche auch bei asymptomatischen Schwangeren
vorkommt, dort aber besser kontrolliert wird [130]. Klinisch erfassbar und relevant wird
sie durch eine neue maternale Hypertonie, Proteinurie und Odeme bei 5 % bis 7 % aller
Schwangeren nach der 20. SSW. Immunologisch ist ein Anstieg der CD4* T-Zellen und
inflammatorischer Zytokine zusammen mit reaktiven Sauerstoffspezies und sFltl
beobachtet worden [131]. sFltl vermag PIGF zu binden und damit proangiogene Signale
zu reduzieren. Das steht im Zusammenhang mit einer insuffizienten Remodellierung von
Spiralarterien, weshalb erhhte Konzentrationen von sFlt1, verbunden mit erniedrigten
Konzentrationen von PIGF Indikatoren fiir pathophysiologische Prozesse der

Prieklampsie darstellen [132].

In einer prospektiven, multizentrischen Beobachtungsstudie an 1050 Schwangeren
konnte fiir eine sF1t1/PIGF-Ratio < 39 ein negativer Vorhersagewert von 99,3 % fiir eine
Prieklampsie in den ndchsten sieben Tagen evaluiert werden. Wobei der positive

Vorhersagewert fiir vier Wochen lediglich bei 36,7 % lag [132].
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1.5 Zielsetzung:

In dieser Arbeit werden Untersuchungen an maternalen Serum- und Fruchtwasserproben

beschrieben. Es werden viruskulturelle Verfahren, PCR, Elektrochemilumineszenz-

Immunoassays (ECLIA), Immunoblots, Mikroneutralisationstests und proximity

extension assays (PEA) verwendet, um folgenden Fragen nachzugehen:

1.

Welche Auswirkungen haben eine maternale Behandlung mit HIG oder der
HCMV-Transmissionsstatus auf neutralisierende  Antikorper oder die
Antikorperprofile im Fruchtwasser und Serum zum Zeitpunkt der AC?

Gibt es einen Unterschied oder Zusammenhang zwischen der Viruslast im
Fruchtwasser, gemessen mittels quantitativer PCR beziehungsweise
quantitativer Kurzzeitkultur, und der maternalen Behandlung mit HIG?

Lassen sich Unterschiede in der Konzentration der beiden Proteine sFItl und
PIGF im Serum und Fruchtwasser zwischen maternalen HCMYV-
Transmitterinnen und Non-Transmitterinnen bei AC nachweisen? Gibt es
Hinweise auf einen Einfluss der HIG-Behandlung? Koénnten sich quantitative
Spiegel dieser pro- und antiangiogenen Proteine als Biomarker fiir eine vertikale
HCMV-Transmission eignen?

Lassen sich in gepoolten Fruchtwasserproben, selektiert nach Transmissions-
und Behandlungsstatus unterschiedlicher Kohorten, mittels proximity extension
Multiplex-Assay unterschiedliche Muster von inflammatorischen Zyto- und

Chemokinen identifizieren?
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2 Material & Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Eingeschlossen wurden Schwangere, bei denen eine HCMV-PI diagnostiziert worden
war. Grundlage dieser Diagnose waren eine aufféllige Zusammenschau serologischer
Voruntersuchungen nach den Kriterien der S2K-Leitlinie oder selten auch
Ultraschallverénderungen, die mit einer HCMV-Infektion assoziiert sein konnen. Der
Untersuchungseinschluss geschah vor dem Hintergrund einer, bei manchen Frauen
durchgefiihrten Behandlung mit HIG. Abbildung 5 zeigt die Kohortenbildung fiir die

einzelnen Untersuchungen:

Gesamtkohorte kryokonservierte
Probenpaare Serum bei AC und
Fruchtwasser

n=192

18G negativ
n=7

Poolbildung

Nt-50% und Multiplex- Fruchtwasser Viruslast

Elnzelneutralisationen sFIt1 und PIGF-Messung

Assay n=143 n=29 n=104
n=106

NT, HIG+, variable
Schemata

n=23

NT, HIG-
n=21

NT, HIG+, 200 U
zweiwbchentlich, SG
n=23

NT, HIG-, IgM+
n=10

T, HIG+
n=17

latent infiziert

n=22

T, HIG+, variable
Schemata
n=7

T, HIG+, 200 U,
2weiwdchentlich
n=9

NT, HIG+
n=49
x longitudinal

T, HIG-
n=18
x lonitudinal

T, HIG+
n=16

x longitudinal

Abbildung 5: Ubersicht iiber die Kohortenbild:
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2.2 Klinische Virusisolate

Fiir die Neutralisationstests wurde ein klinisches HCMV-Isolat aus Amnionfliissigkeit
nach einem Fetozid mit hoher HCMV-Viruslast verwendet, welches die laborinterne
Identifikations- und Dokumentationsnummer H2497-11 trégt. Dieses klinische Isolat
wurde sowohl in HFF als auch ARPE-19-Zellkultur primér, ohne jeweilige Adaptation
auf andere Zellkulturen, isoliert [134].

2.3 Targetzellen
Fir die Virusvermehrung als Grundlage von Neutralisationstests sind suszeptible
Zellsysteme nétig. Die Zellkulturen wurden bei einer Atmosphére aus 5 % CO2und 90 %

Luftfeuchtigkeit bei 37 °C im Inkubator kultiviert.

Humane Vorhautfibroblasten (HFF): Fibroblasten wachsen adhérent in DMEM. Der
Wechsel des Mediums erfolgte alle sieben Tage unter der Sterilbank. Dieses Zellsystem
wurde gewihlt, da sich Fibroblasten leicht mit HCMV infizieren lassen. Die Zellkulturen
wurden etwa bis Passage 28 verwendet. Wenn das mikroskopisch kontrollierte
Wachstumsverhalten sich schon vorher reduziert zeigte, der Zellrasen nicht mehr dicht
bedeckt war oder morphologische Auffilligkeiten zeigte, wurden die jeweiligen

Zellkulturen bereits vorher verworfen.

Retinapigmentepithelzellen (ARPE-19): Die Zellen stammen von einem méannlichen,
19-jahrigen Spender. Verglichen mit den groBeren HFF finden sich mehr Zellen pro
Flache. Es resultiert ein hoherer Stoffumsatz, weswegen das Nahrmedium DMEM-F12
in einem kleineren Intervall, zweimal pro Woche, ausgetauscht wurde. Die Zellen wurden

etwa bis Passage 27 verwendet.

2.4 Seren und Fruchtwasser

Es wurden Serum- und Fruchtwasserproben untersucht, welche den Schwangeren um die
20. SSW entnommen wurden. Wenn zu entsprechenden Fruchtwasserproben mehrere
Serumproben verschiedener Zeitpunkte der Schwangerschaft vorlagen, wurde fiir
Querschnittuntersuchungen zum Zeitpunkt der AC jene Blutprobe verwendet, die am
néchsten am Zeitpunkt der AC entnommen wurde. Im Idealfall wurden beide Materialien
am selben Tag gewonnen. Die Proben wurden vornehmlich in der pranatalmedizinischen

Abteilung der Universitdts-Frauenklinik Tiibingen entnommen. Ein geringer Teil der
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Proben wurden dem Referenzlabor fiir HCMV-Infektionen in der Schwangerschaft von
externen Frauendrzten und Kliniken zugesandt. Dabei wurden die Einsender auf die
Notwendigkeit des raschen Postversandes fiir den zellkulturellen Virusnachweis

aufmerksam gemacht.

Die Gesamtkohorte der kryokonservierten Proben umfasste zum Erhebungszeitraum
Material von 177 Schwangerschaften mit einer Zwillingsschwangerschaft. Die Proben
wurden in einem Zeitraum zwischen 2007 und 2019 gesammelt. In 16 Schwangerschaften
wurde hédufiger als einmal eine Fruchtwasserprobe gewonnen. Daher werden 192
Datensitze zur Gesamtkohorte zusammengefasst, die die Grundlage fiir die Analyse
einzelner Parameter in Subkohorten bilden. Serologische Parameter fliefen in 182
Datensitze ein. 10 Datensétze beinhalten lediglich Informationen zu PLGF- und sFlt1-
Konzentrationen und dem Transmissionsstatus, da die serologische Diagnostik in diesen
Fiéllen in externen Labors durchgefiihrt wurde. In 151 Fillen konnten sowohl
Fruchtwasser als auch Serum am selben Tag gewonnen werden. In 31 Fillen wurde das
Serum vor dem Fruchtwasser gewonnen und in 10 Féllen nach der AC. Die mittlere
Abweichung der Serum- von Fruchtwasserentnahme betrug 1,5 Tage (SD: 7,9 Tage). Das
mediane Gestationsalter zum Zeitpunkt der AC lag bei 21 Wochen (IQR: 2).

Die HCMV-Quantifikation erfolgte unmittelbar nach Eingang im Labor. Sowohl Blut-
als auch Fruchtwasserproben wurden fiir die spitere synchronisierte Aufarbeitung der
Konzentrationen von Biomarkern und Antikdrpern nach dem Eingang im Labor
aliquotiert, archiviert und bei -20 °C beziehungsweise -80 °C kryokonserviert und digital
mit Lagerungsort erfasst. Vor der Verwendung wurden die Aliquoten der Proben bei
Raumtemperatur aufgetaut, schiittelgemischt und im Anschluss durch farbliche
Markierung auf dem Probengefdl gekennzeichnet, um im Fall der Wiederholung eines
Versuchs auf Aliquote zuriickgreifen zu konnen, die noch nicht einem mehrmaligen

Gefriertauen unterzogen worden sind.

Fir die Analyse der diagnostischen Patientenproben im Rahmen der Tiibinger HCMV-
Forschung besteht ein positives Ethikvotum (Aktuelle Projektnummer 237/2019B0O2).

25



2.5 Reagenzien

2.5.1 Zellkultur

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (4,5g/l Glucose) ~ Thermo Fisher Scientific

DMEM: Ham’s Nutrient Mixture F-12, 1:1 ATCC
Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml) Thermo Fisher Scientific
Humane Vorhautfibroblasten (HFF) ATCC
Retinapigmentepithelzellen (ARPE-19) ATCC
Fotales Kélberserum (FKS) — Fetal Bovine Serum Gold Thermo Fisher Scientific
Phosphatgepufferte Saline (PBS) Thermo Fisher Scientific
Trypsin-EDTA Thermo Fisher Scientific
Trypanblau-Losung Sigma

2.5.2 Neutralisationstests

Klinisches HCMV-Isolat H2497-11 S. Preisetanz/ K. Schweinzer
HCMV-HIG (Cytotect) - 1:3,6 £ 41,2 U/ml [133] Biotest
Primérer muriner monoklonaler anti-HCMV IgG E13-Klon,

Zielstruktur IE1 (UL122) anti-pp72 BioMérieux
Sekunddrer monoklonaler Meerrettich-Peroxidase-anti-Maus-

Fe-I1gG Agilent Technologies
Methanol (technisch) Merck

Gebrauchsfertige AEC-L6sung

10 mg 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) werden in Sigma
2,5 ml N, N-Dimethylformamid gelst und 1:20 mit Sigma
0,1 M Natriumacetatpuffer verdiinnt, sterilfiltriert.

Vor Gebrauch 1:1000 Zugabe von 33% H,O, Merck

Tris-gepufferte Saline (TBS):

Stamml6sung (10x)

60,57 g Tris-Base und Sigma
87g Natriumchlorid geldst in Merck
800 ml Aqua (Ampuwa) mit Fresenius Kabi
2 N Salzséure auf pH 7,6 eingestellt Merck

und mit Aqua auf 1000 ml aufgefiillt, sterilfiltriert
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Gebrauchslosung: 100 ml Stammlosung + 900 ml Aqua +
2 ml Polyoxyethylen (20)-sorbitan-monolaurat (TWEEN 20)

Natriumacetatpuffer:

Stamml6sung (10x)

82,5 g Natriumacetat und

28,88 ml Essigsdure 100% mit

900 ml Aqua (Ampuwa) aufgefiillt und mit

2 N Salzséure auf pH 4,9 eingestellt

und mit Aqua auf 1000 ml aufgefiillt, sterilfiltriert
Gebrauchslosung: 100 ml Stammlosung + 900 ml Aqua

Merck

Merck
Merck
Fresenius Kabi
Merck

2.5.3 Testsysteme flr Antikdrper-, Antigen- und Nukleinsdurenachweise

IgG Aviditit)
ECLIA-Kit Elecsys CMV IgG-Kit (auch IgG-Aviditit)
ECLIA-Kit Elecsys CMV IgM-Kit
ECLIA-Kit Elecsys PIGF-Kit
ECLIA-Kit Elecsys sFLt1-Kit
real-time PCR-Kit CMV R-gene
HCMV-WHO Standard (5x10° International Units/ml)

Proximity Extension Assay - Inflammatory Panel

Rekombinanter HCMV-Immunoblot recomLine CMV-Kit (IgG, IgM,

Mikrogen
Roche
Roche
Roche
Roche

Biomérieux
NIBCS
Olink
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2.5.4 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Sterilbank LaminAir

Thermocycler LightCycler 2.0

QIAcube — Nukleinsdureextraktor mit QTAmp mini Kit
Cobas e 601 — Analysator

Inkubator BBD 6220

Inkubator C200

Gefrierschrank (-20°C)

Gefrierschrank (-80°C)

Kiihlschrank (+4°C)

Reagenzglasschiittler Reax top

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Zentrifuge 5417R

Inversmikroskop Axiovert 25/100 mit
Fotodokumentation mittels AxioVison
Mehrkanalpipette

Pipetten Stripetten 5 ml, 10 ml, 20 ml
Heizblock
Hochgeschwindigkeitskiihlzentrifuge Biofuge
Zentrifugenrohrchen BD Falcon 15 ml, 50 ml
Kunststoffpipetten Stripetten 5 ml, 10 ml, 25 ml
96-Kammern Mikrotiterplatten
Mikroreaktionsgefife Safe-Lock Tubes 1,5 ml, 2 ml
Zellkulturflaschen 25 cm?, 75 cm?, 175 cm?
Zellstrainer 70 pm

Neubauer-Zihlkammer C-Chip

Pipettenspitzen TipOne 10 pl, 100 pl, 1000 pl

Heraeus

Roche

Quiagen

Roche

Heraeus

Labotect

Liebherr

Heraeus

Liebherr
Heidolph

Hereus
Eppendorf

Zeiss

Zeiss

Eppendorf
Corning Incorporate
Eppendorf

Stratos
Becton-Dickinson
Corning Incorporate
Greiner bio-one
Eppendorf
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Digital Bio
Starlab
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2.6 Neutralisationstests

Neutralisationsassays dienen dem semiquantitativen Nachweis von HCMV-spezifischen,
neutralisierenden Antik6rpern in den zu testenden Proben. Dabei macht man sich die
gezielte Neutralisation eines definierten Virusisolates vor Infektion eines suszeptiblen

Zellsystems zunutze.

2.6.1 Zellkultur

Die Zellkulturmedien enthalten Indikatorlosungen, die durch einen Farbwechsel eine pH-
Wert-Verdnderung durch Glykolyseendprodukte (Laktat) anzeigen und damit den
Hinweis geben, dass das Medium gewechselt werden sollte. Zudem wurden den
Zellkulturmedien 1 % Penicillin/Streptomycin und jeweils 10 % FKS zugegeben. Alle
Medien, Zusitze und Zellkulturreagenzien wurden vor Verwendung auf Raumtemperatur
gebracht. Zum Wechsel der entsprechenden Medien von HFF- und ARPE-19-Zellen
wurde die verbrauchte Néhrlosung aspiriert und 5 ml, 12 ml oder 25 ml frisches Medium,

je nach Oberfliche der Kulturflasche (25 cm?, 75 cm?, 175 cm?), zugegeben.

Zur Passagierung der Zellkulturen von HFF und ARPE-19-Zellen bei etwa 90 %
konfluierendem Zellrasen wurde das Medium abgenommen und der Monolayer durch
einmaliges Spiilen mit PBS von etwaigen Riickstdnden befreit. Zudem wurden dadurch
lysierte, nicht mehr adhdrente Zellen und Zellreste abgespiilt und entfernt. Die Zellen
wurden mittels Trypsin vereinzelt und abgelost. Dazu wurden je nach Grofie der
Zellkulturflasche 1 ml, 3 ml oder 5 ml Trypsin iiber den Zellrasen pipettiert. Das Ablosen
erfolgte binnen etwa sechs Minuten im Inkubator und wurde im Inversmikroskop unter
Klopfen kontrolliert. Die Enzymeinwirkung wurde durch Zugabe von mindestens der
doppelten Menge frischem Zellkulturmedium unterbrochen. Durch mehrmaliges auf- und
ab-pipettieren wurde die Suspension der Zellen erreicht. Die Zelllosung wurde auf frische
Kulturflaschen verteilt und die noch fehlende Menge Medium aufgefiillt. Nach wenigen

Stunden waren die Zellen wieder adhdrent.

Zur Bestimmung der Fihigkeit zur HCMV-Neutralisation der zu untersuchenden Pools
und Einzelproben aus Probenmaterial sind standardisierte Monolayer des Zellsystems
notig. Zu Herstellung wurde dquivalent zum Passagieren der Zellkulturen verfahren. Um
sicherzustellen, dass nach dem Trypsinieren keine Zellklumpen in das Testsystem

gelangen, wurde die Zellsuspension stets durch ein Zellsieb mit 70 um groflen Poren in
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ein 50 ml- konisches Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Zur Identifizierung avitaler Zellen
erfolgte die Trypanblau-Farbung durch Mischen von 100 pl Zellsuspension mit gleichem
Volumen einer 1:2 mit PBS verdiinnten und sterilfiltrierten Trypanblauldsung in einem
1,5 ml Eppendorf-Cup. Trypanblau kann die Zellmembran toter Zellen iiberwinden und
farbt diese intensiv blau. 10 pl der gefirbten Suspension wurden in einer Zahlkammer
nach Neubauer ausgezihlt. Durch Auszihlen der nicht-blaugefarbten Zellen der vier

Groflquadrate ergab sich die Anzahl Zellen pro ml Medium nach der folgenden Formel:

Anzahl [Zellen] — LN (Verdiinnungsfaktor) x 10* x ml~!

ml 4 Grofquadrate

Pro Well sollten 2 x 10* Zellen in 100 ul Medium ausgesit werden. Daher wurde die
Zellsuspension auf 2 x 10° Zellen pro ml verdiinnt. Die Zellen wurden mittels
Mehrkanalpipette in 96-Well-Platten iiberfiihrt. Diese Platten wurden vor Gebrauch
nochmals mindestens 18 Stunden bei 37 °C, 5 % COa, 90 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.

2.6.2 Poolen von Proben und Komplementinaktivierung

Die Durchfiihrung von Neutralisationstests zur Quantifizierung von HCMV-spezifischen,
neutralisierenden Immunglobulinen kann mit singuldren Serum- und Fruchtwasserproben
geschehen. Ebenfalls moglich ist das Testen gepoolter Proben. Dies bietet den Vorteil,
mit einem Test eine Aussage iiber eine grofere Fallzahl treffen zu konnen. Zudem wird

der Einfluss von unspezifischen Effekten einzelner Proben minimiert.

Zur Herstellung von Blut- und Serumpools wurden zundchst, nach serologischem und
infektiologischem Vorbefund vergleichbare Proben identifiziert. Dabei konnte in
Transmitterinnen (T) und Non-Transmitterinnen (NT) mit oder ohne zuvor durchgefiihrte
Behandlung mit HIG unterschieden werden. Die Behandlung mit HIG wurde weiterhin
unterteilt in ein strenges Regime mit strikt zweiwdchentlicher Applikation von 200
Einheiten (U) HIG/ kgKG (NT, HIG+, Studiengruppe analog - SG) und andere Regime
ohne diese Dosierung oder dieses Intervall. Zudem wurde eine Kohorte mit erhéhtem IgM
(> 1,0 IgM - ,cut-off-Index: NT, HIG-, IgM+ (X = 3,71 ,,cut-off* Index) zum Zeitpunkt
der AC gepoolt. Als Negativkontrolle fiir die Neutralisationstests erfolgte das Poolen von
Blut- und Fruchtwasserproben von HCMV-IgG negativen Schwangeren. Es wurden fiir
jeden Serum- /Fruchtwasserpool jeweils dquivalente Mengen der kryokonservierten

Proben nach dem Auftauen in je ein Eppendorf-Gefd3 pipettiert und ,,gevortext”. Die
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Volumina wurden auf mehrere Eppendorf-GefiBie verteilt und bis zur Verwendung

wieder bei -80 °C kryokonserviert.
Folgende Pools wurden erstellt:

HCMV-IgG negativ (n =7)

NT, HIG+ (in variabler Dosierung oder Intervall; n = 23)
NT, HIG+, SG (zweiwdéchentlich 200 U/kgKG, n = 23)
NT, HIG- (n=12)

NT, HIG-, IgM+ (friihe Infektion bei AC; n = 10)

T, HIG+ (n=17)

T, HIG- (n = 14)

Fir die Neutralisationstests aus gepooltem Probenmaterial wurde vor der
Kryokonservierung eine Komplementinaktivierung bei 56 °C im Heizblock fiir 30 min
mit anschlieBender Zentrifugation (1360 g, 5Smin) und abpipettieren von Zelldebris
durchgefiihrt. Fiir die Untersuchung von Fruchtwasserpools mittels PEA-Multiplex-

Assay wurden Proben verwendet, die zuvor nicht komplementinaktiviert wurden.

2.6.3 Neutralisation & Inokulation

Die Serum- und Fruchtwasserproben sowie die gepoolten Proben wurden im ersten
Ansatz als Verdiinnungsreihe iiber vier bis fiinf Verdiinnungsstufen zur Neutralisation
mit dem zellfreien Virusisolat vermischt. Die Verdiinnung des Virusisolates wurde
anhand der Vorwerte der 50 % tissue culture infective dose (TCID-50 %) -Bestimmung
so gewidhlt, dass in der mitgefiihrten Viruskontrolle der entsprechenden 96-well Platte

etwa 100 HCMV-Plaques gebildet werden.

Zur Verdiinnung der zu untersuchenden Probe wurden jeweils Volumina der Probe mit
Volumina der dem Zellsystem entsprechenden Medien ohne Zusitze pipettiert,

anschliefend schiittelgemischt und tiberfiihrt.

In verschiedenen Ansétzen wurden je nach Zellsystem verschiedene Verdiinnungsreihen
angelegt und unterschiedliche Volumina des Primérmaterials beziechungsweise dessen
Verdiinnungen pipettiert. Dazu wurden Vorversuche durchgefiihrt. Die eingesetzten

Verdiinnungsstufen konnen den jeweiligen Ergebnissen entnommen werden.
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Abbildung 6 zeigt den Ablauf eines Plaque-Reduktions-Neutralisationstest (PRNT).
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Durch das Vermischen von zellfreien HCMV-Isolaten mit dem Probenmaterial kommen
potenziell darin befindliche HCMV-spezifische Immunglobuline in Kontakt mit einer
definierten Menge Virionen. Diese konnen die spezifischen Immunglobuline in Form
eines Antigen/polyvalenten Antikorper-Immunkomplex binden. Findet dies zum Beispiel
an viralen Hiillproteinen statt, die nétig sind, um die eingesetzten Zielzellen zu infizieren,
erfolgt eine Neutralisation der enthalten Virionen relativ zur Viruskontrolle, also einer

Viruslésung mit dquivalenter Viruskonzentration ohne neutralisierende Agenzien.

Nach einstiindiger Vorinkubation der zellfreien Viruslgsung mit dem Probenmaterial bei
37 °C, 5 % CO2und 90 % Luftfeuchtigkeit zur Immunkomplexbildung erfolgte die
Inokulation von jeweils 2 x 10* der unter Abschnitt 2.6.1 beschriebenen Zellen mit jeweils
100 pl verdiinnter Virion-Serum- beziehungsweise Virion-Fruchtwasser-Mischung. In
jedem Ansatz wurden pro Verdiinnungsstufe Triplikate angefertigt. Zudem wurde pro 96-
well Platte eine Zellkontrolle mitgefiihrt, bei der entsprechendes Zellkulturmedium ohne
Probenmaterial und Viruslosung vorgelegt wurde. Ebenfalls wurde in jedem Ansatz eine
dquivalente Verdiinnungsreihe mit HIG, eingestellt auf die mittlere [gG-Konzentration
von latent HCMV-infizierten Schwangeren [92] als Plausibilitdtskontrolle und eine

Verdiinnungsreihe eines HCMV-IgG Negativpools mitgefiihrt.

Zur Intensivierung der Inokulation wurden die beschickten 96-well Platten fiir 30 min bei
112 g zentrifugiert und anschlieBend fiir weitere 30 min bei 37 °C, 5 % COz und 95 %
relativer Luftfeuchte inkubiert, bevor der Uberstand von Virion-Suspension/Proben-
Gemisch wieder abgesaugt wurde. Nach Vorlage von frischem Medium mit 10 % FKS
und 1 % Penicillin/Streptomycin wurden die infizierten Zellkulturen weitere fiinf Tage

inkubiert.
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2.6.4 Farbung & Bestimmung probenspezifischer Neutralisationskapazitaten

Die inkubierten Zellkulturen wurden mittels HCMV-IE-1-Antigenfirbung unter
Verwendung von primédren Anti-HCMV-IE1-IgG und sekunddren Meerrettich-
Peroxidase-konjugierten anti-Human-Fc-IgG gefirbt. Zur Fixierung der Zellkulturen
wurde nach Absaugen des Mediums ein 1:1 Gemisch aus Methanol und Aceton fiir 90
Sekunden auf dem Monolayer belassen. Nach Absaugen der Fixierlosung und Waschen
mit 200 pl TBS, versetzt mit 0,2 % TWEEN, wurden 100 pl einer 1:800 mit PBS und
0,5 % FKS verdiinnten Losung des primaren Antikorper zu den Zellen pipettiert und fiir
eine Stunde bei 37 °C, 5 % COz und 95 % relativer Luftfeuchte inkubiert. Dieser Schritt
wurde nach dreimaligem Waschen mit TBS + 0,2 % TWEEN, zur Inkubation bei
37°C, 5 % COzund 95 % relativer Luftfeuchte mit 100 pl des 1:400 mit PBS und 0,5 %
FKS verdiinnten, sekunddren Antikorpers wiederholt. Im Anschluss wurde wieder
dreimal mit TBS + 0,2 % TWEEN gewaschen. Die Braunfarbung der antikorper-
markierten HCMV-IE1-Proteine in infizierten Zellkernen wurde durch Zugabe von
100 pl/well einer mit 0,1 % H2O: versetzten gebrauchsfertigen AEC-Losung nach 30-
miniitiger lichtgeschiitzter Inkubation bei 37 °C, 5 % COzund 95 % relative Luftfeuchte
generiert. Unter dem Lichtmikroskop konnen die HCMV-IE1 positiven Zellen erkannt
und infektiose Plaques ausgezihlt werden. Als Plaque wurden Ansammlungen von mehr
als fiinf eindeutig geférbten Zellkernen gewertet. Abbildung 7 zeigt exemplarische
Bildausschnitte aus 96-Well-Mikrotiterplatten nach Zellinokulation, wie sie relativ zur

Viruskontrolle oder relativ zur HCMV-IgG-Negativkontrolle evaluiert wurden.

Abbildung 7: Plaquebildung (rote Kreise) nach fiinftigiger HCMV-Kultivierung auf humanen Vorhautfibroblasten
(links) und ARPE-19 Zellen (rechts). Einzelne IE-positiv geféirbte Zellkernen oder Haufen <5 werden nicht als Plaque
gewertet (100x).
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Zur Berechnung der probenspezifischen Neutralisationskapazitit (NT %) in der
jeweiligen Verdiinnungsstufe wurde die Plaquezahl in Relation zur Plaquezahl der IgG-
Negativkontrollen gesetzt:

1-X prob
NT % = —>%
% 196G negativ

Zur Berechnung der 50 % Neutralisationskapazitdt (NT-50 %) kommt ein
Niéherungsverfahren unter Beriicksichtigung der ermittelten Neutralisationskapazitdten

der Verdiinnungsstufen zum Einsatz (siehe auch 2.10).

2.6.5 TCID-50 %-Bestimmung

Zur Quantifizierung der Viruskonzentration einer kryokonservierten Viruslosung
H2497-11 wurde die 50 %-Zellkultur-Infektionsdosis TCID-50 % pro 100 pl bestimmt.
Nach Anfertigen einer Verdiinnungsreihe der aufgetauten Virusstammldsung von 1! bis
17 durch sechsmaliges Uberfiihren von 50 ul Stammlésung bezichungsweise verdiinnter
Losung in 450 pl Zellkulturmedium und anschliefendem Schiittelmischen erfolgte die
Inokulation suszeptibler Zellen in einer 96-well Platte mit jeweils 100 ul der verdiinnten

Viruslosung in Triplikaten.

Das weitere Vorgehen zur Inokulation erfolgte analog dem der Neutralisationstestungen
(siche 2.6.3); ebenso die IE 1-Antigenfirbung zur Bestimmung des Infektionsstatus des

Zellrasens (siehe 2.6.4).

Nach fiinftagiger Inkubation und anschlieBender IE 1-Antigenfarbung finden sich in der
Verdiinnungsreihe mit zunehmender Wahrscheinlichkeit weniger infizierte Zellen, je
hoher die Verdiinnung der kryokonservierten Stammlosung des HCMV-Isolates ist.
Beachtet wird nicht die Anzahl der infizierten Zellen pro well sondern das Verhéltnis von
wells mit mindestens einer positiven Zelle zur Gesamtzahl der wells (zwischen 0 % und

100 % infizierte wells).

Zur Ermittlung der TCID-50 % sei der Exponent jener Verdiinnungsreihe, bei der zuletzt
noch alle wells infizierte Zellkerne aufweisen (100 % infizierte wells) @ und die
Quersumme der relativen Anzahl infizierter wells (<100 % infizierte wells) pro

Verdiinnungsstufe sei . Die TCID-50 % berechnet sich somit nach der Formel:

TCID-50 % = 10%~(?=05)
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2.7 Bestimmung der HCMV-spezifischen Antikérperprofile

Zur Bestimmung der HCMV-spezifischen Antikorpermuster wurden rekombinante
Immunoblot-Assays aus Serum- und Fruchtwasserproben durchgefiihrt. Zur
Quantifizierung der HCMV-spezifischen Antikérperspiegel wurden ECLIA-Messungen
durchgefiihrt.

2.7.1 Rekombinante Immunoassays

Das rekombinante Immunoassay recomLine CMV (Mikrogen) dient dem Nachweis von
HCMV-spezifischem IgG aus Serum- und Fruchtwasserproben. Der Lineblot basiert auf
den rekombinanten HCMV-Antigenen (rec/El, recCM2, recpl50, recp65, recgBI und

recgB?2), immobilisiert auf einer Nitrozellulosemembran (Abbildung 8).

Der Test wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt [135]. Durch einstiindige
Inkubation der Teststreifen in einer Losung aus Waschpuffer und der zu untersuchenden
Probe binden die enthaltenen IgGs an die Antigene. Die anschliefende Zugabe von
Meerrettichperoxidase-markierten ~Maus-anti-Human-Immunglobulinen — ermdglichte

nach der Substratreaktion das Ablesen eines Bandenmusters.

Kontrollen rekombinante Antigene
& & o
N \
P 3 Q ) > Qv
& & &S ¢ & ¢ & &
Teststreifen in Waschpuffer, Zugabe von Prob ial (Serum/Fr )

Hi i w4 A B oo B m sdh

Nach Inkubation haben die IgG des Patienten an die rekombinanten Antigene gebunden

BE oy ool

Zugabe von Peroxidasemarkierten-Maus-anti-Human-1gG und Inkubation

Die Zugabe von Substrat erméglicht tiber Farbreaktion das Ablesen der reaktiven Banden

Abbtldung 8: Testprinzip des HCMV-Lineblot mit Serum und Fruchtwasser (Abbild, 14 zeigt entsprechende
mit dem Expi i einer friiher Infektion und der fortgeschrittenen In/ektzan)

Die Intensitét der Banden musste zur Auswertung des Tests in Relation zur Intensitdt der

,,Cut-Off-Bande des betreffenden Streifens gesetzt werden. Eine Bande von geringerer
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Intensitit als die ,,Cut-Off*-Bande wurde als negatives Ergebnis gewertet. Eine
vergleichbare oder stirkere Intensitit der Farbung wurde semiquantitativ mit einem

Punktwert zwischen eins und drei bewertet.

Anhand der Prisenz spezifischer Antikérper kann grob auf das Alter der Infektion
zuriickgeschlossen werden. Dies gilt nur fiir Proben, die nicht nach der Behandlung mit
HIG gewonnen wurden. HIG enthilt selbst gegen alle sechs messbaren rekombinanten
Antigene hoch-avide Antikdrper in ausreichend hoher Menge, um jeweils eine Intensitit,

die mit dem Punktwert drei zu bewerten wire, zu erreichen.

Die semiquantitative Bestimmung der Aviditit der gesuchten Antikorper erfolgte durch
Verwendung von Harnstoff als chaotrope Verbindung in einem parallelen, zweiten
Ansatz und Vergleich der Bandenintensitit mit dem IgG-Teststreifen. Dies wurde
ebenfalls mit Punktwerten von eins bis drei entsprechend der Intensitdt dokumentiert.
Vom Hersteller der Lineblots werden die Antigene rec/E1, recCM2, recpl50 und recgB2
zur Evaluation der Aviditit empfohlen [135].

2.7.2 HCMV-Immunglobulin Elektro-Chemilumineszenz-Immunoassays

Die in vitro Messung von anti-HCMV-IgG/IgM-Konzentrationen basiert auf einem
Doppel-Antigen-Sandwich-System. Es werden biotinylierte und ruthenylierte HCMV-
Proteine (pp150, pp28, p52 und p38) von den zu messenden Patientinnen-anti-HCMV-
IgG gebunden. Streptavidin-beschichtete, paramagnetische Mikropartikel binden tiber
Biotin-Streptavidin-Komplexbildung. In einer Durchflussmesszelle erfolgt eine
magnetische, selektive Fixierung der anti-HCMV-IgG. Ungebundene Partikel werden
entfernt. Das Anlegen einer Spannung an der Elektrode fiithrt zur Induktion messbarer
Lumineszenz, die proportional zur Menge spezifischer, gebundener Antikorper in der

Probe ist [136]. Abbildung 9 zeigt dies schematisch.

Streptavidin-coated

Ruthenylierte HCMV-Antigene e Mikropartikel

Biotinylierte HCMV-Antigene ( %\ +

N “, + - YA S -
@ ” Patientenprobe @ >
mit Anti-HCMV-IgG Lumineszenz

Abbildung 9 D 1 des Testprinzips eines  Elektrochemilumineszenz-Assay; HIG:
Hyperimmunglobulin; HCMV: humanes 7 ievirus; 1gG: I lobuli
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Die Analysen wurden vollautomatisch auf einem Cobas 6000 - Analysator mit den
Elecsys CMV IgG- und IgM-Tests der Firma Roche ausgefiihrt, nachdem zuvor die
Proben manuell in ProbengefdaBe vorgelegt wurden. Zur Ermittlung der Aviditit der
gemessenen Immunglobuline wurde im Messprozess zu einem Ansatz von 50 pl
Probenmaterial jeweils 50 pl einer Guanidinhydrochlorid-basierten Ldsung als
chaotropes Agens pipettiert. Zur Berechnung der IgG-Aviditit wurde das Ergebnis beider
Messungen mit und ohne chaotropes Agens in Verhiltnis gesetzt. Das Ergebnis wird als

relativer Aviditatsindex (%) angegeben.

Die verwendeten Testsysteme sind in der klinischen Routine insbesondere zur IgG und
IgM Messung aus Serum etabliert. Die Quantifizierung von HCMV-IgG aus
Fruchtwasser ist nicht akkreditiert. Sie wurde aber entsprechend dem fiir Serumproben
etablierten Protokoll durchgefiihrt. Vom Hersteller werden fiir die HCMV-IgG
Konzentrationen von < 0,5 U/ml als negativ, zwischen 0,5 und 1 U/ml als grenzwertig
und > 1 U/ml als reaktiv angegeben. Fiir IgM werden Ergebnisse unter 0,7 des
»cut off-Index als negativ gewertet, ein ,,cut-off“-Index zwischen 0,7 und 1 ist
grenzwertig und iiber 1 wird die Probe als IgM-positiv bewertet. Relative Aviditétsindices
<45 % werden vom Hersteller als niedrige Aviditit klassifiziert. Proben zwischen 45 %

und 54,9 % gelten als intermediér avide und > 55 % als hoch avide [137].

2.8 Direkte Virusnachweisverfahren

Zur Diagnostik der diaplazentaren HCMV-Transmission eingesetzte quantitative
Methoden bestehen aus dem Nachweis von HCMV-Nukleinsdure auf Basis einer PCR
und dem Nachweis von HCMV-IEl-Antigenexpression in vitro auf HFF-basierter

Zellkultur. Vergleichende Daten zur Viruslast wurden bereits verdffentlich [138].

2.8.1 Real-time PCR
Die DNA-Extraktion aus Serum und Fruchtwasser wurde mittels eines vollautomatischen
Extraktors und dem dazugehorigen, kommerziell erhéltlichen Kit nach Angaben des

Herstellers durchgefiihrt.

Zur Quantifizierung der HCMV-DNA in Fruchtwasserproben wurde ein kommerzielles

real-time PCR-Kit auf einem Lightcycler 2.0 verwendet. Als Zielstruktur dient dabei eine
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283 Basenpaare lange Fraktion des ppUL83-Gen. Das 95 % - Detektionslimit wurde vom

Hersteller mit 555 Kopien/ml angegeben.

Die ausgegebenen Kopien HCMV-DNA pro ml wurden in Internationale Einheiten (IU)
konvertiert. Dazu wurde der WHO-Standard verwendet. Durch Amplifikation des WHO-
Standards an drei Tagen wurde unter den gleichen Bedingungen auf dem verwendeten
Lightcycler ein Konversionsfaktor berechnet, um von den ausgegebenen Kopien HCMV-

DNA pro ml Probenmaterial auf Internationale Einheiten umrechnen zu kdnnen.

2.8.2 Kurzzeit (18h-) Mikrokultur

Zur Durchfiihrung der Kurzzeitkultur aus Fruchtwasser wurden jeweils 1 ml der Proben
zunichst zur Aufkonzentrierung potenziell enthaltener HCMV-Virionen fiir eine Stunde
bei 50 000 g und 4 °C hochgeschwindigkeitszentrifugiert. Nach dem Abpipettieren des
Uberstandes und der Resuspension des Pellet in 200 pl Zellkulturmedium ist die HCMV-
Konzentration verglichen zur Ausgangsprobe fiinffach erhéht. Jeweils 2 x 10* adhirente
HFF pro well einer 96-well-Platte wurden mit je 50 pl der Virionsuspension inokuliert.
Nach 18-stiindiger Inkubation bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relative Luftfeuchte erfolgte
die IE-1-Antigenfirbung wie unter 2.6.4 beschrieben.

Fir die Auswertung der Viruslast je mnach Vortherapie mittels Kurzzeit
(18h-) Mikrokultur und qPCR wurden Proben ausgeschlossen, bei denen das Ergebnis
durch externe Einfliisse beeinflusst sein konnte. Dazu zdhlen insbesondere lange
Transportzeiten der Probe vom Entnahmeort in das Labor (> 24 Stunden) oder direkte
intraamniale HIG-Applikation vor der AC. Dariiber hinaus sind Temperatur iiber 30 °C

beim Transport kritisch fiir die reliable, semiquantitative Mikrokultur-Auswertung.

Fur die Korrelation der Ergebnisse der qPCR und der Mikrokultur mussten beide
Untersuchungen mit dem Probenmaterial der Patientinnen durchgefiihrt worden sein.
Sequenzielle Proben wurden nicht ausgewertet, wenn der dokumentierte Zeitraum

zwischen zwei HIG-Applikationen eine Zeitspanne von 7 Tagen unterschritt.

Um den variablen Therapieregimen mit HIG im 10-jahrigen Untersuchungszeitraum

gerecht zu werden, wurden 3 Subkohorten verglichen:

38



e HIG-naiv (n = 13)
e variable HIG-Behandlung (intraamnial/intracordal/maternal intravends. <200
1U HIG/kgKG und Intervalle >3 Wochen zwischen zwei Applikationen; n = 7)

e maternal mindestens 2x intravends 2001U HIG/kgKG, zweiwdchentlich (n = 9)

Im Fall mehrmaliger AC wurde, die im Schwangerschaftsverlauf zuerst gewonnene

Fruchtwasserprobe fiir die Gruppenvergleiche verwendet.
2.9 Evaluation potenzieller Biomarker

2.9.1 Bestimmung von sFIt1 & PIGF aus Blut- & Fruchtwasserproben

Die Konzentrationen der beiden pro- und antiangiogenen Proteine sFltl und PIGF wurde
ebenfalls mittels ECLIA auf einem Cobas 6000 — Analysator aus maternalem
Primérmaterial (Serum- und Fruchtwasser) automatisiert bestimmt. In Abweichung zum
unter 2.7.2 beschriebenen Verfahren, bei welchem biotinylierte und ruthenylierte HCMV-
Antigene eingesetzt werden, basiert der sFlt1- und PIGF-Nachweis auf Inkubation der zu
testenden Probe mit biotinylierten und ruthenylierten monoklonalen Antikorpern,
gerichtet gegen die beiden Proteine. Zudem erfolgte die Zugabe von Streptavidin-
beschichteten Mikropartikeln, analog dem Nachweis von HCMV-spezifischen
Immunglobulinen nach neun Minuten und das Ergebnis wurde in pg/ml vollautomatisch

ausgegeben.

Fir die Analyse der sFlt] und PIGF-Konzentrationen wurden vier Kohorten gebildet. Die
Auswertung der Proteinkonzentrationen erfolgt je nach Vortherapie mit HIG vor der AC
und abhéngig vom Transmissionsstatus in vier Gruppen:

NT, HIG- (n = 21)

NT, HIG+ (n = 49)

T, HIG- (n = 18)
T, HIG+ (n = 16)

Eine Normierung auf Multiple des Medians (MoM) wurde fiir longitudinale Werte

anhand publizierter Werte fiir gesunde Kontrollen vorgenommen [139].

In einem weiteren Auswertungsansatz zur Analyse der Konzentrationen von sFItl und
PIGF wurden, neben dem Transmissionsstatus, in der Patientinnenakte dokumentierte

HCMV-assoziierte Ultraschallbefunde zur Kohortenbildung benutzt (siche Tabelle 1):
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e NT(n=70)
o T, unauffilliger Ultraschall (TUU; n = 22)
e T, Ultraschall assoziiert mit HCMV-Infektion (TUA; n = 12)

Die aus den Messreihen zu PIGF und sFItl generierte Daten wurden teilweise bereits
verdffentlicht [140].

2.9.2 lIdentifikation potenzieller Biomarker mittels Multiplex-Assay

Um weitere potenzielle Proteine zu identifizieren, deren Konzentrationen im
Fruchtwasser von Transmitterinnen verglichen mit Non-Transmitterinnen erhoht sind,
wurde aus gepoolten Fruchtwasserproben ein Multiplex-Assay der Firma Olink (Uppsala,

Schweden) durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um ein proximity extension assay:

Antikorperpaare, gerichtet gegen die zu messenden Proteine, sind selbst an ein
Oligonukleotid gebunden. Nach Bindung an das Zielprotein kénnen die beiden
Oligonukleotide aufgrund der rdumlichen Néhe hybridisieren. Nach Zugabe einer DNA-
Polymerase und Elongation kann durch eine real-time PCR und DNA-Quantifizierung
auf die urspriingliche Proteinmenge in der Probe zuriickgeschlossen werden. Die Firma
Olink bietet auf dieser Basis Panels fiir 96 Proteine pro Ansatz an, wobei fiir die
Fruchtwasserproben ein Panel mit dem Fokus auf inflammatorische Proteine gewéhlt
wurde. Der Tabelle 17 in Abschnitt 3.5 kann eine Liste der Proteine des Panels

entnommen werden.

Die gepoolten Proben wurden, in Kohorten wie unter 2.6.2 angegeben, in eine 96-well
PCR-Platte iiberfiihrt, auf Trockeneis konserviert und zur Prozessierung an Olink
verschickt. Vom Dienstleister wurden die quantifizierten Daten in Rohfassung zur
Verfligung gestellt. Die Ausgabe der Daten erfolgt firmenseitig in NPX (Normalized
Protein eXpression), einer log 2 skalierten Einheit. Statistisch aufbereitet und analysiert
wurden die Abweichungen der einzelnen Kohorten von den Gruppenmittelwerten tiber
die HCMV-Kohorten fiir jedes einzelne Protein. Dazu wurden die NPX delogarithmiert
(2NPX).

40



2.10 Statistische Auswertung

Die erhobenen Messwerte wurden mit der Software SPSS (Version 25, IBM)
ausgewertet. Dabei wurde vor der Durchfiihrung schlieBender Testverfahren fiir die zu
untersuchenden Parameter eine deskriptive Statistik durchgefiihrt. Die Annahme einer
Normalverteilung wurde auf Basis von Schiefe und Kurtosis der einzelnen Variablen
getroffen. Fiir Merkmale deren Ausprdgung in der Stichprobe einer Normalverteilung
folgt wurde iiblicherweise der arithmetische Mittelwert (¥) als Wert der zentralen
Tendenz angegeben. Als Streuungsmal} wurde in diesen Fillen die Standartabweichung
(o) verwendet. Fiir nicht-normalverteilte Merkmalsauspriagungen fanden entsprechend
der Median (X¥) und der Interquartilenabstand (IQR) Anwendung. Sollten Unterschiede
in der Ausprigung linear skalierter Merkmale auf ihre Uberschreitungswahrschein-
lichkeit hin tiberpriift werden, wurden in Abhéngigkeit von der Verteilung der Stichprobe
der Exakte Test nach Fischer oder der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Dem Fishers
Exakt-Test wurde ein Test auf Gleichheit der Varianzen vorgeschaltet. Unter den gleichen
Voraussetzungen, aber bei einem Variablenumfang >2, wurde eine einfaktorielle

Varianzanalyse (ANOVA) oder der Kruskal-Wallis-Test verwendet.

Neben der Berechnung der NT % in einzelnen Verdiinnungsstufen wurde eine Regression
auf Basis des generalisierten linearen Modells (Probit-Regression) zur ndherungsweisen
Angabe der Probenverdiinnung bei Neutralisation von 50 % der definierten Viruslosung

(NT-50 %) auf Basis der Ergebnisse der Verdiinnungsreihen durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Neutralisationsassays
Es wurden PRNT und Neutralisationen an Einzelverdiinnungen von 143 Serum- und

Fruchtwasserproben durchgefiihrt.

3.1.1 Kalibrierung an Einzelproben

Zur  Kalibrierung des PRNT  wurden Vorversuche an  Serum- und
Fruchtwassereinzelproben durchgefiihrt. Dazu wurden von einer Patientin nach
wiederholter HIG-Gabe und Ausschluss der HCMV-Transmission, eine Serum- (H2537-
15) und eine Fruchtwasserprobe (H2649-15) zur Neutralisation der Infektion von HFF-
und ARPE-19-Zellen eingesetzt. Ebenso wurde mit einer Serum- (H1220-16) und
Fruchtwasserprobe (H1218-16) einer HIG-vorbehandelten HCMV-Transmitterin
verfahren. Die TCID50%/100pl wurde fiir die verwendete Viruslosung des klinischen
Isolates H2497-11 bestimmt mit 10*° fiir HFF und ARPE-19. Daraus wurden jeweils die

verwendeten Verdiinnungsstufen des Virusisolates mit 1:1000 abgeleitet.

Serum

Abbildung 10 zeigt Verdiinnungen einer Patientenprobe und HIG auf zwei Zellreihen:
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Abbildung 10: Vorversuch auf Reti ithelzellen (ARPE-19)/Fibroblasten (HFF) mit Serumproben einer
nicht-HCMV-transmittierenden Schwangeren (H2537-15) die Hyperimmunglobulin (Cytotect) appliziert bekam,
verglichen mit HIG, Abgebildet ist die Kapazitit zur Neutralisation (NT-Kapaczitdt) eines Virusisolats relativ zur
Viruskontrolle.
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Die Verdiinnungsreihen fiir Serum H2537-15 (NT, HIG+) auf APRE-19 und HFF von
1:128 bis 1:4096 bildet hier nicht optimal die Bereiche von 100% Neutralisation zu 0%
Neutralisation der definierten Viruslosung (1:1000) ab. Insbesondere die erste
Verdiinnungsstufe von 1:128 ist bereits zu hoch gewihlt um bei der Serumprobe im HFF-
Ansatz einen Bereich hoher Neutralisationskapazitit >50% abzubilden. Die HIG-
Verdiinnung zeigt hingegen auf HFF als Zellsystem bis zur Verdiinnungsstufe 1:2048
ordentliche Neutralisationseffekte, im Ansatz mit ARPE-19 Zellen bis 1:4096.

Abbildung 11 zeigt die Verdiinnungsreihen fiir das Serum H1220 (T, HIG+). Die weiter
gefassten Verdiinnungsreihen von 1:64 bis 1:8192 bilden fiir die Proben auf HFF die
notigen Bereiche der Neutralisation ab. Ebenso ist im Vergleich der beiden
Neutralisationsreihen in Abbildung 10 und Abbildung 11 erkennbar, dass das Serum der
HCMV-transmittierenden Schwangeren das Virusisolat deutlich besser neutralisiert als

das Serum der nicht-transmittierenden Schwangeren.
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Abbildung 11: Vorversuch zur Neurmllsatzon au/ Retmaplgmemeplthelzellen (ARPE [9)/Flbmb1aslen (HFF) mit
Serumproben einer HCMV- er (HIG) - v en, verglichen mit
HIG; Abgebildet ist die Kapazitdt zur Neutrahsattan (NT-Kapazitit) eines Virusisolats relativ zur Viruskontrolle.

Fruchtwasser

Die gewihlte Verdiinnungsreihe von Fruchtwasser H2649-15 (NT, HIG +) von 1:2 bis
1:32 bildet fir HFF als Target-Zellsystem sowohl Bereiche nahezu vollstindiger
Neutralisation sowie Verdiinnungsstufen ohne nachweisbare Neutralisation ab. Fiir

ARPE-19 als Zellsystem ist diese Verdiinnungsreihe jedoch zu hoch konzentriert, da der
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Endpunkt ohne bedeutende Neutralisation nicht erreicht wird. Bei einer Verdiinnung des
Fruchtwassers von 1:32 neutralisiert die Probe immer noch 54 % der infektiosen Virionen

relativ zu einer 1:1000 Losung des eingesetzten HCMV-Isolates (Abbildung 12, oben).

Das Fruchtwasser H1218-16 (T, HIG+) hingegen zeigt erst ab einer Verdiinnung 1:128
keinen neutralisierenden Effekt auf HFF mehr. Werden ARPE-19 Zellen verwendet, fiihrt
dies bei einer Verdiinnung von 1:512 immer noch zu 40 % Plaquebildung verglichen mit

der unbehandelten Verdiinnung eines HCMV-Isolates (Abbildung 12, unten).

Im Vergleich der Fruchtwasserproben NT, HIG+ mit T, HIG+ fillt, analog zum
Neutralisationsverhalten von Serum der beiden Schwangeren auf, dass die Probe der

Transmitterin HCMV in vitro besser neutralisiert.

= H2649-15 ARPE B H2649-15 HFF
100

80

60

NT-Kapazitit in %

20

(I
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o

.. I

o AIIIII 11

2 4 8 6 2
= H1218-16 ARPE B H1218-16 HFF
100
E =

) 80 = = —
£ = = =|
5w s = = —
8 = = =
g 40 = = = =
x | —  — — | —
- — —_ —_ —_
- ; = = =

0 = =9 =

2 4 8 16 32 128 256 512

Verdiinnungsstufen (1:X)

Abbildung 12: Vorversuch zur Neutralisation auf Retinapigmentepithelzellen (ARPE-19)/Fibroblasten (HFF) mit
Fruchtwasserproben einer nicht-HCMV-transmittierenden (oben) und einer transmittierenden Schwangeren die
Hyperimmunglobuline appliziert bekamen. Abgebildet ist die Kapazitit zur Neutralisation (NT-Kapazitit) eines
Virusisolats relativ zur Viruskontrolle.
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3.1.2 Kalibrierung an kleinen Pools

Bisher wurde die NT% relativ zur Plaquezahl der Virusverdiinnung ermittelt. In einem
weiteren Schritt soll die Verwendung von HCMV-IgG negativem Primédrmaterial als
Kontrolle fiir unspezifische neutralisierende Effekte dienen. An vier kleinen Pools aus
Serum und Fruchtwasser von HCMV-IgG-positiven und zwei Pools (Serum/AF) von
IgG-negativen Proben wurden die Verdiinnungsreihen fiir gepoolte Proben relativ zu IgG-
negativen Kontrollen gepriift. Getestet wurde zudem die Anwendbarkeit von
Verdiinnungsreihen fiir ARPE-19-Zellen von 1:500 bis 1:8000 und fiir HFF von 1:64 bis
1:4096 fiir Serum und 1:16 bis 1:1024 (ARPE-19) sowie 1:3 bis 1:96 (HFF) fiir
Fruchtwasser unter den Bedingungen: HCMV-IgG negativ (n=2); IgG+, NT, HIG+ (n=3)
und IgG+, T, HIG- (n=2). Die entsprechenden Ergebnisse der Verdiinnungsreihen zeigt
Abbildung 13:

Serum; ARPE-19 Serum; HFF
BT, no HIG (ARPE Il) [INT, HIG (ARPE 1) ET, no HIG (HFF Il) mNT, HIG (HFF 1)
m Cytotect (ARPEIl)  ® Cytotect (ARPEI) ™ Cytotect (HFFIl)  Cytotect (HFF 1)
100
®
T 80
f':_‘ 60
s 40
g
E' 20
i 0 8
500 1000 4000 8000 64 256 1024 4096
Fruchtwasser; ARPE-19 Fruchtwasser; HFF
NNT, HIG (ARPE 1) T, no HIG (ARPE 1) SNT, HIG (HFF 1) T, no HIG (HFF II)
100
ES
£ 80
] 60 - w0000
8
o @ I -
= 1 I
= 0 . . —AN
16 64 265 1024 3 12 24 9%
Verdiinnungsstufen (1:X) Verdiinnungsstufen (1:X)
Abbild; 13: Plaque-Reduktions-Neutralisationstest an kleinen Pouls von Hyperimmunglobulin (HIG) - naiven
,um&HlC handelten Non-Ti itterinnen auf Reti) ithelzellen (ARPE-19)/Fibroblast

(HFF) Die NT% wird relativ zu einem HCMV-IgG negativen Serum und Fruchtwasserpool ausgegeben.

Dabei zeigt sich, dass in der Neutralisation auf ARPE-19 Zielzellen bei der niedrigsten
Serum-Verdiinnungsstufe (1:500) zundchst alle eingesetzten Proben vollstaindig HCMV
neutralisieren. Bei der Verdiinnungsstufe 1:4000 neutralisiert der Pool T, HIG - nicht
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mehr, wihrend der Pool NT, HIG + noch etwa 35 % der zugegebenen infektiosen HCMV
zu neutralisieren vermag. Auf HFF als Zielzellen féllt die Neutralisationskapazitit der
beiden Serumpools regelrecht ab. Im Vergleich dazu ist das HIG deutlich potenter. Die
Neutralisation von Fruchtwasser auf beiden Zielzellen zeigt gleiche Effekte der
Neutralisation, wobei der kleine Pool NT, HIG + jeweils etwas besser neutralisiert als T,

HIG -. Insgesamt sind die Unterschiede jedoch nicht deutlich ausgeprigt.

Aus den Versuchen mit kleinen Pools von Serum und Fruchtwasser in zwei verschiedenen
Zellsystemen mit Verwendung eines IgG-negativen Kontrollpools als Referenz zur
Kompensation unspezifischer Neutralisationseffekte konnen nach Probit-Analyse

folgende NT50%-Werte angegeben werden (Tabelle 5):

Tabelle 5: 50% Neutralisationskapazitit (NT50%-Werte) fiir Plaque-Redukti lisati aus kleinen Pools.

Kohorte Serum NT50% Fruchtwasser NT50% HIG NT50% (1) (1)}
HFF ARPE-19 HFF ARPE-19 HFF ARPE-19 HFF ARPE-19 ‘

NT, HIG+ 1:149  1:3360 1:11 1:283 1:1437  1:4569  1:885 1:3754
T, HIG- 1:209  1:1998 1:21 1:382
HIG: Hyperimmunglobulin; HFF: Humane Vorh brobl. : ARPE-19: Retinapi ithelzellen; NT: HCMV

— Non Transmitterinnen; T: HCMV — Transmitterinnen.

Die NT50%-Werte des HIG sind jeweils deutlich hoher als die der Patientinnenproben.
In der Versuchsreihe auf ARPE-19 Zellen mit Serum ergeben sich hohere
Neutralisationswerte in der Kohorte NT, HIG+ verglichen mit T, HIG-. In allen anderen
Tests zeigt die Kohorte T, HIG- die héheren NT50%-Werte und davon ableitbar eine

hohere Konzentration HCMV-neutralisierender Antikorper.

3.1.3 Neutralisationsassays an gepoolten Proben

Die Ergebnisse der Kalibrierungsversuche bilden die Grundlage fiir das Poolen mehrerer
Proben fiir PRNTs. Das Poolen erfolgte je nach Vorbehandlung mit HIG und nach
Transmissionsstatus im Fruchtwasser zum Zeitpunkt der AC. Fiir den Vergleich der

Neutralisationskapazitéten wurden die unter 2.6.2 angegebenen Pools verwendet.

3.1.3.1 Maternale Charakteristika und IgG-Konzentrationen in Serum und Fruchtwasser
Der Tabelle 6 konnen die maternalen und serologischen Charakteristika der Serum- und

Fruchtwasserpools entnommen werden.



Tabelle 6: Maternale und serologische Charakteristika der fiir Neutralisationsassays gepoolten Proben

HCMV-IgG NT, NT, NT, HIG- T, T,
negativ. HIG+ HIG+, , IgM+ HIG-
SG
n 7 23 23 12 10 14 17
Fserum 196 -() 143 138 295 3(9) 149 136  p<0,0001
(1QR) [U/ml] (91) (100)  (212) (199)  (89)
Xrw g6 (IQR) -0 4(2) 4(3) 7(9) 0(0) 4(6) 6(5 p<0,0001
[U/ml]
Fssw (IQR) 21(2) 20(1)  21(4)  20(1) 22(5) 23(5) 25(5) p<0,0001
[Wochen]
Tatter (0) 32(5) 31(5) 32(4) 32(5) 32(4) 31(4) 32(4) n.s.
[Jahre]
NT: HCMV-Non Tt itterinnen, T: HCMV- Tr itterinnen, FW: Fruch o SSW: Sch hafts he,
IOR: Interquartilenabstand, SG: Studiengruppe (strikte Behandl kriterien mit Hyperi bulin; siehe auch

Kagan et al 2019 [102]), IgM+: frithe HCMV-Primdrinfektion mit noch hohem IgM Index, niedriger Aviditdt, rec-gB2
negativ.

Die anti-HCMV-IgG-Konzentrationen der fiir die Pools eingesetzten Proben schwanken
zwischen nicht nachweisbar (HCMV-IgG negativ) beziehungsweise 1 U/ml (NT, HIG-,
IgM+) und 544 U/ml (T, HIG-) im Serum bei einer mittleren Konzentration von 151 U/ml
(SD: 118). In der post-hoc Analyse mittels Bonferroni-Tests zeigen sich signifikante
Unterschiede insbesondere im Gruppenvergleich der Kohorten NT, HIG- und NT, HIG-,
IgM+ zu den anderen Kohorten. Kein signifikanter Unterschied besteht zwischen den

beiden Kohorten der Transmitterinnen und den Kohorten NT, HIG+ und NT, HIG+, SG.

Im Fruchtwasser sind die niedrigsten gemessenen Einzelwerte in drei Kohorten unter dem
Detektionslimit (HCMV-IgG negativ; NT, HIG-, IgM+; T, HIG-). Der hochste
Einzelwert liegt bei 24 U/ml (aus NT, HIG-). Signifikant unterscheiden sich die Kohorten
NT, HIG- und NT, HIG-, IgM+ von den anderen Kohorten. Lediglich im Vergleich NT,
HIG- zu T, HIG+ besteht hier kein signifikanter Unterschied.

Insbesondere in den Kohorten der Transmitterinnen (T, HIG+ und T, HIG-) zeigt sich ein
hoheres medianes Gestationsalter zum Zeitpunkt der AC (23. und 25. SSW) verglichen
mit den nicht-transmittierenden Kohorten. Diese Unterschiede sind signifikant im post-
Hoc Test mit p < 0,01 (T, HIG- und NT, HIG+), p < 0,05 (T, HIG- und NT, HIG-),
p<0,0001 (T, HIG+ und NT, HIG+) sowie p < 0,01 (T, HIG+ und NT, HIG-).
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3.1.3.2 Rekombinante Immunoblots der Serum- und Fruchtwasserpools

Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse rekombinanter Immunoblots aus den gepoolten
Serumproben, gewonnen um den Zeitpunkt der Amniozentese. Auffallig ist, dass
insbesondere die Kohorte der Schwangeren mit frither PI und hohem IgM-Spiegel keine
anti-gB1/anti-gB2-Aktivitit aufweist und die HCMV-spezifischen Immunglobuline noch
keine Aviditdtsmaturation vollzogen haben. In allen anderen gepoolten Proben sind,

insbesondere gegen das rekombinante p150 und gB2, deutlich avide Antikorper

nachweisbar.
Kontrolle  Cutoff-
IgM  Kontrolle
Reakt. Kontr I / IE1 CM2 p150 p8S 981 gB2
[ | I — | - | - ]

Serum [ | 1 | - I ]

NT, HIG+ [Lema 11 | 1 11 I

NT, HIG+ (Avi) |Lona 12 | | I

NT, HIG+, SG | LoMa 13 | | I 1

NT, HIG+, SG (Avi) | LemMa 14 1 1 1

NT, HIG- feva 18 I L 11

NT, HIG- (Avi) |Lema 16 | 1 1

NT, HIG-, IgM+ |Lema 17 | 111

NT, HIG-, IgM+ (Avi) |Loma 18 |

T, HIG- |Lema 1o | | I I

T, HIG- (Avi) LOMG 20 I 1

T, HIG+ | Loma ot | 1 11

T, HIG+ (Avi) (oveo2 ) | 1 -
Abbildung 14: Ergebnisse von I blots von lten Serumproben nach HCMV-Transmissionsstatus und HIG-
Vorbehandlung; NT: HCMV-Non T itterinnen, HIG: Hyperi in, Avi: Avidi SG:

uppe (strikte Be I iterien mit Hyperi) lobulin, siehe auch Kagan et al 2019 [102]), IgM+:

frithe HCMV-Primirinfektion mit noch hohem IgM Index, niedriger Aviditdt, rec-gB2 negativ.

Die gepoolten Fruchtwasserproben der in Tabelle 6 beschriebenen Kohorten wurden
ebenfalls mittels Immunoblot auf das HCMV-Antikorpermuster hin untersucht.
Abbildung 15 ist zu entnehmen, dass in der Kohorte der Schwangeren mit friiher PI im
Fruchtwasser ebenfalls keine Reaktivitit gegen rec-gB 1/gB2 festzustellen ist. Im Ubrigen

dhneln sich die Bandmuster zwischen Serum und Fruchtwasser. Lediglich bei der
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qualitativen Bestimmung der Aviditit fallt im Fruchtwasser auf, dass die Banden deutlich
schwicher gefarbt sind als im Serum. Lediglich anti-rec-p150 und rec-gB2-

Aktivitdtsmuster kommen anndhernd mit gleicher Intensitit zur Darstellung.

Kontrolle Cutoff-
Kontrolle
Reakt. Kontr. / IE1 CM2 p150 pB5 81 gB2
Fruchtwasser - . —— = y
L | | 1 | I - | . |

NT, HIG+ e |1 11

NT, HIG+ (Avi) LOMO 04 ;| ] |

NT, HIG+, SG womaos | | ! L

NT, HIG+, SG (Avi) Lava 08 | ]

NT, HIG- evaor ] I |

NT, HIG- (Avi) Lova o | 1

NT, HIG-, IgM+ LoMO 09 | 11

NT, HIG-, IgM+ (Avi) ot | |

T, HIG- [T-Y 1 ] I 1

T, HIG- (Avi) LMo 12 | I

T, HIG+ Love 1y ] 1 | I

T, HIG+ (Avi) LOMO 14 | ]
Abbildung 15: Ergebnisse von Ii blots von gepoolten Fruch -proben nach HCMV-Ti issi und
HIG-Vorbehandlung; NT: HCMV-Non Ti itterinnen, HIG: Hyperiy I in, Avi: Avidii :
Studi uppe (strikte Behandl: iterien mit Hyperi lobulin); siehe auch Kagan et al 2019 [102]), IgM+:

frithe HCMV-Primdrinfektion mit noch hohem IgM Index, niedriger Aviditit, rec-gB2 negativ.

3.1.3.3 Rohdaten

Die gepoolten Neutralisationstestungen an den 6 Kohorten wurden an mehreren Tagen
insgesamt drei Mal wiederholt (A-C). Die Neutralisationskurven der drei
Wiederholungen eines jeden Pools fiir Serum und Fruchtwasser auf HFF und ARPE-19
sind in den ndchsten vier Abbildungen dargestellt (Abbildung 16 bis Abbildung 19). Die
aus den Diagrammen ableitbare NT50% wird durch die Kreuzung der entsprechenden
Kurve mit dem Diagramm dargestellt. Die Rohdaten der Verdiinnungsreihen werden fiir
eine valide Ergebnisinterpretation zusammengefasst (Abbildung 20 und Abbildung 21 fiir
Serum sowie Abbildung 22 und Abbildung 23 fiir Fruchtwasser).
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Rodulti i

bbildung 16: Plag
Triplikaten aus gepoolten Serumpr

mit vier Verdi

T%:

Hyperi

und drei Wiederhol; (A-C) mit

oben in 6 Kohorten. Der Querbalken markiert die NT50% der Verdiinnungsreihe.
bei  einer  Verdii e, NT: HCMV-Non Transmitterinnen, HIG:

T: I-IICM V-Tr itterinnen; HFF: Humane Vorhautfibroblasten.
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ildi 17: Plaque-Redukti isatic mit vier Verdii 7 drei Wiederhol, (4-C) mit
Triplikaten aus gepoolten maternalen Serumproben in 6 Kohorten. Der Querbalken markiert die NT50% der
Verdii ihe. NT%: N isationskapaczitdt bei einer Verdii NT: HCMV-Non Transmitterinnen,
HIG: Hyperi lobulin, T: HCMV-Ty itterinnen, ARPE-19: R i ithelzell
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bbildung 18: Plaque-Redukti lisati mit vier Verdii und drei Wiederhol (A-C) mit
Triplikaten aus gepoolten Fruchtwasserproben in 6 Kohorten. Der Querbalken markiert die NT50% der
Verdii eihe. NT%: isatic ipazitdt bei einer Verdii ife, NT: HCMV-Non Transmitterinnen,
HIG: Hyperi in, T: HCMV-T itterinnen, HFF: Humane Vorhautfibroblasten.
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bbildung 19: Plaque-Redukti lisati mit vier Verdii und drei Wiederhol (A-C) mit
Triplikaten aus gepoolten Fruchtwasserproben in 6 Kohorten. Der Querbalken markiert die NT50% der
Verdii eihe. NT%: isatic ipazitit bei einer Verdii ife, NT: HCMV-Non Transmitterinnen,
HIG: Hyperi in, T: HCMV-T itterinnen, ARPE-19: Adulte Retinapigmentepithelzellen.
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3.1.3.4 Serum-PRNT

Fiir PRNTSs aus Serumproben der Kohorten ergeben sich die Kurven der Abbildung 20
(HFF) und Abbildung 21 (ARPE-19). Beide Abbildungen zeigen, verglichen mit den
Ergebnissen von PRNT aus Fruchtwasserproben, enger zusammenliegende
Kurvenverldufe. Im Ansatz mit HFF zeigen sich bei einer Verdiinnung der gepoolten
Serumproben von 1:64 mittlere Neutralisationen zwischen 77 % und 39 %. Diese fallen
bis zur Verdiinnung von 1:4096 auf Werte zwischen 26 % und 3 % ab. Die Kohorte der
HIG-behandelten ~ Transmitterinnen  (6)  zeigt  groBtenteils  die  hochste

Neutralisationskapazitit.

100 HFF, Serum
90
80
0 e NT, HIG+ (1)
60
X NT, HIG+, SG (2)
E 50
=z @ NT, HIG- (3)
40
«+ <@+« NT, HIG-, IgM(4
30 . , HIG-, 1gM(4)
2 - @= T, HIG- (5)
10 = A= T, HIG+ (6)
0
64 256 1024 4096
Verdiinnungsstufe (1:x)
Abbildung 20: Kumulierte Daten der Plague-Reduktia auf Fibroblasten (HFF) gepoolter
Suumpmhen def sez.hs Kohorten (1-6). Dsr erh{dken markiert die NT50% der Vtrdunmmgwmlu NT%

it bei einer Verdii fe, NT: HCMV-Non Ti itterinnen, HIG: Hyperi
T HCMV- TPGVISWIII!L’I innen.

Im Versuchsansatz mit ARPE-19 Zellen variieren die mittleren Neutralisationen bei einer
Verdiinnung von 1:500 zwischen 99 % und 65 %. Sie fallen ab auf Werte zwischen 28 %
und 8 % verglichen mit der Neutralisationskapazitit des HCMV-IgG negativen
Referenzpools (Abbildung 21). Im direkten Vergleich der Kurven von Serumproben auf
HFF und ARPE-19 fillt auf, dass die Kohorte, der mit striktem Regime behandelten,
nicht-transmittierenden Schwangeren (2) auf HFF besonders schwache HCMV-
neutralisierende Effekte zeigt. Ab der Verdiinnungsstufe 1:256 sind die kumulierten
Ergebnisse der Neutralisation dieser Kohorte sogar geringer als jene der Kohorte mit
friiher HCMV-PI (4), die zwischen den Verdiinnungsstufen 1:256 und 1:4096 cher
zwischen 30 % und 20 % stagniert. Sowohl auf ARPE-19 Zellen als auch in den
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Versuchsreihen mit Fruchtwasserproben neutralisiert die Kohorte der Schwangeren mit

friiher HCMV-PI (4) schlechter.

100 ARPE-19, Serum
90
80
70 e NT, HIG+ (1)
60 NT, HIG+, SG (2)
3 ’ +,
E 50
= o= NT, HIG- (3)
40
20 @+« NT, HIG-, IgM (4)
20 = @= T, HIG- (5)
10 = A= T, HIG+ (6)
0
500 1000 4000 8000
Verdiinnungsstufe (1:x)
Abbildung 21: Kumulierte Daten der Plaque-Redukti leutralisatic auf Reti ithelzellen (ARPE-

19) gepuol/e/ Ses TUMpO ohen der sechs Knhmlm Der Querbalken markiert die NT50% Ll{) Lerdwmungve:he ]\/ T”/
it bei einer Verdii , NT: HCMV-Non Ti itterinnen, HIG: Hyperi 3
T HC’VIV Transmitterinnen.

3.1.3.5 Fruchtwasser-PRNT

Die Abbildung 22 zeigt die kumulierten Neutralisationskurven aller Wiederholungen der
PRNT mit Fruchtwasserproben der sechs Kohorten auf HFF. Bei der Verdiinnungsstufe
1:3 neutralisieren die Proben zwischen 95 % und 65 %. Lediglich die gepoolten Proben
der Kohorte der Schwangeren mit frither PI und hohem IgM (4) zeigen bereits bei
geringster Verdiinnung kaum mehr Neutralisationskapazitit. Auffillig ist der eng
zusammenliegende Kurvenverlauf der Kohorten der im strikten Schema HIG-
behandelten NT (2) und der HIG-naiven NT (3) ausgehend von einem mittleren
Neutralisationsniveau zwischen 72 % und 65 % bei einer Verdiinnung von 1:3. Die
Kohorten NT, HIG+ (1) und beide Kohorten der Transmitterinnen mit (6) und ohne (5)
HIG verlaufen zunéchst gleichformig mit hochster NT-Kapazitit zwischen 95 % und
87 % bei der 1:3-Verdiinnung und trennen sich erst bei der hdchsten Verdiinnungsstufe

von 1:96.
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Abbildung 22: Kumulierte Daten der Plague-Redukti lisati auf Fibroblasten (HFF) gepoolter
Fruchmamerpruben der sechs Kohorten. Der Querbalken markiert die NT50% der Verdunnungwezhe NT"/

it bei einer Verdii NT: HCMV-Non Ti itterinnen, HIG: Hyperi
T: HCMV-Transmitterinnen.

Abbildung 23 zeigt entsprechende Kurven fiir ARPE-19 als Zellsystem:

100 s-- ARPE-19, Fruchtwasser
%0 S_ A
80
70 = NT, HIG+ (1)
60
N g NT, HIGH, SG (2)
E 50
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0
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Verdiinnungsstufe (1:x)
Abbildung 23 Kumulierte Daten der Plaque-Reduktia i auf Retil ithelzellen (ARPE-
19) gepoolter Fr ruz‘htwasscrprabcn der sechs Kaharten Der Querbalken markiert die NT50% dcr Verdiinnungsreihe.
NT%: eut itdt  bei einer Verdii NT:  HCMV-Non  Transmitterinnen, HIG:
Hyperi bulin, T- HCMV-Ty itterinnen.

Insbesondere die beiden Kohorten transmittierender Schwangerer (5/6) zeigen in den
Verdiinnungen 1:64 und 1:256 eine hohere Neutralisationskapazitit verglichen mit den
anderen Kohorten: Ausgehend von 100 % fallen die Werte auf 93 % und 80 % sowie auf
36 % und 31 % ab. Der Kurvenverlauf der Kohorten NT, HIG+ (1) und NT, HIG+, SG (2)

zeigt im Bereich der stirksten untersuchten Verdiinnung von 1:1024 eher unverianderliche
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NT% verglichen mit der néchsthéheren Konzentration. Diese beiden Kohorten erreichen

die 0 % Neutralisation nicht.

3.1.3.6 NT-50 % mittels Probit-Regression
Aus den Ergebnissen der 3 Wiederholungen der PRNT kénnen durch nicht-lineare-
Regression (Probit-Model) NT50%-Werte mit 95%-KI fiir die Pools aus Serum und

Fruchtwasser errechnet werden (Tabelle 7).

Tabelle 7: NT50%-Werte mit 95% Konfidenzintervall fiir 3 Versuchsreihen an 6 Kohorten auf Fibroblasten (HFF) und
Epithelzellen (ARPE-19) mit Fruchtwasser- und Serumpools.

Kohorte Serum NT50% (95% KI1) Fruchtwasser NT50% (95% KI)
HFF ARPE-19 HFF ARPE-19
NT, HIG+, SG 1:86 (1-1:339) 1:1759 (1:1172-1:2571) 1:6 (1-1:12) 1:57 (1:8-1:173)
NT, HIG+ 1:224 (1:4-1:779)  1:1191 (1:737-1:1722)  1:22 (1:12-1:42)  1:33 (1:11-1:63)
NT, HIG- 1:570 (1:447-1:727)  1:1938 (1:1508 - 1:2507)  1:5 (1:3-1:7) 1:80 (1:59 - 1:108)
NT, HIG-, IgM+  1:20 (1:5-1:46) 1:765 (1:540-1:998) () 1:5 (1-1:15)
T, HIG- 1:200 (1:71-1:388)  1:3192 (1:2754-1:3730)  1:12 (1:10-1:14)  1:142 (1:119-1:172)
T, HIG+ 1:416 (1:234-1:716)  1:3865 (1:3484 - 1:4305)  1:21 (1:17-1:25)  1:192 (1:173-1:215)
NT: HCMV-Non Ty itterinnen; HIG: Hyperi lobulin; SG: Studiengruppe (strikte Behandlungskriterien
mit Hyperimmunglobulin); T: HCMV- T itterinnen; NT50%: Prob fiir 50% lisati
k itdt; KI: K¢ intervall; HFF: humane Vorh bl ; ARPE-19: Retinapis ithelzell

Daraus lésst sich ableiten, dass die Kohorte NT, HIG-, [gM+ kaum anti-HCMV-Reaktive
neutralisierende ~ Antikorper  enthdlt. Im  Serum finden sich signifikante
Gruppenunterschiede unter Betrachtung der Konfidenzintervalle insbesondere zwischen
den NT50%-Werte der Kohorte NT, HIG- und T, HIG- (ausgenommen im Ansatz mit
HFF als Zielzellen und der Neutralisation mit Fruchtwasser). In den Ansétzen auf HFF
als Zielzellen stellt hier die Kohorte NT, HIG- mit einer NT50% von 1:570 verglichen
mit 1:200 in der Kohorte T, HIG- die besser neutralisierende dar. V6llig invers verhalten
sich die beiden Kohorten in Bezug auf die NT50% im Ansatz mit ARPE-19 Zellen, wobei
mit einer NT50% von 1:1938 die Kohorte NT, HIG- verglichen mit 1:3192
(T, HIG-) schlechter neutralisiert. Zudem besteht ein signifikanter Unterschied zwischen
NT, HIG- und NT, HIG+, SG fiir Serum auf HFF aber nicht auf ARPE-19. Auch das
Fruchtwasser dieser beiden Kohorten zeigt keine relevanten Unterschiede in Bezug auf
die NT50%. In den Serumansitzen auf ARPE-19 Zellen kann ein signifikant hoherer

Gehalt an neutralisierenden Antikérpern in den Proben der Kohorten der
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Transmitterinnen (T, HIG- und T, HIG+) verglichen mit samtlichen anderen nicht-
transmittierenden Kohorten abgeleitet werden. Dieser Umstand besteht auch im
Fruchtwasser, wobei sich hier die Konfidenzintervalle der Kohorten NT, HIG+, SG und
T, HIG- iiberlappen. Die beiden HCMV-transmittierenden Kohorten unterscheiden sich
in ihrer Neutralisationskapazitit bezogen auf Serum-Pools weder auf HFF noch auf
ARPE-19 Zellen signifikant. Im Fruchtwasser zeigen sich signifikant hohere
Konzentrationen neutralisierender Antikorper in der HIG-behandelten, transmittierenden

Kohorte bei Versuchen auf HFF und ARPE-19-Zellen verglichen mit T, HIG-.

Die Serumverdiinnungen 1:2000 (ARPE-19) und 1:162 (HFF) sind in den gepoolten
Untersuchungen fiir die verschieden Pools um NT50%-Werte lokalisiert. Dasselbe gilt
fir die Fruchtwasserverdiinnungen 1:100 (ARPE-19) und 1:10 (HFF). Daher wurden

diese Konzentrationen zur Neutralisation von Einzelproben verwendet.

3.1.4 Neutralisation von Einzelproben unter definierten Verdiinnungen

Die von den Versuchen an gepoolten Proben abgeleiteten Konzentrationen wurden fiir
die Neutralisationen von 143 Paaren Serum- und Fruchtwasserproben im dreifachen
Ansatz verwendet. Die Kohortenbildung wurde zu Gunsten der Fallzahlen der einzelnen
Subgruppen vereinfacht. Die dabei ermittelten mittleren Neutralisationskapazitdten der

Einzelproben und die Spannweite der Ergebnisse zeigt Tabelle 8.

Tabelle 8: Mittlere Neutral k ititen (NT%) und Spannweite der Neutralisation mit Serum- und Fruchtwasser
(FW)-Einzelproben.

Serum NT% ARPE-19 (1:2000) [%] 44,6 (28,4) [ 100

Serum NT% HFF (1:162) [%] 52,4 (29,3) 0 100

FW NT% ARPE-19 (1:100) [%] 34(28,3) 0 100

FW NT% HFF (1:10) [%] 38,0 (30,1) 0 100
NT%: Neutralisationsk itdt bei vor b Verdii ARPE-19: Retinapi; opithelzellen; HFF: humane
Vorhautf : FW: Fruch

Fiir die Auswertung der Einzelneutralisationen werden Kohorten, welche den fiir die
PRNT von gepoolten Proben definierten Kohorten (Tabelle 6) dhnlich sind, verwendet.
Die Kohorten der HIG-vorbehandelten, nicht-transmittierenden Schwangeren werden
zusammengefasst und es wird eine Kohorte zum Zeitpunkt der Erstdiagnostik latent
HCMV-infizierter Schwangerer definiert. Die Charakteristika dieser Kohorten zeigt
Tabelle 9.
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Tabelle 9: Maternale und serologische Charakteristika der Proben fiir Neutralisationen mit Einzelproben.

NT, HIG+  NT, HIG- T, HIG- T, HIG+ Latent A

n 65 14 18 24 22
Fssw (IQR) [Wochen]  20+1(2,1) 2143 (3,3) 22+5(3,6) 23+6(4,6) 20+3(1,9) P<0,0001
Xatter (0) [Jahre] 32(4) 33(4) 32(5) 31(3) 32 (6) ns.
Fserum 1gG (IQR) [U/ml] ~ 121(89)  4(57)  149(221) 176(136) 313(194) P<0,0001

Xserum Aviditiit (IQR) [%] 65 (10) 32(17) 53(20) 63(13) 66 (14)  P<0,0001

Few ig6 (IQR) [U/mi] 4(25)  0(18)  5(60)  6(60)  7(9,3)  P<0p001

Xrw aviditiit (0) [%] 80 (6) 14 (26) 52(27) 78(8) 73(10) P<0,0001
FW:  Fruch . SSW: Sk hafiswochen; IQR:  Interquartilenabstand; n.s.: nicht signi
(ANOVA/Kruskal-Wallis-Test); NT: ~ HCMV-Non Ti itterinnen; HIG: Hyperi) lobulin; T: HCMV-

Transmitterinnen; NT50%: latent: latent HCMV- infizierte Schwangere

Serum

Der Abbildung 24 konnen die entsprechenden NT% fiir Serumproben bei Verdiinnungen
von 1:2000 auf ARPE-19-Zellen und auf HFF in der Verdiinnung 1:162 entnommen
werden. Es zeigt sich, dass die beiden Kohorten der HCMV-Transmitterinnen in beiden
Zellsystemen jeweils mit im Median 57 % und 58 % (T, HIG-) sowie 55 % und 69 % (T,
HIG+) den hochsten Gehalt an neutralisierenden HCMV-spezifischen Antikorpern

enthalten.

Serum

[ Serum, ARPE-19 (1:2000)

[ serum, HFF (1:162)

Neutralisationskapazitdt [%]

NT, HIG+ NT, HIG- T, HIG- T, HIG+ latent

Abbildung 24: lisationsk itdten von 5 Kohorten nach Einzel isatic von Serumproben gegen zwei
Tar 1l ARPE-19: Retinapi ith HFF: humane Vorhautfibroblasten; NT: HCMV-Non

Ti itterinnen, HIG: Hyperi lobulin; T: HCMV-Ti itterinnen
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Insgesamt zeigt sich eine groBe Spannweite von néherungsweile 0 % bis 100 %
Neutralisation in HIG-vorbehandelten Kohorten. Unter den Schwangeren, die ohne HIG-
Behandlung HCMV diaplazentar iibertragen haben, liegen die geringsten NT% dagegen
deutlich hoher zwischen 22 % und 33 %. In der Kohorte NT, HIG- wird bei den

gegebenen Verdiinnungsstufen keine 100 % Neutralisation erreicht.

Mittels Varianzanalyse kann gezeigt werden, dass sich die Ergebnisse der Kohorten
sowohl fiir ARPE-19 (p = 0,001) als auch fiir HFF (p < 0,0001) als Zellsystem signifikant
unterscheiden. Relevante Unterschiede in der Versuchsreihe auf HFF finden sich
zwischen den Kohorten NT, HIG+ (X: 45 %; o: 28) und T, HIG+ (X: 66 %; o: 28;
p =0,01) sowie den Kohorten NT, HIG- (x: 25; o: 27) und T, HIG- (k: 64; o: 19;
p =0,001).

Vergleichbare Beobachtung konnen auch fiir ARPE-19 als Zellsystem vorgenommen
werden, wenngleich die Mittelwerte aller Kohorten in diesen Versuchsreihen ndher

zusammen liegen (Abbildung 24).

Latent mit HCMV-infizierte Schwangere zeigen einen mittleren NT%-Wert von 46 %
(0:29) und liegen damit zwischen den Kohorten der nicht-HCMV transmittierenden
Schwangeren und den Transmitterinnen (ARPE-19). Der mittlere NT%-Wert auf HFF als
Zellsystem liegt mit 64 % (o: 27) deutlich héher und unterscheidet sich deutlich von der
Kohorte NT, HIG- (p < 0,0001).

Fruchtwasser

In den Neutralisationsversuchen von individuellen Fruchtwasserproben zeigen sich
ebenfalls in mehreren Kohorten grofie Spannweiten. Wobei die Kohorte der latent
HCMV-infizierten Frauen in Versuchsreihen mit HFF und ARPE-19 weder die 0 % noch
die 100 % erreicht (Abbildung 25).

Auch der Gruppenvergleich der Neutralisationsversuche von Amnionfliissigkeit ergab
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. In der Post-Hoc-Analyse (ARPE-19)
konnten dabei Unterschiede zwischen NT, HIG+ (%: 24; o: 22) und T, HIG+ (X: 47; o:
37, p = 0,007) sowie T, HIG- (X: 45; o: 32; p = 0,046) festgestellt werden.
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Abbildung 25: Neutrali itiit von 5 Kohorten nach Einzely alisation von Fruchtwasserproben gegen zwei
Target-Zellsysteme; FW: Fruchtwasser; ARPE-19: Retinapigmentepithelzellen; HFF: humane Vorhautfibroblasten;
NT: HCMV-Non Tr itterinnen; HIG: Hyperi; lobulin; T: HCMV- Transmitterinnen

Sowohl in der Neutralisation von Serum- als auch Fruchtwasserproben zeigt sich, dass
die Proben von Schwangeren NT, die mit HIG vorbehandelt wurden, eher niedrigere
Konzentrationen an neutralisierenden HCMV-spezifischen Antikorpern enthalten.
Ebenso ldsst sich ableiten, dass insbesondere die HCMV-Transmission von der
miitterlichen in die fetale Zirkulation einen Effekt auf die in der Folge bestimmte
Neutralisationskapazitit zu haben scheint. Die beiden betreffenden Kohorten (T, HIG-
und T, HIG+) zeigen jeweils die hohere mittleren NT% verglichen mit den Non-

Transmitterinnen.

Sowohl die Ergebnisse der Einzelneutralisationen gegen HFF und ARPE-19 mit Serum
als auch mit Fruchtwasser zeigen, dass fiir alle Kohorten tendenziell die mittleren
Neutralisationskapazititen gegen HFF mit einer 1:162 (Serum) bzw. 1:10 (Fruchtwasser)
Verdiinnung hoéher sind als gegen ARPE-19 Zellen mit Verdiinnungen von 1:2000
(Serum) bzw. 1:100 (Fruchtwasser). Der direkte Vergleich der Versuchsansitzen in zwei
Zellsystemen ist, bedingt durch unterschiedliche Verdiinnungen, nicht moglich. Es fallt
auf, dass sowohl im Versuchsaufbau mit Serum als auch mit Fruchtwasser die Kohorte
NT, HIG- entgegen dem Trend in den anderen Kohorten im Ansatz mit HFF geringere
Neutralisationskapazititen zeigt als gegen ARPE-19 (Abbildung 24, Abbildung 25).
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3.2 Serologische Einflussfaktoren der Neutralisationskapazitat
In Serum und Fruchtwasser sind grole Spannweiten bei den gemessenen NT% von 143
Probenpaaren in allen Kohorten feststellbar. Unterschiede in serologischen Parametern,
die, wie bereits in Tabelle 9 angegeben, iiber die Kohorten signifikante und relevante

Unterschiede zeigen, sollen daher im Kontext der NT% néher beschrieben werden.

3.2.1 Anti-HCMV-IgG und IgG-Aviditat
Die Hohe des HCMV-spezifischen IgG variiert sehr stark iiber die Kohorten mit einem
minimalen mittleren Spiegel in der Gruppe der HIG-naiven NT. In dieser Gruppe ist auch

die Aviditit der gemessenen IgG besonders niedrig (Abbildung 26).

Serum
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0 ] 0
NT, HIG- T, HIG+ NT, HIG- T, HIG+
NT, HIG+ T, HIG- latent NT, HIG+ T, HIG- latent

Abbildung 26: Anti-HCMV-IgG und IgG-Aviditit im Serum in den Kohorten; NT: HCMV-Non Transmitterinnen; HIG:
Hyperi bulin; T: HCMV- Ti itterinnen

Obwohl in den beiden Kohorten der HCMV-Transmitterinnen (T, HIG- und T, HIG+) in
den PRNT und den Einzelneutralisationen durchweg hohe Konzentrationen an HCMV-
spezifischen Antikérpern nachgewiesen werden konnten, sind die anti-HCMV-IgG-
Spiegel und auch die Hohe der Aviditat der IgG in der Kohorte T, HIG- signifikant
niedriger als die IgG-Konzentrationen in der Kohorte der latent HCMV-Infizierten
Schwangeren und auch der Aviditit der Kohorte der mit HIG behandelten NT. Die
Aviditdt der HCMV-spezifischen IgG ist insbesondere in dieser Kohorte sehr hoch und
zeigt mit 90 % auch den hochsten gemessenen Einzelwert (Abbildung 26).
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Die mittleren IgG-Konzentrationen im Fruchtwasser sind, verglichen mit jenen im Serum
etwa um den Faktor 20 geringer. Die relativen Konzentrationsunterschiede zwischen den
finf Kohorten sind jedoch in beiden Kompartimenten #hnlich. Ebenso sind die
Unterschiede in der Aviditdt der IgG im Fruchtwasser gleichsinnig ausgeprigt. Die
gemessenen Avidititsindizes im Fruchtwasser sind in allen, aufler den beiden HIG-naiven
Kohorten, deutlich hoher als in den Serumproben. Insbesondere in der Kohorte NT, HIG-

zeigt sich im Fruchtwasser eine niedrige mittlere Aviditit (Abbildung 27).
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NT, HIG- T, HIG+ NT, HIG- T, HIG+
NT, HIG+ T, HIG- latent NT, HIG+ T, HIG- latent

Abbildung 27: Anti-HCMV-IgG und IgG-Aviditit im Fruchtwasser in den Kohorten; FW: Fruchtwasser; NT: HCMV-
Non Tr itterinnen; HIG: Hyperi; I in; T: HCMV- Transmitterinnen.

Der Abbildung 27 ldsst sich zudem entnehmen, dass die anti-HCMV IgG-
Konzentrationen der transmittierenden Kohorten nicht wesentlich héher sind als in der
Kohorte NT, HIG+. Obwohl beide Kohorten (T, HIG- und T, HIG+) im Fruchtwasser
hohe neutralisierende Effekte zeigen (Tabelle 7, Abbildung 25). Die beiden HIG-
unbehandelten Kohorten zeigen signifikant niedriger-avide HCMV-IgG als die mit HIG

behandelten Schwangeren oder latent HCM V-infizierte Schwangere.

Abbildung 28 zeigt ein Streudiagramm, in dem auf der Abszisse die Serum-NT% bei
Neutralisation auf ARPE-19 Zellen gegen die individuellen Serum-anti-HCMV-IgG-
Werte (ECLIA) [U/ml] auf der Ordinate abgetragen sind. Bemerkenswert ist, dass es
Proben gibt, deren NT% deutlich iiber 20% liegen, wihrend im ECLIA HCMV-IgG

Konzentrationen niedrige Konzentrationen kleiner als 10 U/ml gemessen werden.
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Die bivariate Korrelation nach Pearsons der in Abbildung 28 dargestellten Daten ergibt
r=0,453 (p < 0,0001). Die Korrelation der Datensdtze nach Transmissionsstatus ergibt
fir Daten der Transmitterinnen r = 0,54 (p < 0,0001) und fiir die der nicht-
transmittierenden Schwangeren r = 0,389 (p < 0,0001). Vergleichbare Ergebnisse liefert
auch die Untersuchung der Korrelation der Serum-IgG-Werte mit den NT%-Daten aus
den Versuchsreihen mit HFF und die Korrelationen der Versuchsreihen mit beiden

Zellsystemen und Fruchtwasserproben mit den HCMV-IgG- Konzentrationen im

Fruchtwasser.
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Abbildung 28: Streudiagramm der Serum-HCMV-IgG und Neutralisationskapazitdit nach HCMV-Transmissionsstatus;
ARPE-19: Adulte Retinapigmentepithelzellen.

Tabelle 10 zeigt die Korrelationskoeffizienten fiir die Korrelationen von anti-HCMV-
IgG-Konzentrationen und die Neutralisationskapazititen in Serum um Fruchtwasser.
Zudem wurden die gemessenen anti-HCMV-1gG-Avidititen mit den individuellen NT%
korreliert. Die ermittelten Produkt-Moment-Korrelationen nach Pearson (r) und
Rangkorrelationen nach Spearman (p) ergeben fiir die Beziehungen zwischen IgG-
Konzentration und NT% iiberwiegend Werte, die einen mittelstarken Zusammenhang

vermuten lassen.

Bei den Korrelationen von anti-HCMV-IgG mit NT% zeigen in der Regel die
Transmitterinnen einen stirkeren Zusammenhang beider Variablen als die Non-

Transmitterinnen. Einzige Ausnahme ist die Korrelation der NT% auf HFF aus
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Serumproben mit dem Serum anti-HCMV-IgG. Hier zeigen die Non-Transmitterinnen

den stérkeren Zusammenhang.

Tabelle 10: Korrelation von anti-HCMV-IgG beziehungsweise anti-HCMV-IgG-Aviditit mit Neutralisations-

kapazititen (NT%), jeweils aus Serumproben und Fruch ‘proben (FW).
Korrelation von Und Gesamt Transmitterinnen Not
Transmitterinnen
Serum anti- Serum NT% ARP! r=0,45; p<0,0001 54; p<0,0001  r=0,39; p<0,0001

HCMV-IgG [U/mI]  Serum NT% HFF; 1:162 r=0,49; p<0,0001
FW anti-HCMV- FW NT% ARPE; 1:100

39; p<0,0001  r=0,5; p<0,0001
p=0,62; p<0,0001 p=0,25; p=0,015

1gG [U/ml] FW NT% HFF; 1:10 59; p<0,0001  p=0,44; p<0,0001
Serum IgG- Serum NT% ARPE; 1:2000 p=-,34; p=0,029 p=-,11; p=0,27
Aviditat [%] Serum NT% HFF; 1:162 02; p=0,91 p=0,13; p=0,19
FW IgG- FW NT% ARPE; 1:100 4; p=-,32; p=0,045 p=-,35; p<0,0001
Aviditit [%] FW NT% HFF; 1:10 =-,1; p=0,133 =-,28; p=0,08 p=0,01; p=0,93

ARPE-19: Retinapigmentepithelzellen; HFF: Humane Vorhautfibroblasten

Die Aviditit der HCMV-IgG im Serum beziehungsweise Fruchtwasser korreliert deutlich
weniger stark mit den NT%. Fiir die Serum-IgG-Aviditdt gegeniiber der Serum-NT% auf
HFF und der Fruchtwasser-IgG-Aviditit gegeniiber den entsprechenden Neutralisations-
versuchen auf HFF kann nicht mehr von einer Korrelation der gemessenen Werte
ausgegangen werden. Ein Streudiagramm, das die Serum-NT% auf HFF bei einer
Verdiinnung von 1:162 gegen die individuell gemessene IgG-Aviditdt darstellt, zeigt
Abbildung 29. Uber die gesamte Spannweite der NT% von 0 % bis 100 % divergieren
die entsprechenden IgG-Avidititsindizes iiberwiegend zwischen 50 % und 80 %.
Auffillig ist, dass fiir sieben Fille, deren Neutralisationskapazitit jeweils bei 0 % im
Serum auf HFF lag, Werte fiir die anti-HCMV-IgG-Aviditit zwischen 7 % und 76 %

gemessen werden konnten.
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Abbildung  29:  Streudiagramm der Serum-HCMV-IgG-Aviditit und Neutralisationskapazitit nach HCMYV-
Transmissionsstatus; HFF: Humane Vorhautfibroblasten.

3.2.2 Anti-recgB2-Reaktivitat

Um den Einfluss verschiedener Antikorper gegen HCMV-Antigene zu erfassen, wurde
neben den Ergebnissen der HCMV-IgG-Konzentrationen, gemessen mittels ECLIA unter
Verwendung eines Antigenmix, auch die Reaktivitit gegen rekombinantes gB2 in

Zusammenhang mit den Neutralisationskapazititen gebracht.

Dabei zeigt sich, dass die Pridsenz von anti-recgB2-IgG auch in Abhéngigkeit einer
Vorbehandlung mit HIG steht. Denn nur die beiden mit HIG behandelten Kohorten
beinhalten im direkten Vergleich aller Kohorten ausschlieflich anti-recgB2 positive
Serumproben. Auch im Fruchtwasser ist der Anteil der anti-gB2-areaktiven
Fruchtwasserproben bei jenen Frauen unterreprésentiert. Abbildung 30 zeigt zudem, dass
der geringste Anteil von Proben mit IgG gegen HCMV-gB2 in der Kohorte der HIG-
naiven NT zu finden ist. Uber 25 % der Serumproben mit hoher anti-recgB2 Aktivitit
(+++) findet sich in der Gruppe der latent HCMV-infizierten Schwangeren. Im
Fruchtwasser ist es demgegeniiber die Kohorte T, HIG-, die den grofiten Anteil
hochreaktiver Proben aufweist. Verteilungsdiagramme zu den anderen rekombinanten
Antigenen des Immunoblots (IE1, CM2, p65, p150 und gB1) zeigt Abbildung 31. Es fallt
auf, dass insbesondere gegen das rekombinante p150 ein deutlicher Anteil an reaktiven

Proben vorliegt.
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Abbildung 30: Relativer Anteil von gB2-reaktiven und nicht-gB2-reaktiven Proben an 5 Gesamtkohorten; NT: HCMV-
Non Tr itterinnen; HIG: Hyperi lobulin; T: HCMV- Transmitterinnen

Wenn die anti-recgB2-Reaktivitit der Serum- und Fruchtwasserproben gegen die NT%
der Proben abgetragen wird (Abbildung 32), zeigt sich, dass fiir beide Probentypen und
fiir Neutralisationstests auf beiden Zellsystemen (ARPE-19 und HFF) die Mittelwerte fiir
die Proben mit und ohne anti-HCMV gB2-spezifische IgG relativ eng zusammenliegen.
Die anti-recgB2-IgG-areaktiven Proben (23/143) zeigen lediglich im Ansatz mit
Fibroblasten als Zielzellsystem fiir die Neutralisation ein signifikant geringere mittlere
NT% (x: 37; o: 27) als jene Proben (120/143), die im rekombinanten Immunoblot eine

Reaktivitdt zwischen + und +++ aufweisen (X: 55; o: 29; p = 0,008).

In den Neutralisationstests von Fruchtwasserproben auf ARPE-19 zeigt sich ein den
anderen Ergebnissen inverses Bild: Die Proben ohne die anti-recgB2-IgG-reaktive
Komponente zeigen im Mittel einen geringgradig hoheren Anteil (X: 36; o: 26)
neutralisierender Antikorper als die Proben, die sich im Immunoblot reaktiv gegeniiber

recgB2 zeigen (X: 33; o: 28).

Die vergleichenden Untersuchungen der Neutralisationskapazitit in Abhéngigkeit von
der Reaktivitdt gegeniiber anderen, beim Immunoblot semiquantitativ erfassbaren
rekombinanten Antigene (recIE1, recCM2, recp150, recP65 und recgBl), zeigt kaum
auffillige Unterschiede zwischen reaktiven und areaktiven Proben. Abbildung 33 zeigt

die Analysen der NT% unterschieden nach Reaktivitdt gegeniiber einzelnen Antigenen.

67



Serum Fruchtwasser
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W hohe anti-recp65-Reaktivitdt M anti-recp65-Reaktivitit ¥ keine anti-p65 Reaktivitét/ <cut-off
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NT, HIG+NT, HIG- T, HIG- T, HIG+ latent NT, HIG+NT, HIG- T, HIG- T, HIG+ latent
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Abblldung 31: Relativer Antell der Reaktivititsmuster der Kohorten nach Transmissionsstatus in Serum (links) und
Fr (rechts) im I bl iiber den rekombii Anti; IE1, CM2, p65, p150 und gB1.
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Serum-anti-recgB2-IgG-Reaktivitat
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Abbildung 32: lisationsk itit in Abhdngigkeit von der Reaktivitd iiber recgB2; Reaktivitdit von + bis
+++ gemdfy dem Auswertungsschema der Fa. Mikrogen.

Grundsitzlich sind im Immunblot nur wenige Serumproben gegen einzelne Antigene
areaktiv (zwischen 9 und 12 Proben je nach Antigen). Im Fruchtwasser ist dieser Anteil
geringfugig hoher. Bei der Reaktivitit gegen das p150-Antigen zeigt jede Probe reaktive
Antikdrper. Die Aufteillung in reaktive (+ und ++) und stark reaktive (+++) Proben ergibt
einen signifikanten Unterschied in der NT% auf HFF zwischen 29 % (+ und ++) und
56 % (+++). Dieser Unterschied besteht auch zwischen Fruchtwasserproben sowohl auf
HFF als auch auf ARPE-19-Zellen. Ein weiterer, hoch-signifikant nachweisbarer
Unterschied besteht in der NT% zwischen gB1-reaktiven und -areaktiven Proben bei der

Neutralisation von Serum und Fruchtwasser auf HFF.
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Serum-recp150-Reaktivitat
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bbild 33: Assoziation der Reaktivitdi 7] I rek i Anti; des rek i
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3.3 HCMV-Quantifizierung

Es standen 51 Fruchtwasserproben von 34 Foten und 33 Schwangeren zur Verfiigung, die
in der 18h-Kurzzeit-Mikrokultur und der qPCR positiv auf eine stattgehabte diaplazentare
HCMV-Infektion getestet wurden. Die Proben stammen aus dem Zeitraum zwischen
Januar 2007 und Dezember 2017. Bei 11 dieser Schwangeren wurden mehrere ACs
durchgefiihrt, um direkt intraamnial beziehungsweise in die Nabelschnur HIG zu
applizieren. 11 Proben wurden von der Analyse der Viruslast, differenziert nach
Vorbehandlung, ausgeschlossen (Tabelle 11). Zu diesen Ergebnissen wurden bereits

Daten publiziert [138].

Tabelle 11: Von der Analyse der Viruslast, differenziert nach Vorbehandls hl Fruch proben
mit Ausschlusskriterium.

HCMV DNA
Ausschlusskriterium
[1U/mi]
1 21+1 75950 [1] >50 h praanalytische Phase
6 26+2 7114 500 179 >50 h praanalytische Phase
3a 2043 6526 [} Virusisolation nach mehreren Passagen
3b 2241 3053501 - Hamolytische Kontamination
5a 20+2 12726 2 HIG i.a. direkt vor Probenentnahme
Sb 2242 1612 5 HIG i.a. direkt vor Probenentnahme
29 3140 18 135 000 98 HIG i.a. direkt vor Probenentnahme
4 2045 - 1680 Kein Material zur gqPCR-Testung
21c 25+1 92 690 40000 <7d zwischen 2 Amniozentesen
30/31 20+5 31000 (AF1) 230 (AF1) Unklarer Einfluss
(Zwilling 2) 13 873 (AF2) 7(AF2) 2Zwillingsschwangerschaft
30/31 2045 Unklarer Einfluss
(Zwilling 2) 2Zwillingsschwangerschaft
SSW: hafiswoche; Nigs/ml: i efirbte Kerne/ml; HIG: Hyperimmunglobulin; i.a.: intraamnial;
4qPCR: itative PCR; AF: Fruch

Um den Zusammenhang zwischen der DNA-Quantifizierung mittels gPCR und 18h-
Kurzzeit-Mikrokultur zu untersuchen, wird eine bivariate Korrelation (Spearman’s Rho)
durchgefiihrt. Untersuchungsergebnisse aus 40 Fruchtwasserproben von 29 Schwangeren
werden fir Proben von HIG-vorbehandelten Frauen und nach stattgehabter
Vorbehandlung mit HIG vor der AC separat ausgewertet. Diese Unterscheidung wird
getroffen, um den potenziellen Einfluss extern zugefiihrter Immunglobuline auf die virale

Infektiositdt in der Mikrokultur abzubilden. Das Streudiagramm zur Korrelation der
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Ergebnisse aus qPCR und Mikrokultur von HIG-naiven Proben ist in Abbildung 34
dargestellt. Die beiden quantitativen Tests korrelieren mit p = 0,903 (n =15, p <0,0001).
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1,E+02 1,E+03 1,E+04 1,E+05 1,E+06 1,407 1,E+08
Kopien HCMV-DNA [IU/ml] in gPCR

Abbildung 34: Korrelation von qPCR und 18h-Kurzzeit-Mikrokultur aus Fruchtwasser HIG-negativer Schwangerer;
¢PCR: quantitative PCR; Daten bereits publiziert [138].

Dem gegeniiber steht die Korrelation der Ergebnisse von qPCR und Mikrokultur aus
Proben von HIG-vorbehandelten Schwangeren zur Privention der diaplazentaren

HCMV-Transmission mit p = 0,445 (n = 25), dargestellt in Abbildung 35.

1,E+05
HIG +

1,E+04

1,E+03

1,E+02

1,E+01

HCMV-IE1-Antigen pos.
Kerne/ml

1,E+00
1,E+02 1,E4+03 1,E4+04 1,E+05 1,E+06 1,E+07 1,E+08

Kopien HCMV-DNA [IU/ml] in gPCR

Abbildung 35: Korrelation von gPCR und 18h-Kurzzeit-Mikrokultur aus Fruchtwasser HIG-behandelter Schwangerer;
gPCR: quantitative PCR; Daten bereits publiziert [138].

Im Gesamtkollektiv sind weder die Ergebnisse der qPCR noch der Mikrokultur in
Zusammenhang mit dem Gestationsalter zu bringen. Fiir HIG naives Fruchtwasser ergibt
sich fiir die Ergebnisse der Kurzzeitkultur in Relation zum Gestationsalter p = 0,161
(n=15; p=n.s.). Die Ergebnisse der qPCR korreliert mit dem Gestationsalter ergeben
p=0,318(n=15;p=n.s.).

Bei Vorbehandlung mit HIG konnen keine relevanten Zusammenhénge zwischen der

gemessenen Anzahl der Kopien (p = -0,134; n = 25; p = n.s.) bezichungsweise HCMV
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positiven Kernen in der Kurzzeitkultur (p = -0,223; n = 25; p = n.s.) und dem
Schwangerschaftsalter festgestellt werden.
Abbildung 36 zeigt die assoziierten Streudiagramme zu den Ergebnissen der quantitativen

Methoden und dem Gestationsalter.
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Abbildung 36: Korrelatic von gPCR bezi weise 18h-Kurzzeit-Mikrokultur und dem Schwan, h lter in
Abhdngigkeit zur Vortherapie mit oder ohne HIG (Hyperi bulin); gPCR: itative PCR.

Des Weiteren werden die gemessenen Werte aus qPCR und Kurzzeitkultur je nach
Vorbehandlung in den definierten Kohorten 1 bis 3 verglichen (siche auch 2.8.2). Tabelle
12 zeigt das maternale Alter bei AC, den vermuteten Zeitraum der PI und das

Gestationsalter zum Zeitpunkt der AC der Kohorten.
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Tabelle 12: Angaben zum maternalen Alter, Gestationsalter (GA) bei Prtmarmfektwn und Ammozentese (AC) zum

Gruppenvergleich der Viruslast in gPCR und Ki itkultur bei HCMV- ittierend en.
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
HIG-naiv; n=13 andere HIG- zweiwdchentlich
Behandlung; n=7 200U HIG/kgKG; n=9
Maternales Alter zur AC [Jahre] 34 (IQR: 4,5) 34 (1QR: 9,0) 31(IQR: 5)
GAzur Pl 5/13: < 8+0 <1240 8/9: < 11+0;
[Gestationswoche] 8/13: >6+0 & <17+0 1/9: >12+0
GA zur AC
[Gestationswoche] 24+2 (IQR: 5,43) 22+6 (IQR: 7,0) 21+0 (IQR: 2,93)
HIG: Hyperir lobulin; IQR: Interquartilenab I; PI: Primdrinfektion; kgKG: Kile nm Korpergewicht

Die mittlere Anzahl der HCMV-IE1-Antigen positiven Zellkerne in der quantitativen 18-
Kurzzeit-Mikrokultur liegt bei 8 x 10% Niga/mi in der Gesamtkohorte mit maximal 7 x 10*
Niga/miund minimal 102 IE-Antigen-geféarbten Kernen. Abbildung 37 stellt die Verteilung
der Niea/mi in den Subkohorten mit und ohne HIG-Behandlung dar.

8,E+04
7,E404
6,E+04
5,E+04
4,£404
3,E404

2,E+04

HCMV-IE1-Antigen pos. Kerne/ml

1,E+04

0,E+00

anderes HIG-Schema

HIG-naive zweiwdchentlich 200U HIG/kgKG

Abbzldung 37: Anzahl der HCMV-IEI-. Antlgen gefarbten Kerne in der Kurzzeit-18h-Mikrokultur in den drei
horten der HIG-Behandlr HIG: Hyperir bulin; kgKG: Kile Korpergewicht; daten bereits
publiziert [138].

Gruppe 3 zeigt einen niedrigeren Median fiir die IEl-exprimierenden Zellkerne
(%: 5 x 10° Niga/ml; IQR: 5352) verglichen mit Fruchtwasserproben HIG-unbehandelter
Schwangerer (%: 1 x 10* Niga/ml; IQR: 4 x 10%) mit p = 0,025 (Mann-Whitney-U). Die
mediane Anzahl an IE1-exprimierenden Kernen ist am hochsten in der Gruppe der HIG-
vorbehandelten Schwangeren, die nicht nach striktem Behandlungsprotokoll HIG
erhalten haben (Gruppe 2; 2 x 10* Niga/ml; IQR: 2,8 x 10%).

In der qPCR ergeben sich zwischen 203 TU DNA/ml und 8,84 x 10° [U DNA/ml
(%:5x 10° TU DNA/mI) iiber alle drei Subkohorten. Es kénnen Effekte analog zu den
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Ergebnissen der Verteilung der Infektiositdt in der Kurzzeitkultur beobachtet werden
(Abbildung 38). HIG-naives Fruchtwasser enthilt im Median 9,1 x 10° I[U DNA/ml
(IQR: 3,6 x 10°). Dies steht im Gegensatz zu %: 2 x 105 TU DNA/ml (IQR: 4 x 10°) im
Fruchtwasser von Schwangeren, die zuvor zweiwdchentlich 200U HIG/kgKG erhalten
hatten (p = 0,037, Mann-Whitney-U). Die Subkohorte mit der weniger strikten HIG-
Vorbehandlung zeigte im Median 5 x 10° TU DNA/ml (IQR: 2,2 x 10°).
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2,E+06 X
1,E+06 g
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anderes HIG Regime
HIG-naive zweiwdchentlich 200 1U HIG/kgKG

Kopien HCMV-DNA [IU/ml] in gPCR

Abbildung 38: Kopienzahl HCMV-DNA in der gPCR i, den drei horten der HIG-Behandlung; gPCR:
PCR; HIG: Hyperi lobulin; kgKG: Kilogramm Kérpergewicht; Daten bereits publiziert [138].

Die direkte intraamniale HIG-Applikation fiihrt zu stark reduzierter in vitro-Infektiositat
des HCMV-infizierten Fruchtwassers. Wihrend die in der qPCR gemessene Viruslast
zwischen 1,6 x 10° und 18 x 10° ITU HCMV DNA/ml Fruchtwasser betréigt, kénnen
lediglich zwischen 2 bis zu 98 Niga/ml Fruchtwasser nachgewiesen werden (Tabelle 11).
In einem Fall konnte, trotz initial negativer 18h-Kurzzeitkultur, nach mehrmaligem

Passagieren des Uberstandes ein HCMV-Isolat gewonnen werden.

Das Outcome der Schwangerschaften nach erfolgter diaplazentarer HCMV-Ubertragung
kann fiir 25 der 33 Schwangerschaften nachvollzogen werden. In 10 Fillen endete die
Schwangerschaft im intrauterinen Fruchttod oder Schwangerschaftsabbruch, wobei neun

Schwangere kein HIG vor der ersten AC erhalten hatten (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Fille von HCMV-Transmission mit intrauterinem Fruchttod oder Termination und Viruslast, Daten bereits
publiziert [138].

Probe GA bei AC HCMV DNA [IU/ml] Niea/ml HIG- Schwangerschaftsverlauf
GA
1 19+4 757 950 ot - IUFD (19+4)
5 2444 209 250 20000 B IUFD (31+6)
12 2145 5177 000 70000 - TOP (21+5)
13 25+0 3038 000 64 000 - TOP (25+0)
14 29+5 748 650 1057 - TOP (31+5)
18a 3143 4654 650 40 000
- TOP (3243)
18b 32+3 7 006 000 80 000
21a 20+6 28830 8000
+ TOP (29+1)
21b 25+1 127720 40 000
20 25+1 911 400 15 000 = TOP (25+1)
27 19+0 1195050 20000 - TOP (19+6)
32 27+0 8835000 60 000 - TOP (29+1)

GA: G i Iter; AC: Amni Niga: i iate early-Anti; gefarbte Zellkerne; HIG: Hyperimmun-
globulin; IUFD: intrauterine fetal death; TOP: termination of pregnancy

16 Schwangerschaften endeten mit der Kindsgeburt. Zu 11 der geborenen Kinder konnten
die Untersuchungsbefunde nachvollzogen werden. In sechs Fillen lagen unmittelbar
postnatal keine Hinweise auf eine symptomatische kongenitale HCMV-Infektion vor.
Von den asymptomatischen Neugeborenen wurden alle Miitter prapartal mit anti-HCMV-
1gG behandelt.

In der Folge von fiinf Schwangerschaften wurden Kinder mit Symptomen geboren, die
vereinbar mit einer kongenitalen HCMV-Infektion waren. Davon wurde in einem Fall die
Mutter ab der 19. SSW, noch vor der ersten AC, mit intravendsem-HIG behandelt.
Typische Symptome, mit denen die Kinder postnatal auffillig wurden, waren
Wachstumsrestriktion, lentigo-striatale ~ Vaskulopathie, Mikrozephalie, niedrige
Thrombozytenzahlen und Petechien sowie Hyperbilirubindmie mit Ikterus. Tabelle 14
zeigt die Fille kongenitaler Infektion post partum mit Symptomen und Viruslast in

Korperfliissigkeiten des Neugeborenen.
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3.4 Evaluation von sFit1 und PIGF als potenzielle Biomarker

Insgesamt stehen 114 Serum- und Fruchtwasser-Probenpaare zur Messung der
Konzentrationen von sFlt] und PIGF zur Verfiigung. Die Proben wurden zwischen 2011
und 2019 gesammelt. Zehn Fille sind zum Zeitpunkt der Probenentnahme latent HCM V-
infiziert und dienen als Kontrolle. In 65 Fillen erhielt die Schwangere HIG zur Prévention
des diaplazentaren HCMV-Ubertrittes. In 34 Fillen ist das Fruchtwasser zum Zeitpunkt
der AC HCMV positiv. Der Tabelle 15 konnen dariiber hinaus Kennzahlen der
Subkohorten (siehe auch 2.9.1) wie das maternale Alter zum Zeitpunkt der AC, Anzahl
der HIG-Gaben, das Gestationsalter zur AC, Gravida und Para sowie das Korpergewicht

zum Zeitpunkt der AC entnommen werden.
Tabelle 15: Maternale Kennzahlen der vier Kohorten vor Evaluation der Konzentrationen von PIGF und sFltl.

A(T,HIG) B(T,HIGH C(NT,HIG-) D (NT,HIG+)

Stichprobenumfang 18 16 21 49
X maternales Alter bei Pl in Jahren (o) 31(6) 32(4) 32(4) 30 (4) n.s.
X Graviditit (IQR) 2(2) 2(1) 2(1) 2(2) n.s.
X Paritit (IQR) 1(1) 1(0) 1(0) 1(1) n.s.
X GA zur Amniozentese in Wochen (1QRr) 22 (5) 21(2) 22(5) 20(1) ns.
X HIG-Gaben (o) - 3(2) - 4(1) n.s.
X Korpergewicht in kg (IQR) 65 (23) 63 (13) n.s.
T: HCMV-T, itterinnen; HIG: Hyperi lobulin; NT: HCMV- Non Ti itterinnen; PI: Primdrinfektic
IQR: Interquartil d: GA: Gestationsall
Serum

Die Ergebnisse aus Serumproben zeigen eine grole Spannweite zwischen 0,4 ng/ml bis
9,0 ng/ml (sFlt1) sowie 39 pg/ml bis 1867 pg/ml (PIGF). Mit einem Median von 6 und
einem Interquartilenabstand von 7 sind die davon ableitbaren sF1t1/PIGF-Quotienten
iiberwiegend unaufféllig. Die einzige Ausnahme stellen drei Serumproben aus der
Gruppe der HIG-naiven Transmitterinnen mit Quotienten von 42, 47 und 85 sowie ein
Fall in der Kohorte B (T, HIG+) mit einer Ratio von 40 dar (Abbildung 39). Diese vier
Proben zeigen hohere sF1t1/PIGF-Quotienten iiber dem von Zeisler et al. definierten

cut-off* zum kurzfristigen Ausschluss einer drohenden Pracklampsie [132].
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Abbildung 39: Serum sFlt] und PIGF, abgetragen nach den vier Kohorten, die Gerade mit der Gleichung [f{x)=x/38]
entspricht dem von Zeisler et al. gesetzten Grenzwert von 38; PIGF: placental growth factor; sFltl: soluble-Flt; T:
HCMV-T, itterinnen; HIG: Hyperi bulin; NT: HCMV-Non Transmitterinnen; Daten bereits publiziert
[140].

Es kann kein signifikanter Unterschied zwischen den sF1t1/PIGF-Quotienten zwischen
NT und T oder zwischen den HIG-behandelten und unbehandelten Kohorten festgestellt
werden (Abbildung 40, p = 0,27).

Serum
30
° o
°

25
G 20
g
=
T 15 X
£
2
g 10

5

0

T, HIG - T, HIG + NT, HIG - NT, HIG + latent

Abbildung 40: sFLTI/PLGF-Quotient aus Serum von Frauen nach HCMYV-Primdrinfektion, unterteilt nach
Transmissionsstatus und Vortherapie; PIGF: placental growth factor; sFitl: soluble-Flt; T: HCMV-Transmitterinnen;
HIG: Hyperimmunglobulin; NT: HCMV-Non Transmitterinnen

Die mediane sFlt1-Konzentration im Serum war in der Subkohorte A (T, HIG-) mit
2,3 ng/ml (IQR: 1,1) am hochsten (Abbildung 41). Die medianen Konzentrationen von
sFltl in den anderen Kohorten waren mit 1,4 ng/ml (B), 1,4 ng/ml (C) und 1,5 ng/ml (D)
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niedriger (p < 0,01). Zwischen den Kohorten A und C zeigte sich ein hoch signifikanter
Unterschied in der post-hoc Analyse (p < 0,001).
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Abbildung 41: sFitl- & PIGF-Serumkonzentrationen in den Kohorten und latent HCMV-infizierten Kontrollen; PIGF:
placental growth factor; sFlt1: soluble-Flt; T: HCMV-Ti itterinnen; HIG: Hyperi; bulin; NT: HCMV-Non
Transmitterinnen; Daten bereits publiziert [140].

Die Beobachtung der hochsten sFlt1-Proteinkonzentrationen in der Kohorte A ldsst sich
auf PIGF {ibertragen, wenn gleich die Unterschiede zu gering ausgeprigt sind, um ein
signifikantes Niveau zu erreichen (Abbildung 41). Die medianen PIGF-Konzentrationen
sind in der Kohorte A mit 326 pg/ml (IQR: 363) am hochsten. Im Vergleich zwischen der
Kohorte A und den latent infizierten Kontrollen ergibt sich eine Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p = 0,051. Die latent infizierten Kontrollen zeigen sowohl fiir
SFIt1 (Xserumesrra: 218 pg/ml; IQR: 130) als auch PIGF die niedrigsten Konzentrationen
(Xserum-pigr: 1326 pg/ml; IQR: 556).

Fruchtwasser

Einige Proben zeigen tiber hundertfach hohere sF1t1-Spiegel im Fruchtwasser verglichen
mit den Serumkonzentrationen. Die medianen Konzentrationen ()? Fruchtwassers-Fit1: 63 ng/ml
& Xserumesri: 1,5 ng/ml) iiber der Plazentaschranke unterscheiden sich um den Faktor 42.
Die sFltl1-Konzentrationen belaufen sich auf Werte zwischen 13 ng/ml und 559 ng/ml.
Die PIGF-Konzentrationen liegen zwischen 41 pg/ml und 868 pg/ml (Abbildung 42).
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Abbildung 42: sFit]- & PIGF- Fruchtwasserkonzentrationen in den Kohorten undlatentHCMVm/t:lenen Kommllen
PIGF: placental growth factor; sFltl: soluble-Fit; T: HCMV-Ty itterinnen,; HIG: Hyperi) NT:
HCMV-Non Transmitterinnen; Daten bereits publiziert [140].

Hohe Konzentrationen, sowohl von PIGF als auch von sFlt1, finden sich in der Kohorte
A. Die medianen Werte (PIGF: 239 pg/ml; sFlt1: 99 ng/ml) sind 1, 4- und 1, 8-fach hoher
als die medianen Konzentrationen von HIG-behandelten NT (PIGF: 173 pg/ml;
sFltl: 54 ng/ml). Diese Unterschiede sind signifikant sowohl fiir sFlt1(p < 0,01) als auch
PIGF (p <0,05). Die Kontrollgruppe der latent HCM V-infizierten Schwangeren zeigt die
niedrigsten sFlt1- und PIGF-Konzentrationen. Beide Proteine zeigen beim Vergleich der
Konzentrationen in Serum und Fruchtwasser eine schlechte Korrelation (pseiir = 0,23;
p rigr = 0,14). Dem gegeniiber korrelieren beide Fruchtwasser-Konzentrationen stark
(Spearman’s p = 0,73; p < 0,0001).
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Abbildung 43: Streudic nm zur A iation der beiden Protein- Konzentratxonen (sFit] und PIGF) in chhmusser
(AF); PIGF: placental growth factor; sFltl: soluble-Flt; T: HCMV - T itterinnen; HIG: Hyperi)
NT: HCMYV - Non Transmitterinnen; Daten bereits publiziert [140].
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Lingsschnittdaten

An Serumproben von 13 Schwangeren mit HCMV-PI zwischen der achten und 35. SSW
werden im Verlauf Proben auf die sFlt]1- Konzentration hin untersucht. Dazu werden
MoM-Werte in Relation zu gesunden Kontrollen verwendet. Die Fille einer
Transmitterin und einer Non-Transmitterinnen werden um die Evaluation der PIGF-
Konzentrationen erginzt (Abbildung 44). Die Kurve der NT zeigt einen relativen steady-
state der sF1t1-MoM unter 0,7 kombiniert mit einem Spitzenwert von etwa 2,0 MoM fiir
PIGF um die 18. SSW. Hohere Konzentrationen von sFltl und PIGF ab der 15. SSW,

jeweils deutlich iiber 1,0 MoM, kénnen im Fall der Transmitterinnen beschrieben werden.

33 Jahre; 5x HIG; NT 35 Jahre; 3x HIG; T
e SFIt1 +—PIGF e SFIt1 +—PIGF

19 . 19 .
= 16 = 16 —

. ! /
213 213 '\.""\0
£ 1 . . £ 1 o
S S
207 e 207
& 04 * » 04

01 0,1

9 12 15 18 21 11 16 21 26 31
Schwangerschaftswoche Schwangerschaftswoche

Abbildung 44: Expressionsmuster von sFltl & PIGF in je einem Fall von Non-Transmission & Transmission; PIGF:
placental growth factor; sFltl: soluble-Flt; T: HCMV-T itterinnen; HIG: Hyperi; bulin; NT: HCMV-Non
Transmitterinnen; MoM: Multiple des Median

Die weiteren 11 Fille der longitudinalen sFltl-Auswertung zeigen heterogene
Expressionsmuster mit langsamen Anstiegen oder Abféllen der initialen sFlt1-MoM.
Auch steile Anstiege und stabile Konzentrationen konnen beobachtet werden. In der
Abbildung 45 sind die betreffende Verldufe aufgefiihrt und nach Transmissionsstatus

separiert.

Unter der Annahme, dass die HCMV-Transmission mit erhohten sFlt1-Konzentrationen
im maternalen Serum assoziiert ist, kann fiir longitudinale Daten empirisch der Grenzwert
von 1,3 sFIt1-MoM abgeleitet werden. Ein signifikanter Unterschied in der Frequenz von
Werten oberhalb dieser Grenze besteht zwischen T (5/8) und NT (0/5) (p < 0,05,
Abbildung 47 links).
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Abbildung 45: 11 Konzentrationsverliufe von sFlt] als Multiple des Median in der Schwangerschafi nach maternaler

HCMV-Primdrinfektion

G:  Gravida;

P:  Para;

sFItl:  soluble-Flt;

Hyperimmunglobulin; NT: HCMV-Non Transmitterinnen.
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Ultraschallbefunde

In 12 von 34 Fillen der diaplazentaren Transmission zeigte der prénatale Ultraschall um
die 20. SSW Auffilligkeiten, die mit HCMV in Verbindung zu bringen sind. Die Serum-
sF1t1-Konzentrationen sind in dieser Gruppe iiber 1,5fach hoher (¥ = 2,6 ng/ml; IQR: 3,1)
verglichen zu Schwangeren mit unauffilligem Ultraschallbefund (¥ = 1,6 ng/ml;
IQR: 1,1; p <0,01). Dem gegeniiber ist die mediane PIGF-Konzentration in der Gruppe
der Schwangeren mit Ultraschallauffélligkeiten mit 217 pg/ml (IQR: 406) geringer als in
der Gruppe ohne Auffalligkeiten (315 pg/ml; IQR: 279; p = 0,33). Der Unterschied von
Transmitterinnen ohne Auffélligkeiten zur Gruppe der NT (% = 205 g/ml; IQR: 126) ist
signifikant mit p < 0,05 (Abbildung 46).

p<0.05 . Serum
10000 1000
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Abbildung 46: sFltl- & PIGF- Serumk i nach Tr issi und Ultraschallbefund,; PIGF:
placental growth factor; sFlt1: soluble-Flt; NT: HCMV — Non Tr itterinnen; TUU: T itterinnen, Ultrascha,
il TUA: Ti itterinnen, Ultraschall auffillig; Daten bereits publiziert [140].

ROC-Analysen

In der Evaluation von sFlt1 und PIGF als potenzielle Marker fiir die stattgehabte vertikale
HCMV-Ubertragung  wurden ~ Grenzwertoptimierungs- (ROC-)  Analysen  mit
Bestimmung der Flache unter der Kurve (AUC) und 95%-KI durchgefiihrt. Fiir die sFlt1-
Datensitze ergibt sich eine AUC von 0,66; 95%- K1 [0,55 - 0,77]; p < 0,01 und fiir PIGF
eine AUC von 0,61; 95%-KI [0,48 — 0,74]; p = 0,07. In der Vorhersage von
Ultraschallauffalligkeiten durch Serum-Protein Konzentrationen kann fiir sFlt1 eine AUC

von 0,82; 95%-KI [0,69 -0,94]; p < 0,001 und fiir PIGF eine AUC von 0,462; 95%-
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KI[0,24 — 0,69]; p = 0,66 ermittelt werden. Eine Ubersicht iiber errechnete ROC-

Analysen zeigt Tabelle 16:

Tabelle 16: Aus ROC-Analyse abgeleitete Grenzwertoptimier

sFit1 (Transmission)

PIGF (Transmission)

sFlt1 (Ultraschallauffélligkeiten)

PIGF (Ultraschallauffilligkeiten)
PIGF/sFIt1 (Transmission)

PIGF/sFIt1 {Ultraschallauffalligkeiten)
MoM-PIGF+MoM-sFlt1 (Transmission)
MoM-PIGF+MoM-sFIt1 (Transmission)

lyse fiir sFLt1, PIGF und deren Kombinationen.

AUC 95%-Konfidenzintervall ‘
0,66 0,55-0,77 p<0,01
0,61 0,48-0,74 p=0,07
0,82 0,69-0,94 P<0,001
0,46 0,24-0,69 p=0,66
0,52 0,39-0,65 p=0,73
0,70 0,52-0,89 p<0,05
0,66 0,55-0,77 p<0,01
0,81 0,68—-0,94 p<0,001

sFltl: soluble-Flt; PIGF: placental growth factor; MoM: Multiple des Median; AUC: Fliche unter der Kurve

Aus den Grenzwertoptimierungsanalysen lassen sich die beiden Grenzwerte <1504 pg/ml

fur sFlt] und <307 pg/ml fir PIGF zum Ausschluss der HCMV-Transmission nach

HCMV-PI ableiten. Anhand dieser Grenzwerte gelingt der fetale Infektionsausschluss zur

AC bei 37/39 Fillen von Werten unter den Grenzwerten korrekt (Abbildung 47 rechts).

10 p<0,05
8
6
4
2
0
Transmission Non-Transmission
B Serum MoM-sFIt1 >1,3MoM
W Serum MoM-sFlt1 <1,3MoM

100

p<0,001

-z

Transmission Non-Transmission

m sFlt1 >1504 pg/ml &/oder PIGF >307 pg/ml
m sFlItl <1504 pg/ml & PIGF <307 pg/ml

Abbildung 47: empirische Grenzwerte fiir longitudinale MoM-Werte (links) und Querschnittsdaten (rechts) mit
Gruppenverteilung; MoM: Multiple des Median; sFltl: soluble-Flt; PIGF: placental growth factor; Daten bereits

publiziert [140].

3.5 Multiplex-Assay

Die Analyse der unter 2.6.2 angefiihrten Fruchtwasserpools auf die, unter Tabelle 17

angegebenen Proteine hin, ergab valide Ergebnisse fiir 79/92 Proteinen.
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Tabelle 17: Durch das Olink-Infl

Panel

bare Proteine.

4E-BP1 E?Jka.ryotic tra.nslation initiation factor 4E- L-17A Interleukin 17A
binding protein 1
ADA Adenosine deaminase IL-17C Interleukin 17C
ARTN Artemin IL18 Interleukin 18
AXIN1 Axis inhibitor protein 1 IL-18R1 Interleukin-18 receptor 1
BDNF Brain-derived neurotrophic factor 2 Interleukin 2
B-NGF Beta nerve growth factor IL-20 Interleukin 20
CASP-8 Caspase 8 IL-20RA Interleukin 20 Receptor Subunit alpha
CCL11 Chemokine (C-C motif) ligand 11 IL-22 RA1 | Interleukin 22 receptor, alpha 1
CcCL19 Chemokine (C-C motif) ligand 19 IL-24 Interleukin 24
CCL20 Chemokine (C-C motif) ligand 20 IL-2RB Interleukin-2 receptor subunit beta
cCL23 Chemokine (C-C motif) ligand 23 133 Interleukin 33
CCL25 Chemokine (C-C motif) ligand 25 4 Interleukin 4
CcCL28 Chemokine (C-C motif) ligand 28 L5 Interleukin 5
cCcL3 Chemokine (C-C motif) ligand 3 IL-6 Interleukin 6
ccLa Chemokine (C-C motif) ligand 4 IL-7 Interleukin 7
CD244 Cluster of Differentiation 244 IL-8 Interleukin 8
40 ClsterofDiferentiation 40 Bl
CD5 cluster of differentiation 5 LIF Leukemia inhibitory factor
CD6 cluster of differentiation 5 LIF-R Leukemia inhibitory factor receptor
CDCP1 CUB domain-containing protein 1 MCP-1 monocyte chemoattractant protein 1
CSF-1 colony stimulating factor 1 MCP-2 monocyte chemoattractant protein 2
CST5 Cystatin-D MCP-3 monocyte-chemoattractant protein 3
CX3CL1 | chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 McP-4 Monocyte chemoattractant Protein 4
CXCL1 C-X-C motif chemokine ligand 1 MMP-1 Matrix metalloproteinase 1
CXCL10 | C-X-C motif chemokine ligand 10 MMP-10 | Matrix metalloproteinase 10
CXCL11 | C-X-C motif chemokine ligand 11 NRTN Neurturin
CXCL5 C-X-C motif chemokine ligand 5 NT-3 Neurotrophin-3
CXCL6 C-X-C motif chemokine ligand 9 OPG Osteoprotegerin
CXCL9 C-X-C motif chemokine ligand 9 osm Oncostatin M
DNER Delta and Notch-like epidermal growth factor- PD-L1 Programmed death-ligand 1
related receptor
Extracellular newly identified receptor for
EN-RAGE | advanced glycation end-products binding RANKL Receptor Activator of NF-kB Ligand
protein
FGF-19 Fibroblast growth factor 19 SCF stem cell factor
FGF-21 Fibroblast growth factor 21 SIRT2 Sirtuin 2
FGF-23 | Fibroblast growth factor 23 SLAMF1 iig"a"”g lymphocytic activation molecule
FGF-5 Fibroblast growth factor 5 ST1A1 Sulfotransferase 1A1
FIt3L FMS-like tyrosine kinase 3 ligand STAMPB | STAM-binding protein
GDNF Glial cell line-derived neurotrophic factor :ﬁ):a Transforming growth factor alpha
HGF Hepatocyte growth factor TNF Tumor necrosis factor
Lk Interferon gamma TNFB tumor necrosis factor-beta
gamma
I-la Interleukin 1 alpha TNFRSF9 | TNF receptor superfamily member 9
L0 Interleukin 10 TNFSF14 | TNF superfamily member 14
IL-10RA | Interleukin 10 receptor, alpha subunit TRAIL TNF Related Apoptosis Inducing Ligand
IL-10RB | Interleukin 10 receptor, beta subunit TSLP Thymic stromal lymphopoietin
IL-12B Interleukin-12 subunit beta TWEAK TNF-related weak inducer of apoptosis
IL-13 Interleukin 13 uPA Urokinase-type plasminogen activator
IL-15RA | Interleukin 15 receptor, alpha subunit VEGFA Vascular endothelial growth factor A

88




Fir ein Protein (brain-derived neurotrophic factor - BDNF) konnte keine Analyse
durchgefiihrt werden. Bei 12 Proteinen ergaben die Messungen stets Ergebnisse unter
dem Detektionslimit. Abbildung 48 zeigt den Vergleich der Expressionsmuster als

Abweichung vom Mittelwert der Gesamtanalyse als Heatmap.

NT, HIG+ NT, HIG+
SG SG
NT, HIG- NT, HIG-
NT, HIG-, IgM+ NT, HIG-, IgM+
T, HIG+ T, HIG+
| T, HIG- | T, HIG-
HGF SIRT2
CSTS IL.-24
cxcLl e
FGF-19 MMP-1
VEGFA TNFRSF9
ccL23 LAP TGF-beta-1
IL-5 STAMPB
IL-10RA Beta-NGF
AXIN1 MCP-3
MMP-10 CXcL9
IL-17¢ Flt3L
NT-3 IL-22 RA1
ST1A1 TRANCE
Lo CcCL11
ccL2o0 ccL19
uPA Mmcp-4
NRTN IL-12B
-8 CDCP1
CSF-1 CD244
MCP-2 C€xcL1o
FGF-21 TNFB
CD4o CXCL6
MCP-1 cCLa
TGF-alpha ADA
LIF TRAIL
TNFSF14 TWEAK
ccL28 EN-RAGE
cas CXCLS |
osm IL18
IL-10RB PD-L1
IL-2RB CX3cL1
SCF 0oPG
GDNF IL-1 alpha [
ARTN CD6
LIF-R CXcL1l B
IL-15RA CcD5
w FR23 [
DNER 4E-BP1 -
CASP-8 CccL2s
IL-18R1
Abbildung 48: Heatmap zu den Expressionsmustern von 79 Proteinen in Fruchtwasserpools (rot: Konzentration héher
als die mittlere K tration iiber alle Subkohorten; blau: K atration geringer als die mittlere Konzentration iiber

alle Subkohorten).
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Es fallt auf, dass fiir 70 von 79 Proteinen in der Subkohorte T, HIG- und fiir 60 von 79
Proteinen in der Subkohorte T, HIG+ eine iiberdurchschnittliche Expression im

Fruchtwasser nachweisbar ist.

Dem gegeniiber stehen 12 Proteine in der Kohorte NT, HIG+, vier in der HIG-
Behandlungsgruppe mit strengem Dosisintervall von 2 Wochen (SG), 21 in der Kohorte
NT, HIG- und 12 in den gepoolten Fruchtwasserproben von Schwangeren mit sehr frither
Infektion, die iiberdurchschnittliche Expressionsmuster zeigen (Abbildung 48).

Sechs Proteine zeigten im Multiplex-Assay Abweichungen von mehr als einer
Verdopplung des gemeinsamen, proteineigenen Mittelwerts (Abbildung 49). Die Proteine
sind in der Abbildung mit der jeweiligen Abweichung von Mittelwert abgebildet. Davon
war die grofite Abweichung in der Kohorte der HIG-naiven Transmitterinnen fiir die
Konzentration des CC-Chemokin-Ligand 25 (CCL25) mit Faktor 3,52 zum Mittelwert.
In dieser Kohorte ist zudem das Transkriptionsfaktor 4E-Bindeprotein (4E-BP1) um
Faktor 2,56 deutlich iiberexprimiert. Sowohl fiir T, HIG- als auch T, HIG+ sind der
Fibroblasten-Wachstumsfaktor 23 (FGF-23), Interleukin-la. (IL-1 o) und das C-X-C
Motiv-Chemokin 5 (CXCLS5) hoher konzentriert. Der CC-Chemokin-Ligand 23 (CCL23)

ist nur im Pool T, HIG+ erhoht messbar.

FGF-23 4E-BP1 CCL25 IL-1 alpha ccL23 CXCL5

1,50 I
1,00 -

oL .
0,50

0,00

Abweichung vom Mittelwert

NT,HIG mSG mnoHIG, NT migM noHIG, T mHIG, T

Abbildung 49: Abweich vom Protein-individue Mxttﬂ[wart von mehr als einer hrdoppﬁ/tmg NT: HCMV —
Non T itterinnen; HIG: Hyperiy in; SG: i uppe  (strikte B iterien  mit
Hyperimmunglobulin); IgM: Kohorte mit firiher Infektion und noch hohem IgM; T: HCMV - Transmitterinnen
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Fir 16 Proteine wurden Konzentrationen von unter 50 % des gemeinsamen Mittelwerts

fiir das betreffende individuelle Protein gefunden (Abbildung 50).

Die drei Proteine 4E-BP1 (in T, HIG+), CXCL5 und IL-1a (beide in SG) sind in einer
Konzentration von weniger als 20 % des jeweiligen Mittelwerts in den genannten

Fruchtwasserpools enthalten.
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NT,HIG ®WSG HnoHIG,NT mIgM mnoHIG, T ®HIGT

Abbildung 50: Abweich vom Pr in-individuelle Mzttelwerrvon mehr als einer Halbierung; NT: HCMV — Non
Ti itterinnen;  HIG:  Hyperi buli SG: uppe  (strikte  Behand kriterien  mit

Hyperimmunglobulin), IgM: Kohorte mit fiiher Infektion und noch hohem IgM; T: HCMYV - Transmitterinnen

Die Proteine CXCL5, IL-lo und FGF-23 sind jeweils in den nicht-HCMV-

transmittierenden Kohorten in Fruchtwasserpools eher unterexprimiert und im Kontrast
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dazu hoéher konzentriert in entsprechenden Pools aus Proben von Transmitterinnen

unabhdngig von HIG-Vorbehandlung enthalten.

CCL-25 und 4E-BP1 hingegen besitzen in diesem Versuchsaufbau eine gute Selektivitit
zwischen HIG-vorbehandelten und unbehandelten Transmitterinnen. Wohingegen CCL-
23 als einziges Protein in der Kohorte T, HIG um den Faktor 2,42 hoher konzentriert ist
als der Mittelwert, wérend sich dieses Protein in der Kohorte T, HIG- unterexprimiert

zeigt.
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4 Diskussion

Die intrauterine HCMV-Infektion stellt eine bedeutende Ursache fiir kindliche
Entwicklungsstorungen dar. Dabei ist die maternale PI in der Frithschwangerschaft mit
einem hohen Risiko fiir fetale Folgeschdden assoziiert. Mit zunehmendem
Schwangerschaftsalter steigt die Transmissionsfrequenz [141]. Diese Arbeit beschaftigt
sich mit den Einflissen der Transmission und der prdemptiven Behandlung der
Schwangeren mit Hyperimmunglobulin auf neutralisierende Antikorper, mogliche
Biomarker wie sFItl und PIGF sowie die Viruslast in maternalen Serum- und
Fruchtwasserproben. Im optimalen Fall konnen maternale Biomarker, gemessen aus einer
Serumprobe, die invasive Transmissionsdiagnostik mittels Amniozentese erginzen oder

gar ersetzen.

4.1 Kohortenbildung

In der vorliegenden Arbeit wird die maternale HCMV-PI im Kontext von anti-HCMV-
IgG-Konzentrationen,  Antikorperprofilen ~ im  rekombinanten ~ Immunoblot,
Neutralisationstestungen, der Konzentrationsmessung von pro- und antiangiogenen
Proteinen und einem Multiplex-Assay untersucht. Die Datenauswertung basiert auf
bereits erhobenen klinischen Daten, Nachtestungen von kryokonservierten
Patientinnenproben und der fortlaufenden Analyse von klinischen Proben von Serum und
Fruchtwasser. Die Gesamtkohorte besteht aus 177 Schwangerschaften in einem Zeitraum
zwischen 2007 und 2019. Die fortlaufende Datenerhebung begann im April 2017. Die
ausgewerteten Datensétze des Zeitraums zwischen 2007 und 2017 basieren fiir Daten aus
den HCMV-IgG und IgM, ECLIA-Messungen, den rekombinanten Immunblots und der
Mikrokultur sowie gPCR in der Regel auf zuvor im Labor gemessenen und
dokumentierten Werten und auf Nachtestungen asservierter Proben. Die PRNT und
Einzelneutralisationen, die Konzentrationsmessungen von PIGF und sFltl und das
Multiplex-Assay wurden im Zeitraum zwischen April 2017 und dem ersten Quartal 2018
durchgefiihrt. Die Vergleichbarkeit der ausgewerteten Daten iiber den ausgewerteten
Zeitraum basiert auf der klinischen Anwendung der Testverfahren (ECLIA,
rekombinanter Immunoblot, qPCR und Mikrokultur) im akkreditierten Labor.

Es werden Neutralisationstestungen an gepoolten Serum- und Fruchtwasserproben von

Schwangeren nach einer HCMV-PI analysiert. Von 143 Probenpaaren aus Serum und
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Fruchtwasser werden einzeln die Neutralisationskapazitdten bestimmt und der Gehalt an
HCMV-IgG sowie die IgG-Aviditdt ins Verhiltnis dazu gesetzt. Zudem werden die

Expressionsmuster spezifischer HCMV-IgG-Antikérper im Immunoblot untersucht.

Von 51 Fruchtwasserproben werden die quantitativen Ergebnisse aus Kurzzeit (18h-)

Mikrokultur und qPCR verglichen.

Mittels etablierter Testsysteme zur Konzentrationsbestimmung der Proteine sFltl und

PIGF konnen 114 korrespondierende Serum- und Fruchtwasserproben analysiert werden.

Von gepoolten Fruchtwasserproben werden zudem mittels 96-Multiplex-Assay

Konzentrationen von inflammations-assoziierten Proteinen verglichen.

Ein moglichst homogener Abgleich der Schwangeren-Kohorten im Bezug auf das
Schwangerschaftsalter zum Zeitpunkt der Probenentnahmen, maternale Charakteristika
wie Paritét, Vorerkrankungen oder auch die Zeitspanne zwischen Serumprobenentnahme
und AC st wiinschenswert. Aufgrund des ausgeprigten retrospektiven
Untersuchungsansatzes und der Erhebung von klinischen Daten aus Patientinnenakten
kann nicht fiir jeden Datensatz eine optimale Konsistenz aller moglichen Variablen in
Relation zur Gesamtkohorte sichergestellt werden. Uber die Gesamtkohorte ist die
Streuung des Gestationsalters mit einem IQR von 2 Wochen um die 21. SSW und einer
mittleren Abweichung zwischen Serum- und Fruchtwasserentnahme von 1,5 Tagen

gering.

Bei der Kohortenbildung fiir die Analyse der einzelnen dargestellten Variablen wird im
Verlauf der Arbeit der Schwerpunkt auf verschiedene Merkmale gelegt. Die
Subgruppenbildung fiir die Neutralisationstestungen an gepooltem Probenmaterial
erfolgte in einer frilhen Phase der Aufbereitung des Themas, weswegen beispielsweise
zwei NT-Kohorten mit der Bedingung der HIG-Therapie gebildet wurden: In der
Gesamtstichprobe sind Fille vorhanden, bei denen das HIG-Behandlungsschema vom
zum Zeitpunkt der Niederschrift praktizierten, zweiwochigen Schema und der dann
gebrduchlichen Dosierung abweicht (Schema publiziert in Kagan et al. 2019 [102]).
Dieser Sachverhalt wird durch zwei differenzierte Kohorten abgebildet (Tabelle 6).
Dieselbe Unterscheidung findet sich auch in der quantitativen Auswertung der Viruslast

in den drei Transmitterinnenkohorten (Tabelle 12). Fiir die in der Folge durchgefiihrte
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Evaluation der serologischen Einflussfaktoren auf die Neutralisationskapazitit sowie die
Konzentrationen von sFIt1 und PIGF werden die Kohorten angepasst, um die Fallzahlen
in den Kohorten zu erhéhen und eine klare Polarisierung nach Transmissionsstatus und
HIG-Vorbehandlung zu schaffen. Zudem werden die Subgruppe der latent HCMV-
Infizierten Schwangeren definiert und die frithen Infektionen mit noch positivem IgM-

Index in die entsprechende Kohorte NT, HIG- integriert.

Bedingt durch die fortlaufende Untersuchung asservierter klinischer Proben iiber den
Mess- und Auswertungszeitraum sind nicht alle klinischen Félle in allen
Auswertungsansitzen vertreten und die Stichprobenumfénge von der Gesamtstichprobe
abweichend. Dazu trigt zudem der Umstand bei, dass in manchen Féllen nur
Fruchtwasser kryokonserviert war, welches dann in die Auswertung der Viruslast in
qPCR und 18h-Kurzzeit-Mikrokultur aufgenommen werden kann, nicht aber fiir den
Vergleich von Antikorperspiegeln in simultanen Serum- und Fruchtwasserproben

ausreicht.

Die retrospektiven Auswertungen und retrospektiven Untersuchungen an zuvor
abgeschlossenen klinischen Fillen und bereits kryokonservierten Proben bedingen
moglicherweise Abweichungen der Ergebnisse von prospektiven Datenerhebungen. Da
die Proben in jenem Fall nicht einem (evtl. sogar wiederholten) Gefriertau-Zyklus
unterworfen sind. Das Kryokonservieren konnte einen Einfluss auf die messbaren
Ergebnisse der Bestimmung von Proteinkonzentrationen haben. Eine im Jahr 2020
publizierte Ubersichtsarbeit von Simpson et al. konnte zu 33 verschiedenen Zytokinen
und Chemokinen Daten zur Stabilitdt unter Kryokonservierung und Gefriertau-Zyklen
evaluieren. Die Arbeit schlieft mit der Erkenntnis, dass es in diesem Bereich noch
Forschungsbedarf gibt und Ergebnisse, gewonnen nach langen Lagerperioden oder

mehreren Gefriertauzyklen nur vorsichtig interpretiert werden kénnen [142].

4.2 Neutralisationsassays
Von 143 Serum- und Fruchtwasserproben liegen Ergebnisse zur HCMV-spezifischen

Neutralisation vor. Es werden gepoolte Kohorten und Einzelproben untersucht.

Die Kalibrierung des PRNT wurde an Einzelproben mit HFF und ARPE-19 Zellen zur

Infektion vorgenommen. Bereits in den ersten Versuchen zeigt sich, dass zur
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Neutralisation der Infektion von HFF wesentlich hohere Konzentrationen des
Probenmaterials notig sind. Wohingegen auch bei hoheren Verdiinnungen der zu
testenden Proben im Ansatz mit ARPE-19 Zellen noch deutliche Virus-neutralisierende
Effekte beobachtet werden konnen. Dieser zellsystem-abhéngige Titer-Effekt bei
konstanter Verdiinnung des Virusisolates wurde bereits beschrieben [143, 144]. Er kann
den unterschiedlichen Zellinvasionsmechanismen von HCMV bei Fibroblasten und
Epithelzellen zugeschrieben werden. Wihrend fir den HCMV-Zelleintritt in
Epithelzellen der Pentamerkomplex aus gH, gL, pUL128, pUL130 und pUL131 von
Bedeutung ist, iibernimmt der Trimédr-Komplex aus gH, gL, gO eine Schliisselrolle beim
Zelleintritt in Fibroblasten [145]. Insgesamt zeigen die Versuchsreihen mit ARPE-19
Zellen als suszeptibles Zellsystem eine bessere Diskrimination der Neutralisationskurven

verglichen mit HFF (vergleichend Abbildung 20 und Abbildung 21).

Die gewihlten Verdiinnungsreihen von 1:64 bis 1:4096 auf Fibroblasten und 1:500 bis
1:8000 auf ARPE-19 bilden die Bereiche hoher und niederer Neutralisation gut ab. In der
Literatur wurden fiir Verdinnungen von weniger als 1:50 unspezifische
Neutralisationseffekte beschrieben [144, 146]. Diese Effekte konnen auch bei der

Neutralisation mit nur schwach verdiinntem Fruchtwasser beobachtet werden.

In den Vorversuchen mit Verdiinnungsreihen von Einzelproben und auch kleinen Pools
kann bereits beobachtet werden, dass Proben von HCMV-Transmitterinnen in vitro
bessere HCMV-neutralisierende Eigenschaften besitzen als Proben von HCMV-Non-

Transmitterinnen (Abbildung 10 bis Abbildung 13).

In einem Ansatz zeigt sich ein inverses Bild: Die Neutralisation mit Serum auf ARPE-19
Zellen im kleinen Pool zeigt fiir den Pool T, HIG- zwischen den Verdiinnungsstufen
1:1000 und 1:4000 einen Abfall der Neutralisation von knapp 90 % auf keine
nachweisbare Neutralisation (Abbildung 13 oben links). Dies kann zum einen darin
begriindet sein, dass die wahre NT50% bei etwa 1:2000 liegt, wie in der Regression
ermittelt (Tabelle 5). Dann wire davon auszugehen, dass die Proben, die fiir diesen
kleinen Pool im Vorversuch eingesetzt wurden, eine vom Durchschnitt abweichende
HCMV-spezifische Antikdrperkomposition enthalten. Ein anderer Grund kann aber auch
in fehlerhafter Prozessierung im PRNT oder falscher Verdiinnung in der

Probenvorbereitung liegen. Insbesondere der vom erwarteten Ergebnis abweichende

96



Kurvenverlauf des Neutralisationsdiagramms und die anderen Ergebnisse, bei denen
Kohorten von Transmitterinnen konsistent hohere Neutralisationskapazitéten zeigen als
Non-Transmitterinnen, lenken hier den Fokus auf Fehlmessungen. Diese Uberlegung
wird auch durch Folgeversuche mit groleren Pools bestitigt, bei denen sich dieser starke
Abfall nicht zeigt (Abbildung 21) und die NT50% fiir die Kohorte T, HIG- mit 1:3192

auch deutlich von den Ergebnissen aus kleinen Pools abweicht (Tabelle 7).

Das homogene Bild der Voruntersuchung der Pools mittels Immunoblot auf Reaktivitét
gegeniiber sechs rekombinanten HCMV-Antigenen mit deutlicher Reaktivitdt gegen alle
getesteten Antigene kann als Resultat des Mischens von Proben verschiedener
Patientinnen angesehen werden. Die Prozessierung der Proben zu Pools dhnelt dabei der
Herstellung von HIG oder stark neutralisierender Referenzseren, die ebenfalls eine starke
Reaktivitdt gegen alle 6 rekombinanten Antigene zeigen [147]. Die Kohorte der
unbehandelten Miitter mit friiher Infektion (NT, HIG-, IgM+) zeigt homogen noch keine
Reaktivitit gegeniiber den rekombinanten Glykoproteine B1 und B2. Dieser Effekt wurde
bereits 1997 von Schoppel beschrieben [71]. Durch den Vorgang des Poolens konnen
schwache Reaktivititen in der Gesamtldsung untergehen. Vor dem Poolen wurden die

Einzelproben selbst auch serologisch untersucht.

Die Ergebnisse der in der Folge durchgefiihrten PRNT der gepoolten Serum- und
Fruchtwasserproben zeigen Auffilligkeiten flir eben diese Kohorte der friihen,
maternalen HCMV-PI mit noch hohem IgM-Index. So weisen die kumulierten Daten fiir
Serum in den jeweiligen Verdiinnungsstufen die geringste NT50% in dieser Kohorte, auf
HFF ausgehend von 35 % bei einer Verdiinnung von 1:64 (Abbildung 20), auf. Beim
Vergleich der Serum- mit den Fruchtwasserdaten wird deutlich, dass in der Kohorte der
Frauen mit frither HCMV-PI noch keine suffiziente Synthese neutralisierender anti-
HCMV-IgG stattfindet. So sind HCMV-neutralisierende Antikorper bei einer geringen
Verdiinnung des Fruchtwassers von 1:3 auf HFF faktisch nicht nachweisbar
(Abbildung 22). Dabei fillt der groBe Abstand der NT50% dieser Kohorte zu den anderen
Kohorten, verglichen mit den Serumdaten, auf. Auch im Vergleich der ARPE-19
generierten Daten ist dieser Effekt der iiberproportionalen Abnahme der NT50% in der
Kohorte der frithen HCMV-Infektion sichtbar. In der Zusammenschau kann dieser Effekt
als ein Resultat der noch schwach ausgeprigten Antikorperbildung, sowie geringen

Aviditit (Abbildung 14) und eventuell fehlenden Zeit fiir den diaplazentaren IgG-
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Transport angesehen werden. Dieser plazentare IgG-Transport gewinnt erst im Laufe der
Schwangerschaft an Effektivitdt [122]. Die Kohorte der Schwangeren mit hohem IgM-
Index befindet sich im Median in der 22. SSW und hebt sich damit nicht von den anderen
Kohorten ab (Tabelle 6). Damit bleibt die Uberlegung, dass eine priventive Gabe von
HIG wie in der gepoolten Kohorten NT, HIG+ und NT, HIG+, SG gerade in der
Frithphase der Infektion mit noch hohem IgM starken Einfluss auf die Serum- und

Fruchtwassertiter HCMV-neutralisierender Antikorper haben konnte.

Mittels PRNT wurden NT50%-Werte von den Pools aus Serum und Fruchtwasser
ermittelt (Tabelle 7). Dabei bestitigt sich die Beobachtung, dass die maternale
Applikation von HIG nicht dazu fiihrt, dass in den entsprechenden Proben die hochste
Neutralisation erzielt werden kann. HIG enthdlt in relevanten Mengen HCMV-
neutralisierende Antikorper [92, 147]. Jedoch betragt die Halbwertszeit von anti-HCMV
IgG nur ca. 10 Tage, sodass sowohl HCMV-IgG, die HCMV IgG-Aviditit und die
HCMV-spezifische Neutralisation, abhidngig vom Zeitpunkt der Gabe, schnell abgebaut
werden [100]. Zudem scheint die Transmission verbunden mit immunologischen
Reaktionen durch die HCMV-Infektion der Plazenta einen Einfluss auf die in vitro

Neutralisationskapazititen zu besitzen.

Die hohe mittlere Neutralisationskapazitit von Proben, die von transmittierenden Frauen
gewonnen wurden, zeigt sich auch bei der Neutralisation von Einzelproben von Serum-
(Abbildung 24) und Fruchtwasserproben (Abbildung 25). Bei diesen Analysen wurde
auch der Tatsache Rechnung getragen, dass in der Gesamtstichprobe verfiigbarer Proben
der vergangenen Jahre auch Proben von Frauen vorhanden sind, deren HCMV-PI zum
Zeitpunkt der AC schon deutlich vorangeschritten war, so dass sie als latent infiziert
gelten konnen. Interessanterweise zeigen die latent HCMV-infizierten Schwangeren im
Serum und Fruchtwasser iiberwiegend auch hohere Neutralisationskapazititen als die
beiden NT-Kohorten mit und ohne HIG-Behandlung. Dies kénnte ein Resultat der bei
diesen latent HCMV-Infizierten bereits optimal abgelaufenen natiirlichen Aviditéts-
maturation der gegen HMCV gerichteten IgG sein. Dies wird kontrastiert durch die
Ergebnisse der deutlich IgM-positiven Subkohorte in gepoolten Untersuchungen, die die
niedrigsten beziehungsweise nicht ermittelbare NT50%-Werte zeigt (Tabelle 7).
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4.2.1 Einflusse auf die Ergebnisse der Neutralisationstestungen
Verschiedene Begleitumstéinde im Rahmen der Probengewinnung, der Prozessierung und
der Ergebnisauswertung kénnen als externe Einfliisse auf die vorgestellten Ergebnisse

beschrieben werden.

Insgesamt sind die Resultate der Neutralisationstestungen durch die héndische
Durchfithrung der Plattenbeschickung und die visuelle Evaluation der Neutralisation
durch Auszdhlen der wells mittels Inversionsmikroskop fehleranfilliger als ein
maschinell unterstiitztes oder vollautomatisiertes Testverfahren. In den PRNT-Ansétzen
von gepoolten Proben wurden jeweils drei Wiederholungen der Tests vorgenommen, um
zum einen die Retest-Reliabilitédt zu beschreiben und zum anderen die Ergebnisse valider
zu untermauern. In anderen Arbeiten und Publikationen konnte gezeigt werden, dass das
Prinzip der Neutralisationstestung grundsétzlich eine hohe Reliabilitdt besitzt [146].
Einzelne Ergebnisse erlauben aber einen Riickschluss auf fehlerhafte Prozessierung: Die
iber die Verdiinnungen hinweg nicht abfallende Neutralisationskapazitit der IgM-
Kohorte in den gemittelten Ergebnissen auf HFF im Serum (Abbildung 20) oder die sogar
ansteigenden Neutralisationskapazititen in einer Wiederholung (Abbildung 16 B) sind

wahrscheinlich verfilschte Ergebnisse, bedingt durch fehlerhafte Prozessierung.

Dennoch ist ein fehlerhaftes Resultat nicht auszuschlieBen. In einem Ansatz der
Neutralisation mit gepoolten Serumproben auf HFF zeigt sich ein so nicht zu erwartendes
Bild: Die Neutralisationskurven verlaufen nahezu horizontal. Einige steigen sogar bei der
hochsten gemessenen Verdiinnung an (Abbildung 16 B). Dabei ist entweder von einem
Fehler in der Prozessierung (Pipettierfehler oder fehlerhaftes Beschicken der Platten) oder
einem Problem mit der Zellkultur auszugehen. Bei Pipettierfehlern wéren allerdings

durch die fortlaufenden Verdiinnungen ebenfalls abfallende Neutralisationen zu erwarten.

In den kumulierten Ergebnissen féllt zum Teil auf, dass insbesondere die Pools, die
gemeinsam auf einer 96-well Platte pipettiert wurden, parallel verlaufende Kurven zeigen
(NT, HIG+ & NT, HIG+, SG; NT, HIG- & NT, HIG-, IgM; T, HIG- & T, HIG+; bspw.
Abbildung 23 ). Diese Beobachtung konnte auf einen Plattenfaktor zuriickzufiihren sein,
welcher ein Resultat aus gemeinsam verwendeter Virusverdiinnung, suszeptiblen Zellen
aus einer gemeinsamen Passage, gemeinsam vorgelegten Verdiinnungsreihen und

simultaner Auswertung sein konnte.
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Die geringen Verdiinnungsstufen 1:16 (ARPE-19) und 1:3 (HFF) zur Neutralisation von
Fruchtwasserproben zeigen in den HCMV-IgG negativen Referenzpools gegeniiber der
Viruslosung unspezifische neutralisierende Effekte. Analog zu den Serumproben wurden
die eingesetzten Fruchtwasserproben vor der Neutralisation einer Inaktivierung des
Komplementsystems unterzogen. Es kommt durch die fast unverdiinnten
Fruchtwasserproben dennoch zur signifikanten Reduktion der Plaquezahlen gegeniiber
der Viruskontrolle durch die HCMV-IgG negative Kontrolle. Aus diesem Grund wurde
fiir die Bestimmung der Neutralisationskapazitdt in diesen Verdiinnungsstufen jeweils der
Mittelwert nur dieser Verdiinnungsstufe als Referenz verwendet, wohingegen bei allen
anderen Verdiinnungsstufen der Mittelwert der Plaquezahlen aller HCMV-IgG-negativen
Referenzproben verwendet wurde, da die Plaquezahlen der HCMV-IgG negativen

Serum- und Fruchtwasserpools bei hoheren Verdiinnungen kaum variierten.

Bei der Neutralisation von Einzelproben zeigte sich im Fruchtwasser der Einfluss der
Kontamination mit Blut und konsekutiver Hamolyse (rote Verfarbung der Probe). Zwei
kontaminierte, deutlich verfarbte Fruchtwasserproben zeigen iiberdurchschnittliche
HCMV-IgG-Konzentrationen von 112 U/ml und 72 U/ml mit jeweils 100 %
Neutralisation bei den Verdinnungen 1:100 und 1:10 von Fruchtwasser zur

Neutralisation auf ARPE-19-Zellen und HFF. Diese Ergebnisse wurden nicht gewertet.

Es zeigen sich signifikante Unterschiede im Schwangerschaftsalter (23. und 25. SSW) in
den Kohorten der Transmitterinnen (T, HIG+ und T, HIG-) verglichen mit den anderen
Kohorten. Der fortschreitende Schwangerschaftsverlauf mit einer groBer werdenden
Plazentaoberfldche und zunehmendem Blutfluss steht hier in direktem Zusammenhang
mit der steigenden Transmissionswahrscheinlichkeit [53]. Dieser Umstand relativiert alle
Ergebnisse im Zusammenhang mit dem Transmissionsstatus, da als zweite Variable

immer auch das hohere Schwangerschaftsalter einen Einfluss haben kénnte.

Bestimmte Beobachtungen, wie die niedrige Neutralisationskapazitit in der Kohorte der
Frauen mit frilher PI oder die hohe Neutralisation von Proben transmittierender
Schwangerer sind tiber die Wiederholungen und in verschiedenen Versuchsansdtzen
konsistent. Allerdings zeigt sich bei der Betrachtung der 95%-Konfidenzintervalle
(95%-KI) fiir die errechneten NT50% aus den PRNT fiir Serum- und Fruchtwasserproben

eine gewisse Streuung. Exemplarisch zeigt Abbildung 51 fiir den Versuchsaufbau von
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Fruchtwasser in der Neutralisation auf HFF neben den NT50%-Werten fiir die einzelnen
Versuchswiederholungen auch die dazugehorigen 95%-KI fiir den berechneten Wert. Es
zeigen sich in den zwei Versuchsreihen NT, HIG+ und NT, HIG- jeweils eine
Wiederholung mit einem KI deutlich iiber dem doppelten Wert der errechneten NT50%.
Dennoch tiberschneiden sich alle Konfidenzintervalle, so dass nicht von einer
signifikanten Abweichung einzelner Ergebnisse auszugehen ist und die Ausreifier daher

auch nicht eliminiert wurden.
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Abbildung 51: Errechnete NT50%-Werte fiir Fruchtwasserproben in der Neutralisation auf HFF fiir drei
I mit den d horigen 95%-KI fiir den errechneten Wert nach nicht-linearer Regression

Versuchswiederl
Zudem konnen aus den Ergebnissen der PRNT von 4 Einzelproben (vgl.3.1.1) und deren
Abgleich mit den entsprechenden Ergebnissen aus den Neutralisationsversuchen bei einer
definierten  Verdiinnungsstufe ~ Aussagen iiber die Vergleichbarkeit beider
Versuchsansitze gezogen werden: Die Serumproben H2537-15 und H1220-16 sowie die
Fruchtwasserproben H2649-15 und H1218-16 wurden in den Vorversuchen zur
Etablierung adédquater Verdiinnungsreihen fiir nachfolgende PRNT verwendet
(Abbildung 10 bis Abbildung 12). Die entsprechenden Proben wurden auch in den
Versuchsreihen mit Einzelverdiinnungen zur Neutralisation in den beiden Zellsystemen
verwendet. Die Ergebnisse aus beiden Tests an den Proben zeigen vergleichbare
Wertebereiche (Tabelle 18) und damit den ,,proof of concept” der Quantifizierung
neutralisierender HCMV-gerichteter Antikorper mittels PRNT bzw. Einzelbestimmung

einer Verdiinnungsstufe.
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Tabelle 18 Gegeniiberstellung ~der Ergebnisse von NT50%-Werten generiert aus  Plaque-Reduktions-
Neutralisationstest und NT% aus Einzelverdiinnung von 4 Proben.

Serum NT50% HFF HFF 1:162 NT50% ARPE-19 ARPE-19 1:2000 ‘
H2537-15 >1:128 40% 1:512 - 1:1024 40%

H1220-16 1:1024 - 1:2048 >90% 1:4096 — 1:8192 90%

Fruchtwasser NT50% HFF HFF 1:10 NT50% ARPE-19 ARPE-19 1:100
H2649-15 1:4-18 46% <132 57%

H1218-16 1:32 - 1:64 >80% 1:256 - 1:512 87%

Auffillig ist die groBe Spannweite in den Einzelneutralisationen, die sowohl kumuliert
iiber alle Kohorten von 0 % bis 100 % (Tabelle 8) reicht als auch in den einzelnen
Kohorten in beiden Zellsystemen jeweils deutlich {iber 50 Prozentpunkte und bei den
HIG-Empfingerinnen sogar stets 100 Prozentpunkte betridgt (Abbildung 24). Die grofie
Spannweite der Neutralisationskapazititen stellt in diesem Zusammenhang die
Diskrepanz zwischen messbaren IgG auf einer linearen Skala und dem System eines
Neutralisationsassays bei einer Einzelverdinnung der Serumprobe mit einem
Wertebereich der Ergebnisse von 0 % bis 100 % dar. Im in-vitro Neutralisationsassay mit
suszeptiblen Zellsystemen spielen eine deutlich grofiere Bandbreite an spezifischen
HCMV-IgG eine Rolle, wihrend der ECLIA-Test lediglich die Antikorper gegen
phosphoryliertes p150, phosphoryliertes p28 sowie p52 und p38 quantifizieren kann. Eine
Erklarung fiir die grole Spannweite in den Kohorten der HIG-Empfiangerinnen, die
nachweislich intravends einen Immunglobulin-Mix mit neutralisierenden Antikorpern
gegen HCMV erhalten haben, wiire beispielsweise, dass diese bei einigen Frauen in vivo
bereits in grofem Mafle an HCMV-Virionen gebunden haben, was eine Depletion dieser
neutralisierenden Antikorper bewirken kann. In der Folge stehen diese IgG in vitro nicht
mehr oder in verringertem Maf3e zur Neutralisation zur Verfligung. Dem entgegen steht
allerdings die Beobachtung, dass in einem Neutralisationsassay die eingesetzte Menge
Virionen im Verhéltnis zur Konzentration aus nicht-infektidsen viralen Partikeln, die
dennoch eine Depletion neutralisierender Antikorper verursachen, wenig Einfluss auf die

gemessenen Antikorpertiter zu haben scheint [146].

In einer wichtigen Arbeit zur HCMV-Neutralisation konnte gezeigt werden, dass die
Kreuzneutralisation von Sera gegeniiber verschiedenen klinischen Virusisolaten und

Laborstimmen (Towne und ADI169) bei den gleichen Serumproben zu vollig
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unterschiedlichen ~ Verldufen der Neutralisationskurven und  verschiedenen
Neutralisationstitern fiihren kann. Es wurden Fille beschrieben, in denen ein Serum
gegeniiber einem Virusisolat eine NT50% von 1:3000 und gegeniiber einem anderen
Isolat eine nicht nachweisbare Neutralisation zeigt. Die Autoren begriinden diese
Beobachtung unter anderem mit der Virusstamm-abhéngigen Bildung von
neutralisierenden Antikérpern in vivo [146]. Daraus ldsst sich fiir Folgeuntersuchungen
ableiten, die Ergebnisse von Neutralisationsassays auch in Zusammenhang mit dem

Virusstamm des klinischen Isolates zu setzen.

4.3 Serologische Einflussfaktoren der Neutralisation

Die Analyse von 143 Serum- und Fruchtwasserproben auf ihren Gehalt an HCMV-IgG
und die Aviditdt mittels ECLIA ergab hohe mittlere IgG-Konzentrationen in den beiden
Kohorten von Schwangeren HCMV-Transmitterinnen (Abbildung 26). Diese zeigten
parallel hohe Neutralisationskapazititen der Proben und hohe Avidititsindices.
Bemerkenswerterweise waren die gemessenen IgG-Konzentrationen in der Kohorte der
latent-HCMV-Infizierten nochmals signifikant hoher. Auch der mediane Aviditéitsindex

war in dieser Kohorte am hochsten (Tabelle 9).

Die signifikanten Unterschiede in der HCMV-IgG-Serumkonzentration der beiden
Kohorten NT, HIG+ und NT, HIG- stellen mit groler Wahrscheinlichkeit ein Resultat
der HIG-Therapie dar. So konnte von Kagan et al. gezeigt werden, wie sich mit jeder
Dosis HIG im Therapieverlauf der Talspiegel der HIG-Serumkonzentration erhdht [102].
Dasselbe gilt fiir die Aviditit. Die HIG-Gaben haben in diesen Kohorten nicht zu
signifikant unterschiedlichen IgG-Spiegeln im Fruchtwasser zwischen den beiden
Kohorten NT, HIG+ und NT, HIG- gefiihrt. Die mittleren Spiegel und Streuungsmafle
unterscheiden sich dennoch deutlich. Die Griinde hierfiir sind vermutlich in der Fallzahl
und der reduzierten Variabilitdt in der IgG-Hohe, bedingt durch die generell niedereren
Konzentrationen im Fruchtwasser allgemein und den Abbau der IgG bei einer

grundsitzlich kurzen Halbwertszeit, zu suchen [100].

Die Zusammenschau von Reaktivititen gegeniiber einzelnen rekombinanten Antigenen
und den Neutralisationskapazititen zeigte fiir Serum-gB2 und die Neutralisation auf HFF
einen signifikanten Unterschied zwischen areaktiven und reaktiven Proben. Da das

Hiillprotein gB als Vermittler sowohl bei der Virion-Zell Interaktion mit Fibroblasten als
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auch Epithelzellen interagiert, wére ein dhnlicher Effekt auch bei der Gegeniiberstellung
der Neutralisationstiter auf ARPE-19 Zellen separiert nach gB2 Reaktivitit zu erwarten
gewesen. Interessant wire des Weiteren eine Gegeniiberstellung der Neutralisationen von
reaktiven und areaktiven Proben im Bezug auf Antikorper, die gegen den
Pentamerkomplex aus gH, gL, pUL128, pUL130 und pULI31A. Dieser spielt eine
bedeutende Rolle in der Induktion neutralisierender Antikorper gegeniiber Epithelien und
Endothelien [148]. Neben gB2 zeigten sich auch bei Betrachtung von p150 und gB1
signifikante Unterschiede in der NT%, separiert nach Antigenreaktivitdt. Die
rekombinanten Antigene gB1 und gB2 des verwendeten Immunblots unterscheiden sich
in ihrer Herkunft. Wahrend beim rekombinanten Antigen gB1 Epitope der antigenen
Domiénen 1 und 2 des ULS55-Gen des Stamm AD169 eingesetzt werden, enthélt das
Fusionsprotein gB2 die Epitope der antigenen Doméne 2 der beiden Virusstimme Towne
und AD169 [149] . Es sind Korrelationen fiir die Titer neutralisierender Antikérper und
anti-gB-Antikorper beschrieben, die vor allem ausgeprigt bei Proben mit einer hohen

Neutralisationskapazitit nachzuweisen waren [150].

Gegen rekombinantes p150 zeigten alle Proben Reaktivitit. Das virale Tegumentprotein
p150 (UL 32) induziert konsistent eine deutliche Antikdrperantwort und zeigte in
Impfstoffexperimenten mit gB-Vaccinen eine Sensitivitit von 96 % im HCMV-
Infektionsnachweis [151]. Hinweise auf HCMV-neutralisierende Effekte von anti-p150
Antikorpern finden sich in der Literaturrecherche jedoch nicht. Die Beobachtung der
Vergesellschaftung von hohen anti-rec-p150 mit signifikant hoheren NT% verglichen mit
mittlerer oder niedrigerer Reaktivitit konnte in diesem Zusammenhang ein Effekt der

ausgepragteren oder fortgeschritteneren Immunantwort insgesamt sein.

Im Gegensatz zu den serologischen Markern (IgG-Konzentration, IgG-Aviditdt und
Prisenz von anti-gB2-IgG) unterscheiden sich die gemessenen Neutralisations-
kapazititen der Serum- und Fruchtwasserproben im gepoolten und einzelnen Ansatz
zwischen NT, HIG+ und NT, HIG- nicht. Griinde dafiir konnten zum einen hohere
Unsicherheitsfaktoren in der Ermittlung der Neutralisationswerte, bedingt durch
aufwendigere und fehleranfilligere Testverfahren sein. Zum anderen scheint die
Neutralisationskapazitdt nicht nur eine abhéngige Variable der serologisch erhebbaren
Befunde, sondern multifaktoriell bedingt zu sein. So konnen weder ECLIA noch

Immunoblot die komplexen Zell-Virion-Antikorper-Interaktionen eines zellbasierten in
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vitro-Assay mit einem klinischen HCMV-Isolat und klinischen Analysaten abbilden. Das
zeigt sich auch an den groflen Spannweiten der ermittelten NT-Kapazititen unabhéngig

beispielsweise von der Hohe der HCMV-spezifischen IgG (Abbildung 28).

Im Vergleich der Kohorten zeigten die latent infizierten Schwangeren fiir die Priavention
einer kongenitalen Infektion optimale serologische Indizes mit sowohl hohen mittleren
Serum anti-HCMYV IgG als auch hoher Aviditéit (Abbildung 28). Das gleiche Phdnomen
konnte im Fruchtwasser beobachtet werden (Abbildung 27). Sowohl die Aviditits-
messung als auch die quantitative IgG-Bestimmung aus Fruchtwasser sind, insbesondere
auf Grund der niedrigeren Konzentrationen an IgG im Medium, fehleranfilliger. Daher
sind insbesondere die Avidititen tendenziell falsch hoch gemessen. In den
Neutralisationstest von Serum und Fruchtwasser latent infizierter Schwangerer konnten
demgegeniiber keine herausragend hohen Mengen neutralisierender Antikorper gegen
HCMYV nachgewiesen werden (Abbildung 24 und Abbildung 25). Die Latenz zwischen
abgelaufener PI und Probenentnahme, die in der Gruppe der latent infizierten
Schwangeren definitionsgemafl am grofiten war, konnte fiir dieses Phanomen eine Rolle
gespielt haben. Denkbar wire, dass eine Seronarbe mit hohen IgG Spiegeln bleibt, aber

der Gehalt an spezifischen, neutralisierenden Antikorpern wieder abnimmt.

Die Testsysteme der Serologie zielen nicht explizit auf den Gehalt von fiir die
Neutralisation relevanten Antikorpern ab, da der ECLIA phosphoryliertes p150,
phosphoryliertes p28, p52 und p38 als Zielstrukturen nutzt.

Dennoch wire ein groerer Zusammenhang zwischen den Ergebnissen der ECLIA-
Messungen (anti-HCMV-IgG und IgG-Aviditit) und den Neutralisationstestungen zu
erwarten gewesen. Dieser scheint zwar in der Anwendung von Korrelationen bei
Betrachtung einzelner Parameter zu bestehen (Tabelle 10), aber insbesondere die Serum
anti-HCMV-IgG-Aviditit verhilt sich zu den ermittelten Neutralisationskapazitten in
HFF bei einer Serumverdiinnung von 1:162 voéllig zuféllig (Abbildung 29). Es gibt
Proben, die einen hohen anti-HCMV-IgG Spiegel ohne ausgeprigte neutralisierende
Effekte zeigen (,,poor neutralizer”) und solche mit tendenziell niedrigen IgG-Spiegeln
und hohem Gehalt an neutralisierenden Antikorpern (,super neutralizer”). Ein
vergleichbares Phianomen von hohen und niedrigen Neutralisationskapazitdten bei einer

vergleichbaren Kohorte wurde bereits in einer Untersuchung an 100 latent infizierten
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Miittern zum Zeitpunkt der Geburt beschrieben. Diese Beobachtung ldsst zwei mogliche
Schliisse zu: Zum einen kann der beobachtete Neutralisationseffekt unspezifisch sein.
Das sollte allerdings durch Kontrollproben IgG negativer Probandinnen kompensiert
werden. Des Weiteren kann es als Hinweis darauf verstanden werden, dass die
Antikdrperkomposition des ECLIA-Testsystems nicht alle relevanten Anti-HCMV-IgG-
Subgruppen abbildet, die im zellbasierten Neutralisationsassay eine Rolle spielen. Die
Antikorperkomposition des ECLIA Testsystems scheint bei der Gruppe der poor-

neutralizer mit hohen ECLIA-Spiegeln von grofer Bedeutung zu sein.

4.4 HCMV-Quantifikation im Fruchtwasser

Die Untersuchung der Viruslast in 51 Fruchtwasserproben mittels qPCR und Kurzzeit
(18h-) Mikrokultur zeigt eine Korrelation beider Methoden. Sie ist hoch fiir Proben von
Schwangeren ohne vorherige HIG-Behandlung (p=0,903) und geringer ausgeprigt bei
Proben nach Vorbehandlung mit HIG (p=0,445). Eine geringere Expression von viralem
IE1 in Zellkultur auf HFF verglichen mit der DNA-Viruslast kann auch nach direkter
intraamnialer HIG-Gabe beobachtet werden (Tabelle 11).

Die hochgeschwindigkeitszentrifugations-gestiitzte ~ IE1-Immunoperoxidase-basierte
18h-Kurzzeitkultur zum HCMV-Nachweis aus Fruchtwasser ist eine aussagekréftige und
leicht durchfithrbare Methode ohne hohe apparative Anforderungen. Doch die
Kontamination mit hdmolytischen Erythrozyten reduziert zum einen die Spezifitét der
HCMV-Immunfirbung oder resultiert in toxischen Effekten auf die Fibroblasten-
Monolayer. Daiminger berichtet von einer hohen Spezifitit (99,5 %) fiir Early-Antigen
basierte HCMV-Nachweismethoden verglichen mit einer konventionellen Viruskultur
und -Isolation [152]. In den vorliegenden Fillen konnte ebenfalls eine hohe Assoziation
zwischen Gewinnung eines klinischen Isolates und der Expression von IEl in
Kurzzeitkultur beobachtet werden. In 20 % der Fille konnte ein charakteristischer
zytopathischer Effekt bereits nach der Inkubation iiber die Nacht (18h) nachgewiesen
werden. Zudem konnte ein klinisches Isolat auch nach initial negativer IE1-18h-
Kurzzeitkultur in der Langzeitkultur iber 10 Tage gewonnen werden (Tabelle 11). Neben
PCR basierten Methoden stellen daher kulturelle HCMV-Nachweismethoden eine
unterschétzte, sensitive und schnelle Option zur Detektion der maternofetalen HCM V-

Transmission dar. In Fillen von Primer-Mismatch oder probenbedingter
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Amplifikationsinhibition kann ein viruskulturbasiertes Verfahren helfen, falsch negative

PCR-Ergebnisse richtig zu deuten.

Die Vorbereitung zur Untersuchung der Infektiositdt von Fruchtwasserproben mittels
Kurzzeit (18h-) Mikrokultur und Langzeitkultur wurden sofort nach Probeneingang
begonnen, so dass hier die Ergebnisbeeinflussung durch Kryokonservierung
auszuschlieBen ist. Fruchtwasser, das replikationskompetente Virionen enthélt, kann
durch externe Einfliisse wie Ultraviolette- oder Infrarotstrahlung in der Infektiositét
beeintrachtigt werden. Insbesondere eine verldngerte praanalytische Phase oder der
postalische Probenversand mit verldngerter Expositionsdauer gegeniiber unkontrollierten
externen (Temperatur-) Einfliissen reduziert die Sensitivitdt der 18h-Kurzzeitkultur
(Tabelle 11) [153]. Umso wichtiger sind zur klinischen Befundinterpretation
Informationen iiber maternale Vortherapie, praanalytisches Probenhandling und

Transportzeit zwischen Probenabnahme und Verarbeitung im Labor.

Der Quantifikation durch PCR-Methoden gelingt keine Differenzierung zwischen
replikationskompetenten Virionen und freien DNA-Sequenzen. Bei HIG-vorbehandelten
Frauen miissen in vitro Infektiositit und virale DNA-Konzentration nicht
notwendigerweise korrelieren, da die passive Immunisierung mit HIG zur Reduzierung
der Infektiositdt durch Bildung von Virion-Antikorper-Komplexen beitragen kénnte
(Abbildung 34 und Abbildung 35). Ein vergleichbares Problem der Unterscheidung
zwischen Konzentrationen viraler RNA- und infektiosen Virionen wurde fiir Enteroviren

aufgezeigt [154].

HCMV-DNA-Konzentrationen unter 1x10> Kopien/ml wurden als Indikator fiir ein
asymptomatisches fetales Outcome beschrieben [74]. Die meisten der asymptomatisch-
infizierten Neugeborenen in der untersuchten Kohorte zeigten hohere Viruslasten
zwischen 1028 und 4,6x10° IU/ml. In der Literatur finden sich Hinweise auf eine
persistierende Infektion im Amnionepithel nach maternaler PI, die die extrem hohen
Viruslasten auch nach HIG-Behandlung und ohne schlechtes Outcome fiir den Fetus

erklaren konnten [155].

Die HCMV-DNA-Last und die Anzahl an IEl-gefarbten Zellkerne in der 18h-
Kurzzeitkultur zeigen signifikante Unterschiede zwischen Frauen, die mit HIG behandelt
wurden und unbehandelten Frauen (Abbildung 37 und Abbildung 38). Ob HIG die
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Viruslast im Falle einer Transmission zu reduzieren vermag, wird in der Literatur
unterschiedlich bewertet [95, 99]. Hierbei ist allerdings zu beriicksichtigen, dass sowohl
Nigro et al. (2005) als auch Revello et al. (2014) jeweils monatliche Intervalle der HIG-

Gaben vorsahen.

Die Ergebnisse der Analyse quantitativer Viruslasten, ermittelt durch qPCR und Kurzzeit

- (18h- ) Mikrokultur, wurden bereits in einer Publikation diskutiert [138].

4.5 PLGF & sFIt1 als Biomarker der Transmission

Bisher basiert die prénatale Diagnose der vertikalen HCMV-Transmission auf dem
Virusnachweis aus Fruchtwasser. Eine Biomarker-basierte Diagnostik aus maternalem
Blut wire hingegen weniger invasiv und mit weniger fetalen Risiken verbunden. 114
Serum- und 72 Fruchtwasserproben wurden je nach HIG-Behandlung und
Transmissionsstatus nach AC kategorisiert. Die daraus generierten Kohorten (A-D)
zeigen, dass Fruchtwasser von Schwangeren nach vertikaler HCMV-Transmission ohne
vorherige HIG-Behandlung verglichen mit Non-Transmitterinnen sowohl erhdhte
mittlere Konzentrationen von PIGF als auch sFlt] enthélt (Abbildung 42). Der mittlere
sF1t1/PIGF-Quotient iiber die vier Kohorten zeigt vergleichbare Werte (Abbildung 40).
Dieser Befund steht im Gegensatz zu ver6ffentlichten Daten, fiir die 47 Fille von HIG-
behandelten und unbehandelten Schwangeren mit sieben seronegativen Kontrollen

verglichen wurden [129].

Die Untersuchungen zeigen zudem, dass hoch-signifikante Unterschiede in den sFIt1-
Konzentrationen zwischen T und NT auch im Serum vor der AC nachweisbar sind
(Abbildung 41). Der Serum-sF1t1/PIGF-Quotient zeigte sich im Zusammenhang mit einer
HCMV-Transmission nicht erh6ht, obwohl einige dieser Félle mit erhohten Werten (>38)

assoziiert waren.

Unter der Annahme, dass die sFltl1-Konzentration durch die HCMV-Transmission
beeinflusst wird, kann nach einer ROC-Analyse empirisch ein Grenzwert fiir beide
Proteine abgeleitet werden. Dieser Grenzwert zeigt hoch-signifikant eine Assoziation mit
dem Ausschluss einer Transmission (p<.001). Lediglich zwei der 34 Fille von
Transmission zeigen Werte unter den beiden Grenzwerten (Abbildung 47). Bisher gibt es

weder fiir die Risikostratifizierung der diaplazentaren HCMV-Ubertragung noch fiir das
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Risiko fir HCMV-assoziierte postnatale Folgeerscheinungen einen etablierten Marker.
Fetale Thrombozytenzahlen, eine zunehmende maternale Viruslast oder der maternale
Nachweis von HCMV-IgM wurden als Indikatoren fiir ein schlechtes postnatales
Outcome fiir das ungeborene Kind oder fiir histologische Befunde im Plazentagewebe

beschrieben [156, 157].

Die Konzentration von B2-Mikroglobulin im fetalen Blut kénnte als potenzieller Marker
fiir die Differenzierung in symptomatisch und asymptomatisch infizierte Feten in Frage
kommen. Problematisch erscheint sowohl bei diesem Ansatz als auch bei der Analyse
von fetalen Thrombozytenzahlen die Probenentnahme durch die Bauchdecke der Mutter

und die kindliche Nabelschnur via Chordozentese [157].

Guerra konnte zeigen, dass Auffilligkeiten im Ultraschall als Determinante fiir
symptomatisch HCMV-Infizierte Feten Anwendung finden kénnen. Der positive
Vorhersagewert lag in diesem Zusammenhang bei 35 % fiir alle untersuchten Feten nach
maternaler PI und bei 78 % in der Subkohorte der diaplazentar infizierten Feten [158].
Werden Ultraschallauffilligkeiten in Zusammenhang mit der Expression von sFItl und
PIGF gestellt, zeigt sich ein Bild, das von den Beobachtungen in den Kohorten nach
Transmissionsstatus abweicht. Wéhrend hier ebenfalls erhdhte Konzentrationen von sF1t1
beobachtet werden konnen, sind die PIGF-Konzentrationen in der Kohorte der
Schwangeren mit Ultraschallauffélligkeiten tendenziell erniedrigt (Abbildung 46). Dies
fiihrt rechnerisch zu einem Anstieg der sFIt1/PIGF-Quotienten, wie bei Praeklampsie
beschrieben. Zudem entspricht das dem Trend, der bereits von Maidji et al. beschrieben
wurde, dass es in der Folge einer diaplazentaren HCMV-Transmission zu einer Erh6hung

des Quotienten kommt [129].

Eine mogliche nicht-invasive Determinante der materno-fetalen HCMV-Transmission
konnte die Reaktivitdt aktivierter T-Zellen auf HCMV-Antigene sein. Zwei Testsysteme,
die auf der Messung von Interferon y aus den maternalen Zellen basieren wurden an 57
Schwangeren mit HCMV-PI getestet von denen 16 diaplazentar transmittierten. Fiir ein
Assay (CMV-ELISPOT) wurde dabei hinsichtlich der Pradiktion der materno-fetalen
Transmission eine AUC von 0,8055 beschrieben [159].

Die mit HIG behandelte Subkohorte B (T, HIG +) zeigt im Serum sFltl- und PIGF-

Konzentrationen, die mit gesunden NT vergleichbar sind (Abbildung 41). Das kdnnte ein
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Hinweis auf eine Reduktion der inflammatorischen Reaktion nach passiver
Immunisierung sein. Interessanterweise korrelieren beide Proteinkonzentrationen in der
Gesamtkohorte im Fruchtwasser. Ein Grund fiir die gleichsinnige Erhohung beider
Proteinkonzentrationen im fetalen Kompartment konnte das Ausmafl der plazentaren
Schéden bedingt durch HCMV-Replikation sein. Aktuelle Studien zeigen wiederholt die
Assoziation von erhohten sFlt1-Werten mit erniedrigten PIGF-Konzentrationen [160,
161]. Dieser Effekt ist in der untersuchten Kohorte nur nach Transmission und

auffilligem Ultraschallbefund zu beobachten (Abbildung 46).

In der retrospektiven Analyse von Langsschnittdaten von 13 Schwangerschaften unter
Beachtung der MoM fiir die Konzentrationen von sFlt1 und PIGF zeigt sich, analog den
Querschnittdaten, eine Erhéhung der sFlt1-MoM unter den Transmitterinnen (Abbildung
45). Um diese Tendenzen bestitigen zu konnen und auch um den Einfluss der HIG-Gaben
auf die Serumkonzentrationen besser abschitzen zu koOnnen, braucht es zusitzliche
prospektiv gewonnene Datensdtze mit einer hoheren zeitlichen Auflgsung und einem
standardisierten Beobachtungszeitraum. Die vorliegenden Daten sind limitiert durch den
retrospektiven Ansatz der Untersuchung und die geringe Anzahl longitudinaler Daten

zwischen HIG-Therapiebeginn bzw. Diagnose der HCMV-PI und Amniozentese.

Die Ergebnisse der Analyse von Serum- und Fruchtwasserproben wurden bereits in einer

Publikation diskutiert [140].

4.6 Multiplex-Assay Analyse

Bei der Analyse gepoolter Fruchtwasserproben in den unter 2.6.2 vorgestellten Kohorten
zeigt sich fiir 60 beziechungsweise 70 von 78 Proteinen eine Uberexpression in den beiden
transmittierenden Kohorten verglichen zur mittleren Konzentration iiber alle Kohorten.
Dieser Befund kann als Ausdruck eines proinflammatorischen Milieus im Fruchtwasser-

Kompartiment der Schwangeren aufgefasst werden.

4.6.1 Ergebnisinterpretation
Die Ergebnisausgabe durch den Anbieter des Multiplex-Panels erfolgt in einer virtuellen
log2 skalierten MaBeinheit (NPX). Uber, fiir jedes Protein zur Verfiigung gestellte,

Verdiinnungskurven des Assay-Herstellers kann von der virtuellen Einheit NPX auf
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Konzentrationen geschlossen werden. Die entsprechende Kalibrierungskurve fiir das

C-C motif chemokine 25 (CCL25) als Beispiel zeigt Abbildung 52.

CCL25

Replicate 4L

LOD ===1l0Q === ULOQ

NPX

102 107 10° 10" 102 10° 10 10°  10° 107 108

pg/mL

Abbildung 52: Kalibrierungskurve des C-C motif chemokine 25 (CCL25) zwischen Konzentration und log2-skalierter
Einheit [162].

Fiir CCL25, das einen hohen Konzentrationsunterschied zwischen Kohorte T, HIG- und
dem gemeinsamen Mittelwert zeigt, weist einen Unterschied von 1,0 NPX (Mittelwert)
zu 3,4 NPX auf. Visuell auf Konzentrationen geschlossen, ldsst sich anhand der
Abbildung 52 ein Konzentrationsunterschied von etwa 30 pg/ml zu etwa 500pg/ml
abschitzen. Ein exakter Konzentrationsunterschied lasst sich anhand der zur Verfiigung
gestellten Kurven nicht ableiten. Zumal die Messungen beispielsweise von CCL25
Streuungen der Ergebnisse von 6 % innerhalb eines Ansatzes und 18 % zwischen
mehreren Ansétzen aufzeigen [162]. Die Messungen im Multiplex-Assay kénnen daher

allenfalls einen Trend zu Konzentrationsunterschieden anzeigen.

4.6.2 Aufféllige Proteine

Zur systematischen Evaluation der Ergebnisse der Multiplex-Assays aus gepoolten
Fruchtwasserproben kann die Abweichung vom gemeinsamen Mittelwert, der in NPX
ausgegebenen Ergebnisse analysiert werde. Es zeigen sich fiir 16 Proteine deutliche

Abweichungen vom Mittelwert. Fiir diese Proteine finden sich in der Literatur bei der
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Suche mit den Schlagworten ,,amniotic fluid; CMV; pregnancy” jeweils mit dem

Proteinnamen folgende dokumentierten Ergebnisse:

Tabelle 19: Ergebnisse einer strukturierten Literaturrecherche zu 16 Proteinen mit auffilligen Konzentrations-
A Iobuli

Multind

im

s T: HCMV — T

Relevante Ergebnisse der
Biotechnology Information

+ ,amniotic fluid“ oder
»pregnancy”

Dieser Repressor der Translation
wird tiblicherweise vom mechanistic
target of Rapamycin (mTOR)
phosphoryliert [151]. Im
Schweinemodell wurde ein Einfluss
auf die Initiation der Translation im
Endometrium beschrieben [152].

innen; HIG: Hyperi

Datenbank des

National Center fo

+,,CMV“ & ,,amniotic
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In Zusammenhang mit CMV findet
sich keine Literatur.

Im Schweinemodell in die
Signalkaskade der
Endometriumsentwicklung der
friihen Schwangerschaft
eingebunden [163]. Im
Schwangerschaftsverlauf evtl.
Assoziation zwischen maternalem
Stress und der Konzentration
immunologischer Proteine wie
CCL23 oder auch CXCL10 zu geben
[164]. In einer Untersuchung waren
erhéhte CCL23-Konzentrationen im
irblut ein i
Risikofaktor fiir spontane
Frithgeburtlichkeit [165].

Eine Erhohung von CCL25 im
intervillésen Blut von am Termin
geborenen Neugeborenen scheint
mit einer Erhéhung der
Konzentration von Mukosa-
assoziierten T-Zellen einher zu
gehen [166].

In der Schwangerschaft wird die
Rolle von CD5 als Biomarker fir das
Risiko einer Praeklampsie diskutiert
[167].

In Zusammenhang mit CMV findet
sich keine Literatur.

In Zusammenhang mit CMV findet
sich keine Literatur.

CD-5 und andere Proteine sind
erhoht in der Muttermilch HCMV-
reaktivierender stillender Miitter
[168].
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In einer Ubersichtsarbeit wird die
Rolle von CXCL10 im Rahmen der
chronischen Plazenta-Ir ion

Eine Publikation von Scott et al.
beschreibt die Erhdhung von
cxcL1o mit TNFa,

verschiedenster Ursachen
aufgezeigt [169].
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IL1B, IL-12 und -17, CCL2, CCL4
und zweier Wachstumsfaktoren in
Fruchtwasser von 8 Schwangeren
nach CMV-Transmission. Dabei
zeigte sich CXCL-10 als einziges
Protein auch im Serum nach CMV-
Pl erhéht [170].
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In einer Ubersichtsarbeit wird die
Rolle von CXCL11 im Rahmen der

chroni Pl ita-Infl ion
verschiedenster Ursachen
aufgezeigt [169].

Dieses Chemokin wurde in erhéhter
Konzentration im Fruchtwasser von
Schwangeren mit intrauteriner
Infektion und Frihgeburtlichkeit
nachgewiesen. In der Arbeit wird
die Infektion nicht ndher auf
Pathogene spezifiziert[171]

Im Zusammenhang mit
chaft oder Fr
findet sich keine relevante Literatur.

In Zusammenhang mit CMV findet
sich keine Literatur.

In Zusammenhang mit CMV findet
sich keine Literatur.

In Zusammenhang mit CMV findet
sich keine Literatur.

Im Zusammenhang mit
h chaft oder Fruct
findet sich keine relevante Literatur.

Im Zusammenhang mit
Fruch und Sct t
findet sich keine Literatur.

MCP-3 zeigt bei intraamnialer
bakterieller Infektion im
Fruchtwasser erhGhte
Konzentrationen [173].

In Zusammenhang mit CMV findet
sich keine Literatur.

Eine Arbeit aus dem Jahr 2007
zeigt, dass in vitro die
Konzentration von TNF-a und IL1-
B durch CMV-Infektion von
kultivierten Trophoblasten nicht
beeinflusst werden konnen, wobei
beide Proteinen nicht
nachgewiesen werden kénnen
[172].

In vitro CMV-infizierte
Retinapigmentepithelzellen
zeigen reduzierte MCP3-
Konzentrationen verglichen mit
Kontrollen [174].

Erhohte Level verschi Matrix-

n mit CMV findet

Metalloproteasen wurden im
Zusammenhang mit
Frithgeburtsbestrebungen mittels
Multiplex-Analysen untersucht
[175]. Die Inflammation, die unter
anderem durch MMP-1 mediiert
wird, kénnte in diesem
Zusammenhang zu strukturellen
Schéden der Fruchthéhle fihren
[176].

sich keine Literatur.

Osteoprotegerin (OPG) wurde in
Plazentaproben von Frauen mit
ausgepragter Praeklampsie in
erhohter Konzentration verglichen
mit unauffalligen Schwangeren
nachgewiesen [177].

Im Zusammenhang mit
Schwangerschaft und CMV finden
sich keine veréffentlichten
Ergebnisse.
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In Zusammenhang mit CMV findet
sich keine Literatur.

In Zusammenhang mit CMV findet
sich keine Literatur.



TNF-related weak Im Zusammenhang mit In Zusammenhang mit CMV findet

inducer of Schwangerschaft und CMV finden sich keine Literatur.
P t ™ N X . :

apoptosis sich keine veroffentlichten

(+, TWEAK”) Ergebnisse.

4.6.3 Proinflammatorischer Zustand nach Transmission

Von 79 Proteinen mit validen Ergebnissen waren 70 im Pool T, HIG - (n = 14; vgl.
Abschnitt 2.6.2) erhoht messbar. Ein deutlicher Unterschied sowohl in der Konzentration
als auch der Menge an erhohten Proteinkonzentrationen zur Gruppe der HIG-behandelten
Transmitterinnen (T, HIG +; n = 17) war nachweisbar. Auf die Konzentrationen pro- und
antiangiogener Proteinen und die mit einer Hypoxie verbundenen Verénderungen wie der
plazentaren Dichte der Villi oder fibrinoide Ablagerungen wurde der positive Einfluss
von HIG nach stattgehabter diaplazentarer HCMV-Transmission bereits beschrieben
[129]. Das eine mikrobielle Kolonisation der Plazenta eine inflammatorische Antwort
induziert und dabei unter anderem zu Storungen der fetalen und neonatalen cerebralen
Entwicklung fiithren kann, ist hinreichend beschrieben. Insbesondere werden Erhhungen
von IL-1f, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, Tumor-Nekrose Faktor-o und Interferon y und des
antiinflammatorischen IL-10 beschrieben [178]. Diese Effekte konnen in der
vorliegenden Untersuchung fiir IL-6, IL-8, IL-18, die Beta-Untereinheiten des IL-12
sowie die Alpha-Untereinheit des IL-1 und IL-10 im Multiplex-Assay ebenfalls

beschrieben werden.

TNF-a und Interferon y konnen im durchgefiihrten Ansatz nicht nachgewiesen werden,
da die Konzentrationen jeweils unter dem Detektionslimit liegen. Beide Zytokine sind
aber grundsitzlich im Fruchtwasser messbar enthalten. Fiir diaplazentare Toxoplasmose-
Infektionen konnten Konzentrationen um 6 pg/ml (TNF-a) und 12 pg/ml (Interferon-y)
nachgewiesen werden [179]. Diese Konzentrationen liegen grundsitzlich im linearen
Messbereich des Multiplex-Assays [180, 181].

4.6.4 Proteine unterhalb des Detektionslimits
Tabelle 20 gibt eine Ubersicht iiber die 13 Proteine, die mittels des Multiplex-PEA nicht

in gepoolten Fruchtwasserproben nachgewiesen werden konnen:
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Tabelle 20: Proteine, deren K i im Iten Fruch unterhalb der Nachweisgrenze (limit of
detection in pg/ml — LOD) nicht nachgewiesen wurden.

Protein Kurzbeschreibung [182, 183] LoD
(pg/ml)
Interleukin-17A Zytokin, das von aktivierten T-Gedachtniszellen produziert wird 3,81
Interleul Zytokinrezeptor, der mit IL20RB und ILLORB Heterodimere bildet 1,91
und weit verbreitet exprimiert wird (vor allem von Epithelien).
Interleukin 2 Zytokin, das von T-Zellen nach Antigenkontakt produziert wird und 30,5

unter anderem B-Zellen und Monozyten aktiviert.

ST ELRV T T Induziert Chemokine zur T-Zell-Migration aus Monozyten und die 3,81
(TSLP) Reifung von dendritischen Zellen. Von verschiedensten Geweben
wie Herz, Leber oder Keratinozyten exprimiert.

Signaling lymphocytic Oberflachenrezeptor auf aktivierten T- und B-Zellen, Makrophagen 30,5
activation molecule (SLAMF1) und Dendritischen Zellen

U GERE GG (2 2 Wachstumsfaktor, unter anderem eingebunden in die Regulation 1,91

5) des Haarwachstums.

Interleukin 13 Reduziert die Expression anderer Zytokine, induziert die 7,63
Expression von Matrix-Metalloproteinasen in den oberen
Atemwegen.

Tumornekrosefaktor (TNF) Durch Bindung an seine Rezeptoren induziert er die Apoptose 0,95

uber den NF-kappa-B und MAPK-Signalweg. Durch das Multiplex-
Assay von Olink werden laut Hersteller normale
Plasmakonzentrationen nicht detektiert.

Interleukin 20 Proi isches und i Zytokin, insb: dere an 7,63
Epithelzellen
Interleukin 33 Rezeptorbindung induziert den NF-kappa-B und MAPK-Signalweg; 3,81

Chemokin fiir TH2-Zellen, Eingebunden in die Aktivierung von
Mastzellen, Basophilen, Eosinophilen und NK-Zellen

vy (INF-y) Von Antigen-aktivierten Lymphozyten sezernierter 0,24
Makrophagenaktivator mit antiviraler Aktivitat und

antiproliferativen Effekten. Durch das Multiplex-Assay von Olink

werden laut Hersteller normale Plasmakonzentrationen nicht

detektiert.

Interleukin 4 B-Zell-aktivierendes Zytokin, induziert MHC II-Expression; multiple 0,24
Wirkungen auf Lymphozyten, Monozyten und Dendritische Zellen

m Reifungsvermittlung von B-Zellen zu Plasmazellen 3,81

Fir Interferon- y und den Tumornekrosefaktor wird Herstellerseitig eingerdumt, dass die

durch das PEA messbaren Konzentrationen iiber den iiblicherweise bei gesunden

Probanden nachweisbaren Plasmakonzentrationen liegen [182].

4.6.5 Vor-und Nachteile eines Multiplex-Assay
Unter dem Begriff Multiplex-Assay werden verschiedene Antigen-Antikorper oder PCR-
basierte Tests zusammengefasst, die es ermdglichen, in einem Untersuchungsgang

mehrere Analysate, iblicherweise aus einer Patientinnenprobe, zu quantifizieren. Einen
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diagnostischen Stellenwert besitzt dieses Vorgehen beispielsweise in der Prénatalmedizin
oder Allergiediagnostik. Dariiber hinaus eignen sich Multiparameter-Testsysteme zur

Autoimmundiagnostik oder als Suchtest in der Biomarkerforschung [184].

Mittels gepoolter Proben und der Verwendung eines Multiplex-Assay kénnen nach einem
Untersuchungsgang Aussagen zu Proteinzusammensetzungen bezogen auf 91 einzelne
Komponenten in sieben Pools, bestehend aus insgesamt 106 Einzelproben, getroffen
werden. Es flieen folglich 9646 Einzelkonzentrationen in die Ergebnisse mit ein. Ohne
groBeren Aufwand konnen daraus Trends abgeleitet werden, wie zum Beispiel, dass ein
deutlicher Anteil der proinflammatorischen Proteine in den gepoolten Proben der

Transmitterinnen relativ erhoht nachgewiesen werden kann.

Allerdings sind die Einzelinformationen iiber Konzentrationen einzelner Proteine
individueller Proben keiner Evaluation zugénglich. Ob erhohte Konzentrationen im Pool
das Resultat weniger {iiberproportional erhohter Konzentrationen in einzelnen
Fruchtwasserproben sind oder auf eine im Mittel erhohte Konzentration in der Kohorte

zuriickzufiihren sind, ldsst sich nicht ableiten.

Eine tatsdchliche Spezifitit der beobachteten Konzentrationsunterschiede ist durch das
unselektive Untersuchen vieler Proteine im Rahmen des Multiplex-Assays nicht gegeben.
Auffillige Ergebnisse im Sinne relativer, grofier Konzentrationsunterschiede zwischen
verschiedenen Gruppen oder bezogen auf den Transmissionsstatus kénnen aber als

Grundlage fiir Bestitigungstests an Einzelproben verwendet werden.

Ein Nachteil des gewéhlten Multiplex-Assay ist die Ausgabe der Ergebnisse in einer
virtuellen Einheit, die lediglich durch vom Hersteller zur Verfiigung gestellte
Kalibrierungskurven einen visuellen Riickschluss auf Konzentrationen erlaubt.
Vergleiche zu Normwerten und Ergebnissen anderer Forschungsvorhaben werden damit

erschwert.

4.6.6 1gG negativer Pool

Das Multiplex-PEA  wurde auch mit einem Pool aus HCMV-IgG negativen
Fruchtwasserproben (n = 7; vgl. Abschnitt 2.6.2) durchgefiihrt. 42 von 79 evaluierten
Proteine zeigten mittlere Konzentrationen iiber dem gemeinsamen Mittelwert aller Pools.

In diesem Pool fanden sich iiberproportional hohe Expressionsmuster von
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Neurothrophin 3, 4E-BP1, CCL3, CCL19, FGF-21, IL-10 Rezeptor Subunit o,
Tumornekrosefaktor-Ligand superfamily member 14 (TNFSF14), CCL11, Oncostatin-
M, Axin-1, Monocyte Chemotactic protein 1 (MCP-1), IL-17C, Latency-associated
peptide transforming growth factor beta-1 (LAG-TGF-beta-1) und MCP-3. Da die
Fruchtwasserproben stets im Rahmen einer AC bei diagnostischem Anfangsverdacht
eines zu diagnostizierenden prénatalen Krankheitsbildes gewonnen wurden, ist es
plausibel, dass Abweichungen von absolut gesunden Kollektiven beobachtet werden
konnten. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob der HCMV-IgG negativ Pool
eine geeignete Kontrolle fiir die Neutralisationsassays an Pools darstellt. Einen
moglichen, bedeutsamen Einflussfaktor auf die HCMV-Neutralisation stellt der
Serostatus dar. Ob durch inflammatorische Proteine ebenfalls auf die in vitro
Neutralisationskapazitit Einfluss genommen wird, bleibt offen. Einen Versuch der

Kontrolle stellt in diesem Zusammenhang die Komplementinaktivierung dar.

In der Gesamtschau zeigt sich im Vergleich der Pools von HCMV-IgG positiven, HIG -,
Non-Transmitterinnen zu HCMV-IgG positiven, HIG -, Transmitterinnen der deutliche
Trend zu einer Uberexpression proinflammatorischer Proteine im Fruchtwasser im

Rahmen einer Transmission.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit untersucht an Serum und Fruchtwasserproben von Schwangeren mit akuter
oder stattgehabter HCMV-PI im Kontext der Behandlung mit HIG die Konzentration
neutralisierender anti-HCMV-Antikorper, den Einfluss von serologischen Markern (anti-
HCMV-IgG und -IgM im ECLIA, Reaktivitit im recomLine-HCMV-Immunoblot), die
Konzentration der beiden Proteine sFlt1 und PIGF sowie die Vergleichbarkeit der beiden

quantitativen Methoden der Kurzzeit (18h-) Mikrokultur und der qPCR.

In den Neutralisationstestungen sowohl an gepoolten- als auch an Einzelproben kann
gezeigt werden, dass Serum und Fruchtwasser von HCMV-Transmitterinnen in vitro
signifikant besser das klinische HCMV-Isolat neutralisiert. Ein Effekt durch die vorherige
intravendse Applikation von Hyperimmunglobulin auf die spétere Neutralisations-
kapazitdt von Serum- oder Fruchtwasserproben zeigt sich nur innerhalb der Kohorten der
Transmitterinnen und Non-Transmitterinnen. Serum und Fruchtwasser von Schwangeren
mit sehr frither Infektion und noch hohem IgM-Titer enthdlt kaum HCMV-

neutralisierende Antikorper.

Fir Folgeuntersuchungen ldsst sich ableiten, dass die Ergebnisse von
Neutralisationsassays auch in Zusammenhang mit dem Virusstamm des klinischen
Isolates gesetzt werden miissen. Neutralisationen mit verschiedenen Virusstimmen und
die Untersuchung der Immunglobulin-Komposition konnte weiter Aufschluss iiber die
Rolle der stammspezifischen Induktion einer Antikorperantwort und die Rolle einzelner
Antigene geben. Hierzu konnen unter anderem auch Depletions-Neutralisationsassays an
Serum- und Fruchtwasserproben durchgefiihrt werden und die Konzentrationen von
Immunglobuline gegen spezifische antigene Doménen wie gB oder p150 gemessen

werden.

Durch die Neutralisation von Einzelproben kann gezeigt werden, dass es in simtlichen
Kohorten Einzelproben mit hohem und niedrigem Gehalt an neutralisierenden
Antikorpern gibt. Um hier Effekte genauer beschreiben zu konnen, miissen in
longitudinalen Folgeuntersuchungen die Neutralisationskapazititen von Einzelproben
gegeniiber definierten viralen Epitopen analysiert werden. Von enormer Bedeutung ist im

Kontext der passiven Immunisierung mittels HIG im Rahmen der HCMV-PI aufgrund
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der kurzen Halbwertszeit der spezifischen Immunglobuline der zeitliche Abstand

zwischen den Einzelproben.

Die Untersuchung der Viruslast in klinischen Fruchtwasserproben mittels qPCR und 18h-
Kurzzeit-Mikrokultur zeigt den Einfluss der HIG-Behandlung auf die in vitro -
Infektiositit. Verschiedene Studien kommen zu unterschiedlichen Bewertungen der
Effektivitdt der maternalen HIG-Behandlung auf die diaplazentare HCMV-Transmission
in-utero. Welchen Stellenwert die maternale Dosierung sowie das Dosierungsintervall
spielen, miissen weitere Studien zeigen. Die vorliegenden Daten weisen jedoch auf den
Trend zu niedrigeren Viruslasten im Fruchtwasser von mit HIG behandelten

Schwangeren hin.

Schwangere HCMV-Transmitterinnen zeigen signifikant hohere Serum- und auch
Fruchtwasserspiegel des anti-angiogenen sFlt1, wéhrend iiber alle Kohorten der Quotient

aus sFIt1/PIGF bei Transmitterinnen nicht signifikant erhoht messbar ist.

Es braucht weitere, prospektive Studien, um zu evaluieren, ob sFItl und PIGF die
Préadiktion der fetalen HCMV-Infektion sicher erlauben und ob eine Vorhersage der
symptomatischen kongenitalen HCMV-Infektion méglich ist. Eine Assoziation zwischen
der Hohe der sFltl-Konzentration und auffilligen Ultraschallbefunden besteht
(Abbildung 46) und eine Kombination mit anderen moglichen Verfahren, wie dem CMV-
ELISPOT erscheint sinnvoll.

Die Untersuchung gepoolter Fruchtwasserproben an Kohorten unterschiedlicher
Behandlung mit oder ohne HIG und Transmissionsstatus zeigte ein deutlich
inflammatorisch verdndertes Milieus in den Proben der Transmitterinnen verglichen mit
HCMYV negativen Fruchtwasserpools. Es konnen hier Zytokine identifiziert werden, die
im Fruchtwasser eine relativ hohe Trennschirfe zwischen Transmitterinnen und Non-
Transmitterinnen (bspw. FGF-23, IL-1 alpha und CXCLS5) und auch zwischen HIG-
naiven und HIG behandelten Transmitterinnen (CCL25) besitzen. In einem néchsten
Schritt wire daher die Untersuchung dieser Proteine im maternalen Serum und
insbesondere an singuldren Proben angezeigt um deren Potential als Biomarker weiter zu

ergriinden.
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Die kongenitale HCMV-Infektion als héufigste, schwangerschaftsassoziierte
Viruserkrankung stellt groe Herausforderungen an verschiedene Akteure im Bereich
Gesundheitsfiirsorge: Eine international schwelenden Debatte um die Aufnahme des
HCMV-Serostatus  in  nationale Schwangerschaftsvorsorgeprogramme (auch als
Grundlage fiir eine gezielte Privention der PI), die diskrepanten Ergebnisse zur
Forschung mit Immunglobulinpriparaten zur Privention der diaplazentaren HCMV-
Transmission oder das konsequente Umsetzen von bereits in Empfehlungen
aufgenommene  Priventionsansdtze der HCMV-PI, wie die regelmaissige
Hygieneberatung aller Schwangeren sind wichtige, meist jedoch nicht konsequent

adressierte Themen im Kontext der 6ffentlichen Gesundheitsfiirsorge.

Abschliefiend stellt sich auch die Frage nach einer evolutiondren Komponente:
Okosysteme und einzelne Organismen haben iiber viele Zeitalter gegenseitig Nischen
geschaffen, besetzt und wurden wieder verdréngt. Insbesondere Infektionskrankheiten
zeigen hier zum Teil komplexe, auf den Wirt abgestimmte Lebenszyklen. Mit dem
Nachweis von HCMV in ménnlicher Samenfliissigkeit stellt sich auch die Frage, welche
Bedeutung der sexuellen Transmission im Infektionszyklus der HCMV zukommt.
Insbesondere im Zusammenhang mit der Samenspende und dem unerfiillten

Kinderwunsch erdffnet sich hier ein breite Forschungsfeld fiir die Zukunft [185].
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