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2 Einleitung

Das humane Cytomegalievirus (HCMV) zahlt zu der Gruppe der B—Herpesviren.
Wie bei allen Herpesviren ist auch bei HCMV das Virion aus einem Protein—
Core, das das lineare, doppelstrangige DNA-Genom enthalt, einem
ikosaedrischen Kapsid, dem Tegument (Modrow 1997) und der von Vesikeln
des Golgi-Apparates (Mettenleiter 2002) abgeleiteten Hulllmembran, einer
Lipid—Doppelschicht, aufgebaut. Ein weiteres charakteristisches Merkmal aller
Herpesviren ist ihre Fahigkeit, nach der Erstinfektion latent im Organismus zu
verbleiben. Als Vertreter der Gruppe der B—Herpesviren zeigt das HCMV eine
hohe Wirtsspezifitdt und einen relativ langen Vermehrungszyklus (Roizman
1981; Stinski 1983; Ho 1991; Mokarsky 1993).

2.1 Struktur von HCMV

2.1.1 Der Aufbau des HCMV-Virions

Das HCMV-Virion enthalt mindestens 30 Polypeptide, deren Grdéflke von 20 bis
zu mehr als 300 kDa reicht (Kim et al. 1976; Stinski 1976; Gibson 1983; Baldick
and Shenk 1996). Im Inneren liegt das Virus-Core, eine fibrillare Proteinmatrix,
mit der das Genom assoziiert ist. Das Core ist von einem ikosaedrischen
Kapsid umgeben, das aus 162 Kapsomeren besteht (Modrow 1997). Das
Kapsid wiederum umgibt eine Hullmembran, in die virale Glykoproteine, wie
z.B. die Glykoproteine gB (UL55) (Pereira et al. 1984; Cranage et al. 1986;
Spaete et al. 1988), gH (UL75) (Pachl et al. 1989), gM (UL100), gL (UL115)
(Spaete et al. 1993) und gO (UL74) (Huber and Compton 1998), eingelagert
sind (Britt and Mach 1996). Die Glykoproteine erfullen wichtige Funktionen bei
der Adsoprtion der Viruspartikel an Zellrezeptoren, bei der Penetration und
Aufnahme der Partikel in die Zelle (Keay and Baldwin 1991; Compton et al.
1993; Navarro et al. 1993; Bold et al. 1996; Tugizov et al. 1996; Tugizov et al.
1998), sowie bei der Induktion einer neutralisierenden Immunantwort (Britt and
Mach 1996). Zwischen dem Kapsid und der Hullmembran befindet sich das
Tegument, eine nur teilweise strukturierte Proteinmatrix (Chen et al. 1999; Zhou

et al. 1999), die bei der Infektion in die Zelle gelangt. Einigen



Tegumentproteinen wird eine regulatorische Funktion wahrend der Fruhphase
des Replikationszyklus zugeschrieben. So ist das Tegumentprotein pp71
(UL82) ein Transaktivator (Liu and Stinski 1992), der die Expression von
immediate-early (IE) Genen induziert, also derjenigen Gene, die als erste nach
Infektion exprimiert werden. Dem Tegumentprotein pp65 (UL83) wird dagegen
die Funktion einer Proteinkinase zugeschrieben (Britt and Auger 1986; Roby
and Gibson 1986; Gallina et al. 1999), allerdings scheint es fur die virale
Replikation entbehrlich zu sein (Schmolke et al. 1995). Beide Proteine gelten
gleichzeitig als wichtige Antigene fur die T-Zell Aktivierung (Riddell and
Greenberg 1995). Auch das Phosphoprotein pp150, ebenfalls ein
Tegumentprotein, hat starke immunogene Eigenschaften (Jahn et al. 1987;
Gibson 1996).

2.1.2 Der Aufbau des Genoms von HCMV
Mit ca. 230 kbp tragt HCMV von allen bekannten humanpathogenen

Herpesviren das grofRte Genom. Die lineare, doppelstrangige DNA besteht aus
zwei unterschiedlich langen Segmenten einmalig vorkommender Sequenzen,
der sogenannten Unique long—(U.) und der Unique short—-Region (Us). Durch
intramolekulare Rekombination an der Verbindungsstelle zwischen U_ und Us
konnen aus diesen Komponenten vier isomere HCMV-Genomstrange
entstehen, die mit gleicher Haufigkeit auftreten. An den Genomenden und an
der Verbindungsstelle zwischen U, und Us befinden sich Genomregionen, die
aus Sequenzwiederholungen bestehen. Sie werden, je nach Lage, als Terminal
Repeats (TR) bzw. Internal Repeats (IR) bezeichnet. Die komplexe
Zusammensetzung aus einmaligen Segmenten und Wiederholungseinheiten
bezeichnet man als Klasse E Genomstruktur (Mokarsky 1993). Das vollstandig
sequenzierte Genom des Laborstammes AD169 enthalt die Information flr
mehr als 160 Genprodukte, von denen viele bisher noch nicht naher
charakterisiert sind (Chee et al. 1990; Jahn and Mach 1990; Davison et al.
2003). Klinische Isolate haben gegenuber den gangigen Laborstammen ein um
15 kbp grolReres Genom mit 19 ORF (Offene Leserahmen) flir potentielle
Glykoproteine (Ramirez et al. 1979; Stinski et al. 1979; Cha et al. 1996). Diese

Genomdifferenz auflert sich u.a. in der unterschiedlichen Virulenz der



verschiedenen Virusstamme (Klein et al. 1999). So flihren die Laborstamme
AD169 und Towne zwar zur Serokonversion, nicht jedoch zu einer CMV-

Erkrankung.

2.2 Replikationszyklus

HCMV repliziert vor allem in Zellen epithelialen, endothelialen und
bindegewebigen Ursprungs (Sinzger et al. 1995; Plachter et al. 1996). Die Viren
adsorbieren durch ihre Oberflachenproteine an bestimmte Strukturen der
Zelloberflache. Die Membranen der Viruspartikel und der Zelle verschmelzen
miteinander (Compton et al. 1992), und das Kapsid gelangt mit dem Tegument
in das Zytoplasma. Die Kapside werden zu den Kernporen transportiert, durch
die das Genom ins Nucleoplasma entlassen wird. Eine andere Moglichkeit der
Infektion ist das Verschmelzen der Membranen infizierter Zellen mit denjenigen
nichtinfizierter Zellen, also eine Membranfusion. Auf diesem Weg werden die

Kapside von Zelle zu Zelle weitergegeben (Mokarsky 1993; Modrow 1997).

Nach der Infektion kommt es in permissiven Zellen zu einer kaskadenartigen
Expression viraler Gene. Die zu Beginn exprimierten immediate-Early (IE)- oder
a-Proteine werden von einer Genomregion des U_-Segmentes kodiert
(Michelson FS 1977; Jahn et al. 1984). Die Transkription der IE-Gene des
Cytomeglovirus beginnt innerhalb weniger Stunden nach Infektion und bendtigt
keine de-novo-Proteinsynthese (Stinski 1983; Messerle et al. 1992). |hre
Genprodukte sind Uberwiegend Transaktivatoren (Stasiak and Mocarski 1992),
denen eine regulatorische Funktion bei der Kontrolle der Virusreplikation
zukommt (Stinski 1983; Stenberg et al. 1989; Spector 1996; Stenberg 1996). So
induzieren sie z.B. die Expression der friihen (delayed-early-) Gene, auch [3-
Gene genannt (Iskenderian et al. 1996; Romanowski and Shenk 1997), und der
spaten (late-), bzw. y- Gene (Stinski 1978; Depto and Stenberg 1989; Colberg-
Poley 1996; Greaves and Mocarski 1998). Die Early-Gene kodieren fur virale
Enzyme und Proteine, die fur die Vermehrung der DNA wichtig sind (Pari et al.
1993; Penfold and Mocarski 1997; Ahn et al. 1999). Nach der Initiation der

viralen DNA-Replikation werden die spaten Proteine gebildet. Ihre Synthese ist



aber nicht streng von der DNA-Replikation abhangig ist (Honess and Roizman
1974). Sie haben hauptsachlich strukturelle Funktionen (Mokarsky 1993).

Der Zusammenbau der verschiedenen Strukturproteine zu Partikelvorstufen
findet im Zellkern statt (Rixon 1993; Gibson 1996; Steven A.C. 1997; Roizman
B 2001). Im Zytoplasma werden aus diesen Vorstufen Uber mehrere
Zwischenstufen infektiose Virionen gebildet (Sanchez et al. 2000; Sanchez et
al. 2000), die dann Uber das endoplasmatische Retikulum und den Golgi-
Apparat zur Zelloberflache gelangen (Eggers et al. 1992), wo ihre Freisetzung
erfolgt (Gibson 1996; Mettenleiter 2002). Diese Art der Virusvermehrung

bezeichnet man als lytische Infektion.

Wie alle Herpesviren hat auch das HCMV Mechanismen entwickelt, die es ihm
ermoglicht, nach der Erstinfektion im infizierten Organismus in ein
Latenzstadium Uberzugehen. Wahrend die Erstinfektion mit der Produktion
infektidser Viren einhergeht (Zanghellini et al. 1999), sind in der Latenzphase
keine Viruspartikel nachweisbar. Die Virus-DNA liegt wahrend der Latenz als
extrachromosomales Episom vor (McVoy et al. 1997; Bolovan-Fritts et al.
1999). Sie wird parallel mit dem Zellgenom durch die zellulare DNA Polymerase
repliziert und an die Tochterzellen weitergegeben. Die Mechanismen, die fur die
Unterdruckung der Produktion infektioser Partikel, fur die Aufrechterhaltung der
Latenz und fur die Reaktivierung zur lytischen Infektion fuhren, sind noch nicht
genau geklart (Modrow 1997; Soderberg-Naucler et al. 1997; Soderberg-
Naucler and Nelson 1999).

2.3 Bedeutung von HCMYV als Krankheitserreger

Die Durchseuchungsrate mit HCMV in westlichen Industrielandern betragt je
nach Autor zwischen 50% und 80% (Pass 1985; Mokarsky 1993), wobei die
Erstinfektion haufig schon vor der Pubertat erfolgt (Rosenthal et al. 1997). Das
Virus wird in Muttermilch, Speichel, Urin, Sperma und Stuhl ausgeschieden
(Alford 1993). Die Ubertragung erfolgt durch direkten oder indirekten
korperlichen Kontakt (Pass 1999), aber auch durch Blut bzw. Blutprodukte
(Winston et al. 1980).
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Ahnlich wie bei anderen Herpesvirus-Infektionen, kann bei HCMV auf die akute
Infektion eine Persistenz der HCMV-Infektion (Mocarski and Courcelle 1999)
oder aber eine Latenzphase folgen. Aus dieser Latenzphase heraus kann es
lebenslang zur Reaktivierung der Infektion kommen (Drew and Lalezari 1999;
Mocarski and Courcelle 1999). Durch die Diversitat der Antigene verschiedener
Virusstdamme treten aber auch Reinfektionen mit HCMV auf (Alford 1993).

Der Immunstatus des Infizierten bestimmt, ob die Infektion asymptomatisch
bleibt, oder ob es zu einer Erkrankung mit klinischen Symptomen kommt, die
auch einen fatalen Verlauf zeigen kann. Von Bedeutung sind deshalb vor allem
kongenitale Erkrankungen von Neugeborenen mit noch nicht voll ausgereiftem
Immunsystem und Erkrankungen immunsuppremierter Patienten, z.B. nach

Knochenmarktransplantation oder bei einer HIV-Infektion.

Die Primarinfektion verlauft beim gesunden Kind oder Erwachsenen
asymptomatisch (Pass and Boppana 1999) oder mononukleose-ahnlich mit
Fieber, Leberfunktionsstorung und Lymphzytose (Jordan et al. 1973; Cohen
and Corey 1985; Alford 1993).

Bei Neugeborenen ist flr die Prognose wichtig, ob es sich um eine perinatale
oder eine pranatale Infektion handelt. Die pranatale Infektion zeigt in ca. 10 %
der Falle einen symptomatischen Verlauf der Erkrankung (Mocarski and
Courcelle 1999). Mogliche Krankheitszeichen sind Hepatosplenomegalie,
Ikterus thrombozytopenische Purpura, sowie zentralnervdose Stérungen, wie
Mikrozephalie und Gehoérschaden (Jahn et al. 1988; Boppana et al. 1992). Die
perinatale Ubertragung des Virus kann zu &hnlichen, aber haufig
abgeschwachten Symptomen fuhren (Chiba et al. 1975; Kumar et al. 1984).

Morbiditat und Mortalitdt der HCMV-Infektion sind bei immunsupprimierten
Patienten, z.B. nach Stammzelltransplantation, Nierentransplantation oder bei
einer HIV-Erkrankung, stark erhoht (Drew and Lalezari 1999; Mocarski and
Courcelle 1999). Bei Primarinfektion nach Transplantation erfolgt die
Ubertragung entweder durch das Transplantat selbst, z.B. bei einer
Nierentransplantation, oder durch mit HCMV kontaminiertes Blut bzw.
Blutprodukte (Yeager et al. 1981; de Graan-Hentzen et al. 1989). Das Risiko
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sinkt bei der Verwendung leukozytenarmer Blutkonserven (Gilbert et al. 1989;
Bowden et al. 1995). Die hamatogene Dissemination durch infizierte
Makrophagen oder zirkulierende Endothelzellen (Grefte et al. 1993; Sinzger et
al. 1996) kann zu systemischen Infektionen flhren (Sinzger and Jahn 1996).
Man findet bedingt durch die organtypischen Viruslokalisationen u.a.
Pneumonien, gastrointestinale Ulzerationen, Hepatitiden, Chorioretinitis und
Enzephalitiden (Boeckh and Bowden 1995; Ljungman 1996). Die durch CMV
ausgeloste interstitielle Pneumonie zeigt besonders schwere Verlaufe und ist
trotz Behandlung mit einer Letalitat von 40% bis 70 % (Ljungman et al. 1994)
eine der haufigsten Todesursachen bei Knochenmarktransplantierten. Sie tritt
meist 30 -100 Tage nach Transplantation auf (Einsele et al. 2003), oft im
Rahmen einer akuten GVHD und einer entsprechenden Verstarkung der

Immunsuppression.

2.4 Zellulidre Immunantwort

Protein-Antigene werden von T-Zell-Rezeptoren als kurze Peptidfragmente
erkannt, die an einen Haupthistokompatibilitats-Komplex (MHC) der Klasse |
oder Il gebunden sind. Peptide, die von endogenen, intrazellularen Proteinen
stammen, werden von MHC-Molektlen der Klasse | prasentiert, die eine CD8+
zytotoxische T-Lymphozyten Antwort induzieren. Peptide, die von exogenen, in
die Zelle aufgenommenen Proteinen stammen, werden dagegen von MHC-
Molekllen der Klasse Il prasentiert, die wiederum fur die CD4+ T-Helferzell
Antwort verantwortlich sind (Janeway 1997). Virus- und Tumorantigene werden
vorwiegend Uber den endogenen Weg prasentiert (Dazzi and Goldman 1998).
Daher ist eine wichtige Rolle der CD8+ T-Zellen bei der Bekampfung einer
HCMV-Infektion wahrscheinlich (Riddell and Greenberg 1997).

Fir die dominante Rolle der zellularen Immunantwort spricht ebenfalls, dass es
auch bei seropositiven Patienten, also trotz bestehender humoraler
Immunantwort, zur Reaktivierung einer HCMV-Erkrankung kommen kann. Auch
wurde gezeigt, dass eine Korrelation zwischen der Aktivitat zytolytischer T-
Lymphozyten und dem Verlauf einer primaren HCMV-Infektion bei

Transplantationspatienten besteht (Quinnan et al. 1982; Li et al. 1994; Krause
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et al. 1997; Reusser et al. 1997). Im Tiermodell, dem murinen Cytomegalievirus
(MCMV), schitzen aktivierte CD8+ T-Lymphozyten gegen eine letale
Erkrankung (Reddehase et al. 1987). Die Rolle der CD4+ T-Lymphozyten ist
noch nicht vollstandig geklart. Sie erscheinen als erstes Anzeichen der
Ausbildung einer spezifischen zellularen Immunitat ca. sieben Tage nach dem
ersten Nachweis von HCMV-DNA im peripheren Blut (Rentenaar et al. 2000).
CD4+ T-Zellen dominieren die Immunantwort wahrend persistierender
Infektionen (Sester et al. 2002). Bei MCMV-Infektionen kdnnen CD4+ T-Zellen
in Abwesenheit von CD8+ T-Lymphozyten eine Ausbreitung des Virus
verhindern (Jonjic et al. 1990). Zusatzlich scheint eine lang andauernde CD4+
Lymphzytopenie fur eine schlechtere Prognose der CMV-Erkrankung zu
sprechen (Einsele et al. 1993; Sester et al. 2001).

Antigene fur die T-Zell-Antwort gegen CMV sind z.B. die Tegumentproteine
pp65 und pp150, aber auch gB und gH (Riddell et al. 1994). Im Mausmodell ist
es gelungen durch Impfung mit einem nichtstrukturellen viralen Protein pp89,
einem |E-Protein, eine protektive T-Lymphozyten-Antwort zu induzieren
(Koszinowski et al. 1990). Bei HCMV scheinen IE-Antigene allerdings
zahlenmafig keine dominanten Ziele der T-Zell-Antwort zu sein (Riddell et al.
1994).

HCMV hat allerdings auch Mechanismen entwickelt, um die zellulare
Immunantwort zu umgehen. So wird z.B. nach der Expression der frihen
viralen Gene in infizierten Zellen die Bildung von MHC-Klasse-I-Molekilen
unterdruckt und somit ihr Erkennen durch zytotoxische T-Zellen verhindert
(Riddell and Greenberg 1995; Ploegh 1998; Hengel et al. 1999).

2.5 Humorale Immunantwort

2.5.1 Proteine die eine humorale Immunantwort induzieren

Wahrend einer HCMV-Infektion werden Antikorper gegen eine Vielzahl von
viralen Proteinen gebildet (Landini and Michelson 1988; Britt 1991). Es konnen
Antikdrper gegen Strukturproteine, wie das Haupt-Kapsid-Protein (MCP/UL86)
und die Tegumentproteine pp65 (UL83), pp71 (UL82), pp28 (UL99) und pp150
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(UL32) nachgewiesen werden (Schoppel et al. 1997; Greijer et al. 1999). Die
Glykoproteine gB (UL55), auch gp58/116 genannt, und gH (UL75), auch gp86,
sind ebenfalls wichtige Antigene, die zur Induktion der humoralen
Immunantwort fuhren (Rasmussen et al. 1984; Cremer et al. 1985; Meyer et al.
1988; Britt et al. 1990; Britt and Mach 1996; Navarro et al. 1997). Aber auch
nichtstrukturelle Proteine, wie z.B. zwei DNA-bindende Phosphoproteine mit
einem Molekulargewicht von 49 kDa (p52) bzw. 150 kDa, ein IE-
Phosphoprotein von 72 kDa und pUL57, ein kleines Polypeptid, kdnnen eine
ausgepragte Antikoérperantwort hervorrufen (Alford 1993; Vornhagen et al.
1995)

2.5.2 Neutralisierende Antikérper

Viren binden, um in eine Zelle einzudringen, an bestimmte Oberflachen-
Proteine dieser Zelle. Neutralisierende Antikorper konnen diese Bindung
verhindern, indem sie entweder direkt die Bindung des Virus an die
Oberflachen—Rezeptoren blockieren oder Veranderungen in der Virus—Struktur
verursachen, so dass die Interaktion mit den Rezeptoren oder die Fusion der
Virus—Membran mit der Zelloberflache gestort wird (Janeway 1997). Bei
neutralisierenden Antikérpern handelt es sich meist um IgG- und IgA-
Antikorper, aber auch IgM-Antikérper konnen diese Funktion ausuben. Sie sind
bei HCMV hauptsachlich gegen die Hlll-Glykoproteine gB, gH und gM gerichtet
(Pereira et al. 1984; Britt 1991; Marshall et al. 1992; Li et al. 1995).

Das HCMV verfugt uber verschiedene Mechanismen, um die neutralisierende
Immunantwort zu umgehen (Mocarski and Courcelle 1999). Diese
Mechanismen koénnten flr das Entstehen einer andauernden produktiven
Infektion mitverantwortlich sein. So scheint HCMV die Fahigkeit zu besitzen, die
Bildung von Glykoproteinen zu induzieren, die perinukledr und an der
Zelloberflache als F.-Rezeptor wirken kénnen. Diese Rezeptoren fuhren zur
unspezifischen Bindung der F.-Region von Immunglobulinen und verhindern so
eine Neutralisation (Alford 1993). Zusatzlich wird die Fahigkeit HCMV zu
neutralisieren auch von der Unterschieden im Genom der einzelnen HCMV-
Stamme beeinflut (Chou 1989; Urban et al. 1992; Klein et al. 1999). HCMV
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wirkt aber auch direkt immunsuppresiv, indem es die proliferative
Lymphozytenantwort vermindert und fur Defekte der Makrophagen und der
antigen-prasentierenden Zellen veranwortlich ist (Mocarsky 1993; Grigoleit et al.
2002).

2.5.3 Die Kinetik der humoralen Immunantwort

Wahrend der Primarinfektion bildet der Organismus IgM-, IgA- und IgG-
Antikoérper, die mit serologischen Methoden, wie Latex-Agglutinations-Test,
Western Blot und ELISA (Kraat et al. 1992) nachgewiesen werden kdnnen. lhr
Nachweis wird zur serologischen Diagnostik primarer oder sekundarer HCMV-
Infektionen genutzt (Rothe 2000). Vor allem gegen das Glykoprotein gB
gerichtete Antikdrper spielen hierbei eine Rolle. Sie machen einen Grof3teil der
gegen HCMV gerichteten Antikorper infizierter Patienten aus (Britt et al. 1990).
Zusatzlich zeigen sie nach Infektion einen friheren Konzetrations-Anstieg im
Vergleich mit gegen andere HCMV-Proteine gerichteten Antikorpern, sie

erreichen ein hoheres Niveau und persistieren langer (Cremer et al. 1985).

Die Konzentration an IgM-Antikérpern erreicht ihr Maximum schon in der friihen
Phase der Infektion. Sie verschwinden 12 — 16 Wochen nach Beginn einer
subklinischen Infektion, kdnnen aber bei symptomatischen Infektionen Uber
einen langeren Zeitraum persistieren. IgG-Antikdrper zeigen die hochsten
Konzentrationen innerhalb der ersten ein bis zwei Monate nach Beginn der
Infektion. Bei ihnen handelt es sich hauptsachlich um die Unterklassen IgG1
und 1gG3. 1gG2 und IgG4-Antikérper konnen nur bei sehr hohen
Gesamtkonzentrationen an IgG mit empfindlichen Methoden nachgewiesen

werden (Zanghellini et al. 1999).

Sowohl bei akuter Erkrankung, als auch in der Rekonvaleszenz-Phase sind
IgA1- und IgA2-Antikorper nachweisbar (Alford 1993).

FUr die neutralisierenden Glykoprotein-spezifischen Antikdrper zeigte sich
allerdings, dass sie bei Primarinfektion mit HCMV erst mit einer Verzdgerung
von 50 - 100 Tagen gebildet werden, wahrend dies bei einer Reaktivierung des
Virus oder bei einer Reinfektion sofort geschieht (Pass et al. 1983; Schoppel et

al. 1997; Zanghellini et al. 1999). Das kdnnte einer der Grinde daflr sein, dass
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das Risiko einer Ubertragung von HCMV auf den Feten bei einer
Primarinfektion hoher ist als bei einer Sekundarinfektion (Adler 1995), bzw.
dass schwere HCMV-Erkrankungen hauptsachlich bei seronegativen
Empfangern seropositiven Knochenmarks auftreten (van Son and The 1989;
Adler et al. 1995).

2.5.4 Bedeutung der humoralen Immunantwort

Die Rolle der humoralen Immunantwort bei HCMV-Infektionen ist noch nicht
abschlielend geklart. Sie scheint bei MCMV vor allem fir den klinischen
Verlauf der Erkrankung von Bedeutung zu sein, da hier Antikorper der
limitierende Faktor bei der Pravention einer Virus-Dissemination sind
(Koszinowski et al. 1990). Dies gilt vor allem nach der Reaktivierung einer
CMV-Infektion (Jonjic et al. 1994). Darliber ob nach Transplantation die
Abwesenheit von viraler DNA im Blut mit hohen Konzentrationen
neutralisierender Antikdrper einhergeht herrscht noch keine Einigkeit. Manche
Autoren sehen diese Aussage durch ihre Untersuchungen bestatigt (Schoppel
et al. 1997; Finny et al. 2001), wahrend andere einen solchen Zusammenhang
nicht bestatigen konnten (Volpi et al. 1999; Munoz et al. 2001). Bei der
Primarinfektion scheinen Antikdrper eine untergeordnete Rolle zu spielen und
sind wahrscheinlich auch nicht in der Lage vor einer Reaktivierung zu schitzen,
dies konnte bisher allerdings nur fir MCMV-Infektionen gezeigt worden (Jonijic
et al. 1994). Ebensowenig kdnnen Antikdrper den Ubergang einer aktiven
Infektion in die virale Latenz verhindern (Shanley et al. 1981). Im Gegensatz
dazu korreliert der Schutz seropositiver Patienten vor einer Reinfektion mit
HCMV mit dem Titer von neutralisierenden Antikdrpern im Serum (Adler 1995).
Der passive Transfer von Antikorpern kann zwar die Inzidenz der HCMV-
Infektion nicht senken (Bowden et al. 1991; Adler et al. 1995), scheint aber
einen gunstigen Einflul® auf den klinischen Verlauf einer HCMV—-Erkrankung zu
haben (Snydman 1994).
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2.6 Stammzelltransplatation (SZT)

Die Stammzelltransplantation wird in immer starkerem Mal3e zur Therapie von
malignen hamatologischen Erkrankungen, aber auch von nicht-malignen
Erkrankungen, wie der aplastischen Anamie und Defekten des Immunsystems
eingesetzt. Die transplantierten hamatopoetischen Stammzellen werden
hauptsachlich aus dem Knochenmark gewonnen. Aber auch peripheres Blut,
Nabelvenenblut oder die fotale Leber sind mogliche Quellen. Vor Durchfuhrung
der Transplantation ist eine Hochdosis-Chemotherapie noétig, durch die
praktisch das gesamte Knochenmark zerstért wird. So sollen je nach
Grunderkrankung moglichst alle Leukamiezellen vernichtet, bzw. bei allogener
Transplantation eine Transplantatabstoung durch das Immunsystem des

Empfangers verhindert werden.

Neben der Transplantat—-Abstoung und immunologischen Reaktionen der
Ubertragenen lymphoiden Zellen gegen Gewebe des Empfangers, der
sogenannten Graft versus host disease (GVHD), zahlen vor allem Infektionen

zu den gefurchteten Komplikationen (Harrison 1998).

2.7 CMV — Infektion nach Stammzelltransplantation (SZT)

Durch die Immunsuppression kommt es nach SZT bei 70% der seropositiven
Patienten zu einer Reaktivierung einer latenten HCMV-Infektion, wahrend bei
30% der seronegativen Patienten mit seropositiven Spendern eine primare
HCMV-Infektion auftritt (Dazzi and Goldman 1998). Bei KMT tritt der grofte
Anteil der HCMV-Erkrankungen in den ersten 100 Tagen nach Transplantation
auf, da zu diesem Zeitpunkt die Halfte der Patienten noch keine ausreichende

zytotoxische T-Zell-Antwort ausgebildet hat (Reusser et al. 1991).

Die Entwicklung der humoralen Immunantwort verlauft bei immunsuppremierten
Patienten ahnlich wie beim Immunkompetenten, wahrend die zellulare
Immunantwort starker beeintrachtigt ist. Allerdings kann es bei schwerer
Erkrankung dazu kommen, dass nur eine sehr schwache humorale

Immunantwort ausgepragt wird (Alford 1993).
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HCMV-Infektionen kénnen heute durch friihzeitige antivirale Chemotherapie
(z.B. mit Ganciclovir oder Foscarnet) meist gut unter Kontrolle gehalten werden
(Goodrich et al. 1991), allerdings zeigt Ganciclovir eine deutliche
Hamatotoxizitat, durch die es zu Neutropenien, bakteriellen Infektionen und
Pilzinfektionen kommen kann (Boeckh and Bowden 1995; Salzberger et al.
1997). Bessere Ergebnisse lassen sich erzielen, wenn Ganciclovir mit
Immunglobulinpraparaten kombiniert wird (Bass 1993). Trotz dieser
Behandlungsmaoglichkeiten  bleibt die Therapie der HCMV-Pneumonie
schwierig. Man versucht daher heute HCMV bei Risiko-Patienten schon
nachzuweisen, bevor sie Zeichen einer HCMV-Erkrankung zeigen, um so friih
wie moglich eine Behandlung einleiten zu konnen (Einsele et al. 1995; Prentice
and Kho 1997; Hebart et al. 1998).

Allerdings beibt die Behandlung der sogenannten ,late-onset-Erkrankungen®,
die mehr als 120 Tage nach SZT auftreten, weiterhin problematisch (Dazzi &
Goldman). Daher liegt die Uberlebenswahrscheinlichkeit drei Monate nach
auftreten der Infektion bei nur ca. 30% (Ljungman et al. 1992; Boeckh and
Bowden 1995). ,Late-onset-Erkrankungen® sprechen nur sehr schlecht auf die
antivirale Chemotherapie an. Man geht heute sogar davon aus, dass ,late-
onset-Erkrankungen® durch langfristige Ganciclovir-Therapie begunstigt
werden, da hier, ebenso wie bei Patienten mit chronischer GvHD, eine
verzogerte Rekonstitution der CMV-spezifischen T-Zell-Antwort beobachtet wird
(Li et al. 1994; Krause et al. 1997; Einsele et al. 2000).

Bei Patienten mit ungenltgender zellularer Immunantwort, kann versucht
werden, durch einen adoptiven T-Zell-Transfer eine CMV-spezifische

Immunantwort aufzubauen.

2.8 Adoptiver Inmuntransfer

Die Erkenntnis, dass der zellularen Immunantwort einen wesentliche Bedeutung
zukommt, fuhrte zum Konzept des adoptiven Immuntransfers. Dabei handelt es
sich um einen Transfer von CMV-spezifischen T-Zellen. Man unterscheidet zwei
grundsatzliche Verfahren: Es werden entweder ausschliellich CD8+- Zellen
ubertragen oder aber CD8+ und CD4+Zellen.
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Die Tegumentproteine pp65 und pp150 beinhalten immunodominante Epitope,
die wahrend des gesamten viralen Replikationszykluses von CD8+ T-Zellen
erkannt werden. Durch Stimulation von Spender-T-Zellen mit pp65-Peptid,
werden CD8+-Zellen generiert, die durch eine hohe Spezifitat fur CMV
gekennzeichnet sind (Einsele et al. 2002). Nach Transfer dieser Zellen kann in
Lymphozyten aus peripherem Blut virus-spezifische Iytische Aktivitat
nachgewiesen werden, die mit dem Schutz vor einer CMV-Erkrankung und dem
Verschwinden einer Viramie einhergeht (Walter et al. 1995; Riddell and
Greenberg 1997). Die transferierten Zellklone sind auch 12 Wochen nach
Injektion noch nachweisbar, so dass ein dauerhafter Schutz vor einer
Reaktivierung des Virus gegeben scheint (Dazzi and Goldman 1998; Einsele et
al. 2002).

CD8+ und CD4+ Zellen erhalt man dagegen durch Stimulation der Spender-T-
Zellen mit CMV-Lysat. Hier geht man davon aus, dass die Persistenz der
zytotoxischen T-Zellen durch die mittransferrierten CD4+ T-Helfer-Zellen
verlangert wird (Matloubian et al. 1994; Walter et al. 1995; Einsele et al. 2002).
Dadurch ware ein besserer Schutz gegen eine spatere Reaktivierung des Virus
gewahrleistet (Reusser et al. 1991). Ebenso kdnnte es Uber die Th2-Subklasse
der CD4+ T-Helfer-Zellen zu einer vermehrten Stimulation der humoralen
Immunantwort kommen (Riddell and Greenberg 1995). Dadurch kann eventuell,

wie oben beschrieben, die Dissemination des Virus vermindert werden.

Bisher wurden nach T-Zell-Transfer keine toxischen Effekte beobachtet (Walter
et al. 1995; Einsele et al. 2002).

2.9 Zielsetzung dieser Arbeit

Zur Bestimmung der Konzentration an neutralisierenden Antikorpern , d.h. der
Neutralisationskapazitat humaner Seren, wird meist ein Neutralisationstest
durchgefuihrt. Die Auswertung dieses Neutralisationstests erfolgte bisher
ublicherweise nach immunzytochemischer Farbung der Zellkerne infizierter
Zellen, durch Auszahlen der infizierten und nicht-infizierten Zellen am
Lichtmikroskop. Dieses Verfahren ist sehr zeitaufwendig und das Ergebnis ist in

grolem MalRe von der Erfahrung des jeweiligen Untersuchers abhangig.
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Deshalb sollte ein ELISA entwickelt werden, durch den der Neutralisationstest
objektiver und mit wesentlich geringerem Zeitaufwand ausgewertet werden
kann. Ahnlich der Vorgehensweise bei der mikroskopischen Auswertung des
Neutralisationstests wird auch bei der Auswertung durch einen ELISA virales
IE-Antigen nachgewiesen. Dieser Nachweis beruht ebenfalls auf der Bindung
HCMV-spezifischer Primarantikérper an IE-Antigen und deren Detektion durch
Peroxidase-konjugierter Sekundarantikorper. Der Unterschied besteht jedoch
darin, dass beim ELISA als Substrat o-Phenylendiamin zugefugt wird, das nach
Umwandlung durch eine Peroxidase in Ldosung geht. Die Auswertung erfolgt

dann durch Messung der Extinktion.

Nach Etablierung des ELISA-basierten Neutralisationstests sollte seine
Anwendbarkeit auf eine aktuelle Fragestellung exemplarisch getestet werden.
Dabei sollte gepruft werden, ob (1) der erarbeitete Testablauf die simultane
Untersuchung von mehreren Seren eines Verlaufs erlaubt, (2) der Test
hinlanglich exakt ist, um Titerveranderungen prinzipiell zu erfassen und (3) sich
in den beispielhaft ausgewahlten Serumverlaufen erste Hinweise auf humorale
Effekte eines adoptiven T-Zell-Transfers oder auf einen Zusammenhang
zwischen Neutralisationskapazitat im Serum und der Klarung der Infektion
ergeben. Es wurden beispielhaft die Neutralisationskapazitat der Seren von funf
Patienten getestet, jeweils zum Zeitpunkt des T-Zell-Transfers und daraufhin
einen Monat, zwei Monate und drei Monate nach Transfer. Sollte der Test den
genannten Anforderungen genligen, so stunde fur zuklnftige Analysen eine
Methode zur Verfugung, um die Bedeutung der humoralen Immunantwort in

groReren Kollektiven zu analysieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

3.1.1 Patienten

FUr die Untersuchung wurden Seren 5 knochenmarktransplantierter Patienten
der Medizinischen Universitatsklinik Tubingen verwendet, die im Rahmen von
Routineuntersuchungen entnommen worden waren, sowie Seren freiwilliger
Spender, die im IgG-ELISA HCMV-seronegativ bzw. —seropositiv waren. Ein
positives Votum der Ethikkomission der Medizinischen Fakultat der Universitat
Tdbingen sowie die informierte Zustimmung der Patienten lagen in der

Medizinischen Klinik Il jeweils vor.

3.1.2 Neutralisationstest

Zellen und Virusstdmme

HFF Humane Vorhautfibroblasten
AD169 HCMV-Laborstamm

Towne HCMV-Laborstamm

P-lsolat HCMV-Patienten-Isolat

Sonstige Materialien und Geréte

Brutschrank Labotec, Gottingen
Centrifuge 5402 Eppendorf, Hamburg

Falcon® 15 ml/150 ml Becton-Dickinson, Heidelberg
FKS Gibco BRL Lifetechnologies,
Eggenstein

Gentamycin Serva, Heidelberg
L-Glutamin Gibco BRL Lifetechnologies,

Eggenstein



Medium fur HFF:

MEM versetzt mit

Glutamin 350 pg/mi
Gentamycin 100 pyg/ml

FKS 5% (viv)

MEM

Eggenstein
Micro-Platte (96 well)
Minisart Sterilfilter 2um
Nonidet P40 (10%)
PBS:
137 mol/l NaCl
2,7 mol/l KCL
7,3 mol/l NaoHPO4
1,5 mol/l KH,PO4
Sterilbank
sterile Einmalspritzen 2 ml
Sucrose

Trypsin-EDTA
Eggenstein

Wasserbad Lauda RC 6 CS
Zellkulturschalen

Zentrifuge Rotina 48 R

21

Gibco BRL Lifetechnologies,

Greiner, Frickenhausen
Sartorius AG, Gaéttingen

Appli Chem, Darmstadt

Heraeus Instruments, Stuttgart

Braun, Melsungen
Sigma, Steinheim

Gibco BRL Lifetechnologies,

Lauda, Lauda-Konigshofen
Greiner, Frickenhausen

Hettich, Tuttlingen
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3.1.3 Immunzytochemische Farbung

DAB Sigma, Steinheim
ELISA-Reader Behring, Liederbach
Filme Kodak ISO 100/21° Kodak, Deutschland

H202 30% (Perhydrol) Merk, Darmstadt

Kamera Minolta X 300 s Minolta, Langenhagen
Maus Anti-HCMV E13 Biosoft, Paris

erkennt IE1-und IE2-Antigen

(Plachter et al. 1992)

- Primérantikérper

Mikroskop Axiovert 135 Zeiss, Jena
Peroxidase-konjugiertes de Beer medicals, Deissen
Gt Fab anti-mouse 1gG

- Sekundéranikérper

Ritips (unsteril) Ritter, Schwabenminchen
Schuttler

3.1.4 ELISA

Diluent fur OPD Abbott, Wiesbaden

Citrat-Phosphat-Puffer+0,2% H>0

Maus Anti-HCMV E13 Biosoft, Paris
erkennt IE1-und IE2-Antigen

(Plachter et al., 1993)

- Primérantikérper

1N H,SOq, Abbott, Wiesbaden
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OPD (o-Phenylendiamin)-HCL Abbott, Wiesbaden
Peroxidase-konjugiertes de Beer medicals, Deissen
Gt Fab anti-mouse 1gG

- Sekundéranikbrper

Ritips (unsteril) Ritter, Schwabenmiunchen

3.2 Methoden

3.2.1 Kultur von humanen Vorhautfibroblasten (HFF)

Menschliche Hautfibroblasten (HFF) wurden mit ,minimal essential medium®
(MEM), dem 2,4 mmol/l Glutamin, 100 uyg/ml Gentamycin und 5 % foetalem
Kalberserum zugesetzt waren, im Brutschrank bei 37°C mit 90 %
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO; inkubiert. Nach Ausbildung einer konfluenten

Zellschicht konnten die Zellen fortlaufend 1:2 bis 1:3 passagiert werden.

3.2.2 Virusanzucht

Subkonfluente Zellen wurden mit HCMV infiziert, indem infektiéser Uberstand
einer produktiv infizierten Kultur in einem geringen Volumen Kulturmedium 1h
bei 37°C inkubiert wurde. Dabei wurde die Kulturflasche mehrmals geschwenkt,
um den Flussigkeitsfilm neu zu verteilen. AnschlieRend wurde zur weiteren
Kultivierung das Medium auf das Ubliche Volumen aufgeflllt. 5 — 8 Tage nach
Infektion, bei Durchinfizierung der Zellkultur mit einem zytopathogenen Effekt
(CPE) von 80 — 90%, konnte der Uberstand zur Weiterinfizierung oder zum

Anlegen von Virusstocks verwendet werden.

Zum Anlegen eines Virusstocks wurde der Uberstand abgenommen und 10 min
bei 4000 U/min zentrifugiert. Hiervon wurde wiederum der Uberstand

abgenommen, aliquotiert und bei —80°C aufbewahrt.
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3.2.3 Bestimmung der Neutralisationskapazitat durch einen

Neutralisationstest

3.2.3.1 Vorbereitung des Neutralisationstests

Herstellen einer Zellsuspension mit definierter Zellzahl: Zur Durchfihrung des
Neutralisationstests muf3te aus den am Boden der Zellkulturschale
adharierenden Fibroblasten eine Zellsuspension hergestellt werden. Dazu
wurden pro Zellkulturschale zuerst 10 ml Trypsin auf die Zellen gegeben. Das
Trypsin wurde mit einer sterilen Pipette sofort wieder abgezogen. Daraufhin
wurden nochmals 2 ml Trypsin auf den Zellen verteilt. Wahrend einer ca. 5-
minutigen Inkubation im Brutschrank bei 37°C I6ste das Trypsin die
Fibroblasten enzymatisch vom Boden der Kulturschale. Die Ablosung wurde
mikroskopisch kontrolliert. Nach Zugabe von 12 ml MEM wurde die
Zellsuspension in ein Falcon®-Réhrchen tberfihrt und mit 1200 U/min 10 min
zentrifugiert. Die Zellen hatten sich nun als Pellet am Boden des Rdhrchens
abgesetzt. Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen wurden in 2 ml
MEM resuspendiert. Das Zahlen der Zellen erfolgte mit einer Zahlkammer nach
Neugebauer. Die Zellzahl pro ml ergab sich durch Multiplikation der mittleren
Zellzahl eines Quadrates mit 10*. Die gewiinschte Zellzahl pro ml erhielt man

dann durch entsprechendes Verdunnen mit MEM.

Komplementinaktivierung: Um einen moglichen Einflul des
Komplementsystems auf die Neutralisationskapazitat auszuschliel3en, wurden
die Seren zuvor durch 30-minudtiges Erhitzen auf 56°C im Wasserbad

Komplement-inaktiviert.

Beschichten der Platten mit Gelatine: Zur Gelatinebeschichtung wurden die
Gewebekulturplatten fur 1 h bei 37 °C mit einer 0,1 %igen Gelatinelésung
inkubiert. AnschlieRend wurde die Gelatine abgesaugt und die Zellen sofort

ausgesat.
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3.2.3.2 Neutralisationstest
Der Neutralisationstest basiert auf einem Protokoll der Arbeitsgruppe M. Mach,

Erlangen.

Um einer mdglichen Kontamination vorzubeugen wurden die zu

untersuchenden Seren sterilfiltriert.

Von jedem Serum wurde eine Verdunnungsreihe hergestellt, in der Serum und
MEM im Verhaltnis 1/16, 1/32 usw. bis 1/1028 bzw.1/2048 vorlagen.
Viruspraparationen von HCMV-AD169 (ca. 2 x 10° TCIDsy) wurde mit der
Serumverdinnung vier Stunden lang bei 37°C vorinkubiert, um den CMV-

spezifischen Antikorpern die Moglichkeit zu geben das Virus zu neutralisieren.

Nach der Vorinkubation wurden HFF zugegeben (200.000 Zellen pro Ansatz,
was einer ,multiplicity of infection® (MOI) von 1 entspricht). Zellen und
Serumverdinnung wurden gut gemischt. Der Ansatz wurde dann auf eine 96—
well-Platte ausgesat und Uber Nacht, ca. 18-20 h, bei 37°C und 5% CO3
inkubiert. In dieser Zeit wuchsen die Zellen am Boden der Vertiefung an, und

das Virus hatte Gelegenheit die Zellen zu infizieren.

Nach Ubertragen des Ansatzes auf die Mikrotiter-Platte sollte die Platte nur
noch mit aul3erster Vorsicht bewegt werden, um ein optimales Anwachsen der

Fibroblasten auf der Platte zu garantieren.

Von jeder Verdunnungsstufe wurden Vierfachwerte angelegt. Zur Bestimmung
der maximalen Infektion erfolgte ein Ansatz ohne Zugabe von Serum, so dass
das Virus die Zellen ungehindert infizieren konnte. Als Negativ-Kontrolle diente

ein Ansatz, der weder Serum noch Virus enthielt.

Grob orientierend konnte dann die Infektion schon optisch an der Abkugelung

der infizierten Zellen kontrolliert werden.

Die Infektion wurde durch Fixierung der Zellen mit Paraformaldehyd oder

Aceton gestoppt.
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3.2.4 Fixierung der Fibroblasten
mit Aceton: Zur Vorbereitung wurden die Zellen mit PBS (200 pl/Well)

gewaschen. Die Fixierung erfolgte durch 5-minutige Zugabe von 80%-igem
Aceton (200 pl/Well) bei Raumtemperatur (RT). Danach wurden die Zellen
mindestens 30 min luftgetrocknet. Vor Beginn der Farbung erfolgte nochmals

ein dreimaliges Waschen mit PBS.

mit Paraformaldehyd: Die Fixierung erfolgte durch 10-minutige Zugabe von 1%
Paraformaldehyd (200 pl/Well) bei Raumtemperatur. Nach Waschen in PBS
wurden die Zellen 5 min bei Raumtemperatur in 200 pl/Well PBS mit 0,5%
Igepal, 10% Sucrose und 1% FKS permeabilisiert. Daraufhin wurden die

fixierten Zellen zuerst in PBS mit 1% FKS, dann mit reinem PBS gewaschen.

3.2.5 Immunzytchemische Farbung der Zellkerne HCMV=-infizierter Zellen

Die Farbung beruht auf der Bindung CMV-spezifischer Primarantikdrper, die
gegen das im Zellkern 24 h nach Infektion exprimierte IE-Antigen gerichtet sind,
und Detektion dieser  AntikOrper  durch Peroxidase—konjugierte
Sekundarantikorper. Durch die nach Zugabe von DAB, einem Chromogen,
erfolgte Farbstoffbildung erscheinen die Zellkerne infizierter Zellen braun

gefarbt.

Die fixierten Zellen wurden erst mit 100 pl/Well Anti-HCMV Antikorper E13
(1/1000 verdinnt) 45 min bei 37°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
200 ul/Well PBS erfolgte dann die Inkubation mit 100 ul /Well Peroxidase—
konjugiertem Sekundarantikdrper (1/500 verdinnt), ebenfalls 45 min bei 37°C.

Nach Wiederholen des Waschvorgangs mit PBS wurden die Zellen fur 5 min bei
37°C mit DAB inkubiert, das durch die Peroxidase zu einem unl6slichen,

braunen Farbstoff umgesetzt wurde.

Auswertung:

Die Auswertung erfolgte durch mikroskopischen Nachweis infizierter Zellen und
nichtinfizierter Zellen. Zur Bestimmung der relativen Neutralisationskapazitat

wurde von dem Prozentsatz der infizierten Zellen im maximalen Infekt der
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Prozentsatz der infizierten Zellen der jeweiligen Serumverdinnungsstufe
subtrahiert. Der erhaltene Wert stand fur die Verminderung des maximalen
Infektes durch das Vorhandensein neutralisierender Antikorper, als Mal} fur die
Neutralisationskapazitat der Serumverdinnung. Die relative
Neutralisationskapazitat ergab sich dadurch, dass die Neutralisationskapazitat
auf den maximal mdglichen Infekt bezogen wurde. Um die
Neutralisationskapazitat der einzelnen Seren vergleichen zu kdnnen, wurde die
NDsp bestimmt, also diejenigen Serumverdiunnung, bei der 50% der maximal
infizierbaren Zellen infiziert wurden bzw. eine relative Neutralisationskapazitat

von 0,5 vorlag.

3.2.6 ELISA zum Nachweis CMV-infizierter Zellen

Ebenso wie die Immunzytochemische Kernfarbung beruht auch der ELISA auf
der Bindung von CMV-spezifischen Primarantikorpern gegen IE-Antigen und
Detektion durch Peroxidase—konjugierte Sekundarantikorper. Als Substrat wird
hier jedoch o—Phenylendiamin (OPD-L6sung) verwendet, das nach
Umwandlung durch die Peroxidase als gelber Farbstoff in Losung geht.
Wiederum wurden die fixierten Zellen erst mit 100 pl/Well Anti-HCMV
Antikorper E13 beschichtet. Um eine moglichst gleichmalRige Verteilung der
Antikoérper zu gewahrleisten wurde die Mikrotiter-Platte kurz in einen Schuttler
gestellt. Daraufhin erfolgte eine Inkubation von 45 min bei 37°C. Nach
dreimaligem Waschen mit 200 ul/Well PBS erfolgte dann die Zugabe von 100
plI/Well Peroxidase—konjugiertem Sekundarantikorper. Die Platte wurde
nochmals geschuttelt und der Ansatz 45 min bei 37°C inkubiert.

Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen fir 20 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln mit 100 pl/Well OPD-L6sung inkubiert. Die
Entwicklung wurde optisch kontrolliert und mit 250 pl/Well 1N H2SO4
abgestoppt, wenn die Ansatze mit maximaler Infektion durch den in Ldésung
gegangenen Farbstoff eine tiefgelbe Farbung hatten. Dies war normalerweise
nach ca. 20 min der Fall. Nach Zugabe von H,SO4 fand ein Farbumschlag nach
Orange statt.

Auswertung:
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Die Auswertung erfolgte durch Messen der Extinktion (OD) im ELISA—Reader
(Behring) bei einer Wellenlange von 492 nm. Parallel zum Vorgehen beim
klassischen Auswertungsverfahren des Neutralisationstests wurde die relative
Neutralisationskapazitat folgendermaf3en bestimmt:

Aus den Vierfachwerten der jeweiligen Serumverdinnungsstufen wurde der
Mittelwert errechnet. Werte, die in Wells gemessen wurden, deren Zellen sich
wahrend des Fixierungsverfahrens teilweise gelost hatten, wurden nicht in die
Auswertung miteinbezogen.

Als Ausrei3er wurden solche Werte definiert, die um mehr als 10% vom
Mittelwert abwichen.

Da die Extinktion schon allein durch die im Well befindlichen Zellen etwas
erhoht war, wurden die gemessenen Werte jeweils um diese Hintergrund-
extinktion korrigiert. Das heif3t, von der OD jeder Serumverdinnungsstufe
wurde die OD des Ansatzes ohne Serum und ohne Virus abgezogen.

Durch Subtraktion der Hintergrund-korrigierten OD der jeweiligen Serum-
verdunnung von der Kkorrigierten OD des maximalen Infektes (ODmax) erhielt
man die Neutralisationskapazitat (ODpax-OD).

Die relative Neutralisationskapazitat wurde bestimmt, indem der erhaltene Wert
zur ODpax ins Verhaltnis gesetzt wurde (ODpmax-OD/ODpax).

Zum Vergleich der einzelnen Seren wurde wiederum die NDsg bestimmt.

Zur Optimierung des ELISAs wurden folgende Testparameter variiert:

- die Fixierung mit 80% Aceton bzw. Paraformaldehyd

- die Beschichtung der Mikrotiter-Platten mit Gelatine

- die Konzentration von Primar- und Sekundarantikorper:

- das Verhaltnis von Antikdpervolumen zum Volumen des Wasch-Puffers

- die Virusmenge pro Ansatz

- die Zellzahl pro mi

- die Inkubationszeiten und Dauer des Wasch-Schrittes
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung eines ELISA-basierten Neutralisationstests

Ziel war es, einen fir die Untersuchung umfangreicher Serumverlaufe
geeigneten Mikro-Neutralisationstest zur Bestimmung der
Neutralisationskapazitat von Seren HCMV-infizierter Patienten zu etablieren.
Als Grundlage diente ein Protokoll fur einen immunzytochemiebasierten Mikro-
Neutralisationstest, der misst, in welchem Umfang Antikérper im Serum die
Infektiositat von HCMV vermindern. Die konventionelle Auswertung dieses
Mikro-Neutralisationstests am Lichtmikroskop ist jedoch sehr zeitaufwendig und
in nicht unbedeutendem Malde von der Erfahrung des Auswertenden abhangig.
Deshalb sollte unter Beibehaltung des prinzipiellen Ablaufes ein alternatives
Testverfahren entwickelt werden, das auf einem ELISA basiert, um so das
Testergebnis objektiver und mit deutlich geringerem Zeitaufwand auswerten zu

konnen.

Ahnlich wie die lichtmikroskopische Auswertung nach immunzytochemischer
Kernfarbung beruht auch die Auswertung des Tests durch ELISA auf der
Bindung HCMV-spezifischer Primarantikbrper an |E-Antigen und deren
Detektion durch Peroxidase-konjugierte Sekundarantikorper. Das beim ELISA
als Substrat zugeflgte o-Phenylendiamin geht, anders als bei der
immunzytochemischen Kernfarbung, nach Umwandlung durch eine Peroxidase
in Losung. Die Auswertung kann daher durch Messen der Extinktion im ELISA-

Reader erfolgen.

4.1.1 Optimierung von Zellkultur-, Infektions- und

Neutralisationsbedingungen

In Vorversuchen wurde die Durchfihrung des eigentlichen Neutralisationstests
optimiert. Ziel dieser Vorversuche war es, eine mdoglichst gleichmalige
Fibroblastenschicht und Infektion der Zellen zu gewahrleisten, da nur so ein

aussagekraftiges Ergebnis des ELISA zu erwarten war.

Zellzahl:  Zur optimalen Durchfihrung des Neutralisationstests war ein
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gleichmaliger, dichter Zellrasen am Boden der Wells notwendig. Getestet
wurde die Zugabe von 6.000 bis 20.000 Zellen / Well. Erfasst wurden dann die
jeweilige Zelldichte und die Gleichmalligkeit des Zellrasens nach der
anschlieBenden Fixierung. Ein ausreichend dichter Zellrasen wurde durch die
Zugabe von ca. 20.000 Zellen/Well erreicht, eine geringere Zellzahl flhrte bei

der nachfolgenden Fixierung der Zellen zu einer verstarkten Zellablésung.

Vorinkubation von Serum und Virus: Es wurden Vorinkubationszeiten von
30 min bis zu 12 h getestet. Gemessen wurde der Anteil der infizierten Zellen
an der Gesamtzahl der Zellen / Well. Eine Vorinkubation von zu
untersuchendem Serum und Virus Uber ca. 4 h erwies sich als notwendig, um
den eventuell im Serum vorhandenen neutralisierenden Antikorpern die
Mdglichkeit zu geben, das Virus zu neutralisieren. Bei einer verklrzten

Inkubationszeit von 30 min fand keine vollstandige Neutralisation statt.

Gelatinebeschichtung  der  Mikrotiterplatten:  Die  Beschichtung  der
Mikrotiterplatten mit Gelatine sollte zu einer besseren Haftung der Fibroblasten
am Boden der Wells, und damit zu einem besseren Fixierungsergebnis fuhren.
In unseren Versuchen zeigte sich jedoch kein Unterschied in der Zellhaftung
zwischen Gelatine-beschichteten Platten und Platten, die nicht beschichtet

wurden. Auf die Gelatinebeschichtung wurde deshalb verzichtet.

Fixierung der Fibroblasten: Um eine optimale Fixierung der Fibroblasten und
eine moglichst gleichmalige Farbung der Zellkerne zu erreichen wurden

unterschiedliche Fixierungsverfahren miteinander verglichen.

Es wurden folgende Fixierungen durchgefuhrt:
e Fixierung mit 80% Aceton
e Fixierung mit 80% Aceton nach vorherigem Lufttrocknen der Fibroblasten
e Fixierung mit Paraformaldehyd

Das Fixierungsergebnis wurde optisch am Lichtmikroskop kontrolliert.

Mit der Fixierung durch Paraformaldehyd wurde sowohl die gleichmaRigste

Zellhaftung als auch die deutlichste Farbung der Zellkerne erreicht.
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4.1.2 Etablierung des ELISA

Die Auswertung des Neutralisationstests durch einen ELISA basiert auf
demselben Prinzip wie die immunzytochemische Farbung. Der Unterschied liegt
darin, dass der Farbstoff, mit dem die Expression von IE-Antigen im Zellkern,
also die Infektion der Zelle, nachgewiesen wird, nicht zellgebunden bleibt,
sondern in Losung geht. Die Auswertung erfolgt somit direkt durch Messen der
Extinktion im ELISA-Reader.

4.1.2.1 Optimierung des ELISA

Ein wichtiger Parameter fur die Auswertung und die Beurteilung des ELISA ist
das Verhaltnis von Extinktion bei maximaler Infektion zur Extinktion der Negativ-
Kontrolle, das heil3t derjenigen Extinktion, die schon allein durch die
Fibroblasten verursacht wird. Je gro3er die Differenz zwischen beiden Werten
ist, desto genauer kann die NDsy bestimmt werden, durch die die

Neutralisationskapazitat der zu untersuchenden Seren charakterisiert wird.

Bei dem hier verwendeten ELISA-Photometer besitzen Messwerte im OD-

Bereich von ca. 0,5 bis 2,0 die groRte Aussagekraft.

Um ein moglichst gutes Signal-Hintergrund-Verhaltnis und Messwerte im OD-
Bereich zwischen 0,5 und 2,0 zu erreichen, wurde jeweils die optimale
Konzentration an Primarantikérper, Sekundarantikérper und Virus bestimmt,

ebenso die optimale Inkubationszeit.

Antikbérperkonzentration: Die Durchfihrung des ELISA mit unterschiedlichen
Antikérperkonzentrationen zeigte, dass die Konzentration des Primarantikdrpers
E13 kaum Auswirkung auf die Extinktion hatte. Die Ergebnisse bei E13-
Konzentrationen von 1/500, 1/1000 und 1/2000 zeigten nur geringe
Unterschiede. Deutlicher waren die Unterschiede bei Veranderungen der
Konzentration an Sekundarantikdrpern. Bei einer Konzentration von 1/500 lag
schon die Hintergrund-Extinktion bei ca. 2,1, wahrend die Extinktion bei
maximaler Infektion oberhalb des Messbereiches lag. Eine Konzentration von
1/2000 fuhrte zu einem maximalen Signal von 0,9, das heilt, der optimale
Messbereich wurde nicht voll ausgenutzt. Das beste Ergebnis wurde mit einer

Sekundarantikérper-Konzentration von 1/1000 erreicht: hier lag sowohl eine
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Abb. 1: Optimierung von Virus- und Antikérperkonzentration. Zur Optimierung des
ELISA wurde die im ELISA-Photometer gemessene Extinktion bei Verwendung 5%-
iger und 10%-iger Virussuspension verglichen. Als weiterer Parameter zur Optimierung
des ELISA wurden verschiedene Konzentrationen an Primarantikérper E13 und HRP-
konjugiertem anti-mouse Ig (de Beer), als Sekundarantikérper getestet. Aus der
Abbildung geht hervor, dass die Verwendung von Virussuspension unterschiedlicher
Konzentration nur geringe Auswirkung auf das Messergebnis hatte. Auch die
Konzentration an Primarantikbrper hatte kaum Auswirkung auf die Extinktion. Die
Sekundarantikorper-Konzentration zeigte das beste Ergebnis bei einer Konzentration
von 1/1000: hier lag sowohl eine deutliche Differenz zwischen maximalem Signal und
Hintergrund, als auch eine volle Ausnutzung des optimalen Messbereiches vor.

deutliche Differenz zwischen maximalem Signal und Hintergrund, als auch eine

volle Ausnutzung des optimalen Messbereiches vor (Abb. 1)

Viruskonzentration: Die Verwendung von Virussuspension mit einer MOI von 1
oder einer Virussuspension mit einer MOI von 2 zeigte keinen Unterschied im
erhaltenen Signal (Abb. 1)

Inkubationszeit: Zu Beginn wurde der ELISA mit Inkubationszeiten von jeweils
1h flr Primar- und Sekundarantikorper und Waschzeiten von je 2h
durchgefuihrt. Die Inkubationszeit konnte auf 45 min, die Dauer des
Waschschrittes auf ca. 5 min reduziert werden, ohne dass es zu einer

Verschlechterung der Messergebnisse kam. (Daten nicht gezeigt)
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Nach Optimierung der einzelnen Parameter wurde der ELISA zur Bestimmung
der Neutralisationskapazitat wie folgt durchgeflhrt: Die Virussuspension
(2x10°TCIDso) und die jeweilige Serumverdiinnung wurden 4 h bie 37 °C
vorinkubiert. Nach der Vorinkubation erfolgte die Zugabe von HFF (200.000 pro
Ansatz entsprechend einer moi von 1). Die Zellen wurden dann auf eine 96-
well-Platte ausgesat (20.000 Zellen/Well) und 18 h bei 37 °C und 5% CO»
inkubiert. Von jeder Verdunnungsstufe wurden Vierfachwerte angelegt. Die
Zellen wurden mit Paraformaldehyd fixiert. Zur Durchfuhrung des eigentlichen
ELISA erfolgt daraufhin die Zugabe des Primarantikdrpers E13, einem anti-
HCMV-Antikérper, in einer Verdinnung von 1/2000. Nach 45 min Inkubation
und dreimaligem Waschen mit PBS fur jeweils 5 min wurde der HRP-
konjugierte Sekundarantikorper in einer Verdunnung von 1/1000 zugegeben.
Nach nochmaliger 45-minatiger Inkubation und dreimaligem Waschen mit PBS
fur 5 min wurden die Zellen 20 min lang bei Raumtemperatur in Dunkeln mit
OPD-L6sung inkubiert. Die Entwicklung wurde optisch kontrolliert und mit 1N
H2SO4-Losung abgestoppt. Dabei fand ein Farbumschlag nach Orange statt.
AnschlieRend wurde die Extinktion im ELISA-Photometer bestimmt. Der ELISA
wurde mit dem konventionellen Neutralisationstest verglichen. Beim
konventionellen Neutralisationstest erfolgte nach der Inkubation mit dem
Sekundarantikérper und dem Waschen mit PBS die Zugabe von DAB, einem
Chromogen durch das die Zellkerne infizierter Zellen braun gefarbt erscheinen.
Zur Auswertung wurden die infizierten und nichtinfizierten Zellen am
Lichtmikroskop ausgezahlt. Im Vergleich zum konventionellen
Neutralisationstest, bei dem die Waschschritte jeweils 45 min bendétigen und die
Auswertung am Lichtmikroskop mindestens weitere 2 %2 h in Anspruch nimmt,
ergibt sich eine Zeitersparnis von ca. 4 h. Der ELISA erlaubt also eine
automatisierte, und damit objektivere, Auswertung des Neutralisationstests und

geht mit einer deutlichen Zeitersparnis einher (Abb. 2)
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Abb. 2:  Vergleichende Darstellung des Ablaufs des ELISA -basierten
Mikroneutralisationstests und des durch immunzytochemische Farbung ausgewerteten

Mikroneutralisationstests
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Abb. 3: Vergleichende Darstellung der Messergebnisse von ELISA-NT und
Immunzytochemie-NT bei Testung HCMV-IgG positiver Seren. Es wurde die
jeweilige Serumverdinnungsstufe gegen die gemessene relative
Neutralisationskapazitat aufgetragen.
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4.1.2.2 Korrelation von ELISA-NT und immunzytochemischer Farbung
Ob die durch den ELISA gewonnenen Ergebnisse mit den durch die
herkdbmmliche immunzytochemische Kernfarbung erhaltenen Ergebnissen

Ubereinstimmen, sollte folgendermal3en gezeigt werden:

Die Neutralisationskapazitat je eines im IgG-ELISA negativen und eines im IgG-
ELISA positiven Serums wurde in drei unabhangigen Experimenten durch die
beiden Verfahren vergleichend untersucht: Mit jedem Serum wurden jeweils
zwei Tests durchgefuhrt: ein Test fur die Auswertung durch
immunzytochemische Kernfarbung und ein Test fur die Auswertung durch den
ELISA.

Eine direkte Gegenuberstellung des Verlaufs der mit immunzytochemischer
Kernfarbung bzw. mit ELISA bestimmten relativen Neutralisationskapazitat je
eines HCMV-positiven (Abb. 3) und eines HCMV-negativen Serums (Abb. 4)
zeigt eine gute Ubereinstimmung beider Verfahren. Wird die relative
Neutralisationskapazitat gegen die Serumverdiunnungsstufen aufgetragen, zeigt
sich in beiden Auswertungsverfahren eine sigmoide Dosis-Wirkungs-Kurve
(Abb. 3). Eine relative Neutralisationskapazitat von 1 bedeutet, dass keine
Zellen infiziert wurden. Die Konzentration der neutralisierenden Antikorper
reichte aus, um alle Viren zu neutralisieren. Mit zunehmender Verdunnung sinkt
die Konzentration der neutralisierenden  Antikorper, die relative

Neutralisationskapazitat geht gegen Null.

Die durch den ELISA bestimmte NDsy und die durch die immunzytochemische
Kernfarbung bestimmte NDsy lagen fuir das HCMV-positive Serum jeweils bei
einer Verdunnungsstufe von 1/64. Die einzige Abweichung zeigte sich bei der
immunzytochemischen Farbung im 2. Test: die NDsg lag hier bei 1/128, was

einer Abweichung von einer Titerstufe entspricht.

FUr das HCMV-negative Serum lief3 sich wie zu erwarten mit keiner der beiden
Methoden die NDsp bestimmen, da schon bei einer Verdunnungsstufe von 1/16
keine Neutralisation erreicht wurde (Abb. 4). Die relative

Neutralisationskapazitat war in jeder Verdunnungsstufe kleiner als 0,25.



37

10 PSP

—&—— 1. TestIgG- ELISA
— - — 1. Test IgG- Immunzytochemie

[0S I R R R R

1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048

8
a
é 10 PP
g —e— 2. TestIgG- ELISA
§ — - — 2 Test IgG- Immunzytochemie
2
5 05 PP
c
el
2 T
© ~
= OO M| .0000000000 \m‘—?"—“—'ﬁh'"-—._-w
8 Q———O/.\,._ ——
pd
[
.2 T T T T T T
© 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048
[0

10 PSP

—&—— 3. Test IgG- ELISA
— - — 3. Test IgG- Immunzytochemie
05 PSP

1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048

Serumverdinnungsstufen

Abb. 4: Vergleichende Darstellung der Messergebnisse von ELISA-NT und
Immunzytochemie-NT bei Testung HCMV-IgG negativer Seren. Es wurde die
jeweilige Serumverdinnungsstufe gegen die gemessene relative
Neutralisationskapazitat aufgetragen.
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Abb. 5: Reproduzierbarkeit des ELISA. Um zu prifen, ob die mit dem ELISA-NT
gewonnenen Ergebnisse reproduzierbar sind, wurden jeweils die ELISA-NT-
Ergebnisse der unabhangigen Testungen des HCMV-IgG positiven und des HCMV-IgG
negativen Serums verglichen.

4.1.2.3 Reproduzierbarkeit des ELISA-NT

Um zu prufen, ob die mit dem ELISA gewonnenen Ergebnisse reproduzierbar
sind, wurden die drei unabhangigen Testungen des HCMV-negativen und
HCMV-positiven Serums miteinander verglichen (Abb. 5). Das HCMV-negative
Serum zeigte bei jeder Testung und in jeder Verdinnungsstufe eine relative
Neutralisationskapazitat kleiner 0,2. Die NDsy des HCMV-positiven Serums lag
bei jeder Durchfihrung des Tests bei einem Titer von 1/64. Der ELISA-NT

zeigte bei Uberprifung der Intertest-Variabilitit also eine vollkommene
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Ubereinstimmung in unabhéngigen Testungen eines Serums. Die Methode
erscheint daher geeignet die Neutralisationskapazitat humaner Seren fur HCMV

verlafllich zu bestimmen.
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Abb. 6: Gegeniiberstellung von HCMV-DNAa@mie und Verlauf der relativen
Neutralisationskapazitit bei Patient 1. Die relative Neutralisationskapazitat und die
HCMV-DNA@mie wurden gegen die Anzahl der Wochen nach adoptivem
Immuntransfer aufgetragen. Wahrend die Neutralisationskapazitat abfiel, war die PCR
fur HCMV-DNA nach sechs Wochen deutlich positiv. Ab der achten Woche nach
Immuntransfer war keine virale DNA mehr nachweisbar.

4.2. Untersuchung des Verlaufs der Serumkonzentration
neutralisierender Antikorper bei Patienten nach allogener SZT und
adoptivem Immuntransfer

Mit dem ELISA-NT wurde nun der Verlauf der Serum-Konzentration
neutralisierender Antikdrper bei Patienten nach allogener SZT und adoptivem
Immuntransfer untersucht. Von jedem Patienten wurden jeweils vier Proben
untersucht, ausgenommen Patient 1, von dem nur drei Proben vorlagen. Die
erste Blutentnahme erfolgte jeweils kurz nachdem die Patienten einen

adoptiven Immuntransfer erhalten hatten. Die weiteren Entnahmen folgten
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Abb. 7: Gegeniiberstellung von HCMV-DNAamie und Verlauf der relativen
Neutralisationskapazitat bei Patient 2. Die relative Neutralisationskapazitat und die
HCMV-DNAamie wurden gegen die Anzahl der Wochen nach Immuntransfer
aufgetragen. Die Neutralisationskapazitat zeigte einen ansteigenden Verlauf. Die
Viruslast stieg in der ersten Woche nach Transfer leicht an, sank aber ab der dritten
Woche unter die Nachweisgrenze.

jeweils im Abstand von einigen Wochen. Der Neutralisationstest wurde mit dem
HCMV-Stamm AD169 bei einer Infektionsmultiplizitdt von 1 durchgefihrt. Als
Maly fur die relative Neutralisationskapazitat diente die NDsp, d.h. diejenige
Verdunnungsstufe bei der noch so viele neutralisierende Antikorper enthalten

waren, dass das Virus gerade 50 % der Zellen infizieren konnte.

Von Patient 1 konnten nur drei Proben untersucht werden. Die Abnahmen
erfolgten kurz nach Durchfihrung des adoptiven Immuntransfers, zwei Wochen
und zwolf Wochen nach T-Zell-Transfer. Zum Zeitpunkt des adoptiven
Immuntransfers zeigte das untersuchte Serum eine NDsy zwischen 1/256 und
1/512. Nach zwei Wochen lag die NDsg ebenfalls bei 1/256 bis 1/512, nach
weiteren zehn Wochen sank die relative Neutralisationskapazitat um zwei
Titerstufen auf 1/64 bis 1/128 (Abb. 6)
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Abb. 8: Vergleich der gemessenen Neutralisationskapazitit der Seren von
Patient 3 bei Testung mit AD169, Towne und den patienteneigenen Virusisolat.
Die NDs, wurde gegen die Anzahl der Wochen nach adoptivem Immuntransfer
aufgetragen. Bei Durchfihrung des Neutralisationstest mit Towne-Virus und dem
patienteneigenen Virusisolat ergaben sich deutlich hoéhere Werte flr die
Neutralisationskapazitat als bei Verwendung von AD169.

Patient 2 wies bei Therapiebeginn eine NDsy; von 1/512 auf. Die relative
Neutralisationskapazitat stieg nach vier Wochen um zwei Titerstufen auf eine
NDso von 1/2048 an. Im weiteren Verlauf konnte nach 16 Wochen eine
nochmalige Erhdhung der NDsg auf Uber 1/2048 gezeigt werden. Auch nach 20
Wochen zeigte sich kein Rickgang der relativen Neutralisationskapazitat. Die
NDsp lag weiterhin bei tUber 1/2048. (Abb. 7)

Die relative Neutralisationskapazitat gegen AD169 der Proben von Patient 3
zeigte im Untersuchten Zeitraum keinerlei Schwankungen. Die NDsy lag zum
Zeitpunkt des adoptiven Immuntransfers wie auch 20 Wochen spater bei 1/16
bis 1/32, d.h. das Serum enthielt nur wenige neutralisierende Antikdrper gegen
HCMV-AD169.

Um zu klaren, ob Patient 3 insgesamt nur eine schwach ausgepragte
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Abb. 9: Verlauf der relativen Neutralisationskapazitit nach adoptivem
Immuntransfer bei Patient 4. Die relative Neutralisationskapazitat gegen die Anzahl
der Wochen nach adoptivem Immuntransfer aufgetragen. Der Verlauf der NDs, zeigte
einen Anstieg um eine Titerstufe nach drei Wochen, bzw. um zwei Titerstufen nach funf
und acht Wochen.

neutralisierende Antikorperantwort zeigte, oder ob sich die neutralisierende
Immunantwort des Patienten gegen einen anderen Virus-Stamm richtete, wurde
der Neutralisationstest mit Virus vom Towne-Stamm und mit dem klinischen
Virus-Isolat des Patienten wiederholt. Wie oben beschrieben lag die NDs bei
Testung mit HCMV-AD169 durchgehend bei einer Verdunnungsstufe von 1/16
bis 1/32. Wurde der Mikro-Neutralisationstest dagegen mit Virus vom Towne-
Stamm durchgefuhrt zeigte sich zu jedem Abnahmezeitpunkt eine NDsy von
uber 1/2048. Bei Testung mit dem patienten-eigenen Virus-Isolat lag die relative
Neutralisationskapazitat zu Beginn zwischen 1/1024 und 1/2048. Derselbe Wert
wurde drei Wochen nach Therapiebeginn gemessen. Im weiteren Verlauf stieg
die NDso nach 14 Wochen auf 1/2048, nach weiteren sechs Wochen auf uber
1/2048 an. (Abb. 8) Diese Unterschiede in der Neutralisationskapazitat gegen
verscheidene Virusstdmme zeigen, dass es notwendig ist in Testungen der

Neutralisationskapazitat humaner Seren Virus vom AD169-Stock und von
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Abb. 10: Verlauf der relativen Neutralisationskapazitat nach adoptivem
Immuntransfer bei Patient 5. Die relative Neutralisationskapazitat wurde gegen die
Anzahl der Wochen nach adoptivem Immuntransfer aufgetragen. Bei Patient 5 zeigte
sich keine Schwankung der relativen Neutralisationskapazitat.

Towne-Stock einzubeziehen.

Bei den Patienten 4 und 5 handelte es sich um Kontrollpatienten im Rahmen
einer Phase-1-Studie zur Abschatzung der Nebenwirkungen des Therapie:
diese Patienten zeigten keine aktive CMV-Infektion, waren aber seropositiv und

hatten ebenfalls einen adoptiven Immuntransfer erhalten.

Der Verlauf der relativen Neutralisationskapazitat der Seren von Patient 4
zeigte einen Anstieg um eine Titerstufe von einer NDsg von 1/256 bis 1/512 bei
Immuntransfer auf 1/512 nach drei Wochen, bzw. auf 1/512 bis 1/1024 in den
Wochen funf und acht nach Therapiebeginn. (Abb. 9)

Patient 5 zeigt keine Schwankung im Verlauf der relativen
Neutralisationskapazitat. Die NDsg lag sowohl bei T-Zell-Transfer, als auch nach

zwei, nach vier und nach sieben Wochen jeweils bei 1/64 bis 1/128. (Abb. 10)

Der Verlauf der Serumkonzentration an neutralisierenden Antikdrpern nach
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allogener SZT und adoptivem Immuntransfer zeigt also sehr unterschiedliche
Verlaufe. Aus der hier vorliegenden Arbeit ergibt sich also kein Hinweis darauf,
dass die Neutralisationskapazitat durch einen adoptiven Immuntransfer

beeinflufdt wird.

4.3 Zusammenhang zwischen dem Ausmaf der neutralisierenden
Antikorper-Antwort und dem Transfer ausschlieflich CD8+ bzw. CD4+
und CD8+ T-Zellen

Ein adoptiver T-Zell-Transfer kann entweder ausschliel3lich mit CD8+ T-Zellen
oder aber mit einer Kombination von CD8+ und CD4+ T-Zellen durchgefuhrt
werden. Die Patienten 2, 4 und 5 wurden mit monospezifischen CD8+ T-Zellen,
die gegen das Virusprotein pp65 gerichtet sind, therapiert, wahrend der
Transfer bei den Patienten 1 und 3 mit polyspezifischen CD4+ und CD8+ T-
Zellen, die gegen Gesamt-HCMV-Antigen gerichtet sind, durchgeflhrt wurde.

CD4+ T-Zellen, vor allem die Subklasse der Ty2-Zellen, kdnnen Uber eine
Aktivierung von antigenspezifischen B-Zellen die Bildung spezifischer

Antikorper induzieren.

Ein direkter Vergleich des Verlaufs der Neutralisationskapazitat der Seren der
einzelnen Patienten sollte zeigen, ob durch zuséatzliche Ubertragung CD4+ T-
Zellen eine starkere Induktion der neutralisierenden Antikdrper-Antwort erreicht

werden kann.

Die Gegenuberstellung in Abbildung 11 lasst erkennen, dass von denjenigen
Patienten, die einen Transfer monospezifischer CD8+ T-Zellen erhalten hatten,
Patient 5 eine konstante relative Neutralisationskapazitat von 1/64 bis 1/128
zeigte, wahrend die Neutralisationskapazitat bei den Patienten 2 und 4 nach T-
Zell-Transfer um drei bzw. eine Titerstufe stieg. In der Gruppe der Patienten,
denen polyspezifische CD4+ und CD8+ T-Zellen Ubertragen wurden, zeigte
Patient 1 einen Abfall der relativen Neutralisationskapazitat um zwei Titerstufen.
Patient 3 zeigte wie oben erwahnt die Besonderheit, dass die gemessene
Neutralisationskapazitat gegen HCMV-AD169 durchgehend im sehr niedrigen

Bereich von 1/16 bis 1/32 lag. Wurde dagegen der Titer an neutralisierenden
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Antikérpern gegen Virus vom Towne-Stamm bestimmt, so lag dieser konstant
bei Uber 1/2048. Auch die Neutralisationskapazitat gegen das patienteneigenen
Virus-Isolat lag im hohen Bereich und stieg von 1/1024 bis 1/2048 auf uber
1/2048 an. Bei dem einzigen Patienten, der nach dem adoptiven T-Zell-Transfer
einen Abfall der relativen Neutralisationskapazitat zeigte, handelte es sich um
einen Patienten der Gruppe, die sowohl CD4+ als CD8+ T-Zellen erhalten
hatte. Es liel3 sich also bei den von uns beispielhaft untersuchten Patienten kein
Hinweis auf eine verstarkte Induktion der neutralisierenden Antikorperantwort

durch den zuséatzlichen Transfer CD4+ T-Zellen finden.

4.4 Zusammenhang zwischen gemessener Konzentration
neutralisierender Antikorper und dem Nachweis von Virus-DNA durch

PCR

Von Interesse war auch, ob der Verlauf der relativen Neutralisationskapazitat

Auswirkung auf den Verlauf der HCMV-Infektion der Patienten hat.

Der Verlauf der relativen Neutralisationskapazitat der Patienten wurde mit der
jeweiligen durch PCR bestimmten Viruslast als Mal3 fur die Aktivitat der HCMV-
Erkrankung verglichen. Der Vergleich konnte nur bei den Patienten 1, 2 und 3
durchgefuhrt werden, da es sich bei den Patienten 4 und 5 um Kontrollpatienten

handelte, bei denen keine aktive HCMV-Infektion vorlag.

Patient 1 zeigte in den ersten 13 Wochen nach adoptivem T-Zell-Transfer eine
leichte Abnahme der relativen Neutralisationskapazitat von Werten zwischen
1/512 bis 1/256 auf 1/128 bis 1/64. Im selben Zeitraum wurden semiquantitative
PCR-Untersuchungene zum Nachweis voraler DNA im Blut des Patienten
durchgefuhrt. Im ersten Monat nach T-Zell-Transfer war keine Virus-DNA
nachweisbar. Nach 6 Wochen war ein deutliches Ansteigen der Viruslast
erkennbar, die allerdings unmittelbar danach wieder abfiel. Schon zwei Wochen

spater liel3 sich keine Virus-DNA mehr nachweisen. (Abb. 6)

Bei insgesamt leicht zuriickgehender relativer Neutralisationskapazitat kam es
bei Patient 1 also kurzfristig zu einer Zunahme der Viruslast. Das Virus konnte

aber trotz weiterer Abonahme der Neutralisationskapazitat eliminiert werden.
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Abb. 11: Gegeniiberstellung des durchgefiihrten adoptiven T-Zell-
Transfers und des Verlaufs der relativen Neutralisationskapazitat
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Patient 2 Iasst einen anderen Verlauf erkennen. Die relative
Neutralisationskapazitat stieg in den 20 Wochen nach Transfer von 1/512 auf
uber 1/2048 an. Zum Zeitpunkt des T-Zell-Transfers war beim Patienten HCMV-
DNA nachweisbar. Die Viruslast stieg in der ersten Woche nach Transfer noch
leicht an, sank dann aber ab der dritten Woche unter die Nachweisgrenze.
(Abb. 7)
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Abb. 12: Gegeniiberstellung von HCMV-DNAamie und Verlauf der relativen
Neutralisationskapazitat bei Patient 3. Der Verlauf der relativen
Neutralisationskapazitat und der HCMV-DNAamie wurde gegen die Wochen nach
adoptivem Immuntransfer aufgetragen. Trotz einer sehr hohen
Neutralisationskapazitat zeigt sich ein Anstieg der HCMV-DNA&mie.

Die Zunahme der relativen Neutralisationskapazitat ging bei Patient 2 also mit
einem Ruckgang der Viruslast einher.

Wie oben beschrieben war die neutralisierende Antikdrperantwort bei Patient 3

vor allem gegen Virus vom Towne- Stamm bzw. gegen das patienteneigene
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Virus-Isolat gerichtet. Die Neutralisationskapazitat gegen HCMV-AD169 war nur
sehr gering ausgepragt, wahrend gegen das Virus vom Towne- Stamm
durchgehend eine relative Neutralisationskapazitat von tuber 1/ 2048 vorlag. Die
Neutralisationskapazitat gegen das Patienteneigene Virus- Isolat stieg von
Werten zwischen 1/1024 und 1/2048 nach 20 Wochen ebenfalls auf uber
1/2048 an. Trotz dieser sehr hohen relativen Neutralisationskapazitat zeigte die
PCR zum Zeitpunkt des adoptiven T-Zell-Transfers eine hohe Viruslast, die im
Verlauf der nachsten 20 Wochen noch deutlich anstieg. (Abb. 12)

Obwohl eine stark ausgepragte neutralisierende Antikorperantwort vorlag,
konnte das Virus nicht eliminiert werden. Die Anzahl der Viruskopien nahm

sogar zu.

Eine sehr hohe Neutralisationskapazitat scheint im Einzellfall also keinen

wirksamen Schutz vor einer Replikation von HCMV zu bieten.
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5 Diskussion

5.1 Entwicklung eines ELISA-basierten Mikroneutralisationstests

Die humorale Immunantwort spielt sowohl in der Diagnostik (Maine et al. 2001)
als auch in der Prophylaxe von HCMV-Infektionen (Snydman 1994) eine

bedeutende Rolle.

Der diagnostische Nachweis von Antikérpern gegen HCMV kann durch
verschiedene Methoden erfolgen, so zum Beispiel durch einen Latex-
Agglutinationstest, durch antikdrperspezifischen ELISA, MEIA (microparticle
enzyme immunoassay) oder Western Blot (Gonczol et al. 1986; Kraat et al.
1992; Plachter et al. 1992).

Neutralisierende Antikorper sind im Vergleich zu Antikorpern, die durch andere
Techniken nachgewiesen werden, erst relativ spat im Serum HCMV-Infizierter
nachzuweisen (Stalder and Ehrensberger 1980). Sie sind deshalb kein
optimaler Parameter fur die Sero-Diagnose einer akuten HCMV-Infektion, sind
aber gut zur Differenzierung von Primarinfektion und der Reaktivierung einer
Infektion geeignet (Eggers et al. 1998). Die Entwicklung einer neutralisierenden
Immunantwort gegen HCMV konnte ein Indikator dafur zu sein, wie gut ein
Individuum gegen die Ubertragung einer HCMV-Infektion geschiitzt ist (Farrell
and Shellam 1991; Adler 1996) bzw. wie schwer eine solche Erkrankung
verlauft (Schoppel et al. 1998) . Vor allem im Rahmen von Studien zur Therapie
von HCMV-Infektionen nach Transplantation oder Studien zu einer Impfung
gegen das Virus ist der Titer an neutralisierenden Antikdrpern eines Patienten
von Interesse. Ein weiteres Gebiet, auf dem der Nachweis neutralisierender
Antikérper groRe Bedeutung hat ist die mutterliche HCMV-Infektion wahrend
einer Schwangerschaft (Tanaka et al. 1991; Fowler et al. 1992; Adler et al.
1995; Boppana et al. 2001).

Der Nachweis neutralisierender Antikorper erfolgt meist durch den

konventionellen Mikro-Neutralisationstest (Braun and Schacherer 1988).

Das konventionelle Verfahren zeichnet sich durch eine hohe Spezifitat aus und

erlaubt eine Quantifizierung der Neutralisationskapazitdt von Seren. Von
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Nachteil sind allerdings das zeitaufwendige Auswertungsverfahren, das die
Untersuchung groéflierer Probenserien erschwert und der subjektive Faktor beim

Auszahlen der Zellen am Mikroskop.

Um das beim konventionellen Mikro-NT notwendige mikroskopische Ablesen
des CPE durch ein automatisiertes Verfahren zu ersetzen, wurde ein ELISA-
basierter Mikro-NT entwickelt, der verlassliche und reproduzierbare Ergebnisse

mit relativ geringem Zeitaufwand direkt als Extinktionswert liefert.

Um mdglichst gute Ausgangsbedingungen fur die Durchfihrung des ELISA zu
schaffen, wurden in Vorversuchen das Fixierungsverfahren, die
Viruskonzentration und die jeweilige Konzentration an Primar- und
Sekundarantikdrpern optimiert. Eine Beschichtung der Mikrotiter-Platten mit
Gelatine fuhrte nicht zu einer besseren Haftung der Zellen am Boden der Wells
und wurde deshalb im Folgenden nicht durchgefuhrt. Die Fixierung mit
Paraformaldehyd zeigte sich dem Fixierungsverfahren mit 80% Aceton
uberlegen. Die Paraformaldehyd-Fixierung fuhrte sowohl 2zu einem
gleichmaligeren Fixierungsergebnis mit geringerer Zellabldésung, als auch zu
einem besseren Ergebnis der nachfolgenden immunzytochemischen Farbung.
Ein gleichmaliges Fixierungsergebnis ist wichtig, da bei ungleichmaliger
Verteilung der Fibroblasten die Auswertung durch den ELISA nicht mehr
aussagekraftig ist. Wahrend bei der mikroskopischen Auswertung das
Verhaltnis infizierter Zellen zu nicht-infizierten Zellen gleich bleibt, sinkt bei der
Auswertung durch den ELISA die Extinktion und ergibt somit zu niedrige Werte.
Eine Anderung der eingesetzten Viruskonzentration scheint nur geringe
Auswirkungen auf die Auswertbarkeit des ELISA zu haben. Dies stimmt mit
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen Uberein, die zeigten, dass die
Neutralisationskapazitat menschlicher Seren nicht von der Viruskonzentration
abhangt: Unabhangig von der Viruskonzentration neutralisiert eine bestimmte
Konzentration an Antikdrpern einen bestimmten Prozentsatz Virus (Klein et al.
1999). In den durchgeflhrten Neutralisationstests wurde Virus in einer MOI von
1 zugefligt. Bei der Optimierung der Antikdrperkonzentrationen zeigte sich,
dass die Konzentration an Primarantikorpern wiederum nur eine untergeordnete

Rolle spielt, wahrend die Konzentration an Sekundarantikdrpern entscheidend
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ist. Das beste Ergebnis wurde mit einer Sekundarantikérper-Konzentration von
1/1000 erreicht. Wurde die Konzentration erhoht, stieg die Hintergrund-
Extinktion stark an, wurde sie dagegen vermindert, konnte der optimale
Messbereich  nicht  voll ausgenutzt werden. Der  konventionelle
Neutralisationstest wurde mit Inkubationszeiten von 1 h fur Primar- und
Sekundarantikérper und darauf folgenden Waschzeiten von je 2 h durchgefuhrt.
Im Gegensatz dazu erfolgt der ELISA-basierte Neutralisationstest mit
Inkubationszeiten von je 45 min und Waschzeiten von jeweils ca. 5 min. Zur
Durchfuhrung des ELISA-basierten Neutralisationstests werden also ca. 4 h

weniger bendtigt als zur Durchfihrung des konventionellen Neutralisationstests.

Um zu Uberprufen, ob die mit ELISA bzw. immunzytochemischer Farbung
gewonnen Ergebnisse Ubereinstimmen und ob der ELISA-basierte
Neutralisationstest reproduzierbar ist, wurden beide Tests mehrfach parallel mit
jeweils einem sicher positiven und einem sicher negativen Serum durchgefuhrt.
Die Ergebnisse beider Tests stimmen Uberein: nur in einer Testung ergab sich
im konventionellen Neutralisationstest ein um eine Titerstufe héheres Ergebnis
als im ELISA-basierten Neutralisationstest. Ein Vergleich der ELISA-NT-
Ergebnisse jeweils fur das HCMV-positive bzw. HCMV-negative Serum zeigte,
dass die Ergebnisse durchgehend uUbereinstimmen. Der ELISA-basierte
Neutralisationstest ist also gut reproduzierbar und liefert im Vergleich mit dem

konventionellen Neutralisationstest Ubereinstimmende Ergebnisse.

Vor kurzem wurde ein ELISA-basierter Mikro-Neutralisationstest flr Antikorper
gegen HCMV beschrieben (Gupta et al. 1996). Auch die dort durchgefuhrte
Methode beruht auf einer Auswertung des konventionellen Mikro-
Neutralisationstest durch einen ELISA. Beim zugrunde liegenden
Neutralisationstest erfolgte eine Inkubation von Virus mit Antikérpern und
Fibroblasten Uber sieben Tage. Zur Mikroskopischen Auswertung des
Neutralisationstests wurde die Endpunktbestimmung gewahlt; die Auswertung
erfolgte durch ELISA mit dem Nachweis eines spaten Antigens. Dieses Antigen
ist wie das in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene |IE-Antigen im Zellkern
infizierter Zellen lokalisiert. Es wurde diejenige Verdlinnungsstufe bestimmt, bei

der die Infektion auf 50 % der maximalen Infektion reduziert wurde.
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Konventioneller Mikro-Neutralisationstest und ELISA-basierter
Neutralisationstest wurden auf Korrelation mit dem IgG-ELISA Uberprift. Das
spate Antigen wurde dem IE-Antigen vorgezogen, da beim Nachweis des |E-
Antigens eine hohe Hintergrundsextinktion die Auswertung erschwerte
(Tomiyama et al. 1993). Dies bestatigte sich in der vorliegenden Arbeit nicht, so
dass fur den Neutralisationstest nur eine Inkubationszeit von ca. 20 h bendétigt
wurde. Daruber hinaus konnte auch der angewandte ELISA mit wesentlich
kUrzeren Inkubationszeiten durchgefuhrt werden. Das Ergebnis ist also sechs

Tage fruher verfugbar.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass der ELISA-
basierte Mikro-Neutralisationstest zu Ergebnissen fuhrt, die gut mit dem

konventionellen Mikro-NT korrelieren.

Der ELISA-basierte Mikro-NT hat folgende Vorteile gegentiber dem

konventionellen Mikro-Neutralisationstest:
e hohere Objektivitat durch die Messung der Extinktion im ELISA-Reader

e der geringere Zeitaufwand zur Durchfuhrung des Auswertungsverfahrens
und die dadurch gegebene Mdglichkeit eine groRere Anzahl an Seren zu

untersuchen

o die Mdoglichkeit, das Auswertungsverfahren zu automatisieren, da mit
entsprechender Software aus den vom ELISA-Reader gelieferten

Ergebnissen die NDsp berechnet werden kénnte

5.2 Bedeutung der Stammspezifitit der Neutralisationskapazitiit

Die Testung des Serums von Patient 3 mit Viruspraparationen von HCMV-
AD169 ergab einen sehr geringen Wert fur die relative Neutralisationskapazitat.
Diese niedrige Neutralisationskapazitat stand im Widerspruch zu seiner im 1gG-
ELISA nachgewiesenen Seropositivitat. Um zu Uberprifen, ob Patient 3
stammspezifische neutralisierende Antikorper gegen andere Virusstdmme
auswies oder tatsachlich kaum neutralisierende Antikorper gebildet hatte, wurde
der Neutralisationstest zusatzlich mit Virus vom Towne-Stamm und mit dem

patienteneigenen Virus-Isolat durchgefuhrt. Das Serum zeigte sowohl gegen
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das Towne-Virus als auch gegen das patienteneigene Virus-Isolat eine um

sechs bis sieben Titerstufen hohere Neutralisationskapazitat als gegen AD169.

Diese Eigenschaft des Serums von Patient 3 lasst sich durch die Stamm-
spezifische Neutralisation von HCMV erklaren. HCMV-Isolate zeigen eine grol3e
antigenetische Heterogenitat (Chandler and McDougall 1986; Rasmussen et al.
2003). Meist besteht eine, allerdings stark variierende, Kreuzreaktivitat
zwischen Seren die Antikorper gegen verschiedene Virusstamme enthalten. Es
gibt jedoch Falle in denen es nicht zur Neutralisation kommt (Klein et al. 1999).
Verschiedene Stamme werden durch die induzierten Antikorper unterschiedlich
gut neutralisiert, wobei ein Patienten-Serum das Virus-Isolat desselben
Patienten meist am besten neutralisiert (Klein et al. 1999). Allerdings kann bei
einigen Patienten zur selben Zeit mehr als ein Virusstamm nachgewiesen
werden (Adler et al. 1995). Daraus resultieren wahrend einer naturlichen
Infektion neutralisierende Antikérper mit einem groRen Spektrum an Stamm-

Spezifitat.

Fur die Stamm-spezifische Neutralisationskapazitat werden unterschiedliche
Glykoproteine verantwortlich gemacht. Unterschiede im Aufbau des
Glykoproteins gB, und damit in seinen antigenen Eigenschaften, scheinen eine
wichtige Rolle bei der Induktion unterschiedlicher Titer an neutralisierenden
Antikorpern zu spielen (Marshall et al. 1992). Ebenso konnte nachgewiesen
werden, dass Antikdrper gegen das Glykopreotein gH Stamm-Spezifitat
aufweisen (Urban et al. 1992).

Daruber ob die Neutralisationskapazitat von der Menge an nicht-infektiosen
Partikeln, den sogenannten NIEPs und Dense Bodies (Irmiere and Gibson
1985; Mocarski and Courcelle 1999), abhangt, die ein Stamm freisetzt,
bestehen unterschiedliche Ansichten. Manche Autoren sprechen den nicht-
infektiosen Partikeln Bedeutung zu, da diese ebenfalls neutralisierende
Antikorper induzieren konnen (Klages et al. 1989). Andere Autoren gehen
davon aus, dass der Stamm-spezifische Unterschied in der
Neutralisationskapazitat unabhangig von der Konzentration nicht-infektidser
viraler Defektpartikel ist (Klein et al. 1999).
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Die Stamm-spezifische Neutralisation spielt eventuell eine wichtige Rolle fur
den klinischen Verlauf von HCMV-Infektionen. Da die Neutralisationskapazitat
gegen heterologe Viren stark variiert, kann ein ungenitgender Schutz vor
Reinfektion resultieren (Klein et al. 1999). So ist nach Nierentransplantation der
Verlauf einer HCMV-Infektion schwerer, wenn die Reinfektion nicht mit einem
endogenen Stamm, sondern mit einem fremden Stamm erfolgt (Grundy et al.
1988). Ein weiterer Hinweis darauf, dass die Stamm-Spezifitat wichtig fur den
klinischen Verlauf ist, liegt darin, dass die Uberlebensrate von HCMV-infizierten

Patienten nach SZT mit bestimmten gB-Genotypen korreliert (Fries et al. 1994).

Auch fur die Impfstoff-Entwicklung muss die Stamm-spezifische Neutralisation
berucksichtigt werden. Um einen humoralen Impfschutz zu garantieren, missen
genugend hohe Titer an neutralisierenden Antikdrpern induziert werden. Ein
Vergleich zwischen der Impfung mit einem Wildtyp-Virus und der Impfung mit
Virus vom Towne-Stamm zeigte, dass beide Impfungen eine ahnliche mittlere
lymphoproliferative Antwort erzeugten, dass aber durch das Towne-Virus
10-20fach niedrigere Titer an neutralisierenden Antikorpern induziert wurden
(Adler et al. 1995).

Fir die Durchfiuhrung des Neutralisationstests bedeuted die Stammspezifitat
der Neutralisationskapazitat, dass der Test mit mindestens zwei
unterschiedlichen Virusstdmmen durchgefuhrt werden sollte, um keine falsch

negativen Ergebnisse zu erhalten.

5.3 Verlauf der Serum-Konzentration neutralisierender Antikorper bei
Patienten nach allogener SZT und adoptivem Immuntransfer

Nach der Etablierung des ELISA-basierten Neutralisationstests wurde der
Verlauf der Serumkonzentration an neutralisierenden Antikdrpern bei Patienten
nach allogener SZT und adoptivem Immuntransfer untersucht. Dabei zeigten
sich bei den einzelnen Patienten sehr unterschiedliche Verlaufe. Wahrend
Patient 2 einen geringen Anstieg der Neutralisationskapazitat um ca. zwei
Titerstufen zeigt, ist bei den Patienten 3, 4 und 5 keine signifikante Anderung

der Neutralisationskapazitat zu erkennen. Bei Patient 1 sinkt die
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Neutralisationskapazitat nach dem T-Zell-Transfer sogar um zwei Titerstufen.
(Abbildungen 12, 13 und 14). Aus der vorliegenden Arbeit ergibt sich also kein
Hinweis auf eine Erh6hung der Neutralisationskapazitat durch einen adoptiven

Immuntransfer.

Es fallt auf, dass nicht nur der Verlauf sondern auch das Niveau der
Serumkonzentration an neutralisierenden Antikérpern sehr unterschiedlich ist.
So liegt die NDsg bei Patient 2 zwischen 1/512 und < 1/2048, wahrend sie bei
Patient 5 nur bei 1/64 bis 1/128.

Hinweise darauf, was diesen unterschiedlichen Verlaufen zugrunde liegt,
konnte sich aus dem Zusammenhang mit der jeweiligen Transfermodalitat, also
ob ausschlieRlich CD8+ oder eine Kombination aus CD8+ und CD4+ T-Zellen
ubertragen wurde, mit dem Vorliegen einer HCMV-Infektion bzw. der beim
jeweiligen Patienten vorliegenden Viruslast ergeben. Dies soll in den folgenden

Kapiteln naher betrachtet werden.

5.4 Zusammenhang zwischen dem Ausmaf der neutralisierenden
Antikorper-Antwort und dem Modus des adoptiven Inmuntransfers

Die Therapie einer HCMV-Erkrankung durch adoptiven Immuntransfer erfolgte
entweder durch den Transfer monospezifischer, gegen pp65 gerichteter CD8+
T-Zellen, oder aber durch die Ubertragung polyspezifischer CD4+ und CD8+ T-
Zellen, die gegen Gesamt-HCMV-Antigen gerichtet sind (Einsele et al. 2002).
Da die zu den CD4+ T-Zellen zahlenden Ty2-Zellen Uber eine Aktivierung
antigenspezifischer B-Zellen die Bildung von Antikorpern induzieren, ware
denkbar, dass ein zusatzlicher Transfer von CD4+ T-Zellen zu einer Steigerung
der neutralisierenden Antikdrper-Antwort flihrt. Aus theoretischen Erwagungen
wirde man erwarten, dass CD4+ Ty2 Uber die Produktion von IL-4 und IL-5 die
antigenspezifische Antikorperproduktion durch B-Zellen induzieren (Coffmann
1988; Paul 1991)

Durch die Untersuchung des Verlaufs der Neutralisationskapazitat nach

adoptivem T-Zell-Transfer sollte gepruft werden, ob es Hinweise auf eine
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Beeinflussung der neutralisierenden Antikérper-Antwort durch Stimulation tber
mittransfundierte CD4+ T-Zellen gibt.

Das Ausmal} der neutralisierenden Antikorper-Antwort wird jedoch offenbar

durch den zusatzlichen Transfer von CD4+ T-Zellen nicht beeinflusst.

Die Gruppe der Patienten, die monospezifische CD8+ T-Zellen erhielten, zeigt
konstante bzw. ansteigende Verlaufe der relativen Neutralisationskapazitat. Im
Gegensatz dazu sind bei der Gruppe der Patienten, denen polyspezifische
CD4+ und CD8+ T-Zellen ubertragen wurden, konstante bzw. abfallende
Verlaufe zu beobachten. Bei den von uns untersuchten Patienten konnte also
kein Hinweis darauf gefunden werden, dass ein zusatzlicher Transfer von CD4+
T-Zellen mit einer Steigerung der neutralisierenden Antikorper-Antwort

einhergeht.

Dass bei den zwei hier untersuchten Patienten ein Anstieg der
neutralisierenden  Antikorperantwort ausblieb, steht nur scheinbar im
Widerspruch dazu, dass ein zusatzlicher Transfer CD4+ T-Zellen die antivirale
Wirkung des adoptiven T-Zell-Transfers deutlich steigert (Einsele et al. 2002).
Bei der Bekampfung einer HCMV-Infektion kommt der zellularen Immunantwort
eine dominante Rolle zu (Quinnan et al. 1982; Krause et al. 1997; Reusser et
al. 1997). Die Autoren gehen davon aus, dass der positive Effekt der CD4+ T-
Zellen auf einem dauerhafteren Erhalt der zellularen Immunantwort gegen
HCMV als bei alleinigem Transfer CD8+ Zellen beruht.

Die Annahme, der positive Effekt mittransfundierter CD4+ T-Zellen beruhe im
Wesentlichen auf der Verstarkung der cytotoxischen T-Zellantwort, wird durch
die vorliegende Arbeit gestutzt, denn in den untersuchten Verlaufen war eine
Steigerung der Neutralisatiosnkapazitat nach Transfer von CD4+ T-Zellen

ausgeblieben.

5.5 Korrelation der gemessenen Neutralisationskapazitit mit der HCMV -
Virimie
Der Verlauf der DNAamie spiegelt nach allgemeiner Auffassung die

Virusreplikation im Organismus wider. So wird beispielsweise der Ruckgang der
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Viramie als Kriterium flir den Erfolg einer antiviralen Chemotherapie
angesehen. In ahnlicher Weise sollte sich gegebenenfalls auch der antivirale
Effekt einer gesteigerten Neutralisationskapazitat im Verlauf der Viramie
widerspiegeln. Durch einen Vergleich des Verlaufs der relativen
Neutralisationskapazitat mit dem Verlauf der Viruslast nach adoptivem
Immuntransfer  sollte  gezeigt werden, ob eine Erhéhung der
Neutralisationskapazitat mit einer effizienteren Klarung der Infektion mit HCMV
einhergeht. Diese Annahme konnte durch unsere Untersuchungen nicht

bestatigt werden:

Eine Erhdhung der relativen Neutralisationskapazitat ging in den untersuchten

Fallen nicht mit einer schnelleren Elimination von HCMV einher.

Vergleicht man bei den Patienten 1, 2 und 3 jeweils den Verlauf der relativen
Neutralisationskapazitat mit dem Verlauf der durch PCR nachgewiesenen
Viruslast als Mal fiur die Aktivitdt der HCMV-Infektion, so ist kein
Zusammenhang zwischen der Konzentration neutralisierender Antikorper und
einem Sinken der Viruslast erkennbar. Patient 1 eliminierte das Virus trotz
sinkender Neutralisationskapazitat, bei Patient 2 sank die Viruslast bei
steigender neutralisierender Immunantwort und Patient 3 zeigte eine deutliche
Zunahme der Viruslast obwohl eine sehr hohe Neutralisationskapazitat gegen

das patienteneigene Virus-Isolat bestand.

Vergleicht man dieses Ergebnis mit den Aussagen anderer Arbeitsgruppen, so
zeigt sich dass die Bedeutung der Entwicklung einer neutralisierenden
Antikorper-Antwort  fur den Verlauf einer HCMV-Infektion noch nicht
abschlielfend geklart ist. So kann zumindest bei MCMV ein hoher Titer an
Antikdrpern zwar nicht eine primare Infektion verhindern und auch nicht vor
einer Reaktivierung (Jonjic et al. 1994) oder den Ubergang einer aktiven
Infektion in die virale Latenz (Shanley et al. 1981) schutzen, prophylaktisch
verabreichte HCMV-Hyperimmunglobuline scheinen aber einen gunstigen
Einfluld auf den klinischen Verlauf einer HCMV-Erkrankung zu haben (Snydman
1994). Einige Verodffentlichungen gehen davon aus, dass sowohl nach

Nierentransplantation (Finny et al 2001) als auch nach
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Stammzelltransplantation (Schoppel et al. 1997; Schoppel et al. 1998) die
Abwesenheit viraler DNA im Blut mit hohen Konzentrationen neutralisierender
Antikoper einhergeht. Andere Autoren konnen in ihren Arbeiten keinen
Zusammenhang zwischen einem hohen Titer an neutralisierenden Antikorpern
und der klinischen Manifestation einer HCMV-Infektion (Volpi et al. 1999) bzw.
der Entwicklung und der Uberwindung einer HCMV-Erkrankung (Munoz et al.
2001) erkennen. Allerdings raumen Volpi et al. ein, dass verschiedene Faktoren
fur ihr Ergebnis mitverantwortlich sein konnten. So ist beispielsweise denkbar,
dass die Antwort neutralisierender Antikorper auf Virus vom AD 169-Stamm
nicht die neutralisierende Aktivitat gegen autologe, d.h. patienteneigene,
Stamme wiederspiegelt (Chou 1989; Klein et al. 1999). Dies unterstreicht die
Notwendigkeit beide  Antigenvarianten in  einen  Neutralisationstest
einzubeziehen, wie es auch die Analyse von Patient 3 in der vorliegenden
Arbeit gezeigt hat. Ebenso kdnnten auch Unterschiede zwischen den einzelnen
HCMV-Stammen selbst fur den Verlauf der Erkrankung eine Rolle spielen
(Rasmussen et al. 1997; Torok-Storb et al. 1997).

Die Rolle der neutralisierenden Antikorper fiir den Verlauf einer HCMV-Infektion ist noch
nicht ausreichend gekldrt. Mit dem hier entwickelten NT-ELISA wird ein Verfahren
verfligbar, das es erlaubt, in zukiinftigen Studien auch umfangreiche Serumverldufe
verldsslich und mit vertretbarem Aufwand zu untersuchen. Zwar war es nicht Ziel dieser
Arbeit, die Korrelation von neutralisierenden Antikdrpern mit klinisch-virologischen
Verldufen in einem Patientenkollektiv statistisch zu analysieren. Vielmehr ging es darum, an
Einzelverldufen die Anwendbarkeit beispielhaft zu {iberpriifen. Dennoch zeigen die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Einzelfélle aber deutlich, dass in der speziellen Situation
von SZT- und KMT-Patienten nach adoptivem Immuntransfer zur Behandlung einer
schweren HCMV-Infektion die Hohe und der Verlauf der Konzentration an neutralisierenden

Antikorpern fiir die Elimination des Virus keine dominierende Rolle spielen.
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6 Zusammenfassung

Zur Bestimmung der Konzentration an neutralisierenden Antikérpern in

Patientenseren wurde ein ELISA-basierter Mikroneutralisationstest etabliert.

Ausgangspunkt dieser Methodenetablierung war ein einem konventioneller
Neutralisationstest, bei dem die Auswertung durch immunzytochemische
Farbung und Auszahlen der infizierten Zellen am Lichtmikroskop erfolgt. Dieses
Verfahren ist sehr zeitaufwendig und das Ergebnis ist in groRem Malie von der
Erfahrung des jeweiligen Untersuchers abhangig. Der in dieser Arbeit
entwickelte Enzym-Immuno-Assay (ELISA)-basierte-Neutralisationstest
ermdglicht eine objektivere Auswertung, da eine automatische Bestimmung der
Extinktion durch den ELISA-Reader erfolgt, und ist mit einem wesentlich

geringeren Zeitaufwand verbunden.

Nach Etablierung des ELISA-basierten Neutralisationstests wurde seine
Anwendbarkeit auf eine aktuelle Fragestellung beispielhaft getestet. Es wurde
gepruft, ob der ELISA-Neutralisationstest simultane Verlaufsuntersuchungen
mehrer Seren erlaubt, ob er exakt genug ist, um Titerveranderungen zu
erfassen und ob die exemplarisch untersuchten Serumverlaufe erste Hinweise
auf humorale Effekte eines adoptiven Immuntransfers oder auf einen
Zusammenhang zwischen Neutralisationskapzitat im Serum und der Klarung
der Infektion ergeben. Hierzu wurde untersucht, ob es nach einem adoptivem T-
Zell-Transfer, der zur Therapie einer HCMV-Infektion nach allogener SZT
durchgefuhrt wurde, zu einer Steigerung der relativen Neutralisationskapazitat
kam, wenn ein zusatzlicher Transfer von CD4+ T-Zellen erfolgte. Ebenso war
interessant, ob eine hohe Neutralisationskapazitat auch mit einem geringeren
DNAamie einhergeht. Diese Fragen wurden funktionell, durch Messung der
Neutralisationskapazitat von Patientenseren im Verlauf, untersucht. Es wurden
beispielhaft die Neutralisationskapazitat der Seren von flnf Patienten getestet,
jeweils zum Zeitpunkt des T-Zell-Transfers und daraufhin einen Monat, zwei
Monate und drei Monate nach Transfer. Bei den hier durchgefuhrten
Untersuchungen konnte kein Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen dem

zusatzlichen Transfer von CD4+ T-Zellen und dem Ausmal} der
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neutralisierenden Immunantwort gefunden werden. Das Serum eines der
hierbei untersuchten Patienten unterschied sich von den ubrigen dadurch, dass
es gegen HCMV-AD169 praktische keine neutralisierende Aktivitat zeigte. Bei
Testung des Serums mit Virus vom HCMV-Towne-Stamm und dem
patienteneigenen  Virus-Isolat konnte allerdings eine sehr hohe
Neutralisationskapazitat nachgewiesen werden. Diese Eigenschaft lasst sich
durch die stammspezifische Neutralisation von HCMV erklaren. Es ist also
unerlafdlich, sowohl, HCMV AD169 als auch HCMV Towne in die Testung der
Neutralisationskapazitat von Patienten einzubeziehen, um falsch negative
Testergebnisse zu vermeiden. Fur die These, dass eine Erhdhung der relativen
Neutralisationskapazitat mit einer besseren Elimination der HCMV-Infektion
einhergeht, gab es in der hier vorliegenden Arbeit keinen Anhaltspunkt. Die
Unfahigkeit zur Beseitigung einer Viramie bei sehr hohen Titern
neutralisierender Antikérper spricht — selbst in einem Einzelfall — gegen einen
bedeutenden Beitrag der humoralen Immunantwort in dieser klinischen

Situation.

Es wurde also ein ELISA-basierter Neutralisationstest entwickelt, der objektiv
und mit relativ geringem Zeitaufwand die simultane Unteruchung mehrer Seren
im Verlauf ermaoglicht. Der Test ist hinreichend exakt um Titerveranderungen zu
erfassen. Die durchgefuhrten Testungen zeigen, dass der ELISA-basierte
Neutralisationstest auf aktuelle Fragestellungen anwendbar ist. Somit steht fur
zukinftige Analysen eine Methode zur Verfigung, um die Bedeutung der

humoralen Immunantwort in grof3eren Kollektiven zu untersuchen.
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