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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Hamatologische Stammzelltransplantation (HSCT)
1.1.1 Historischer Hintergrund

Die Transplantation h&matopoetischer Stammzellen stellt flr viele kongenitale
oder erworbene schwere Stérungen des hamatopoetischen Systems sowie flr
chemosensitive oder radiosensitive Tumore die grundlegende Therapie dar
[Forman S.J. et al., 1998; Goldman J.M. et al., 1998; Lennard A.L. & Jackson
G.H., 2000].

Nachdem erste Versuche einer Knochenmarktransplantation (KMT) an Mausen
und Hunden aufgrund einer AbstoRung oder Graft-versus-Host-Krankheit
(GvHD), eine immunologische Reaktion des transplantierten Markes gegen den
ofremden* Wirt, fehlschlugen, brachte die Entdeckung des humanen
Leukozyten-Antigen-(HLA-)Systems in den 70er Jahren die entscheidende
Wende. 1968 wurde erstmals bei 2 Patienten mit einem angeborenen schweren
kombinierten Immundefekt eine allogene KMT erfolgreich durchgefihrt [Levey
R.H. et al., 1971].

Seither erhielten bis zum Jahr 1987 weltweit mehr als 22.000 Patienten eine
KMT. In den folgenden Jahren wurden die Transplantationen zunehmend mit
aus Blut, in geringerem MalRe auch aus Nabelschnurblut, gewonnenen
Stammzellen (PBSC) durchgefiihrt. Nach der Europaischen Abteilung fur Blut-
und KMT (EBMT) wurden allein 1999 in Europa von insgesamt 21.430 HSCT
18.720 als Ersttransplantationen durchgefihrt (31% allogen, 69% autolog).

Wahrend 1991 mehr als 90% der autologen und samtliche allogene
Transplantationen Verpflanzungen von KM waren, wurden 1999 im autologen
zu 95% und im allogenen Bereich zu 45% (im Jahre 2000 zu 80%)
Blutstammzellen transplantiert [Ottinger H.D., 2000].
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1.1.2 Gewinnung von hamatopoetischen Stammzellen
1121 Knochenmark

KM wird in Allgemeinnarkose durch multiple Aspirationen aus dem Bereich der
Spina iliaca posterior superior entnommen [Thomas E.D. & Storb R., 1970]. Fur
ein sicheres Anwachsen des Transplantats sind 2-5 x 10°® kernhaltige
Knochenmarkzellen/kg Korpergewicht erforderlich, weshalb beim erwachsenen
Spender etwa 1.000 ml mit ca. 1 x 10° MNC und einem Gehalt von ca. 0,5 - 1
% (50 - 100 x 10°%) CD*** Stammzellen gewonnen werden. Falls keine Major-
(Empfangerplasma Isohdmagglutinine gegen Spendererythrozyten) oder Minor-
(Spenderplasma Isohamagglutinine gegen Empfangererythrozyten) Inkompati-
bilitat besteht, erhalt der Empfanger unmittelbar nach der Entnahme die

intravendse Transfusion des Markes.
1.1.2.2 Peripheres Blut

Normalerweise finden sich im KM 10 bis 50mal mehr pluripotente Stammzellen
und Vorlauferzellen als im peripheren Blut [Gerard L. et al., 1992]. Die
Mobilisierung mittels hamatopoetischer Wachstumsfaktoren (z.B. G-CSF) allein
oder in Kombination mit einer Chemotherapie ermdglichte nach anschlieRender
Leukophorese des peripheren Blutes die ausreichende Sammlung von PBSC
[Handgretinger R. et al., 1992; Bensinger W.I. et al., 1993; Caspar C.B. et al.,
1993; Lang P. et al., 1993]. Bei der Apharese eines gesunden Spenders
D34+

konnten ab einem Gehalt von mehr als 10 x 10° C

1 - 8 x 10™ nukleare Zellen gewonnen werden, die etwa 100 - 400 x 10° CD3**

Stammzellen pro pl Blut

Stammzellen enthielten [Bundesarztekammer, 1997; Schumm M. et al., 1999].
Im Vergleich mit der KMT entsprach dies einer 10 bis 20fach hoheren Menge
an gesammelten Zellen [Handgretinger R. et al., 1999]. Hierdurch war die
Mdglichkeit einer In-vitro-Manipulation von Transplantaten sowohl im autologen
als auch im allogenen Bereich gegeben (z.B. Purging oder In-vitro-
Stammzellexpansion) [Schmitz N., 1998; Hebib N.C. et al., 1999].
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Zusatzlich wuchs das Transplantat sicherer und schneller an [Korbling M. et al.,
1995; Bacigalupo A. et al., 1996b; Bensinger W.I. et al., 1996, Ottinger H.D. et
al., 1996; Beelen D.W. et al., 1997; Schmitz N. et al., 2000].

Die etwa 10fach hohere Konzentration an T-Zellen in Blutstammzell-
transplantaten fihrte einerseits beabsichtigt zu einem ausgepréagten
Transplantat-gegen-Leukamie-Effekt (GvL) [Goldman J.M. et al., 1988;
Elmaagacli A.H. et al., 1999], andererseits ergab sich die Gefahr einer erhéhten

Inzidenz der akuten Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (GvHD).

Wahrend die zurzeit grof3te Studie, eine multizentrische Studie der EBMT, bei
gleichbleibender Mortalitat eine erhdhte Inzidenz der akuten GvHD Grad II-1V
(55% vs. 39%) nach PBSCT im Vergleich zur KMT dokumentiert [Schmitz N. et
al., 2000], fanden Studien aus Seattle und Essen keinen Unterschied in der
Inzidenz der akuten GvHD nach der Durchfiihrung beider Methoden [Bensinger
W. et al., 1999; Simpson D.R. et al., 2000]. Alle Studien zeigten jedoch ein
erhohtes auftreten einer chronischer GvHD nach PBSCT (EBMT: 74% versus
53%). Aulerdem fuhrte die schnellere hamatologische Rekonstitution
gelegentlich bei Minor-ABO-Inkompatibilitat zu einer bedrohlichen akuten

Hamolyse.
1.1.2.3 Plazentarestblut

Plazenta- oder Nabelschnurrestblut (PRB) enthalt ca. 1 - 2% (5 - 10 x 10°)
CD*"* Zellen, die sich allerdings durch ihre Unreife und damit héhere expansive
Potenz von den Stammzellen Erwachsener unterscheiden [Kassai M. &
Masauzi N., 1998]. Die relative Immaturitat der Lymphozyten im PRB koénnte
das Risiko und die Schwere der GvHD reduzieren und damit grol3ere HLA-
Unterschiede zwischen Spender und Empfanger erlauben. Dennoch wurden im
Jahre 2000 in Deutschland lediglich 3 Transplantationen mit Nabelschnurblut
durchgefuhrt [Ottinger H.D. et al., 2000].
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1.1.3 Allogene PBSCT / KMT

Die Ubertragung von hamatopoetischen Stammzellen erfolgt vorzugsweise von
einem HLA-identischen Spender (25% der Falle). Steht ein solcher nicht zur
Verfigung, so wird mittels Spenderdatenbanken ein Fremdspender mit major
Histocompatibilitance (MHC) gesucht, das heit mit Ubereinstimmung der
transplantationsrelevanten Antigene HLA-A, -B und -DR. Dabei liegt die
Wahrscheinlichkeit fir einen Kaukasier weltweit innerhalb von 2 - 3 Monaten
einen unverwandten Stammzellspender zu finden bei Uber 80% [Ottinger H. et
al., 1995].

Als letzte Option steht die Transplantation von haploidentischen
Familienspendern [Peters C. et al., 1999]. Hierbei beginstigen grol3ere Mengen
an transplantierten Stammzellen, sogenannte Megadosen, das Anwachsen des
Transplantats und induzieren Toleranz [Rachamin N. et al., 1998; Hand-
gretinger R. et al.,, 2001a]. Die vielfach hohere Anzahl an PBSC mit
entsprechend relativ kurzer Aplasiephase in Kombination mit einer fast totalen
T-Zelldepletion (< 0,05% T-Zellen/kg KG) und Anti-T-Zell-Antikdrpergabe (OKT-
3) schutzen dabei vor der Abstol3ung und einer schweren GvHD. Weiterhin ist
im Vergleich zur PBSCT mit HLA-identischen Fremdspendern eine Immun-
therapie durch T-Zellspende noch zu einem beliebigen spateren Zeitpunkt
moglich. Nachteilig ist eine deutliche langere Immundefizienz nach der
haploidentischen Transplantation bei Erwachsenen aufgrund der nur noch

eingeschrénkt vorhandenen Thymusfunktion [Handgretinger R. et al., 2001b].

114 Konditionierung

Bei der allogenen und autologen SCT umfasst die Konditionierungstherapie
eine hochdosierte Radiochemotherapie oder eine kombinierte Chemotherapie,
die bei bo6sartigen Erkrankungen eine zytotoxische Wirkung auf die

Grundkrankheit erzielen soll.
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Die Transplantation allogener Stammzellen erfordert zusatzlich eine starke
immunablative Komponente, um eine Transplantatabstof3ung zu verhindern
[Santos G.W. et al., 1983; Clift R.A. et al., 1990]. Wéahrend bei der autologen
SCT zur Steigerung der antineoplastischen Wirkung eine intensivierte
Konditionierungstherapie angestrebt wird, werden bei allogenen SCT
zunehmend Konditionierungstherapien mit reduzierter Intensitdt eingesetzt.
Letzteres stitzt sich auf die GvL-Reaktion, welche durch eine verkirzte
Durchfihrung der GvHD-Prophylaxe oder Donorlymphozytengabe induziert

werden soll.

Toxische Komplikationen der Konditionierungstherapie sind ein organbe-
zogenes oder generalisiertes ,Capillary-leak-Syndrom*, vermehrte Infektionen,
Mukositis, hepatische Venenverschlusskrankheit, hamorrhagische Zystitiden,
Schadigungen von Herz, Nieren und Lunge. Die Spéttoxizitat zeigt sich in einer
Ovarialinsuffizienz [Kolb H.J. & Bender-Gotze C., 1990], Wachstumsstérungen
[Sanders J.E. et al, 1989], Katarakte [Thomas O. et al., 2001] und
Sekundarmalignome (die Inzidenz von soliden Tumoren ist um den Faktor 8,3

hoher als in der Normalbevolkerung [Socie G. et al., 1999]).
1.15 Komplikationen der allogenen SCT

Aufgrund eines Mismatches der minor Histocompatibility Antigene (mHC)
[Elkins W.L. et al., 1987; Goulmy E., 1997; Dickinson A.M. et al., 2002] kann
sich auch bei dem Transfer alloreaktiver HLA-identischer immunkompetenter T-
Lymphozyten eines Spenders eine akute (innerhalb der ersten 100 Tage nach
SCT; eingeteilt in vier Schweregrade [Przepiorka D. et al., 1995]) oder
chronische (ab dem 3. Monat nach SCT) GvHD entwickeln. Dabei sind in erster
Linie Haut, Leber und Gastrointestinaltrakt betroffen [Elkins W.L. et al., 1987].
Als Prophylaxe dient sowohl die sechsmonatige Gabe von Cyclosporin A
(Serumspiegel 150 - 250 pg/ml) und Methotrexat (15 mg/m? d+1 und 10 mg/m?
am d+3, +6 und +11) als auch eine in vitro T-Zelldepletierung des

Transplantats.
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Zudem halten die Defekte im zellularen und humoralen Immunsystem nach
einer hSCT Uber ein Jahr lang an [Maury S. et al., 2001; Storek J. et al., 2001].
Diese anhaltende mangelhafte Immunsystemfunktion fihrt zu einem
ansteigenden Risiko an Infektionen [Storek J. et al., 1997], Rezidiven der
Grunderkrankung [Maraninchi D. et al., 1987] oder einer Entwicklung von
Sekundartumoren [Curtis R.E. et al., 1997].

In dieser Arbeit soll auf die Infektionen durch humane Zytomegalieviren néher

eingegangen werden.

1.2 Das humane Zytomegalievirus

1.2.1 Historischer Hintergrund

Das humane Zytomegalievirus (hCMV), auch als humanes Herpesvirus 5 (hHV
5) bezeichnet, gehdrt zusammen mit dem Muromegalovirus (mCMV) und den
Roseoloviren (hHV 6, hHV 7) zur Familie der Herpesviridae, Subfamilie
Betaherpesvirinae. Der Name leitet sich von der Eigenschaft ab, zur
VergréRerung der infizierten Zelle zu fihren und charakteristische
Einschlusskorperchen zu bilden. Dieser anatomisch-pathologische Effekt wurde
1881 erstmals von Ribbert als ,Protozoen-artige Gebilde* in Nierenepithelzellen
von an Syphilis erkrankten Totgeburten entdeckt und 23 Jahre spéter
beschrieben [Ribbert H. 1904]. Goodpasture und Talbert vermuteten 1921 eine
virale Infektion [Goodpasture E.W. & Talbot F.B., 1921], die der von Tyzzer
beschriebenen Hautlasionen durch Varizella-Zoster-Viren vergleichbar ware
[Tyzzer E.E., 1906]. 1950 wurde von Wyatt aufgrund der Morphologie flr diese
Form der kongenitalen letalen Infektion die Bezeichnung ,Cytomegale
Einschlusserkrankung” (CID) vorgeschlagen [Wyatt J.P. et al., 1950]. Die
Isolierung des Virus gelang in den Jahren 1956/57 unabhangig in drei
Laboratorien: Smith isolierte in St. Louis von der Glandula submandibularis
eines 7 Monate alten Kindes mit Nebennierenrinden-Karzinom sowie der Niere

eines ein Monat alten Kindes mit generalisierter CID zwei ,,AD“-Virusstamme
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[Smith M.G., 1956]. Gleichzeitig gelangen es Rowe et al. in Bethesda zuféllig
mittels  Adenoidkulturen tonsillektomierter Kinder drei hCMV-Stamme
anzuzuchten, darunter der noch heute verwendete Laborstamm AD-169 [Rowe
W.P. et al., 1956]. Weller et al. isolierten das Virus von drei Patienten mit CID
[Weller T.H. et al., 1957] und bezeichneten es als ,Cytomegalovirus® [Weller
T.H. et al., 1960].

1.2.2 Morphologie und Genomorganisation

Das hCMV enthélt als Genom eine doppelstréangige lineare DNA mit einer
GroRRe von ca. 230.000 Basenpaaren, umschlossen von einem ikosaedrischen
Kapsid (100-110 nm Durchmesser, 162 Kapsomeren). Den aul3eren Abschnitt
bildet die Virushtlle, die aus einer von der Zelle stammenden Lipid-
Doppelschicht und mindestens acht eingelagerten Virussubtypspezifischen
Glykoproteinen besteht. Zwischen Kapsid und Virushulle befindet sich eine als
Matrix oder Tegument bezeichnete Proteinschicht, die den Replikationszyklus
reguliert. Je nach Wirtszelle hat das Virion einen Durchmesser von etwa 120 bis
300 nm.

Das Genom des Laborstammes AD-169 ist vollstdndig sequenziert (229.354
bp) und enthalt 208 offene Leserahmen (ORF) [Weston K. & Barrel B.G. 1986;
Chee M.S. et al. 1990; Mocarski E.S. 1993].

Es setzt sich aus einem 175 kb langen (unique long = UL) und einem 38 kb
kurzen (unique short = US) Segment zusammen und bildet vier &quimolare
Genomisomere. Diese entstehen Uber terminale (TR) und invertierte repeats
(IR), welche wahrend der Replikation durch Spaltung und homologe
Rekombination an der internen a-Sequenz die Inversion der UL- oder der US-
Region ermdglichen. Dabei kann die a-Sequenz sowohl an den Genomtermini

als auch in der Junktion amplifiziert werden.



Einleitung 8

U|_ US

a, |G b |ay| ¢ c |a,

TR, IR.  IRs TRs

Abb.1:  Schema des hCMV-Genoms : 5-a a.b-U.-b'a’nc’-Us-casas-3'. Das Genom besteht aus einem langen (L) und

ﬁ:?ezar?erlil?xg:tigsrzeﬁegerr‘;eer;tt.sJ(?S;au%qeubee r(‘U) Sequenz ist von terminalen repetitiven (TR) Sequenzen sowie
Die offenen Leserahmen (26% seines Genoms) sind innerhalb jeder Region
fortlaufend nummeriert, vorangestellt wird der Zusatz p fir Protein, gp fur
Glykoprotein und pp fur Phosphoprotein. Sie kodieren bei AD-169 fir 208
Proteine. Davon sind 189 einmalig vorhanden, wéhrend 7 Proteine in den
Repeatregionen in zwei Kopien vorliegen. Im Vergleich zum Laborstamm AD-
169 enthalten klinische hCMV-Isolate, trotz unveranderter GenomgréRe (230
bis 235 kbp), 22 zusatzliche offene Leserahmen (UL133 - 154) die fur 225 Gene
kodieren [Cha T.A. et al.,, 1996]. Auch bei den Laborstammen Toledo (+19
ORF) und Towne (+4 ORF) sprechen zusétzliche offene Leserahmen flir einen

Genverlust durch Deletion und Neuanordnung der U /b’-Region wahrend der

Laborpassage.
1.2.3 HCMV mimicry versus NK-Zell vermittelter Zyt  otoxizitat
1.23.1 Immune-Escape-Mechanismen

1.23.1.1 MHC-Klasse-1-Molekll-Komplex (HLA-ABC)

Sind Korperzellen von Viren befallen, die den zelleigenen Proteinbiosynthese-
apparat in ihren Dienst stellen, werden korperfremde, virale Peptidfragmente
prasentiert, die eine Identifikation und Eliminierung derartiger Zellen durch das
Immunsystem moglich machen. So werden vom hCMV-Genom kodierte
Proteine in Proteasomen fragmentiert, mittels TAP-1/TAP-2-Transportkomplex
(transporter associated with antigen processing) in das Lumen des
endoplasmatischen Retikulums (ER) geschleust, von den dort synthetisierten

MHC-Klasse-1-Proteinen gebunden und mit ihnen durch das trans-Golgi-
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Netzwerk an die Zelloberflache transportiert. Die Erkennung des Komplexes
durch spezifische zytotoxische CD®*" T-Lymphozyten (CTL) fuhrt dann zur
Zerstorung der Wirtszelle Gber Fas- oder Perforinabhé&ngige Mechanismen. Das
hCMV hat einige Mechanismen entwickelt, dieser Erkennung des Immun-

systems zu entgehen:

= Das Tegumentprotein ppUL83 (pp65) phosphoryliert das im
Replikationszyklus zum ,immediate-early’ (IE) Zeitpunkt exprimierte Gen
UL122 zu pUL122 und verhindert damit dessen Verdauung im
Proteasom [Gilbert M.J. et al., 1996].

» pUS3 halt drei bis sechs Stunden nach dem Infektionszeitpunkt
zusammengesetzte MHC-Klasse-1-Molekile im ER zurtck und
verhindert somit den Transport zur Zelloberflache [Ahn K. et al., 1996;
Jones T.R. et al., 1996].

= pUS2 und pUS1l verdrangen 24 - 48 Stunden nach der Infektion
entstehende HLA-A- und HLA-B-Molekile vom ER zurick in das
Zytosol. Dort werden die schweren Ketten deglykosyliert und durch
Proteasomen schnell proteolytisch abgebaut [Jones T.R. & Muuzithras
V.P., 1991; Wiertz E.J.H.J. et al., 1996a,b].

= pUSG6 blockiert zu einer spateren Phase des hCMV-Replikationszyklus
den TAP-Transporter und verhindert dadurch den Zusammenbau der
Peptide, welche vom MHC-Klasse-1-Komplex aufgenommen werden
sollten [Ahn K. et al., 1997; Hengel H. et al., 1997; Lehner P.J. et al.,
1997; Hewitt E.W. et al., 2001].

Fur die Herunterregulierung der MHC-Klasse-1-Molekile [Barnes P.D. &
Grundy J.E., 1992; Del Val M. et al.,, 1992; Beersma M.F.C. et al., 1993;
Yamashita Y. et al., 1993; Fruh K. et al.,, 1997] ist hauptséchlich die im
Replikationszyklus ,early’ (E) exprimierte Genregion US2-11 verantwortlich
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[Falk C.S. et al.,, 2002]. Sie ermobglicht die hCMV-Replikation ohne Stbrung
durch hCMV spezifische CTL. Zellen ohne individualspezifische MHC-
Identifikation (Tumorzellen, virusinfizierte Zellen) kdonnen jedoch von einer
Lymphozytenpopulation erkannt werden, welche sich basal im Zustand der
Aktivierung befindet und durch fehlende inhibitorische MHC-Klasse-1-
Rezeptoren (KIR = Killer cell Inhibitory Receptors’) aktiviert werden: NK-Zellen
(,Missing self-Hypothese’ [Karre K., 1985]).

Um sich gegen diese Killerzellvermittelte Zytotoxizitat zu schitzen, kodiert das
hCMV fur das MHC-Klasse-1-Homolog gp UL18 . Dieses bindet wirtseigenes [3,-
Mikroglobulin [Beck S. & Barrell B.G., 1988; Browne H. et al.,, 1990] und
prasentiert endogene Peptide [Fahnestock M.L. et al., 1995]. Uber die Bindung
an CD94/NKG2A [Reyburn H.T. et al., 1997] oder LIR-1 [Cosman D. et al.,
1997] soll dadurch eine Resistenz gegenuber eine NK-Zell-vermittelte Lyse
entstehen. Das gpl44 ist ebenfalls ein [,-Mikroglobulin assoziiertes MHC-
Klasse-1-Homologon [Farrell H.E. et al., 1997; Reyburn H.T. et al., 1997].

1.23.1.2 HLA-E

Das nicht-klassische MHC-Klasse-1(b)-Molekil HLA-E, welches im Unterschied
zu den klassischen MHC-Komplexen keinen Tc-Zell-Liganden darstellt, bindet
polymorphe Signalpeptide der schweren HLA-ABC-Molekulkette und préasentiert
sie den KIRs CD94-NKG2A (CD'™*") und CD94-NKG2C [Braud V.M. et al.,
1998; Lee N. et al., 1998; Brooks A.G. et al., 1999; Vales-Gomez M. et al.,
1999]. Dieser Mechanismus signalisiert NK-Zellen eine intakte HLA-
Maschinerie. Um eine gesunde Zelle zu imitieren, enthalt das Leitsegment der
hCMV Genomregion UL40 ein vom TAP-Transporter unabhéngiges Peptid mit
neun Aminosduren, welches dem des menschlichen MHC-Klasse-1-Proteins
gleicht [Tomasec P. et al., 2000]. Eine Uberexpression an UL40 induziert die
Hochregulierung des HLA-E auf der Oberflache infizierter Zellen und schitzt sie
damit vor einem NK-Zell-Angriff [Tomasec P. et al., 2000; Ulbrecht M. et al.,
2000; Wang E.C. et al., 2002].
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1.23.1.3 HLA-G

HLA-G, ein weiteres nicht klassisches MHC-Klasse-1(b)-Molekil, wird auf eine
bisher unbekannte Weise vom hCMV auf infizierten Zelloberflachen hoch-
reguliert und dient Uber die Bindung an KIR2DL4/p49 als inhibitorischer NK-
Zell-Ligand [Ponte M. et al., 1999; Rajagopalan S. & Long E.O., 1999; Onno M.
et al., 2000; Pazmany L. et al., 2000].

12314 NKG2D-Liganden

Das ,early’ replizierte hCMV Glycoprotein UL16 bindet eine neu entdeckte
Familie MHC-Klasse-1-verwandter Zelloberflachenproteine: ULBPs (UL16-
binding proteins) [Cosman D. et al., 2001]. Sie werden im Gegensatz zu den
klassischen MHC-Klasse-1-Molekilen Uber Glykosylphosphatidylinositol (GPI)
an der Zellmembran verankert, haben keine az-Domé&ne und sind nicht mit 3,-

Mikroglobulin assoziiert [Cosman D. et al., 2001].

Losliche, rekombinante Formen von ULBP 1, 2 und 3 [Steinle A. et al., 2001;
Sutherland C.L. et al., 2002] binden NK-Zellen tber den heterodimeren NKG2D
(C-Typ-Lektin) / DAP10-Komplex [Bauer S. et al., 1999; Diefenbach A. et al.,
2000]. Sie steigern die NK-Zellvermittelte Zytotoxizitat gegeniiber Tumorzellen,
die Produktion von Zytokinen (IFN-y, GM-CSF, TNF-a, TNF-B) sowie die
Freisetzung der Chemokine Makrophagen-Inflammatorisches-Protein (MIP)-1a,

MIP-1f3 und 1-309 [Cosman D. et al., 2001; Kubin M. et al., 2001].

MICA und MICB (MHC-class-1-related chains A/B) sind weitere NKG2D
Liganden. Die Expression dieser hochpolymorphen Glykoproteine [Bahram S.,
2000] ist in vivo auf epitheliale Tumore und infizierte Zellen beschrankt [Groh V.
et al., 1996 & 1999; Tieng V. et al.,, 2002]. Daher betrachtet man sie als
Gefahrensignale bei Zellstress [Groh V. et al., 1996 & 1998]. Im Gegensatz zu
klassischen MHC-Klasse-1-Molekilen assoziieren MIC-Proteine nicht mit 3,-
Mikroglobulin oder Antigenpeptiden [Groh V., 1996].
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Obwohl der NKG2D-Rezeptor und das gpUL16 keine grundlegend strukturellen
Ahnlichkeiten aufweisen, halt das UL16 kodierte Glykoprotein in vitro lediglich
ULBP 1, ULBP 2 und MICB, nicht jedoch ULPB 3 und MICA [Cosman D. et al.,
2001; Welte S.A. et al., 2003], im ER zuriick und blockiert so die NKG2D-
vermittelte NK-Zell-Effektor-Funktion. Diese Selektivitat konnte eine N-terminale
Glykosilierung an der Position 8 im Zentrum der B-Faltblattstruktur [Li P. et al.,
1999] erklaren, die nur ULBP 1, 2 und MICB aufweisen.

1.2.3.2 Immune-Recognize-Mechanismen

1.2.3.2.1 Adhasionsmolekile

Viren konnen auch direkt Gber die virale Infektion der Wirtszelle oder indirekt
Uber Zytokine die Expression zellularer Adhéasionsmolekile beeinflussen. So
konnte eine zunehmende Expression an LFA-3 (Lymphocyte Function-
Associated antigen-3, CD*®*) zum early bzw. immediate early Zeitpunkt des
Replikationszyklus bei hCMV-infizierten Zellen nachgewiesen werden [Grundy
J.E. & Downes K.L., 1993; Craigen J.L. & Grundy J.E., 1996]. Uber Bindung an
CD* wird die Zelle damit empfindlich fir die NK-Zell-Lyse [Lanier L.L. et al.,
1997; Fletcher J.M. et al., 1998].

In vitro Studien konnten zeigen, dass monoklonale Antikdrper gegen den LFA-
1/CcDM*"-Liganden CD*>** (intercellular adhesion molecule, ICAM-1) die NK-
Zellvermittelte Lyse hCMV-infizierter Fibroblasten blockieren [Leong C.C. et al.,
1998]. Die gesteigerte Expression an ICAM-1 nach einer hCMV-Infektion
[Grundy J.E. & Downes K.L., 1993; Craigen J.L. & Grundy J.E., 1996], sowie
der Integrinligand LFA-1 [Schmidt R.E. et al., 1985; Timonen T. et al., 1988]
scheinen damit eine wichtige Funktion in der NK-Zellvermittelten Immunantwort
zu Ubernehmen. Denkbar wére, dass virusinfizierte Zellen Zytokine (TNF-q,
Lymphotoxin-a, Lymphotoxin-f, IFN-a, IFN-B) freisetzen und dadurch die

beobachtete Hochregulation der Adhasionsmolekiile bewirken.
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1.24 Epidemiologie

Die Pravalenz spezifischer Antikdrper gegen das ubiquitar vorkommende hCMV
weist eine grofRe Variationsbreite in Abhangigkeit vom sozio6konomischen
Status und der Haufigkeit intimer Kontakte auf [Krech U., 1973]. Wahrend in
den Industriestaaten die Durchseuchungsraten zwischen 40 - 70 % liegen,
erreicht die Seropravalenz im Erwachsenenalter in vielen Teilen von Afrika,
Sudamerika und Japan nahezu 100 % [Lamberson H.V. & Dock N.L., 1992].

Als natirliche Ubertragungswege kommen Schmierinfektion, Sexualkontakt und
Stillen in Frage. Dementsprechend treten zwei Phasen der Durchseuchung auf:
Ein erster Gipfel wird in der frihen Kindheit bis zum 5. - 6. Lebensjahr erreicht
(Ubertragung: kongenital [Stagno S. et al., 1986; Demmler G.J., 1991; Yow
M.D. & Demmler G.J., 1992], durch Muttermilch [Minamishima |. et al., 1994]
oder Uber Kindertagesstéatten & Schulen [Onorato I.M. et al., 1985; Grillner L. &
Strangert K., 1986]), ein zweiter geringerer Gipfel tritt im jungen
Erwachsenenalter (16 - 30 Jahre) auf [Handsfield H.H. et al., 1985; Mocarski
E.S. Jr., 1994]. Zusatzlich sind aufgrund von Bluttransfusionen,
Transplantationen oder Samenspenden iatrogene hCMV-Ubertragungen
moglich. Das hCMV stellt die haufigste infektiose Komplikation nach einer
allogenen SCT dar [Meyers J.D. et al., 1986].

1.25 Klinik und Pathogenese

Die Priméarinfektion verlauft nach einer Inkubationszeit von 4 - 8 Wochen beim
Immungesunden meist asymptomatisch. In seltenen Fallen treten tUber 2 - 3
Wochen andauerndes Fieber, Myalgie, zervikale Lymphadenopathie und eine
milde Hepatitis auf. Klinisch sind die Symptome nicht von einer Ebstein-Barr-
Virus assoziierten Mononukleose zu unterscheiden [Klemola E. & Kaariainen L.,
1965]. Seltene Komplikationen sind Pneumonien, Myokarditis, aseptische
Meningitis und immunologische Veradnderungen. Nach einer h&matogenen

Ausbreitungsphase  (Viramie) folgt die Virusreplikation dberwiegend
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zellgebunden in duktalen Epithelien der Speicheldrisen, jedoch auch in

Nierenepithelzellen und Genitalorganen [Petz L.D. & Swisher S.N., 1996].

Mit 1% Infektiositatsrate zahlen Erkrankungen durch das hCMV zu den
haufigsten kongenital erworbenen Virusinfektion [Stagno S. 1999]. In den USA
betragt die Inzidenz ungefahr 0,2 - 2,2 % aller Lebendgeburten [Onorato |.M. et
al., 1985; Stagno S. et al., 1986]. Kongenitale Infektionen resultieren zumeist
aus einer primaren Infektion der Mutter, was in 35 - 50 % der Falle zur
Transmission des Virus auf den Foéten fuhrt [Griffiths P.D. & Baboonian C.,
1984]. Bei 8 - 10 % der Sauglinge resultiert daraus eine klinisch manifeste
hCMV-Erkrankung mit Petechien, Ikterus, Hepatosplenomegalie, Chorioretinitis
und zum Teil bleibenden neurologischen Stérungen, an deren Folgen etwa 11 -
20 % der Erkrankten versterben [Broppana S.B. et al., 1992].

Charakteristisch fur Herpesviren ist die Latenz, die zur lebenslangen Persistenz
des Virus im Organismus fuhrt. Als zellulare Latenzreservoire werden in erster
Linie CD** hamatopoetische Progenitorzellen und CD**/CD*** Monozyten im
peripheren Blut diskutiert [Tayler-Wiedman J. et al., 1991; Movassagh M. et al.,
1996; Zhuravskaya T. et al., 1997; Larsson S. et al., 1998].

Unter den Empfangern von allogenen Stammzelltransplantaten ist die Inzidenz
an hCMV-Infektionen hoch (36 % bei seronegativen Patienten; 69 % bei sero-
positiven Patienten). Bei 15 % tritt eine hCMV-Pneumonie mit einer Todesfall-
rate von 15 % auf [Meyers J.D. et al., 1986]. Bowden et al. erzielten eine
Reduktion posttransplantierter hCMV-Infektionen von 8/25 (33 %) nach Erhalt
ungescreenter Blutprodukte auf 1/32 (3,1 %) bei Gabe von hCMV-seronegativ
gescreenten Blutprodukten [Bowden R.A. et al., 1986]. Dieser Nutzen hCMV
seronegativer Blutprodukte konnte in weiteren Studien bestéatigt werden
[Mackinson S. et al., 1988], gilt jedoch nicht fir seropositve SC-Empfanger bzw.
Spender. Ohne Ganciclovirprophylaxe oder prdemptiver Therapie wirden 20 -
30 % der Patienten nach allogener SCT eine hCMV-Endorganerkrankung
entwickeln [Boekh M. & Ljungman P., 1998].
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1.2.6 HCMV nach SCT

Interessanterweise verursacht das hCMV in verschiedenen Patientengruppen
unterschiedliche klinische Erscheinungsbilder [Ljungman P. et al., 1990;
Wingard J.R., 1993; Britt W.J. & Alford C.A., 1996]. Wahrend AIDS-Patienten
eine hCMV-Retinitis und gastrointestinale Erkrankungen aufweisen, manifestiert
sich die Virusinfektion bei Patienten nach SCT eher mit Fieberspitzen,
Leukopenie, Hepatitis, interstitielle Pneumonie und beeintrachtigter

Empfangerfunktion.
Fieber Intersitielle Pneumonie
Atypische Lymphozytose Hepatitis
Leukopenie Disseminierte Infektion
Myalgie Retinitis
Arthralgie Gastrointestinale Hamorrhagien und
Ulzerationen

Tab.1l: Darstellung der wichtigsten klinischen Zeichen einer symptomatischen hCMV-Infektion bei Transplantat-
empfangern.

1.2.7 Reaktivierung des latenten HCMV

Latenz ist definiert Gber die Unfahigkeit infektioses Virus zu entdecken, trotz der
Prasenz viraler DNA. Urséchlich hierfir ist vermutlich eine fehlende
Virusproduktion oder eine Blockade der Virusausbreitung durch das
Immunsystem. Dabei wirde im ersten Fall eine Reaktivierung durch eine
Anderung im Transkriptionsprogramm verursacht werden, z.B. durch die
Produktion von TNF-a und NFkB nach allogener SCT, wéhrend nach der
zweiten Theorie ein Versagen des Immunsystems die latente Phase beenden
wirde [Kurz S. et al., 1997]. Dabei konnten Tierexperimente nachweisen, dass
eine hCMV-Reaktivierung allein durch immunsuppressive Therapien (Ganz-
korperbestrahlung, Depletion von T-Zellen oder T-Zelluntergruppen (z.B. durch
die Gabe von OKT-3), Verwendung zytotoxischer Medikamente wie

Cyclophosphamid und Azathioprin) ausgelést wird [Mayo D.R. et al., 1977;
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Mayo D. et al., 1978; Bevan |.S. et al., 1996; Fishman J.A. & Rubin R.H., 1998;
Polic B. et al., 1998].

Andererseits spielt auch eine allogene Stimulation durch bisher unbekannte
Mechanismen [Dowling J.N. et al., 1977; Soderberg-Naucler C. et al., 1977,
Schmader K.E. et al., 1992], sowie die Stimulation durch die Zytokine TNF-q,
IFN-y und zu einem geringeren Grad GCSF und IL-4 [Docke W.D. et al., 1994;
Fietze E. et al.,, 1994; Hahn G. et al.,, 1998; Prosch S. et al.,, 1998] eine
entscheidende Rolle bei der Reaktivierung des hCMV. So wird zum Beispiel
durch die Bindung von TNF-a an den TNF-a Rezeptor 1 (p55) eine Signaltrans-
duktionskaskade zur Aktivierung des eukaryotischen Transkriptionsfaktors
NFkB induziert. Das im Zellkern lokalisierte aktivierte NFKB bindet im IE 1/2-
Enhancer an ein Motiv mit Wiederholungsfolgen aus 18 bp und steigert die
Transkriptionsaktivitat des IE 1/2-Promoters [Prosch S. et al., 1995 & 1998].
Somit konnten therapeutisch Proteasomeninhibitoren die hCMV-Replikation

wéahrend einer sehr friihen Phase der Virusreplikation blockieren.

1.2.8 HCMV-Therapie

Bisher wurden aufgrund der hohen Morbiditat und Mortalitdt einer hCMV-
Erkrankung bei immundefizienten Patienten viele verschiedene Chemo-
therapeutika, u.a. Leukozyten-Interferon, Viderabin, lododeoxyuridin, Fluoro-
deoxyuridin, Cytosin-Arabinosid und Adenin-Arabinosid erprobt. Sie zeigten
jedoch nur einen geringen klinischen Nutzen und / oder eine hohe Toxizitat
[Plotkin S.A. et al., 1981; Ho M., 1982; Meyers J.D. et al., 1983; Alfred C.A.,
1984; Chou S. et al., 1984].

Die Nukleobasenanaloga Ganciclovir (GCV) und Cidofovir (CDV), sowie der
nichtnukleotidische Inhibitor Foscarnat (PFA) zeigen alle eine spezifische
Wirkung gegen das hCMV. Das 2’-Desoxyguanosinanalogon Aciclovir (ACV,
Zovirax") (9- (2-hydroxyethoxy-methyl) guanine) ist zwar besser vertraglich,

aber schlechter wirksam gegen das hCMV: in vitro ca. um den Faktor 25 bis
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100 [Wade J.C. et al.,, 1982; Balfour H.H. Jr. et al., 1989; Balfour H.H. Jr.,
1990].

1.2.8.1 Ganciclovir

1.2.8.1.1 Wirkmechanismus

GCV (Cymeven®), 2-Amino-9- [2-hydroxy-1 (hydroxymethyl) ethoxymethyl] 9H-
purin-6 (1H) -on, ist ein 2’-Desoxyguanosinanalogon, welches seine antivirale
Aktivitat erst durch die Phosphorylierung zum aktiven GCV-Triphosphat (GCV-
TP) erhalt. Sowohl durch zellulare Kinasen als auch Uber die virale
Thymidinkinase, ein intrazellulares early-late exprimiertes UL97 Genprodukt
[Michel D. et al., 1996], erflogt die Phosphorylierung zum Monophosphat (GCV-
MP) [Littler E. et al.,, 1992; Sullivan V. et al., 1992]. Durch zelleigene
Nucleotidylphosphotransferasen wird GCV-MP anschlie3end in das GCV-TP
umgewandelt. Im Gegensatz zu Aciclovir wird GCV somit auch in den nicht-
infizierten Zellen, insbesondere in Knochenmarkzellen, maRiig phosphoryliert
und blockiert bei der Gabe hoéherer Konzentrationen als Triphosphat die
menschliche DNA-Polymerase a [Estes J.E. & Huang E.S., 1977].

GCV-TP verdrangt schlie3lich dGTP kompetitiv von der DNA-Polymerase und
wird stattdessen unter Abspaltung von Diphosphat in die virale DNA eingebaut.
Durch das Fehlen des Kohlenstoffs in der 2’-Stellung im GCV-Molekiil ist nach
Einbau des GCV in die DNA aufgrund thermodynamischer Instabilitat die fur die
Kettenverlangerung notwendige 3'-5’-Verknipfung nicht mehr mdglich, sodass
es zum Kettenabbruch kommt. Der therapeutische Nutzen von GCV beruht auf:

» Eine hCMV-Infektion stimuliert den Stoffwechsel der virusproduzierenden
Zellen, womit im Vergleich zu nichtinfizierten Zellen eine etwa 10fach
starkere Phosphorylierung resultiert [Biron K.K. et al., 1985].
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» Hemmwirkung auf die hCMV-DNA-Polymerase schon bei niedrigen
Konzentrationen, wahrend die menschliche Polymerase erst mit héheren

Dosierungen gehemmt wird.

» Ganciclovir wird langsamer von unspezifischen intrazellularen

Phosphatasen abgebaut als Aciclovir.

1.28.1.2 Indikation und Dosierung

Antivirale Strategie Definition GCV-Dosierung

Anti-hCMV-Therapie bei allen
Prophylaxe allogenen HSCT-Empféangern Prophylaxe
wahrend der Zeit des

Engraftments

Anti-hCMV-Therapie bei
Modifizierte Prophylaxe - Hochrisikopatienten 5 mg/kg i.v. bid oder orale
Risiokoadaptiert (Steroidgabe bei GVHD, T- Gabe (1.000 mg 3x/d)
Zelldepletion)

Anti-hCMV-Therpie bei 5 mg/kg i.v. bid far 1-2
_ o ) positiver hCMV-PCR Wochen, nachfolgend 5
Préaemptiv - Risikobasierend .
(nachgewiesene hCMV mg/kg/d 5-6 Tage/Woche flr
Reaktivierung im Blut) 2-5 Wochen
Gastroenterologische 10 mg/kg/d i.v. 3 Wochen
) Symptome, neurologische bei Retinitis: anschlie3ende
Therapie _ N _
Symptome, interstitielle Erhaltungstherapie 5 mg/kg/d
Pneumonie, Retinitis i.v. oder 1.000 mg 3x/d p.o.

Tab.2:  Gebrauch von Ganciclovir zur Verhiitung einer hCMV-Erkrankungen nach hdmatologischer SCT.
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1.2.8.1.3 Arzneimittelnebenwirkung

Durch die geringe Selektivitatt werden auch nichtinfizierte, schnell
proliferierende Gewebe geschadigt. Die daraus resultierende Myelotoxizitat mit
vorwiegend Neutro-, seltener Thrombopenie und bei langfristiger Verabreichung
auch Anamie bei 30 % der Transplantatempfanger schrankt die prophylaktische
Gabe nach PBSCT vor Eintreten des Engraftments ein [Boeckh M. et al., 1996;
Salzberger B. et al.,, 1997]. In dieser Phase wird auf PFA ausgewichen, um
einer hCMV-induzierten Myelosuppression [Tsinontides A.C. & Bechtel T.P.,
1996] und / oder einer hCMV-Erkrankung entgegenzuwirken. Aul3erdem scheint
GCV die spezifische CD®" T-Zell-Antwort auf das hCMV zu verzégern [Li C.R.
et al., 1994]. Li et al. erklaren dies Uber eine direkte Wirkung des GCV auf die
T-Zell-Proliferation oder indirekt Uber den EinfluR des GCV auf die effektive
hCMV-Replikation.

1.28.1.4 Ganciclovirresistenz durch Mutation in der UL97-Reg ion

Langere Anwendung von GCV, eine hohe Viruslast bei suboptimalen
Konzentrationen antiviraler Therapie und eine schwere Immunsuppression
pradisponieren zur Entstehung resistenter Virusstdmme [Emery V.C. & Griths
P.D., 2000; Limaye A.P. et al., 2000].

Sowohl Mutationen im UL97-Gen als auch im UL54-Gen kdnnen eine GCV-
Resistenz verursachen, wenngleich UL97-Mutationen weitaus haufiger als
Ursache einer GCV-Resistenz genannt werden (>90 %) (siehe Abb.2). Bisher
wurden lediglich 7 Félle einer GCV-Resistenz nach padiatrischer SCT publiziert
[Wolf D.G. et al., 1998; Prix L. et al., 1999; Eckle T., 1999 & 2002].
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Abb.2:  Metabolismus von GCV in hCMV-infizierten Zellen. Das UL97-Genprodukt monophosphoryliert GCV. Das
GCV-Triphosphat hemmt die hCMV-kodierte DNA-Polymerase und fiihrt zum Kettenabbruch. UL97-
Mutationen kdnnen die Einflhrung der Phosphorsaurereste verhindern und verleihen GCV-Resistenz.
Mutationen in der viralen Polymerase verhindern entweder die Bindung von Triphosphatanaloga oder die
Ankniipfung des Pyrophosphatanalogon PFA.

Infizierte Zelle

1.2.8.2 Foscarnet

1.2.8.2.1 Wirkmechanismus

PFA (Foscavir®), Trinatriumphosphonoformiat, hemmt reversibel und nicht-
kompetitiv virale DNA-Polymerasen und teilweise reverse Transkriptasen,
indem es mit der Bindungsstelle fur Pyrophosphat (PB) interferiert [Huang E.S.,
1975; Eriksson B. et al., 1982]. Zuséatzlich ist PFA gegen andere Viren der
Herpesgruppe und gegen HIV aktiv, wird jedoch wegen schwerer Arzneimittel-
nebenwirkungen nicht zugelassen. Die menschliche DNA-Polymerase a ist
etwa um den Faktor 100 unempfindlicher als die Polymerasen der genannten

Viren.
1.28.2.2 Indikation und Dosierung
PFA kann zur prdemptiven Therapie mit 60 mg / kg i.v. bid als GCV-Ersatz

verwendet werden [Ljungman P. et al, 1996]. Als Alternativpraparat bei
klinischen Anzeichen einer GCV-Resistenz [Jacobson M.A., 1991b] oder
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starken myelotoxischen UAW von GCV sollte es jedoch eher als Reserve-
praparat zurtickgehalten werden. Alternativ kann auch GCV und PFA

alternierend verabreicht werden [Bacigalupo A. et al., 1996a].
1.2.8.2.3 Arzneimittelnebenwirkung

Wie GCV wird auch PFA nahezu vollstdndig unveréandert glomerular und tubular
eliminiert. Dabei muss bei PFA aufgrund seiner Nephrotoxizitat [Walmsley S.L.
et al., 1988; Jacobson M.A. et al., 1988 & 1989; Aschan J. et al., 1992; Reusser
P. et al., 1992; Bacigalupo A. et al., 1994] auf eine ausreichende Hydrierung
geachtet werden [Deray G. et al.,, 1990a&b]. Weiterhin treten Elektrolyt-
entgleisungen, vor allem eine transiente Hypokalzamie bei unveradndertem
Gesamtserumkalziumspiegeln, auf [Youle M.S. et al., 1988; Jacobson M.A. et
al., 1991b]. Weiterhin ist eine Therapie mit PFA assoziiert mit Penisulzera
[Gilquin J. et al., 1990; Van der Pijl J.W. et al., 1990], kongestiven Herzschaden

und gastrointestinalen Blutungen.
1.28.2.4 Virostatikaresistenz durch Mutation in der UL54-Region

CDV und PFA werden im Gegensatz zu GCV UL97 unabhangig aktiviert.
Resistenzen entstehen somit immer durch Mutationen im viralen DNA-
Polymerase Gen, welche jedoch auch GCV-Resistenzen verursachen kénnen
(siehe Abb.2).

1.2.8.3 Cidofovir

1.28.3.1 Wirkmechanismus

CDV (Vistide®), (S)- [2- (4 Amino-1,2-di-hydro-2-oxo-pyrimidin-1-yl)-1-(hydroxy-
methyl) ethoxy]-methylphosphorsdure, ist als Analogon zu Cytidinmono-

phosphat vermutlich als Diphosphat [Xiong X. et al., 1997] aktiv gegen HSV-1,
HSV-2, TK-negative HSV-1, VZV, hCMV, EBV, HCV, ADV und humanes
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Papillomavirus. Es ist ungefahr 100 mal selektiver und potenter als Foscarnet
gegeniber das hCMV [Alrabiah F.A. & Sacks S.L., 1996]. Die Metabolisierung
zum aktiven Metaboliten ist virusunabhangig, weshalb CDV auch gegen GCV-
resistente UL97-Mutanten eingesetzt werden kann. Der irreversible Einbau tber
die hCMV-Polymerase verlangsamt, beziehungsweise stoppt die Elongation im

Replikationszyklus.

1.2.8.3.2 Indikation und Dosierung

Aufgrund der Nephrotoxizitat bleibt CDV ein Medikament zweiter Wahl nach
einer HSCT [Ljungman P. et al., 2001].

1.2.8.3.3 Arzneimittelnebenwirkung

Im Hinblick auf die Lebensqualitat des Patienten machen die ausgedehnten
Applikationsintervalle eine CDV-Therapie &uf3erst attraktiv. Demgegenuber
schrankt die starke, irreversible Nephrotoxizitat die Verwendung héaufig ein
[Jacobson M.A., 1997]. CDV wird unter ausreichender Hydrierung unter gleich-
zeitiger Gabe von Urikosurika verabreicht. Hierdurch wird die Aufnahme und
Akkumulation in den proximalen Tubuluszellen der Niere vermindert. Eine
zusatzliche Applikation von anderen nephrotoxischen Medikamenten ist nicht

maoglich.

1.2.9 Anti-hCMV-Immunglobulin

Trotz negativer hCMV-Kulturen aus Rachenspulwasser und anderen Koérper-
flussigkeiten tberlebten in den Transplantationszentren von Seattle, Minnesota
und Los Angeles lediglich 6 von 30 Patienten (20 %) mit hCMV-Pneumonie
nach einer Behandlung mit Ganciclovir [Shepp D.H. et al., 1986; Erice A. et al.,
1987; Winston D.J. et al., 1988 & 1989]. Eine Kombination des antiinflamma-
torischen Effekts einer Hochdosiskortisoltherapie und des antiviralen Effekts

von Ganciclovir zeigten keine Prognoseverbesserung (1/6 Uberleben) [Reed
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E.C. et al., 1986]. Studien Uuber Viderabin (Adeninarabinosid), humanes
Leukozyten-Interferon, Aciclovir, rekombinantes Leukozyteninterferon, Lympho-
blastoid-Interferon, Foscarnet oder Kombinationen dieser Wirkstoffe fielen eher

ungulnstig aus [Winston P.J. et al., 1987].

Ein Therapieansatz mit hCMV-Immunglobulin, ein polyvalentes Immunglobulin-
praparat aus Plasma von mindestens 1.000 Spendern, ergab als Einzeltherapie
ebenfalls keine Ubereinstimmenden Ergebnisse: Wahrend Griffiths et al. in
London 9 von 18 Uberlebende nach der Behandlung einer hCMV-Pneumonie
verzeichneten [Griffiths P.D. et al., 1987], Gberlebten in Seattle bei Reed et al.
lediglich 3 von 14 Patienten [Reed E.C. et al., 1988]. Dagegen zeigte eine
Therapie mit hCMV-Immunglobulin (400 mg / kg / bid) bzw. intraventsem
polyvalenten Immunglobulin mit darin enthaltenen hCMV-Antikdrpern (500 mg /
kg / bid) in Kombination mit GCV (7.5-10 mg / kg / d in 2 oder 3 getrennten
Dosen) bei 7 Transplantationszentren ein Gesamttiberleben von 54 % (n = 76)
[Bratanow N.C. et al., 1987; Aulitzky W.E. et al., 1988; Emanuel D. et al., 1988;
Reed E.C. et al., 1988; Schmidt G.M. et al., 1988; Verdonck L.F. et al., 1989;
Winston D.J. et al., 1991]. In 5 von 6 Studien schien auch eine prophylaktische
Gabe den Schweregrad der hCMV-Infektion abzumildern und die Inzidenz einer
hCMV-Pneumonie zu senken [Meyers J.D. et al., 1983; O'Reilly R.J. et al.,
1983; Kubanek B. et al., 1985; Bowden R.A. et al., 1988; Winston D.J. et al.,
1982 & 1987].

Dennoch gibt es bisher keine kontrollierten klinischen Studien tber die alleinige
intravendse Gabe von hCMV-Immunglobulinen oder Ganciclovir bzw. deren

Kombination zur Behandlung von hCMV-Erkrankungen nach einer SCT.

1.2.1.10 Interleukin-2

Das 15 bis 18 kD schwere, 153 AS (Chromosom 4q26-27) lange, nattrliche
Glykoprotein IL-2 (Proleukin®) wird von Thymozyten [Xin Z. et al., 1994], y5-T-
Zellen [Tsukaguchi K. et al., 1995], B-Zellen [Kindler V. et al., 1995], Neuronen
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[Shibuya A. et al., 1993] sowie CD* und CD?®" T-Zellen [Conlon K. et al., 1995]
produziert. Die ersten 20 AS des Polypeptids stellen eine Signalsequenz dar,
die zur Produktion des Reifungsfaktors abgespalten wird. Dieses Reifungs-
protein enthalt drei Cysteinreste, von welchen zwei Uber Disulfidbricken
miteinander verknuUpft sind und dadurch biologisch aktiv werden [Smith K.A.,
1984]. Die dreidimensionale Struktur konnte mittels Rontgenstrukturanalyse
ermittelt werden und ergab ein Protein aus vier BUndel a-Helices ohne [3-
Faltblattstruktur [Brandhuber B.J. et al., 1987; Bazan J.F., 1992].

Drei verschiedene IL-2-Rezeptorkomplexe existieren: der singulare IL-2Ra (Tac
Antigen [= activated T-cell antigen]) bindet IL-2 mit niedriger Affinitat (K, (110®
M™) ohne signaltransduzierende Kapazitat, der heterodimere IL-2RpBy; bindet IL-
2 mit mittlerer Affinitat (Ko (10° M%) und transduziert intrazellulare Signale (NK-
Zellen [Voss S.D. et al., 1993; DiSanto J.P. et al., 1994], neutrophile
Granulozyten [Djeu J.Y. et al., 1993; Liu J.H. et al., 1994], Monozyten
[Espinoza-Delgado I. et al., 1995] und CD®" T-Zellen [Vanham G. et al., 1994])
und der heterotrimere IL-2Ray. bindet IL-2 mit hoher Affinitat (K, (L0 M™)
und signalisiert ebenfalls (aktivierte T-Zellen [Nakarai T. et al., 1994] und
Monozyten [Espinoza-Delgado I. et al., 1995]) [Smith K.A., 1988; Minami Y. et
al., 1993; Waldmann T. et al, 1998]. Folgende Zellen exprimieren

entsprechende Rezeptorenketten:

a-Kette (CD25) B-Kette (CD122) Ve -Kette
CD4+ & CD8+ T-Zellen CD56+ NK-Zellen Monozyten
Unreife Thymozyten CD4+ & CD8+ T-Zellen Neutrophile Granulozyten
Endothel Ruhende NK-Zellen Thymozyten
Embryonale Fibroblasten CDA4+ und CD8+ T-Zellen
Glioblastom (Oligodendroglia)-Zellen NK-Zellen
Aktivierte Monozyten B-Zellen

Kupffer-Zellen
Makrophagen & Langerhans-Zellen

Versch. Tumorzellen

Tab.3:  Exprimierende Zelllinien der entsprechenden Interleukin-2-Rezeptorketten.
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Zusammen mit IFN-y und TNF-B wird IL-2 vor allem von CD*" TH1-Zellen
(zellulare Immunitat) produziert und wirkt als autokriner und parakriner
Wachstumsfaktor [Abbas A.K. et al., 1996; Keller R., 1994]. So wird die
Proliferation von T-Zellen beglnstigt und eine Sensibilisierung fir andere
Zytokine, die deren funktionelle Differenzierung bewirken, vermittelt [Mossmann
T.R. & Coffman R.L., 1989].

IL-2 stimuliert auch das Wachstum von NK-Zellen [Robertson M.J. und Ritz J.,
1990] und erhoht ihre zytotoxische Féhigkeit, wodurch sogenannte Lymphokin-
aktivierte Killer-(LAK-)Zellen entstehen [Grimm E.A. et al., 1982]. In klinischen
Studien zeigt IL-2 durch eine Stimulierung der Proliferation und Aktivitat von
Tumorangreifenden LAK- und TIL- (tumor-infiltrating lymphocytes) Zellen eine
signifikante Antitumoraktivitdt [Rosenberg S.A., 1987 & 1988; Yang S.C. et al.,
1991; Keller R., 1994; Olekowicz L. et al., 1994]. Arzneimittelnebenwirkungen
sind dabei vor allem Ubelkeit, Erbrechen, Gewichtszunahme, Fliissigkeits-
retention, Leber-, Lungen-, Nerven- und Nierenschaden. Subkutane Gaben

vermindern das Auftreten von Nebenwirkungen.

Klinisch deutet ein erhdhter Spiegel an ausgeschiedenem IL-2Ra im Serum auf
eine starke antigene Stimulation, z.B. die akute AbstoRung eines transplan-
tierten Organs, hin [Kirkman R.A. et al., 1985].

1.2.1.11 Interleukin-15

IL-15 ist 14 bis 15 kDA schwer und besteht aus einem 162 AS (Chromosom
4931) enthaltenden Vorlauferprotein, woraus nach Abspaltung von 48 AS das
reife Zytokin entsteht. Es wird von vielen Geweben (Plazenta, Thymus, Skelett-
muskel, Niere, Lunge, Herz, Haut, Retina [Grabstein K.H. et al., 1994]) und
zahlreichen Zelllinien (Monozyten / Makrophagen [Carson W.E. et al., 1995;
Doherty T.M. et al., 1996], Dendritischen Zellen [Blauvelt A. et al., 1996;
Jonuleit H. et al., 1997], Knochenmarkstroma [Mrozek E. et al., 1996], T-Zellen
[Azimi N. et al.,, 1998], Astrozyten und Mikroglia [Lee Y.B. et al., 1996])
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produziert. Entsprechend der Sekundarstruktur von IL-2, -3, -4, -5, -6, -7 und -9
zahlt auch IL-15 zu der Zytokinfamilie mit vier a-Helix-Bundeln [Bamford R.N. et
al., 1994; Bazan J.F., 1990].

Frihe Experimente belegten die Beteiligung des IL-2RpyY., nicht jedoch von IL-
2Ra, in der Bindung und Funktion von IL-15 und wiesen auf die Anwesenheit
einer zusatzlichen Untereinheit fur die hochaffine IL-15 Bindung an den IL-15R-
Komplex hin [Bamford R.N. et al., 1994; Carson W.E. et al., 1994, Giri J.G. et
al., 1994 & 1995]. Diese IL-15Ra-Untereinheit, die bereits in einer Vielzahl von
Geweben und Zelllinien (u.a. NK-Zellen) detektiert werden konnte [Anderson
D.M. et al., 1995], besitzt eine hochaffine Bindungskapazitat fir IL-15 (K, (110*
M™). Ahnlich wie der IL-2Ra spielt sie jedoch keine Rolle in der Signal-
transduktion, welche lediglich in Anwesenheit des IL-2/15RpBy. stattfindet.
Analog mit IL-2 bindet und signalisiert IL-15 in Abwesenheit von IL-15Ra tber
den heterodimeren IL-2/15Ry, mit mittlerer Affinitat (K, C1L0° M™).

G

IL-15Ra WD/CD\/EE

G G

IL-2Ra W

Signal- Sushidoméne Sushidomé&ne Pro/Thr reiche Region Transmembrane
domaéne (fehltim IL-15R) & cytoplasmat.
Domaéne

Abb.3: [s)glilrftiléﬁlilirkzﬁrgleich zwischen IL-15R @ und IL-2R a. G = N-terminale Glycosilierungsstelle; S =

IL-15 stimuliert die Differenzierung und das Wachstum von NK-Zellen. Durch
Umwandlung in LAK-Zellen steigert es die Zytotoxizitat der NK-Zellen, aktiviert
T-Lymphozyten des peripheren Blutes [Grabstein K. et al., 1994; Giri J.G. et al.,
1994 & 1995; Wilkinson P. & Liew F., 1995], TIL [Lewko W.M. et al., 1995] und
B-Lymphozyten [Armitage R.J. et al., 1995]. Aufgrund seiner IL-2-&hnlichen
biologischen Aktivitat musste IL-15 ein vergleichbares therapeutisches Potential

besitzen.
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1.3 NK-Zellen

1.3.1 Historischer Hintergrund

NK-Zellen (Naturliche Killerzellen) wurden in den 70er Jahren neben den B- und
T-Lymphozyten als dritte eigenstdndige Lymphozytenpopulation (LGL= large
granular lymphocytes) erkannt [Herbermann R.B. et al., 1975; Kiessling R. et
al., 1975].

Der Anteil dieser CD*, CD'®*, CD*®*, CD*** Zellen an den Lymphozyten des
peripheren Blutes liegt bei bis zu 15 % [Trinchieri G., 1989]. AuRerdem finden
sie sich in soliden Geweben wie der Leber, dem Peritonealraum und der
Plazenta. Im Gegensatz zum adaptiven Immunsystem der B- und T-
Lymphozyten zeigen sie weder ein Rearrangement noch eine Genexpression
von Immunglobulinen oder T-Zellrezeptoren und konnen ohne vorherige
Aktivierung oder Immunisierung ihre Effektorfunktion ausfihren (first-line-

defense®).

Die inharente zytotoxische Aktivitdt der NK-Zellen wird durch die Bindung ihrer
MHC-Klasse-1-Rezeptoren an den MHC-Klasse-1-Komplex und dem darin
prasentierten Signalpeptid anderer Zellen inhibiert (,Express yourself or die!*
[Karre K., 1985]). Wahrend also CTL alterierte Zellen attackieren, die Fremd-
antigene oder Neoantigene exprimieren und sich durch ihr MHC-Klasse-1-
Oberflachenmuster als eigen ausweisen, Ubernehmen NK-Zellen diejenigen
Zellen, die immunologisch unkenntlich geworden sind und ihr MHC-Klasse-1-
Erkennungsmuster verloren haben (Tumorzellen) oder diese unter dem Einfluf3
von Viren reduziert bzw. verandert haben (,Missing Self* [Karre K., 1985;
Ljunggren H.G. & Karre K., 1990; Parham P., 1997]).
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1.3.2 KIR und LIR

Humane NK-Zellen exprimieren zwei unterschiedliche Strukturfamilien an MHC-
Klasse-1-Rezeptoren: Killerzell-immunglobulinahnliche Rezeptoren (KIR / killer-
cell inhibitory receptors) und Lektinahnliche Rezeptoren (LIR). Die KIR gehoren
zur Immunglobulin-Superfamilie und werden durch ein Rearrangement von 14
polymorphen Genen des Leukozyten-Rezeptor-Komplexes auf Chromosom
19913.4 kodiert [Suto Y. et al., 1998; Wilson M.J. et al., 2000]. Man teilt sie
nach der Anzahl ihrer extrazellularen Ig-Domé&nen in KIR2D (CD158) oder
KIR3D (p70 aufgrund des Molekulargewichts) ein [Long E.O. et al., 1996; Andre
P. et al., 2001]. Auf der Basis der zytoplasmatischen Kette werden sie
aulBerdem in lange (long) KIR-Ketten mit inhibitorischer Funktion und kurzen

(short) KIR-Ketten mit aktivierender Funktion eingeteilt.

Die langkettigen KIR besitzen im intrazytoplasmatischen Teil ein bis zwei
sogenannte Immunrezeptor tyrosinreiche inhibitorische Motive (ITIM), welche
SH2-enthaltende  Tyrosin-Phosphatasen triggern, die wiederum die
intrazellulare Weiterleitung der Signale aus den aktivierenden Rezeptoren

blockieren.

Dagegen assoziieren kurzkettige KIR mittels einer positiv geladenen AS
(Arginin oder Lysin) mit DAP12 oder auch killer cell activating receptor-
associated protein’ (KARAP), welches sog. Immunrezeptor tyrosinreiche
aktivierende Motive (ITAM) enthalt, die Uber die Protein-Tyrosin-Kinasen Syk
und ZAP-70 aktivierende Signale transduzieren [Lanier L.L. et al., 1998].

Die LIR werden durch 6 Gene des NK-Genkomplex auf Chromosom 12p12.3-
pl3 kodiert und als Heterodimere (CD94:NKG2x) oder Momodimere
(NKG2D:NKG2D) exprimiert. Dabei besitzt lediglich NKG2A ein ITIM und
transduziert inhibitorische Signale, wahrend die tbrigen mit dem Uber ITAM

aktivierenden Signalmolekil DAP10 und DAP12 assoziiert sind.
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Rezeptor Signaladapter  Siganalkaskade Ligand
CD16 FceRIy/CD3C-ITAM ZAP70/Syk [s][€]
NKp30 FceRIy/CD3C-ITAM ZAP70/Syk ?
NKp46 FceRIy/CD3(-ITAM ZAP70/Syk Influenza haemagglutinin, ?
KIR2DS DAP12-ITAM ZAP70/Syk HLA-C, ?
CD94/NKG2C DAP12-ITAM ZAP70/Syk HLA-E
NKp44 DAP12-ITAM ZAP70/Syk Influenza haemagglutinin, ?
NKG2D DAP10-YxxM PI3K MIC, ULBP
CD244 SAP ? CD48

Tab.4:  Aktivierende NK-Zell-Rezeptorkomplexe . Erlauterung von reprasentativen NK-Zell- Rezeptorkomplexen:
CD16 assoziiert mit dem FceRly Adapterprotein, KIR2DS assoziiert mit dem DAP12 Adapterprotein, NKG2D
assoziiert mit dem DAP10 Adapterprotein. Daraufhin werden die Immunrezeptor tyrosinreichen aktivierenden
Motive (ITAMs) in FceRly und DAP12 bzw. die Phosphatidyinositol 3-Kinase (PI3K) bindenden Motive(YxxM)
in DAP10 induziert. Uber die Proteinkinasen ZAP70 oder Syk bzw. PI3K erfolgt eine Aktivierung der NK-Zelle
zur Targetzelllyse.

Rezeptor Signaladapter ~ Siganalkaskade
KIR2DL ITIM SHP-1 HLA-C, HLA-G
KIR3DL ITIM SHP-1 HLA-Bw4, HLA-A
CD94/NKG2A(CD159a) ITIM SHP-1 HLA-E
CD85j, CD85d ITIM SHP-1 HLA-Klasse |
Tab.5: Inhibierende NK-Zell-Rezeptorkomplexe . Inhibitorische Rezeptoren besitzen ein Immunrezeptor

tyrosinreiches inhibitorisches Motiv  (ITIM) in ihrer zytoplasmatischen Doméne, welche die
intrazytoplasmatischen Phosphatasen SHP-1 und / oder SHP-2 rekrutieren. CD94/NKG2A (CD159a)-
Rezeptoren binden an begrenzte MHC-Klasse-1-Liganden, wahrend CD85j mit einer Region in der a3-
Doméne des MHC-Klasse-1-Rezeptorkomplexes reagiert. KIR = Killer cell immunoglobulin-like receptors.

1.3.3 NK-Zell-Regulation

NK-Zellen scheinen keinen multipotenten Rezeptor zur positiven ldentifizierung
ihrer Targetzellen zu besitzen. Das Grundprinzip der NK-Zell-Regulation beruht
eher auf einem dynamischen Gleichgewicht zwischen positiven und negativen
Signalen, wobei die Stéarke der jeweiligen Signale dartber entscheidet, ob

Aktivierung oder Inhibition erfolgt.

Rezeptoren fir Zytokine (IL2-R, IL12-R, IL15-R), Adhasionsmolekiile
(CD***/NCAM, CD***/ICAM-1, CD®®*/LFA-3) und Aktivierungsmolekiile (CD*,
CcD™*, cD®*, CD®**) sind an der Feinregulierung der NK-Zellaktivitat beteiligt.
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aktivierendes Signal aktivierendes Signal aktivierendes Signal

MICA/B
ULBP1-3

NKG2C,(EH) CD94

KIR2DL1,2,3 KIR2DL4

inhibierendes Signal inhibierendes Signal inhibierendes Signal inhibierendes Signal

Abb.4:  Natirliche Killerzellen werden durch ein Gleichgewicht zwischen positiven und negativen Signalen reguliert.
Diese Signale werden durch aktivierende (Killer-cell Ig-like-receptor (KIR): HLA-C und Lectin-like-receptors
(LIR): HLA-E, MICA/B, ULBP1-3) und inhibierende (KIRs: HLA-A/-B/-C/-G und LIR: HLA-E)
Transmembranrezeptoren vermittelt. lhre strukturellen Unterschiede in der extrazellularen Region sind den
verschiedenen MHC-Klasse-1-Spezifititen angepasst, wahrend die Unterschiede der zytoplasmatischen
Rezeptorketten auf der Regulierung von inhibitorischen (-) und aktivierenden (+) Signalkaskaden beruhen.

134 Zytolytische Mechanismen von NK-Zellen

NK-Zellen haben verschiedene zytolytische Mechanismen. Exprimieren Target-
zellen sogenannte Apoptoserezeptoren, wie z.B. das CD%**-Antigen Fas/APO-1,
so wird bei Bindung an den spezifischen Fas-Liganden eine intrazellulare
Signalsequenz induziert, die Uber eine Kaskade von Caspasen den

intrazellularen Zelltod induziert [Nagata S., 1996].

Der haufigste Mechanismus der Zelllyse durch NK-Zellen ist jedoch die
Freisetzung lytischer Granula. Diese enthalten Perforin, ein in der Membran der
Wirtszelle porenbildendes Protein, und Granzyme [Smyth M.J. & Trapani J.A.,

1995], welche Uber Perforinporen in die Wirtszelle eindringen und mittels
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Caspasenaktivierung den programmierten Zelltod einleiten. Ein dritter, eher
untergeordneter Weg der Zytolyse wird Uber die Freisetzung von léslichem
Lymphotoxin LT-a (TNF-B) vermittelt. Auch hierbei wird durch Bindung von
Lymphotoxin an TNF-Rezeptoren der Targetzelle die Apoptose eingeleitet.
Ferner besitzen NK-Zellen den CD'®*-Rezeptor, der dem niedrigaffinen IgG-
Rezeptor FyRIIl entspricht, und ihnen neben der natlrlichen auch die Fahigkeit
der antikorperabhangigen Zytotoxizitat verleint (ADCC = Antibody-Dependent
Cell-mediated Cytotoxicity).

1.35 NK-Zell Rekonstitution nach hSCT

Wahrend T-Zellen nach einer SCT erst nach bis zu einem Jahr vollstandig
regenerieren, verlauft die Erholung der NK-Zellen, die bereits am Tag 30 nach
der SCT einen ausgepragten Anstieg aufweisen, vielfach schneller [Janossy G.
et al., 1986; Atkinson K., 1990; Lamb L.S. et al., 1998; Small T.N. et al., 1999;
Eyrich M. et al., 2001]. Diese friihen NK-Zellen spielen vermutlich eine wichtige
Rolle bei der Vermittlung des Engraftments und des GvL-Effekts, ohne jedoch
eine GvHD zu verursachen [Ruggeri L. et al., 1999]. Somit sind NK-Zellen

erstklassige Kandidaten fur eine Immuntherapie nach einer SCT.

1.4 Fragestellung

Obwohl nach einer allogenen SCT eine T-Zell-Liicke besteht, zeigte sich in der
Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendmedizin in Tdbingen eine relativ
niedrige Inzidenz an letalen hCMV-Infektionen nach einer hSCT (8%).
Aufgrund der schnellen Regeneration der NK-Zellen nach der HSCT stellte sich
daher die Frage nach der lytischen Aktivitat von NK-Zellen gegentiber hCMV-
infizierten Zellen. Dabei wollten wir neben Referenzlaborstammen auch
Wildtyp-hCMV-Stamme testen, um die Faktoren zu ermitteln, welche den Grad
der Lyse bestimmen (ADCC, HLA-Oberflachenexpression und Adhasions-

molekdle).
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2 Material

2.1 Zellen

211 Adhaerente Zelllinien

A) HFF (human foreskin fibroblasts) (HLA-AO03A03, HLA-BO7B07)
Primare humane Fibroblasten, verwendet zwischen der Passage 10 - 30,
die aus Biopsiegwebe nach einer Zirkumzision in der Abteilung fur
Kinderchirurgie der Universitat Tubingen gewonnen wurden und sich in
Eagles Minimum Essential Medium kultivieren lassen. Die Fibroblasten
wachsen adhaerent und als einschichtiger Zellrasen (Monolayer) in
Kulturflaschen oder Glasrohrchen. Zur Routine-Virusanzucht stellen sie
nach wie vor das einzige gut permissive Zellkultursystem fir primére
klinische Isolate dar.

B) MRC-5 (human embryonic lung fibroblasts) (Bio-Whittaker)

(03] MRHF (human newborn foreskin fibroblasts) (Bio-Whittaker)

A B C

Abb.1:  Phéanotyp permanenter fibroblastischer Zelllinien (H.E. gefarbt, 10fache VergroRerung). A) HFF (human
foreskin fibroblasts), B) MRC-5, C) MRHF.

2.1.2 Non-adhaerente Zelllinien

D) K- 562 (human chronic myeloid leukemia in blast crisis) (DSMZ)

HLA-negative NK sensitive Zelllinie.
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Gilt als Prototyp fur Zytotoxizitatsassays.

E) MHH-CALL-4
(human acute B-cell precursor leukemia) (DSMZ)
D E

Abb. 2:  Phanotyp permanenter Tumorzelllinien  (H.E. gefarbt, 10 fache Vergré3erung). D) K-562, E) MHH-CALL-4.

2.2 Viren

221 Laborstamm AD-169

Dieser Fibroblastenadaptierte Laborstamm wurde 1956 in Bethesda von Rowe
et al. mittels Adenoidkulturen tonsillektomierter Kinder zufallig isoliert und
unabhangig davon 1956 in St. Louis von Smith et al. aus der Glandula
submandibularis eines 7 Monate alten Kindes mit AdenoCA, sowie der Niere
eines 1 Monate alten Kindes mit CID (,Cytomegalic Inclusion Disease’)
extrahiert [Rowe W.P. et al., 1956, Smith M.G. et al., 1956].

Abb.2:  Zytopathischer Effekt (CPE) von AD-169-infizierten HFF: Traubenférmige, polymorphzellige Zell-
degeneration. (1 nativ, 2 IEA-Kernfarbung, 3 IEA-Kern- und H.E.-Gegenfarbung) [10fache VergréRerung].
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2.2.2 HCMV aus biologischen Materialien

2221 WT-MR (hCMV Wildtypstamm multiresistent)

HCMV-Wildtypstamm eines 11 jahrigen Jungen mit AML aus der
Universitatsklinik for Kinder- und Jugendmedizin Tubingen. Der Patient
entwickelte eine hCMV-Encephalitis und erhielt 174 Tage kumulativ Ganciclovir
als Therapie. Das Viruslysat wurde am Tag 251 nach PBSCT (28.12.2003) vom

Urin des Patienten isoliert. Kasuistik des Patienten siehe Anhang.

UL® — Mutation UL>* — Mutation

Aminosaure — Substitution A591V
Basensubstitution

(Wildtyp / Mutante) C/T
Schnittstellen Verlust
Amplifikat (nested PCR) Fragg;”\t/siﬁg p/ 81
Fragmente Mutante (bp) 189
. 590 / 591
Codon (Wildtyp) GCG GCC
Restriktionsnuklease Hae ||| Nuklease
Erkennungssequenz GG'CC
PFA 551um
IDsg GCV 29um COV 6 4hlm

Abb.4:  Zytopathischer Effekt (CPE) von WT-MR-infizierten H FF: Traubenférmige, polymorphzellige Zell-
degeneration. (1 nativ; 2 IEA-Kernfarbung; 3 IEA-Kern- und H.E.-Gegenfarbung) [10fache VergroRerung].
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2.2.2.2 WT-GCVR1 (hCMV Wildtypstamm Ganciclovirresistent)

HCMV-Wildtypstamm eines 7 jahrigen Jungen mit angeborenem T-Zelldefekt,
Wachstumsretardierung und Agammaglobulindmie unbekannter Genese seit
1995. Der Patient aus der Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendmedizin
Tubingen litt unter rezidivierenden hCMV-Infektionen und erhielt 103 Tage
kumulativ Ganciclovir als Therapie. Das Viruslysat wurde am Tag 54 nach
PBSCT (09.10.1997) vom Urin des Patienten isoliert. Kasuistik des Patienten

siehe Anhang.

UL®” — Mutation

Aminosaure — Substitution C603W
Ba_sensubstitution c/G
(Wildtyp / Mutante)

Schnittstellen Gewinn

Fragmente 104 /69 / 16

Amplifikat (nested PCR) bei der Mutation

Fragmente Wildtyp (bp) 189
. 603 / 604
Codon (Wildtyp) TGC TCC
Restriktionsnuklease Ava ||
Erkennungssequenz G'GwcCC
IDsg GCV 13um
;‘%, T S i
iz :mr-- iy I Lol
(] i..l'_';d'lis{l..! 3
o 4%‘: 3: S o L ; £ v
: L, e aa
., ot A i
i Rl 3.

Abb.5:  Zytopathischer Effekt (CPE) von WT-GCVR-infizierten HFF: Traubenformige, polymorphzellige Zellde-
generation. (1 nativ; 2 IEA-Kernfarbung; 3 IEA-Kern- und H.E.- Gegenfarbung) [10fache VergroRerung].

2223 WT-GCVR2 (Isolat 3)

UL®" — Mutation

Aminosaure — Substitution C 603 W
GCV 20,1 pm
IDsg PFA 153,5 um

CDV 0,7 um
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2.2.2.4 WT-GCVR3 (Isolat 6)
UL®" — Mutation
Aminosaure — Substitution L595S
GCV 16,6 pm
IDso PFA 177,9 um
CDV 0,75 pm
2.2.2.5 WT-GCVS1 (hCMV Wildtypstamm Ganciclovirsen  sitiv)

HCMV-Wildtypstamm, der am Tag 91 post partum (12.02.2001) aus
Muttermilch isoliert wurde. Die Muttermilch aus der Abteilung Neonatologie der
Universitatsfrauenklinik Ttbingen wurde im Rahmen des seit 1995 laufenden
Projekts ,hCMV-Transmission durch Muttermilch bei Frihgeborenen’ (MM-
Studie) zum frihestmdglichen Zeitpunkt post partum auf DNAlaktie, RNAlaktie
und Virolaktie in den beiden separierten Milchfraktionen gescreent und bei
Bedarf in gréReren Volumina angefordert. Nach erfolgter Transmission konnte
das Virus am Tag 66 post partum auch im Urin des Reifgeborenen detektiert

werden.
B s - I e T
! U I i : & - . J%‘I;L-g ; ; -‘ x"-‘-“
- 1 = 7 bty '- £ : : i ) . " _.-rft@:?-
. 1 : 2 ; "3 s _.‘i;:-_'ﬁ

Abb.6:  Zytopathischer Effekt (CPE) von WT-GCVSLl-infizierte n HFF: Diffuse polymorphzellige Zelldegeneration (1
nativ; 2 IEA-Kernféarbung; 3 IEA-Kern- und H.E.-Gegenfarbung) [10fache VergroRerung].

2.2.2.6 WT-GCVS2

HCMV-Wildtypstamm, der am Tag 16 post partum (20.08.2003) aus
Muttermilch der Abteilung Neonatologie der Universitatsfrauenklinik Tibingen
isoliert wurde. Das zur 24+2 SSW Frihgeborene schied ab Tag 27 post partum

im Urin das Virus aus.
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2.3 Losungen und Medien fir die Zellkultur

Wachstumsmedium fur adhaerente Zelllinien (Basismedium 1 )

Eagle Minimum Essential Medium (MEM) mit Earle’s Salzen(Gibco)

10% (v/v) Fetales Kalberserum (FCS), komplementinaktiviert

(30’ bei 56C)
5 ml L-Glutamin (200 nm)
5 ml Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)

(Gibco)
(PAA)
(PAA)

Wachstumsmedium flr non-adhaerente Zelllinien (Basismedium 2 )

VLE RPMI 1640 Medium (1 x) mit 2 g/l NaHCO3
10% (v/v) komplementinaktiviertes FCS

5 ml L-Glutamin (200 nm)

5 ml Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)
Hepes Buffer (1M)

Dulbecco’s Phosphat gepufferte Saline (PBS) ohne Ca®* & Mg?"*

Trypsin/EDTA-L6sung
Trypanblau (0,4%)

(Biochrom AG)
(Gibco)

(PAA)

(PAA)

(Biochrom AG)

(PAA)
(PAA)

(Sigma)

(3.3°-[3.3-Dimethyl-4.4 biphenylen-bis-azo]-bis(5-amino-4-hydroxy-2.7-naphthalindisulfonsaure)-tetranatriumsalz)

Einfriermedium fur hCMV-Isolate

13 ml Basismedium 1

2 ml Glycerin ((B7%)

5 ml komplementinaktiviertes FCS
Einfriermedium flur Fibroblasten

16,25 ml Basismedium 1

3,75 ml Dimethylsulfoxid (DMSO) (M= 78,13 g/mol)

5 ml komplementinaktiviertes FCS
Einfriermedium flr Suspensionszellen

50 ml humane Albumin-Lésung 5% Ba Wi

20% (v/v) CryoSure-Dimethylsulfoxid (DMSO)

(MERCK)

(Gibco)

(AppliChem)

(Gibco)

(DRK)
(WAK-CM)
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2.4 Reagentien fir die Immunperoxidase-Farbung

Methanol (MERCK)

Priméarer Antikdrper

Anti-pp72 (immediate early, Exon 2) monoklonaler
lgG1k-Maus- Antikorper (Klon E13) (720pg/ml) (ArgeneBiosoft)

Sekundéarer Antikdrper

Meerrettich-Peroxidase konjugierter
Kaninchen-anti-Maus-Antikorper (1,3g/l) (DAKO)
AEC-Substratlésung
1 Thl. 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol (AEC) (A6926) (Sigma)
in 5 ml N, N-Dimethyl-formamid l6sen (DMF) (MERCK)
AEC-L6sung vor Gebrauch 1:20 mit durch 100%iger

Essigsaure auf 0,1 M eingestellten (MERCK)
Natriumacetatpuffer (ph 4,9) verdiinnen und (MERCK)
sterilfiltrieren (0,22 pm)

unmittelbar vor Gebrauch 0,1% H,0, (30%)

(Perhydrol®) zugeben (MERCK)

Mayers Hamalaunlosung fur die Mikroskopie 1:4 in

Pbssyrcs verdinnt (MERCK)
2.5 Ficoll-Seperation
Biocoll Separating Solution (Dichte 1,077) (Biochrom AG)
2.6 Losungen fiir die CD *°*-Zellseperation mittels MACS
Liquemin® Heparin-Natrium (La Roche)
Polyglobulin® 5% (humanes Immunglobulin G) (Bayer Vital)

CD®** MicroBeads (kolloidale super-paramagnetische MicroBeads

konjugiert mit monoklonalen CD>®* Antikorper (Isotyp IgG1) (Miltenyi Biotec)
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MACS-Buffer
500 ml Pbs Dulbecco’s
ohne Ca®*, Mg®* und Sodiumbicarbonat
10 ml EDTA-Puffer 0,25Mol/l pH 8,0 aus der Apotheke der
Universitatsklinik Ttbingen

10 ml humane Albumin-Lésung 5 Ba Wl

2.7 LDH - Assay

Basismedium fur LDH-Assay (Basismedium 3 )
RPMI 1640, ohne Phenolrot, mit L-Glutamin
2% (v/v) bovines Serumalbumin (BSA)
sterilfiltriert (0,80 um)

Da BSA im Laufe der Zeit ausflockt, wurde vor

jedem Test frisches Basismedium 3 hergestellt.

LDH-Substratmix
54 mM L*-Laktat (M,=90,08)
0,66 mM Jodnitrotetrazoliumchlorid (M,=505,71)
0,28 mM N-Methylphenazonium-methyl-sulfat (M,=306,34)
1,3 mM NAD" x 3 H,O (M,=663,34)

200 mM TRIS (hydroxymethyl)-Aminomethan
(mit 2N HCI auf pH 8,2 einstellen) (M = 121,14 g/mol)

Triton® X-100 (luftsensitiv!)
HCI 1IN

(Gibco™)

(DRK)

(PAA)

(PAA)

(Fluka)
(Fluka)
(Fluka)

(Boehringer-
Mannheim)

(MERCK)

(Fluka)
(Roth)
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2.8 Europium-Assay

Lymphokine
IL-2 (Proleukin®) (Chiron)
Rekombinantes humanes IL-15 (R&D Systems)
Cytoglobin® 5 % (Bayer Vital)

1ml enthalt: 50 mg Protein mit einem IgG-Anteil von
mindestens 98 % und mindestens 100 IE
Antikérpern gegen Zytomegalieviren

(nach Referenzpraparat des Paul-Ehrlich-Institutes)
(Maximaler IgA-Gehalt: 0,21 mg/ml)

1gG, 19G, 1gGs | 1gG4
64,6% | 28,6% | 5,7% | 1,1%

DELFIA® BATDA-Ligand in Dimethylsulfoxid gelost (PerkinElmer™

Life Sciences)

DELFIA® Europium-Lésung (lichtsensitiv!) (PerkinElmer™

Life Sciences)
Delfia® Lysis Buffer (0,03% Digitonin, 19% DMSO) (PerkinElmer™

Life Sciences)

2.9 Losungen fur die Durchflusszytometrie (FACS)-A  nalyse

FACS-Flow™ (BD)
(Natrium- & Kaliumchlorid, Di-Natrium-
EDTA, Natrium- & Kaliumphosphat)
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2.9.1 Quantitative FACS - Analyse

Qifikit® (DAKO)

Primarantikdrper

Maus-Isotyp-Kontrolle IgG1 (Immunotech)
Anti-Human HLA Klasse I-Antigen (Klon W6/32) ( Maus 1gG2a)  (DAKO)
Anti-Human CD>** purified (Leu™-54) (Klon LB-2) (Maus IgGas)  (BD)

Anti-Human CD*®* (Klon BRIC 5) (Maus IgG2a) (Chemicon)
Anti-Human HLA-G (Klon MEM-G/9) (Maus IgG1) (Acris)
Anti-Human HLA-E (Klon MEM-E/02) (Maus IgG1) (Abcam)
NKG2D-Liganden mAB Set (A. Steinle™)

MICA/B (BAMO-1 = IE9) (Maus IgG1)
MICA (AMO-1 = IH12) (Maus IgG1)
MICB (BMO-1 = VIG6) (Maus IgG1)
ULBP1 (AUMO-1 = IC5) (Maus IgG1)
ULBP2 (BUMO-1 = ID11) (Maus IgG1)
ULBP3 (CUMO-1 = IE10) (Maus IgM)

X Abteilung fr Immunologie, Institut fiir Zellbiologie,

Eberhard-Karls-Universitét Tiibingen, Tubingen, Deutschland

Sekundarantikdrper

FITC-konjugiertes F(ab’), Ziege gegen Maus

Immunglobulinfragment (DAKO)
29.2 Intrazellulare Farbung
FIX & PERM Zellpermeabilisationskit (CALTAG)

Priméarantikdrper

Anti-pp72 (immediate early, Exon 2) monoklonaler
IgG1k-Maus-Antikorper (Klon E13) (720ug/ml) (ArgeneBiosoft)
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Sekundarantikdrper

FITC-konjugiertes F(ab’), Ziege gegen
Maus Immunglobulinfragment

Mausserum sterilfiltriert (0,80 pm)
HLA-ABC-PE (Klon G46-2.6) (Maus IgG1k)

Simultest™ Kontrollreagenz yiy»a (Maus 1gG; FITC/IgG., PE)

293 MACS-Kontroll-FACS & MHC-Klasse-1-Kinetik

Anti-Human CD*"-FITC (Klon SK7) (MauslgG1k)

Anti-Human CD***-PE (Klon NCAM16.2) (MauslgGazyK)
Simultest™ Kontrollreagenz yiyza (Maus 1gG; FITC/IgG,a PE)

2.10 Verbrauchsmaterial

MACS Typ LS"* Seperationssaule
FACS-Analyserohrchen (5 ml Rundboden)
Sterile Plastikpipetten (1, 2, 5, 10, 25 ml)
Falcon”-Réhrchen (15 ml, 50 ml)
Cell-Strainer

384-Well-Mikrotiterplatten
96-Well-Mikrotiterplatten steril
96-Well-Mikrotiterplatten (U-Form, F-Form)
Gewebekulturschalen 175 cm?
Gewebekulturschalen 25 & 75 cm?
Pipettenspitzen mit Filter (0,5-1000 pl)
Kryogefal3e (2 ml)

Sterilfilter (0,22 pm, 0,45 pm, 0,80 pm) (Minisart®)
Handschuhe

Spritzen steril (1ml, 20 ml, 20 ml, 50 ml)
Butterfly 21

Kanulen Sterican® (20G, 22G, 24G)

(DAKO)
(Sigma)
(BD)

(BD)

(BD)
(BD)

(BD)

(Miltenyi Biotec)
(BD)
(Costar)
(BD)

(BD)
(Nunc™)
(BD)
(Greiner)
(Nunc™)
(BD)
(Biozym)
(Greiner)
(Sartorius)
(Safeskin)
(Braun)
(Abbott)

(Braun)
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2.11 Kleingerate

Heizblock  Virologie (Memmert)
Kinderklinik (Kéttermann)

Vortex: Heidolph Reax top (Multimed)

Vortex-Genie2

VF2
Ultraschallentgaser Sonorex, Super RK 106
Sonifier Cell Disruper B-12
Sonoplus
VarioMACS
Pipettiergerat Pipettboy
Lichtmikroskop Standard 25
Inversionsmikroskop Axiovert 100
Neubauer-Zahlkammer
Deckglas
Eppendorf Research 300 Multikanalpipette
2.12 Grol3gerate

Sterile Werkbank Hera safe

Brutschrank: Non-adhaerente Zellen:

Adhaerente Zellen (uninfiziert):

Adhaerente Zellen (infiziert):
Abzug
Blutanalysegerat: Cellcounter Advia” 120
Rotixa 50 RS & Rotixa RP
Megafuge 1.0 R

Zentrifuge:

Verstellbare Pipetten (Pipetman)
Milenia Kinetic Analyzer (ELISA-Reader)
Victor 1420 Multilabel Counter

Hera cell
Inkubator C200
Inkubator C200

(Scientific Ind.)
(Janke&Kunkel)
(Bandelin)
(BransonSP)
(Bandelin)
(Miltenyi Biotec)
(Tecnomara)
(Zeis)
(Olympus)
(Brandt)
(Menzel)

(Eppendorf)

(Heraus)
(Heréaus)
(Labotect)
(Labotect)
(Waldner)
(Bayer)
(Hettich)
(Heréaus)
(Gilson)
(DPC)
(PerkinElmer™

Life Sciences)
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Software Wallac 1420 Workstation

Angeschlossene Hardware
FACSCalibur
Auswertungsprogramm CellQuest
Angeschlossene Hardware

Elektronik Kamera Typ FAC 811-i 12V 3.5 VA

Phaser® 740L Farblaserdrucker
HP Laser Jet 1200

(PerkinElmer™
Life Sciences)
(Compaaq)

(BD)

(BD)

(Apple)
(Grundig)
(Tektronix®)

(HP)

2.13 Blutprodukte von Patienten und Probanden

Peripheres Blut von gesunden Probanden und allogen stammzelltransplan-

tierten Patienten der Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendmedizin in

Tubingen.

Proband KIR-Phanotyp

CMV-Serologie

CD56+

CD158b

CD158b

CD158a
CD158ab
CD158ab
CD158ab
CD158ab

unbekannt

0 N o o b~ WODN B

neg
neg
neg
neg
neg
neg
neg

neg

vor MACS

15,21%
21,27%
21,77%
38,19%
23,13%
37,02%
30,27%
14,23%

nach MACS
83,74%
97,70%
97,83%
98,84%
99,59%
97,70%
96,01%
97,82%

Tab.8:  Gesunde Probanden fiir den non-adhaerenten Europium-

release-Assay .

Obwoh! die Reinheit der Pbmnc (Tabelle 8) bzw. der CD***-Anreicherung mittels magnetischem
Zellsortierer (MACS) (Tabelle 9) nicht 100 % NK-Zellen entspricht, kann eine T-Zell-Antwort des Tests
aufgrund negativer hCMV-Serologie [keine Sensibilisierung] bzw. ungleichem MHC-Klasse-1-Status der
HFF (A03 B0O7) mit dem Patientenblut [keine Bindung des T-Zellrezeptors] ausgeschlossen werden. Die
Konditionierung der Patienten erfolgte parallel zu einer Bestrahlung mit insgesamt 12 Gy an 3 Tagen
(TBI) Uber eine Kombination von Cyclophosphamid (C), Busulfex (B), Fluderabin (F), Leucovorin (L),
Melphalan (M), Methotrexat (Mtx), Thiotepa (T) oder VP16 (V). BAL= Bronchoalveolére Lavage.
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3 Methoden
3.1 Zellkulturen
3.1.1 Ziuchtung und Passagierung von Suspensionskul  turen

Die in flissigem Stickstoff in Dampfphase gelagerten Zellen wurden, um der
Entstehung von Eiskristallen vorzubeugen, in einem 37 °C warmen Wasserbad
unter Schitteln moglichst schnell aufgetaut. AnschlieRend wurden die Zellen in
10 ml 37 € warmen Basismedium 2 aufgenommen und zur Entfernung des
DMSO zweimal gewaschen (400 g, 10 min, 37 <, 208 r / mm, Beschleunigung
und Bremse 9). Nach Bestimmung der lebenden Zellen mittels Neubauer-
Zahlkammer wurden diese zur Kultivierung in den tblichen Dichten (K-562: 0,1-
0,5 - 10° Zellen / ml; MHH-CALL-4: 1 - 10° Zellen / ml) in 25 cm? Zellkultur-

flaschen ausgesat.

Die Zelllinien wurden bei 37 €T in wassergesattigter Atmosphare (90 %
Luftfeuchtigkeit) mit einem CO,-Gehalt von 5 % kultiviert. Eine Subkultivierung
erfolgte, wenn der Farbindikator im Zellkulturmedium durch einen Farb-
umschlag eine Anreicherung des Mediums mit sauren Stoffwechselprodukten
der Zellen anzeigte, jedoch die fur die entsprechende Zelllinie optimale
Zelldichte (K-562: 1 - 10° Zellen/ml nach 2-3 Tagen; MHH-CALL-4: 2 . 10°
Zellen / ml nach einer Woche) noch nicht Uberschritten wurde. Dazu wurden die
Zellen alle 1 bis 2 Tage mikroskopisch beurteilt. Bei einem Uberschreiten der
zelltypspezifischen optimalen Dichte fand eine Teilung der Zellen im Verhéltnis
1:1 unter Zugabe des gleichen Volumens an frischen Basismedium 2 statt.

3.1.2 Zuchtung und Passagierung adhaerenter Monola  yerkulturen
In flussigem Stickstoff bei -195 T kryokonserviert gelage rte Fibroblasten der

Passagezahl 3 bis 7 wurden bei Handwarme aufgetaut, sogleich in 5 ml

Basismedium 2 aufgenommen und abzentrifugiert (400 g, 10 min, 37 ). Das
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Zellpellet wurde in 6 ml Basismedium 2 resuspendiert und auf eine 25 cm?

Zellkulturschale gegeben.

Nach Inkubation der Zellen (37 C, 5 % CO,, 90 % Luftfeuchtigkeit) und
regelimalBigem Mediumwechsel (alle funf Tage), bis zur Ausbildung eines
konfluenten Monolayers, wurde der Mediumiberstand abpipettiert und der
Zellrasen mit 4 ml Magnesium- und Calciumfreien PBS gewaschen. Diese
Behandlung hatte den Zweck, tote Zellen und das Serum, welches die
Trypsinwirkung abschwachende Proteaseinhibitoren enthélt, moglichst
vollstandig zu entfernen und die fur die Zell-Zell- und Zell-Glas-Haftung
notwendigen Calciumionen auszuwaschen. Nach zweiminutiger Inkubation mit
2 ml Trypsinldsung bei 37 T und 5 % CO ; Iosten sich die Zellen unter leichtem
Klopfen vollstandig von der Zellkulturschale ab. Dieser Prozess wurde durch
Zugabe des gleichen Volumens an Basismedium 2 gestoppt. Um Schéadigung
und Tot der Zellen zu vermeiden, sollten sie so kurz wie moglich mit
proteolytischen Enzymen versetzt werden, da auch lebenswichtige
Membranproteine verdaut werden. Es erfolgte ein anschlieRender Waschschritt
(400 g, 10 min, 37 ). Schliel3lich wurden die Zellen in 30 ml Basismedium 2

auf eine 175 cm? Zellkulturschale tiberfiihrt.

Erneute Adhaerenz der Zellen zeigte sich im Mikroskop nach ungefahr vier
Stunden. Eine Erneuerung des Basismediums 2 am darauffolgenden Tag
beseitigte Zellfragmente. Die Zellen auf 175 cm? Kulturschalen wurden unter
regelmaRigem Mediumwechsel bis zur Konfluenz im Brutschrank inkubiert.
Weiterziichtung bis zur Passage 10 - 30 erfolgte durch Zweiteilung konfluenter
Monolayer, indem der Zellrasen mit ca. 10 ml PBS gewaschen und mit 5 ml
Trypsin abgel6st wurde. Ein Mediumwechsel erfolgte am Tag nach der Teilung,

dann alle 5 - 7 Tage.

Die Zellkulturen wurden durch tagliche mikroskopische Kontrollen auf
eventuelle Kontaminationen durch Bakterien, Hefen oder Pilze tberprift. Auch

eine Trobung des Mediums lieR auf eine Kontamination schlief3en.
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Mikroskopisch nicht sichtbare Mykoplasmen lie3en sich zusatzlich durch einen
ELISA-Test (Mykoplasmen-Detektionskit der Firma Boehringer Mannheim)

nachweisen.

Ab Passage 10 bis zur Passage 30 wurden die Fibroblasten zur Infektion

verwendet.

3.1.3 Konservierung von Suspensionskulturen und ad haerenten

Monolayerkulturen

Fibroblasten niedriger Passagenzahl (< 10) und nicht adhaerente Tumorzell-
linien wurden zum Teil wieder zur Konservierung eingefroren. Dazu wurde die
Zellsuspension nach Trypsinierung bzw. Entnahme auf 2 - 3 - 10’ Zellen / ml
kalten Basismedium 1 bzw. 2 eingestellt und langsam 1 Volumen Kkaltes
,LEinfriermedium fir Fibroblasten’ bzw. ,Einfriermedium fur Suspensionszellen’
zugegeben. Das in diesen Spezialmedien enthaltene Dimethylsulfoxyd wirkt als
Stabilisator indem es die Bildung grof3er Eiskristalle verhindert. Es bewirkt die
Entstehung vieler kleiner Eisnadeln, die bis zu relativ niedrigen Temperaturen
gegeneinander beweglich bleiben, wodurch Membranen oder Zellbestandteile

hdherer Konsistenz innen leichter ausweichen kénnen.

Beim Einfriervorgang durften sich die Kristalle einerseits nicht zu schnell bilden,
damit ihnen Lysosomen und andere Zellstrukturen ausweichen konnten,
andererseits sollten sie aber auch nicht zu langsam entstehen, da sie sonst zu

grof3 wurden.

Weiterhin war zu beachten, dass Zellen Salzlésungen enthalten, aus denen
beim Abkuhlen unter 0° C zunachst einmal Wasser ausfriert. Da konzentrierte
Salzldsungen flissig bleiben, existiert oberhalb der eutektischen Temperatur
der Salzlésung (NaCl -21,3 €, CaCl, -54 ) immer noch eine, wenn auch nur
sehr kleine, flissige Phase in dem Eisblock, die Anlass zu Umlagerungen und

zum Wachstum von Eiskristallen geben konnte. Unter solchen Bedingungen
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wachsende Eiskristalle sind besonders geféhrlich, weil die vom Eis fixierten
Zellstrukturen ihnen nicht mehr ausweichen kénnen. Um eine Abklhlung von O
T bis unterhalb der eutektischen Temperatur des Kochsalzes mit einer
Geschwindigkeit von etwa 1 €T / min zu gewahrleisten, wurden daher 1 ml
Alliquote in Kryogefal3e mit Zellstoff umwickelt und fir 15 min bei -20 T, dann
bei -70 T eingefroren. AnschlielRend wurden die Zelle n zur Langzeitlagerung in
flissigen Stickstoff (-196 C) Uberfihrt.

3.2 Virusisolate

3.2.1 Ziuchtung von hCMV-Isolaten auf adhaerenten M onolayer-
kulturen

3.21.1 Priméare Virusisolate

Primare Virusisolate immunsupprimierter Patienten wurden in den
diagnostischen Laboratorien der Abteilung Medizinische Virologie und
Epidemiologie der Viruskrankheiten der Universitat Tubingen gewonnen. Hierzu
wurde 2 ml Urin 1 : 2 mit HANKS neutralisiert und sterilfiltriert. Nach einer 45-
minutigen Inkubation auf Rohrchenzellkulturen (37 C, 5 % CO;) wurde der
Uberstand abgesaugt und 2 ml Basismedium 1 zugegeben. Ein zytopathischer
Effekt (CPE) zeigte sich bei massiver Virusausscheidung nach 1 - 2 Tagen,

meist aber erst nach 3 - 10 Tagen, gelegentlich erst nach 6 Wochen.

3.2.1.2 Muttermilch

Durch zentrifugieren (10 min; 400 g; 37 C) wurde die Muttermilch in drei
Phasen aufgetrennt: wasserunlgsliche Lipidschicht (Milchfett), wassriger
zellfreier Uberstand (Molke) und Milchzellpellet (Granulozyten, Monozyten,
Lymphozyten und korpuskulare Bestandteile) [Hamprecht K. et al., 1998]. Fur
die kulturelle Virusanziichtung wurde die Interphase enthommen und zuerst

niedrigtourig (10 min, 400 g, 37 <), der resultiere nde Uberstand dann
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hochtourig (10 min, 3200 g, 37 C) zentrifugiert. Zur Gewinnung der vollstandig
zellfreien Molkefraktion musste der Uberstand noch mit einem 0,22 um Filter

sterilfiltriert und schlief3lich auf Réhrchenzellkulturen gegeben werden.

Zur weiteren Passagierung der Isolate wurden die infizierten HFF von der
Ro6hrchenwand mit 0,5 - 1 ml Trypsin abgel6st und die Zellsuspension in 6 ml
Basismedium 1 auf einen subkonfluenten uninfizierten Zellrasen in eine 25 cm?
Zellkulturschale pipettiert. Es folgte eine Inkubation im Brutschrank tber Nacht.
Anschliel3end wurde der Zellrasen mit 4 ml PBS gewaschen und 6 ml frisches
Basismedium 1 zugegeben. Mediumwechsel erfolgte alle 3 Tage. Die Zellkultur
wurde bis zur Ausbildung eines mikroskopisch sichtbaren CPE inkubiert. Die
infizierten Zellen wurden auf 25 cm? Zellkulturschalen weiterpassagiert und
schlie3lich bei ausreichendem CPE (>90 %) fiur die Versuche eingesetzt. Der
Uberstand der Zellkulturen zeigte keine Infektiositat, d.h. dass sich die hCMV-
Isolate im Gegensatz zum Laborstamm AD-169 nicht Gber das Kulturmedium,
sondern nur von Zelle zu Zelle bei direktem Kontakt ihrer Membranen

ausbreiten.

3.2.2 Konservierung von hCMV-Isolaten auf adhaeren ten

Monolayerkulturen
Analog der Konservierung von adhaerenten Monolayerkulturen wurden hCMV-
Stamme bei -70 T eingefroren. Als Stabilisator wurde anstelle von DMSO
Glycerin verwendet (,Einfriermedium fir hCMV-Isolate’).
3.2.3 AD-169 - Aufarbeitung
3.23.1 Virusanzucht
Die Primarisolate wurden mehrmals auf 175 cm? Zellkulturflaschen passagiert.

Bei Erreichen von 80 - 90 % CPE wurden drei 175 cm? Zellkulturflaschen
abtrypsiniert, die infizierten Fibroblasten pelletiert (400 g, 5 min, 10 ), in 10 ml
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Basismedium 1 resuspendiert und zur Gewinnung von zellfreiem Virus der

Gefriertaulyse tberfuhrt.

Aus dem Zellkulturiiberstand konnte ebenfalls zellfreies Virus isoliert werden.
Hierzu wurden verbleibende Zellen und Zelltrimmer bei 3200 g tber 10
Minuten unter Kiihlung (4 ) abzentrifugiert und de r resultierende Uberstand
bei -70 T alliquotiert (1,8 ml) eingefroren. Aus ei nem Alliquot (LAD-U’) erfolgte
dann die Titerbestimmung.

3.2.3.2 Gefriertaulyse

Die Zellpellets wurden gepoolt in einem Volumen von 10 ml Basismedium 1
zweimal auf -70 €T eingefroren und anschlielend im Wasserbad bei 37 €
jedesmal wieder aufgetaut. Nach abzentrifugieren des Zelldebris bei 3200 g fur
5 Minuten wurde der virushaltige Uberstand portioniert (500 pl) bei -70 T
eingefroren. Aus einem Alliquot (,AD-P’) erfolgte dann die Titerbestimmung.

3.2.3.3 Titerbestimmung (TCID sp)

Aus je einem Alliguot des Lysates und des Kulturiiberstandes wurde die
Infektiositat bestimmt. Dies erfolgte durch TCIDsp-Bestimmung nach Spearman-
Karber. Die TCIDsg beschreibt die Materialmenge, die bei Verimpfung auf eine
Reihe von Reagentien in 50 % von ihnen eine Infektion ausldst. Hierzu wurde
eine 96-Well-Mikrotiterplatte mit 2,5 - 10 HFF in 100 pl Basismedium 1 pro Well
prapariert und tber Nacht im Brutschrank (37 C, 5 % CO;) inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die zu testenden Viruspraparationen bei Handwarme
aufgetaut und logarithmisch in Basismedium 1 von 10? bis 10® verdiinnt. Das
Medium der Mikrotiterplatte wurde abgenommen und durch jeweils 100 pl
Virusverdiinnung ersetzt. Pro Verdunnungsstufe wurden 8 Wells infiziert. Die
Virusadsorption erfolgte 1 Stunde im Brutschrank mit anschlieRendem zentrifu-
gieren der Mikrotiterplatten bei 400 g fur 30 Minuten (Shell vial assay [Paya
C.V. et al., 1987]). Danach wurde das Medium durch 200 pl frisches
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Basismedium 1 ersetzt und die Mikrotiterplatte im Brutschrank (37 C, 5 % CO )

funf Tage lang inkubiert.

Die infizierten Zellen wurden anschlie3end durch den Immediate-Early-Antigen-
Immunperoxidase-Test visualisiert. Danach folgte das Auszahlen der infizierten
Wells, wobei jedes Well mit = 1 gefarbten Zellkern als positiv gewertet wurde
(Alles-oder-Nichts-Reaktion). Die TCIDsy berechnet sich nach folgendem
Schema [Mazaron M.C. et al., 1992]:

Klassengrenze 10* 10% 10° 10* 10° 10°® 107 10°

Ei3+-Wells 8/8 8/8 8/8 8/8 3/8 0/8 0/8 0/8
Klassenmitte -1,5 -2,5 -3,5 -4,5 -5,5 -6,5 -7,5
Zunahme 0 0 0 5 3 0 0
Produkte 0 0 0 -22,5 -16,5 0 0

In diesem Beispiel waren bei der Verdiinnungsstufe 10 in drei der acht Wells,
welche mit dieser Verdiunnungsstufe infiziert waren, noch vereinzelt Zellkerne
mittels Immediate-Early-Antigen-Immunperoxidase-Test positiv angefarbt. Bei
der nachsththeren Verdiinnungsstufe 10° zeigte keines der acht Wells eine
positive Kernfarbung an. In der Klassenmitte -5,5 (= arithmetisches Mittel der
Exponenten der beiden dariiber angeordneten Klassengrenzen) ergab sich
somit von 10® nach 10®° eine Zunahme von 3. Die Produkte wurden unter

Beachtung der Vorzeichen aus Klassenmitte und Zunahme gebildet.

Die TCIDsp berechnete sich wie folgt (n = Anzahl der Wells pro Verdinnungs-

stufe):

Log TCIDsp pro 100 pl = Zm = % = - 4,875 (Titerexponent)

TCIDso pro 100 pl 10787 (Titer)

Da die Infektion der Wells in Volumina von 100 pl durchgefihrt wurde,
berechnete sich die TCIDsy auf ein Volumen von 100 pl. Die TCIDsy pro ml

entsprache im Beispiel demnach 10°%"°. Fiir das Viruslysat (,AD-P’) ergab sich
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eine TCIDsg von 10%'%° Dies entsprach einer Verdinnung von 1:1,3 Millionen.

0—6,875

Der Kulturiiberstand (,AD-U’) zeigte mit einer TCIDso von 1 , entsprechend

einer Verdunnung von 1:7,5 Millionen, einen héheren Virustiter.

3.2.34 AD-169-Plaqueassay

Um die optimale Inkubationszeit und Virusverdiinnung von zellfreiem Virus fur
den adhaerenten BATDA-release-Assay und den adhaerenten Laktatdehydro-
genase-Zytotoxizitats-Assay zu bestimmen, wurden mit Fibroblasten beimpfte
Mikrotiterplatten 3 bzw. 5 Tage mit den aufgearbeiteten AD-169-Virusprapa-
raten in absteigenden Verdunnungsstufen inkubiert.

Hierzu wurden nichtinfizierte HFF von einer 175 cm?  Zellkulturschale
abtrypsiniert, abzentrifugiert (400 g, 5 min, 37 ), gezéhlt und mit
Basismedium 1 auf 20.000 HFF / 100 pl (5.000 HFF / 100 pl) eingestellt. Nach
Beimpfen einer flachbodigen 96-Well-Mikrotiterplatte (384-Well-Lochplatte) mit
100 ul / Well erfolgte eine vierstiindige Inkubation im Brutschrank (37 C, 5 %
CO;) um ein Anhaften der Zellen an die Wellbbden zu ermoglichen.
AnschlieBend wurde das Uberstandsmedium abgenommen und aus je einem
Alliguot des Lysates (,AD-P’) und des Kulturiiberstandes (,AD-U’) 100 pl
Viruslysatverdinnung / Well in den Verdinnungsstufen 1.000 - TCIDsp, 100 -
TCIDsp, 10 - TCIDsp, sowie 1 - TCIDso zugegeben.

Um die Infektion der Zellen zu beschleunigen, wurde das Inokulum auf die
Zellen aufzentrifugiert (400 g, 30 min, 37 C) (She Il vial assay [Paya C.V. et al.,
1987]). Das Uberstandsmedium wurde abgenommen und 200 pl / Well (120 pl /
Well) frisches Basismedium 1 zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 3
bzw. 5 Tagen im Brutschrank (37 C, 5 % CO,) wurde die Infektion mittels
Methanol gestoppt und eine Immediate-Early-Antigen-Immunperoxidasefarbung

angeschlossen.
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Das Viruslysat zeigte dabei eine hohere Infektiositat als der Kulturiiberstand.
Die Infektionsdosis zwischen 100 und 1.000-facher TCIDsq wies sowohl nach 3,
wie auch nach 5 Tagen eine nahezu hundertprozentige Infektion auf. Eine
vergleichbare Infektion wurde in den 384-Well-Lochplatten nach fiinf Tagen mit
einer 100 (MRC-5 und MRHF) bzw. 200-fachen (HFF) TCIDs, erreicht.

3.3 Bestimmung der Gesamtzellzahl und Vitalitdt du  rch

Farbung mit Trypanblau

Die Zellzahlung erfolgte mikroskopisch in einer Neubauer-Zahlkammer, welche
durch ein Raster aus 4 Grol3quadranten, die sich aus weiteren 16 Klein-
guadranten zusammensetzen, gekennzeichnet ist. Ein Alliquot Zellsuspension
wurde im Verhéltnis 1:1 mit dem Vitalfarbstoff Trypanblau gemischt und in die
vorbereitete Zahlkammer pipettiert. Trypanblau (3.3°-[3.3-Dimethyl-4.4 bi-
phenylen-bis-azo]-bis(5-amino-4-hydroxy-2.7-naphthalindisulfon-saure)-tetra-

natriumsalz) wird von lebenden Zellen nicht aufgenommen (Trypanblau-
negative Zellen), wahrend sich das Zytoplasma und der Kern toter oder

geschadigter Zellen dunkelblau anfarbt (Trypanblau-positive Zellen).

Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl pro ml wurde die Anzahl der vitalen und
der gefarbten Zellen in einem Grol3quadrat, das aus (4 - 4) = 16 Kleinquadraten
besteht, mit dem Verdiinnungsfaktor 2 und dem Kammerfaktor 10* multipliziert.
Wurde die Gesamtzellfraktion zuvor in einem geringeren oder grof3eren
Volumen mit Basismedium resuspendiert, musste zuséatzlich dieser Verdin-

nungs- oder Konzentrationsfaktor mitbertcksichtigt werden.

3.4 Kultureller Immediate-Early-Antigen-

Immunperoxidasetest

Dieses auch in der Virusdiagnostik etablierte Nachweisverfahren eines friihen
viralen Proteins wurde eingesetzt, um Aufschluss Uber den vorliegenden

Infektiositatsgrad einer viralen Infektion von HFF in Kultur zu erhalten.
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Ein Primarantikdrper detektiert hierbei das hCMV-spezifische Immediate early
antigen (IEA) pp72 (UL122) im infizierten Zellkern [Mazeron M.C., 1984] und
wird von einem mit Meerrettich-Peroxidase-konjugierten (POD), gegen den
Primarantikorper gerichteten, Sekundarantikorper erkannt. Unter Zugabe von 3-
Amino-9-ethylcarbacol (AEC), H,O, und H,O wird das dreiwertige Eisen im
Porphyrinring der Meerrettich-Peroxidase reduziert, wobei AEC selbst oxidiert
wird. Das dabei entstehende unlésliche Prazipitat Azamethin resultiert in einem
Farbumschlag zu rotbraun. Die Anzahl der infizierten HFF-Zellen, die das IE 1
(Exon 2) Antigen im Zellkern exprimieren, kann somit unter dem Lichtmikroskop

bestimmt werden.

Versuchsdurchfiihrung:

Permeabilisierung und Fixierung der Zellen

Das Medium wurde abgenommen und 200 pl des bei -20 °C gelagerten
Methanols zur Fixierung und Permeabilisierung der Zellen pro Well zugegeben.
Nach 20minutiger Inkubation der Mikrotiterplatte unter 4 T Kihlung wurde das

Methanol entfernt und ein Waschschritt mit PBSs ¢, rcs angeschlossen.

Bindung des primaren Antikorpers (Klon Ej3) [Mazaron M.C. et al., 1992]

Pro Well wurden 100 pl des monoklonalen IgG1k-Maus-Antikérpers gegen das
hCMV IE-Antigen pp72 (ORF: UL 122) 1:500 in PBSs ¢ rcs Verdunnt zugegeben
und im Brutschrank (37 C, 5 % CO ;) inkubiert. Nach einstindiger Inkubations-
zeit wurde der Uberstand abgenommen und nicht gebundener Antikérper durch

zweimaliges Waschen mit PBSsq, rcs entfernt.

Bindung des sekundéaren Antikdrpers

100 pl des aus Kaninchenserum gewonnenen, mit Meerrettich-Peroxidase

(POD) konjugierten, Anti-Maus-1gG-Antikorpers wurde in einer 1 : 500-Verdun-
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nung mit PBSsy, rcs auf die Zellen pipettiert und ungebundener Antikdrper nach

einer Stunde durch wiederum zweimaliges Waschen mit PBSsq, rcs entfernt.

Detektion der infizierten Zellkerne

AEC-Stammldsung (10 mg AEC geldst in 2,5 ml N,N-Dimethylformamid) wurde
1: 20 mit 0,1 M Natrium-Acetatpuffer (pH 4,9) verdinnt und anhand eines 0,20
um Filters sterilfiltriert. Direkt vor Gebrauch wurden 1 / 1.000 Volumenteilchen
H,0, (33 %) zugegeben. Pro Well wurden dann 100 pl dieser Substratlosung
zugegeben und die Indikatorreaktion 30 Minuten bei Raumtemperatur lichtge-

schutzt inkubiert.

Hamalaun / Hamatoxilin-Gegenfarbung (optional)

Jedem Well wurde 150 pl Hamalaun-Farbelésung (1 : 4 mit PBSse rcs verdinnt
und mittels 0,45 um Filters sterilfiltriert) zugegeben und die Mikrotiterplatte fur
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch zwei-

maliges Waschen mit PBSsy, rcs gestoppt.

Die gefarbten Mikrokulturen konnten in PBSsy rcs bei 4 T im Kuihlschrank

aufbewahrt werden.

Als Negativkontrolle wurden stets nichtinfizierte Fibroblasten mitgefuhrt.

3.5 Modifizierter Kokultur-Assay nach Prix etal. [1  998]

Zur Bestimmung der optimalen Virusverdinnung von zellassoziiertem Virus flr
den adhaerenten BATDA-release-Assay und den adhaerenten Laktatdehydro-
genase-Zytotoxizitats-Assay wurden mit Fibroblasten beimpfte Mikrotiterplatten
5 Tage lang mit hCMV-Isolaten und AD-169-infizierten Fibroblasten in verschie-

denen Verdunnungsstufen inkubiert.
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Die hCMV-infizierte Fibroblastenkultur wurde nach Erreichen des erforderlichen
CPEs abtrypsiniert und vom Basismedium 1-Trypsin-Gemisch abzentrifugiert
(400 g, 5 min, 37 ). Anschliel3end wurde die infizie rte Zellsuspension gezahlt
und mit Basismedium 1 auf 100.000 Zellen pro 100 pl eingestellt. Parallel hierzu
wurden nichtinfizierte Fibroblasten von einer 175 cm? Zellkulturschale abtryp-
siniert, abzentrifugiert (400 g, 5 min, 37 ) und a uf 20.000 (5.000) Fibroblasten
pro 100 pl verdinnt. Mit dieser Zellsuspension wurden dann fur jedes zu
testende Virusisolat 9 Alliquots a 5 ml hergestellt.

Beim Mischen der Kokulturen wurden zu den 9 Alliquots jeweils 250, 125, 50,
37,5, 25, 20, 15, 10 und 5 pl der auf 100.000 Zellen / 100 ul eingestellten
hCMV-infizierten Zellsuspension zugegeben. Somit erhielt man in den 9
Alliquots eine Konzentration von 5.000, 2.500, 1.000, 750, 500, 400, 300, 200
und 100 infizierte Zellen pro 100 ul. FUr die 384-Well-Lochplatten wurden
aufgrund der geringeren Anzahl an Targetzellen Konzentrationen von 5.000,
2.500, 1.000, 500, 250, 100, 50 und 25 infizierte Fibroblasten pro Well gewahlt.

Jeweils 100 ul der gemischten Zellsuspensionen wurden zur Kokultivierung in
die Wells einer flachbtdigen 96-Well-Mikrotiterplatte sowie einer 384-Well-
Lochplatte pipettiert. Mit jeder der 9 Alliquots wurden 8 Wells beimpft. Nach
vierstiindiger Adsorption der Zellen an den Wellbéden im Brutschrank bei 37°C
und 5 % CO, wurde das Uberstandsmedium abgenommen und durch frisches

Basismedium 1 ersetzt. Nach 5 Tagen Inkubation erfolgte die Auswertung.

Es zeigte sich folgende optimale Infektionsdosis zur Erlangung von > 90 %

Infektiositat:

96 Well Platte AD 169 WT-MR WT-GCVR1 WT-GCVS1
(Infizierte Zellen pro Well)

HFF 100-300 100-300 1 000 1 000

MRHF <100 <100 1 000 1 000

MRC -5 <100 <100 1 000 1 000

500+ TCIDsg
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384 Well Platte AD 169 WT-MR WT-GCVg WT-GCVs
+ TCIDso (Infizierte Zellen pro Well)
HFF 200 100 50 50
MRHF 100 100 250 250
MRC -5 100 100 250 250
: Zelien el
e SRR ;:h:"g{’
F VL A ey
L T Bl iy
B S e N
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Abb. 7:  Modifizierter Kokultur-Assay nach Prix et al. am Be ispiel des Virusisolates WT-GCVR1 auf HFF  py5 (384-

Well-Mikrotiterplatte) [IEA-Kernfarbung und H.E.-Gegenfarbung]. Die optimale Konzentration fir einen
vollstandig infizierten Zellrasen lag hier bei 50 infizierten Zellen pro Well. Unterhalb dieser Konzentration
zeigte sich eine Infektiositatsrate < 100 %, wahrend eine Infektion mit mehr als 50 infizierten Zellen pro Well
eine Zunahme des zythopathischen Effektes mit zunehmender Zellablésung und schlieBlich Zellverklumpung

ergab.
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3.6 Isolierung mononukleérer Zellen aus peripherem Blut

Hintergrund:

Aufgrund ihrer Dichte kdnnen mononukledre Zellen des peripheren Blutes
(Pbmnc) mittels Dichtezentrifugation Gber einen Stufengradienten aus Ficoll-
Hypaque (Dicht von 1,007 g / I) von den anderen Blutbestandteilen isoliert
werden [Boyum A., 1968].

Versuchsdurchfihrung:

Nach Zugabe von 10 IE / ml Liqguemin-Heparin-Natrium bei Entnahme des
peripheren Blutes wurde zur Separation der Zellen im Verhaltnis 1 : 1 mit PBS
verdiinnt. Das Vollblut-PBS-Gemisch wurde vorsichtig in einem 50 ml Falcon"-
Rohrchen auf 15 ml Ficoll-Hypaque (Zimmertemperatur) aufgeschichtet. Nach
anschlieBendem zentrifugieren (21 C, 400 g, 30 min, 175 r / mm, Beschleuni-
gung und Bremse 0) flottierten die Zellen mit geringer Dichte (T- und B-
Lymphozyten, Monozyten und mononukleare Vorlauferzellen) tber dem Ficoll-
Hypaque, wahrend Erythrozyten und polymorphkernige Leukozyten bzw.
Granulozyten durch das Ficoll-Hypaque durchzentrifugiert wurden und am
Gefallboden ein Pellet bildeten. Die mononukleare Fraktion in der Interphase
zwischen Plasma und Ficoll-Hypaque konnte nun mit einer Pipette abgezogen

werden.

Um noch evt. vorhandenes zytotoxisch wirkendes Ficoll-Hypaque zu entfernen,
wurde die Pbmnc-Fraktion mit PBS gewaschen (37 € (bzw. 7 T fir die
MACS-Anreicherung), 500 g, 10 min, 208 r / mm, Beschleunigung und Bremse
5). Nach dekantieren des Uberstandes wurden die Pbmnc in einem 15 ml
Falcon"-Réhrchen gepoolt und 100 pl fir die Bestimmung der Zellzahl
entnommen. Hiermit konnte der Anteil an Lymphozyten mittels Advia”-Z&hlgeréat
des Hamatologischen Routinelabors der Universitatsklinik fur Kinder- und

Jugendmedizin Tubingen quantitativ erfasst werden.
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Zur  Immunphanotypisierung wurden ca. 100.000 Zellen far die
Durchflusszytometrie entnommen. Danach erfolgte ein zweiter Waschschritt (37
T (bzw. 7 T fur die MACS-Anreicherung), 400 g, 10 m in, 208 r / mm, Be-
schleunigung und Bremse 5). Zur weiteren Verwendung wurden die Zellen in

Basismedium 2 oder MACS-Puffer resuspendiert.

3.7 Anreicherung Nattrlicher Killerzellen

Hintergrund:

Mit Hilfe immunomagnetischer Substanzen kdnnen bestimmte Zellen Uber
.Magnetic-activated-cell-sorting” (MACS) als Antigen-positive-Fraktion angerei-
chert bzw. Uber die Antigen-negative-Fraktion depletiert werden. Dazu markiert
man die anzureichernden Zellen mit einem monoklonalen Antikoérper, der an
Epitope bindet, die fur die spezifische Zellsorte charakteristisch sind. Diese
spezifischen Antikdrper sind mit kleinen Metallpartikeln (Eisenoxid) konjugiert.

Zur Isolierung wird eine spezielle Saule verwendet, die mit einer
paramagnetischen Eisenmatrix gefllt ist und sich in einem starken Magnetfeld
befindet. Lasst man das Zellgemisch (ber die Trennsaule laufen, werden die
magnetisch markierten Zellen in der Saule zurtickgehalten, wahrend die Zellen
ohne magnetischen Zusatz die S&ule hindernislos passieren (Negativfraktion).
Entfernt man danach die Sdule aus dem Einflussbereich des Dauermagnet-
feldes, lassen sich die markierten Zellen als Positiviraktion aus der Saule
eluieren.

Fiur die Anreicherung von NK-Zellen eignen sich gegen CD>®*

gerichtete Micro-
Beads. Dieses Adhaesionsmolekil (neural cell adhaesion molecule, NCAM)
wird hauptsachlich von Natirlichen Killerzellen und einigen T-Zellsubpopu-

lationen exprimiert [Geiselhart A., 1997].
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Versuchsdurchfihrung:

Die aus dem vendsen Vollblut gewonnenen mononuklearen Zellen wurden
zunachst mit MACS-Puffer auf eine Dichte von 100 Millionen Lymphozyten / ml
eingestellt. MACS-Puffer setzt sich aus PBS-Puffer ohne Mg®* und CA* mit 10
ml EDTA (Athylendiamin-Tetraacetat-Losung separiert die Zellen dadurch, dass
es mit den fir deren Haften notwendigen Ca?*-lonen Chelate bildet) und 10 ml
humanem Serumalbumin (N&hrstoffzusatz) zusammen und wird zur Beseiti-
gung eventuell vorhandener Gasteilchen, die den Saulenlauf behindern

kdnnten, 15 Minuten ultraschallbehandelt.

Um den Zellstoffwechsel zu inhibieren und damit einer Anreicherung und
Zerklumpung der Zelloberflachenmolektle auf einer Seite der Zellen (,Capping’
[Taylor R.B. et al.,, 1971]) entgegenzuwirken, wurden alle nun folgenden

Arbeitsschritte unter Eiskiihlung bei ca. 4°C durchgefihrt.

Zum Absattigen unspezifischer Bindungen folgte eine lichtgeschitzte, 10minit-
ige Inkubation mit 50 pl / ml humanem Polyglobulin® 5% auf einem Tischschiit-
telgerat (Stufe 3). AnschlieRend wurden pro 10’ Zellen 20 ul CD*** Micro-Beads
zugegeben. Bei einer Zelldichte von 100 Millionen / ml entsprach dies 200 pl
Beads fur 1 ml Zellsuspension. Unter Lichtabschluf3 schloss sich dann fur 30
Minuten eine Inkubation auf dem Tischschuttelgerat (Stufe 3) an, wobei alle 10
Minuten zusatzlich kurz von Hand geschiittelt wurde. Um nichtgebundenen
Antikdrper zu entfernen, wurde 2 mal mit MACS-Puffer gewaschen (7 C, 400 g,
10 min, 208 r / mm, Beschleunigung und Bremse 5) und zum S&aulenlauf in 7 ml
MACS-Puffer resuspendiert.

Nach installieren der bei 4 T gekihlten Trennsaule im VarioMACS und spilen
der Saule mit 7 ml MACS-Puffer wurde die gut suspendierte Zellsuspension
aufgetragen. Unmarkierte Zellen wurden nach dem vollstdndigen Durchlauf der
Zellfraktion durch 5-maliges nachspulen mit 2 ml MACS-Puffer entfernt. Dann

wurde die Trennsaule aus dem Permanentmagneten entnommen und die noch
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in der Saule befindlichen CD*** Zellen mit 6 ml MACS-Puffer durch ziigiges,

kraftiges durchspulen mittels Stempel eluiert.

Zur Bestimmung des Lymphozytenanteils mittels Advia”-Zahlgerat des
Hamatologischen Routinelabors der Universitatsklinik fur Kinder- und
Jugendmedizin Tdbingen wurden 200 pl der Zellsuspension entnommen.
Zusatzlich wurden zur Beurteilung der Reinheit an Natirlichen Killerzellen ca.
100.000 Zellen fur die Durchflsszytometrie abgenommen. Nach Pelletierung der
Zellen (21 <, 400 g, 10 min, 208 r / mm, Beschleunigung und Bremse 5)
wurden die Zellen mit Basismedium 2 auf die gewiinschte Anzahl an

Lymphozyten eingestellt.
Stimulation der NK-Zellen:

Die angereicherten NK-Zellen wurden in einer Dichte von 1 - 10° Zellen / ml in
Basismedium 2 resuspendiert und in drei Proben aufgeteilt: ohne Zugabe von
Interleukin, mit 40 U / ml Interleukin 2 (IL-2) und mit 1 ng / ml Interleukin 15 (IL-
15). Nach einer 24-stundigen Inkubation bei 37 € und 5% CO, wurden die
Effektorzellen einmal in Basismedium 2 (LDH-Assay: Basismedium 3) ge-

waschen und auf die erforderliche Zelldichte eingestellt.

Um zu verdeutlichen, dass sich die zu messende Zelllyse auf die zugegebenen
Effektorzellen zuriickfihren lasst, wurden die Effektorzellen in unterschiedlichen
Verhdltnissen zu einer gleichbleibenden Anzahl an Targetzellen pipettiert (E / T-
Verhéltnis). Da beim Testansatz 100 pl (ADCC: 60 ul) Effektorzellen pro Well
eingesetzt wurden und die Zahl der Targetzellen durchgehend 5.000 betrug,
musste fur ein E / T-Verhaltnis von 20 : 1 die Ausgangskonzentration der Effek-
toren 1 - 10° (ADCC: 1,67 - 10°% Zellen / ml betragen. Hiervon wurde eine
Verdinnungsreihe Uber die Stufen 1 : 1 (entsprechend 20 Effektorzellen / 1
Targetzelle), 1:2(10/1),1:4(5/1)und 1:8(2,5/1) erstellt.
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3.8 Adhaerenter Laktatdehydrogenase-Zytotoxizitats-  Assay

Hintergrund:

Der von Korzeniewski und Callewaert [Korzeniewski C. & Callewaert D.M.,
1983] ausgearbeitete kolorimetrische LDH-Zytotoxizitatstest zur quantitativen
Erfassung der natirlichen zellvermittelten Antitumorzytotoxizitat benutzt als
Messkriterium der Zytolyse die am Ende der Tumor-Effektorzell-Kokultur

registrierbare LDH-Freisetzung aus der Tumorzelle.

Fur die Indikatorreaktion wird die LDH-katalysierte NAD'-Reduktion an ein
Redoxsystem gekoppelt. Dadurch wird das Gleichgewicht dieser Reaktion,
welches weit auf der Seite von L*-Laktat und NAD" liegen wiirde, auf die Seite
von Pyruvat und NADH verschoben. NAD" wird unter diesen Bedingungen
quantitativ zu NADH reduziert, welches wiederum Phenazinmethosulfat (PMS)
reduziert. In einer weiteren Redoxreaktion bildet das gelbe Jodnitrotetrazolium-
chlorid (INTC) unter Ringo6ffnung des Tetrazoliumsalzes das intensiv rot

gefarbte Formazansalz, das dann als Mel3gro3e dient.

LDH
L* - Laktat + NAD® > Pyruvat + NADH + H*
=
NADH + PMSox + H' > NAD' + PMSgep
PMSgrep + INTC > PMSpx + Formazan

Versuchsdurchfihrung:

Adhaerente Targetzellen wurden finf Tage in 96-Well-Flachboden-Mikrotiter-
platten mit 2 - 10* Zellen / Well (384-Well-Mikrotiterplatte: 5 - 10° Zellen / Well)
bei 37 T und 5 % CO , inkubiert (MOCK-Kontrolle). Im Gegensatz zu Tumor-
zelllinien blieb, aufgrund der Kontaktinhibition bei Fibroblasten, diese Targetzell-
konzentration konstant. Ebenso wurde zellfreies Viruslysat (AD-169) in entspre-
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chender TCIDsp-Verdinnung via Shell vial assay auf die Targetzellen aufzentri-
fugiert (3.2.3.3 Shell vial assay [Paya C.V. et al., 1987]), bzw. zellassoziiertes
Wildtypvirus mit einer Infektiositatsdosis fur > 90 % Infektiositat via Kokultur-
Assay mit den Fibroblasten vermengt (3.5) und im Brutschrank inkubiert.

Anschlieliend wurde der Kulturiiberstand entfernt und die Monolayer zweimal
mit 200 pl / Well Basismedium 3 faktorfrei gewaschen. In einem Endvolumen
von 200 ul / Well erfolgte dann die Kokultivierung der adhaerenten Targetzellen
mit den verschiedenen Verdiunnungsstufen der Effektorzellen. Die Kontrolle der
spontanen LDH-Freisetzung aus den Target- und Effektorzellen wahrend der
vierstiindigen Inkubation wurde durch separate Inkubation beider Zellpopula-
tionen in 200 ul Basismedium 3 (SLT, SLE) ermittelt. Als Background (BG)
diente 200 pl zellfreies Basismedium 3. Die Maximallyse (ML) wurde mit 100 pl
Basismedium 3 pro Targetzell-enthaltenen Well angesetzt. Fiur alle Proben
wurden 3-fach Ansétze vorbereitet, fur BG, ML und SLT jeweils mindestens 6-

fach-Bestimmungen.

Zu Testbeginn wurden die Mikrotiterplatten zur Anné&herung der Effektor- und
Targetzellen 2 - 3 Minuten mit 100 g bei 37 T anze ntrifugiert und Uber vier
Stunden bei 5 % feuchter CO,-Atmosphare unter 37 T inkubiert. 15 Minuten
vor Beendigung dieser Inkubationszeit wurde die ML der Targetzellen durch
Zugabe von 100 pl Triton® X-100 (2 %) unter Resuspension der Zellen und

anschlieBender 5 - 10-minutiger Inkubation im Brutschrank vorgenommen.

Zur Messung der freigesetzten LDH-Aktivitat in zellfreien Kokulturiberstanden
wurden die Mikrotiterplatten nach Ablauf der Tritonlyse funf Minuten unter 400 g
bei 37 T zentrifugiert und jeweils 100 ul Zellkultur Gberstand aus den jeweiligen
Testansatzen in korrespondierende Vertiefungen einer flachbodigen 96-Well-
Mikrotiterplatte Uberfihrt. Im Gegensatz zur intervallartigen Bestimmung der
LDH-Aktivitdt nach Korzeniewski und Callewaert wurde eine Endpunktbestim-
mung durchgefuhrt. Hierzu wurden zu den zellfreien Kokulturiiberstanden in

Ein-Sekunden-Intervallen jeweils 100 pl frisch angesetzte und sterilfiltrierte
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(0,45 um) LDH-Substratlosung zugesetzt. Danach wurden die Mikrotiterplatten

lichtgeschuitzt 6-8 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Farbstoffbildung wurde im gleichen Ein-Sekundentakt durch Zugabe von 50
ul 1 N HCI gestoppt. Die photometrische Auswertung der Platten erfolgte in
einem Mikrotiterplattenspektrophotometer gegen den Reagentienleerwert bei
490 nm mit der Referenzwellenlange 630 nm. Wéhrend der Messungen wurde
der BG-Wert automatisch von den Messdaten abgezogen. Der Prozentsatz an

Zytotoxizitat errechnete sich durch die Formel:

(3.1) Messwert - Spontanlyses,t + s.e
% Spezifische Lyse = - 100
Maximallyse - Spontanlyseg 1

Der Prozentsatz der Spontanlyse wurde berechnet durch die Formel:

(3.2) Spontanlyse
% Spontane Lyse =— - 100
Maximallyse

In die Berechnungen gingen jeweils die Mittelwerte aus den Mehrfach-
bestimmungen ein. Der Grad an Infektiositat konnte mittels Immediate-Early-
Antigen-Immunperoxidasetest (3.4) an den BG-Wells ermittelt werden.

3.9 Europium-Zytotoxizitats-Assay

Hintergrund:

Die Methode des von K. Blomberg et al. [Blomberg K. et al., 1996]
veroffentlichten BATDA-Release-Assay beruht auf dem Nachweis eines intra-
zellularen fluoreszenzverstarkenden Liganden im Zelliberstand, der nur von
lysierten Zellen freigesetzt wird. Dazu werden die Targetzellen zuerst mit
bis(acetoxymethyl)2,2’:6'2’-terpyridine-6.6’-dicarboxylate (BATDA) inkubiert.
Dieser Acetoxymethylester des fluoreszenzverstarkenden Liganden 2,2:.6,2"-
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terpyridine-6,6"-dicarboxylic acid (TDA) diffundiert als hydrophobe Verbindung
leicht durch die Zellmembran. Durch intrazellulare Esterasen werden die Ester-
bindungen des Liganden hydrolysiert. Dadurch entsteht die hydrophile
Verbindung TDA, welche die Zellmembran nicht mehr passieren kann und in
den Targetzellen akkumuliert. Die so markierten Targetzellen werden dann

zusammen mit den Effektorzellen, z.B. CD** NK-Zellen, inkubiert.

Werden Targetzellen von den zytotoxischen Effektorzellen lysiert, tritt der
hydrophile Ligand TDA in den Uberstand tiber und bildet mit Europiumlésung
einen stark fluoreszierenden und stabilen Chelatkomplex (EuTDA). Die Menge
des freigesetzten Liganden lasst sich Uber eine zeitverzogerte Fluoreszenz bei
615 nm im Fluorometer messen. Dabei kann die Zytotoxizitat der Effektorzellen,
ausgedrickt durch den prozentualen Anteil an lysierten Targetzellen, nur
errechnet werden, indem das Ergebnis auf die Anzahl der maximal lysierbaren
Zellen bezogen wird. Im Test mussen deshalb folgende Werte zusétzlich

bestimmt werden:

* Maximallyse (ML): Sie bezeichnet den Wert, der maximal erreicht werden

kann, wenn alle Targetzellen lysiert werden.
* Spontanlyse (SL): Dieser Wert kommt dadurch zustande, dass Target-
zellen auch ohne Einflul3 von Effektorzellen absterben und den Liganden

freisetzen.

Die prozentuale spezifische Lyse errechnet sich nach folgender Formel:

Messwert - Spontanlyse
% Spezifische Lyse = - 100
Maximallyse - Spontanlyse

(3.3)
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3.9.1 Versuchsdurchfihrung non-adhaerenter BATDA-r  elease-

Assay

Die adhéarent wachsenden Fibroblasten wurden mit 5 ml PBS gespiilt und durch
Zugabe von 1 - 2 ml Trypsin-EDTA unter leichtem Klopfen von den 25 cm?
Kulturflaschen abgeldst. Um das Trypsin wieder von den Zellen zu entfernen,
erfolgte eine einmaliges zentrifugieren der Zellsuspension fir 5 Minuten bei 200
g (Bremse und Beschleunigung 5 bei 37 C). Anschlielend wurde zur Erholung
der resuspendierten Targetzellen eine 30-mindtige Inkubation bei 37 € und 5
% CO, durchgefthrt.

Nach Entnahme von 20 pl Zellsuspension fur den kulturellen Immediate-Early-
Antigen-Immunperoxidasetest (3.4) wurden die Targetzellen zur Markierung auf
1 - 10° Zellen / ml Basismedium 2 eingestellt und mit 2,5 pl BATDA-Ligand pro
1 - 10° Zellen bei 37 € und 5 % CO, fiir 15 Minuten inkubiert. Zum Entfernen
des Ligandeniuberschusses wurden die Zellen funfmal mit auf 37 T ange-
warmten Basismedium 1 gewaschen (200 g, 5 min, Bremse und Beschleuni-
gung 5, 37 T). Nach Aufnahme der Targetzellen in das Ursprungsvolumen
erfolgte die Bestimmung des Anteils an vitalen Zellen mittels Neubauer-
Zahlkammer. Schliel3lich wurde die Zellsuspension auf eine Endkonzentration
von 5 - 10* vitale Zellen / ml Basismedium 1 eingestellt. Ein Teil dieser Zellen
wurde erneut zentrifugiert (200 g, 5 min, Bremse und Beschleunigung 5, 37 C)

und der Uberstand fiir die Backgroundbestimmung (BG) verwendet.

Der Test wurde in einer U-Boden-Mikrotiterplatte (96 Kavitdten) angesetzt,
wobei Background, Spontanlyse und Maximallyse jeweils vierfach bestimmt
wurden. Dabei ergab sich der BG aus 100 pl gewonnenen Uberstandes und
100 pl Basismedium 1 pro Well. Fur den Ansatz der Maximallyse wurden 100 pl
Ultraschalllysierte Targetzellen und 100 pl Basismedium 1 / Well verwendet
(US). Ein zweiter Ansatz ergab sich aus 100 ul Targetzellen mit 20 ul Lysis
Buffer und 80 pl Basismedium 1 pro Well (ML). Die Spontanlyse (SL) wurde

durch eine Inkubation von 100 pl Targetzellsuspension und 100 pl Basis-
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medium 1 / Well ohne Zugabe von Effektorzellen bestimmt. Um eine durch
Komplement vermittelte Lyse auszuschliel3en, wurde flr eine ADCC zusatzlich
eine Spontanlyse von 100 pl Targetzellen mit 40 pl Cytoglobin® 5% und 60

Basismedium 1 ermittelt (SLcy).

Schliel3lich wurde die bendétigte Anzahl an Wells mit 100 ul Targetzellen
beladen. Sollte eine ADCC durchgefuhrt werden, wurde in die entsprechenden
Wells 40 pl Cytoglobin® 5 % pipettiert und in den 96-Well-Mikrotiterplatten bei
37 T und 5 % CO , fur 20 Minuten inkubiert, um eine Bindung der hCMV-spezi-
fischen Antikorper zu erméglichen. Danach wurden zu den Targetzellen jeweils
100 pl der isolierten Effektorzellen (ADCC: 60ul) in entsprechender Verdinnung
hinzugegeben. Um Messfehler zu minimieren fand von jeder Verdiinnungsstufe

eine Dreifachbestimmung statt.

Damit Target- und Effektorzellen rasch in Kontakt kamen, wurde die 96-Well-
Mikrotiterplatte kurz anzentrifugiert (100 g, 2 min, Bremse und Beschleunigung
3, 37° C) und anschlieBend 2 Stunden im Brutschrank inku biert. Um den
Uberstand zu gewinnen, wurden die Zellen der 96-Well-Mikrotiterlatte bei 200 g
(5 min, Bremse und Beschleunigung 5, 37 ) pelletiert. Eine entsprechende
Anzahl an Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte mit Flachboden wurde anschlies-
send mit 200 pl Europiumlésung und 20 pl Uberstand aus dem entsprechenden
Well der Testansatzplatte beladen. Eine Inkubation fir 20 Minuten auf einem
Schuttler (Stufe 5) gewahrleistete, dass Europium den Liganden komplett
binden konnte. Die erzeugte Fluoreszenz wurde mit dem Fluorometer bei 615
nm ermittelt. Von den gemessenen Counts wurden Mittelwerte gebildet und
entsprechend Formel 3.3 in Prozentzahlen umgerechnet. Um die Gilte des

Tests abzuschatzen, wurde eine Spontanlyse des Assays errechnet:

Spontanlyse - Background
% Spontanlyse des Assays= -100
Maximallyse - Background

(3.4)

Diese sollte nicht mehr als 30 % betragen.
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3.9.2 Versuchsdurchfihrung adhaerenter BATDA-relea  se-Assay

Entsprechend dem LDH-Assay wurden adhaerente Targetzellen mit MOCK,
zellfreiem Viruslysat oder zellassoziiertem Wildtypvirus infiziert und finf Tage
bei 37 T und 5 % CO , im Brutschrank inkubiert. Anschliel3end erfolgte mittels
Multikanalpipette eine rasche Zugabe von 0,05 ul / Well BATDA-Ligand mit
nachfolgender 30-minutiger Inkubation bei 37 € und 5 % CO,. Der Liganden-
Uberschuss konnte durch fiunfmaliges Waschen mit 200 pl Basismediumioyrcs /
Well und anschlieRendem Abklopfen entfernt werden. Zur Schonung des Zell-
rasens sollte dabei auf eine ausreichende Polsterung geachtet und keine
Pipette verwendet werden. Die Effektorzellen wurden in den verschiedenen
E:T-Ratios zu einem Endvolumen von 200 ul / Well in Triplikaten hinzugegeben.
Die Kontrollen setzten sich aus dem BG mit 200 ul Basismedium 1 / Target- und
Effektorzellfreiem Well, der SL mit 200 ul Basismedium 1 / Well, sowie der ML
mit resuspendierten Targetzellen in 20 pl Lysis Buffer und 180 pl Basismedium
1 pro Well zusammen. Anschliel3end wurden die Effektorzellen auf die Target-
zellen zentrifugiert (100 g, 2 min, Bremse und Beschleunigung 3, 37 ) Nach
einer zweistindigen Inkubation bei 37 T und 5% CO , wurde entsprechend

dem non-adhaerenten-BATDA-release-Assay fortgefahren.
3.9.3 ADCC (antibody-dependent cell-mediated-cytot  oxicity)

Die antikorperabhangige zellulare Zytotoxizitat (ADCC) ist eine Variante der
zellularen Zytotoxizitat bei der Targetzellen in Gegenwart targetzellspezifischer
Antikorper durch Effektorzellen zerstort werden. Letztere binden sich tber den
schwach affinen Fc,-Rezeptor (Fc,RIII: CD™¥™") an die auf der Targetzell-
membran befindlichen Antigen-Antikérper-Komplexe. Der vom Serumkomple-
ment unabhangige zytotoxische Effekt ist 1965 von E. Moller [Moller E., 1965]
erstmals beobachtet und besonders von den Arbeitsgruppen um Mac Lennan
und Perlmann untersucht worden [Callewaert D.M. et al., 1978; Pearson G.A.,
1978; Perlimann P. et al., 1975].
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Die ADCC-wirksamen Antikorper gehéren meistens der IgG-Klasse (IgG1 oder
IgG3) an, in einigen Fallen sind jedoch auch IgM- oder IgE-Antikorper effektiv
[Capron A. et al., 1977; Lamon E.W. et al., 1977]. Unabdingbare Voraussetzung
fur die Aktivitdt von Effektorzellen in der ADCC ist der Besitz von Fc-Rezep-
toren und eine zytotoxische Kapazitat. Normale B-Lymphozyten besitzen zwar
Fc-Rezeptoren, reagieren aber nicht zytotoxisch. Andererseits sind spezifische
T-Killerzellen mangels Fc-Rezeptoren nicht in der Lage antikbrperbedeckte
Targetzellen zu lysieren. So kann es bei bestimmten genetischen Defekten,
zum Beispiel bei Patienten mit einem Chediak-Higashi-Syndrom oder ,beige*“-
Mausen, zum Verlust der zytotoxischen Aktivitdt Fc-Rezeptor-positiver Leuko-
zyten kommen [Roder J.C. & Dowe A.K., 1979; Roder J.C. et al., 1980].

Sowohl Lymphozyten, als auch Monozyten, Granulozyten und Eosinophile
kbnnen ADCC-aktiv sein [Cerottini J.C. & Brunner K.T., 1974; Mac Lennan
[.C.M. et al., 1976; Zighelboim J. et al., 1976]. Besonders wirksam sind die nach
Aufarbeitung mittels Ficoll-Hypaque isolierten nicht adhaerenten, nicht phagozy-
tierenden mononuklearen Zellen, die wegen ihres Fehlens an T- und B-
Zellmarkern als ,Null-Lymphozyten* oder ,Null-Zellen* bezeichnet werden. Fir
die ADCC wirksamen Nullzellen wurde der Begriff ,Killer (K)-Zellen“ geschaffen
[Editorial comment, 1973; Perlmann P. et al., 1975; Perlmann H. et al., 1976].
Die mit diesen Zellen eng verwandten NK-Zellen stellen die Hauptmediatoren
der ADCC dar. Dabei hat das IgG eine Erkennungsfunktion, d.h. Zielzellen die
Antikorper auf ihrer Oberflache gebunden haben, werden préaferentiell

abgetotet.

Als Targetzellen sind prinzipiell samtliche Zelltypen in Gegenwart spezifischer
Antikorper durch eine ADCC zerstorbar, somit auch Bakterien und Parasiten
[Butterworth A.E. et al., 1977].

In vivo spielt die ADCC maoglicherweise bei der Transplantatabstol3ung, bei der

Tumorabwehr, sowie bei Autoimmunkrankheiten eine bedeutende Rolle.
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Versuchsdurchfihrung:

Zum Nachweis der lytischen Reaktion wurde der non-adhaerente BATDA-
release-Assay angewendet.

3.10 Durchflusszytometrie

Das Ziel der Durchflusszytometrie ist die Charakterisierung von Oberflachen-
antigenen und die Kontrolle der Reinheit isolierter Zellpopulationen nach CD°**-

Anreicherung oder Ficoll-Hypage-Aufarbeitung.

Bei der analytischen Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) werden die in
Suspension vorliegenden Zellen tber eine Stahlkapillare mittels Uberdruck in
die Messkiivette des FACS-Gerates gepumpt. In dieser vibrierenden Fliel3kam-
mer werden die Zellen so stark beschleunigt, dass sie den Analysepunkt
einzeln aneinandergereiht passieren (hydrodynamische Fokussierung). Dort
trifft ein Argon-Laserstrahl mit einer Wellenlange von 488 nm auf die Zellen und
registriert dabei gleichzeitig Fluoreszenz- und Streulichtsignale. Diese Informa-
tion wird von Photomultiplikatoren erfasst und in elektrische Impulse umgewan-
delt. Zur graphischen Visualisierung weist ein Analog-Digital-Konverter jeder
Signalspannung eine Zahl von 0 bis 1024 zu. Die Fluoreszenzsignale werden
logarithmisch verstarkt und auf einer vier Dekaden umfassenden Skala (0,1 bis
1.000) auf dem Bildschirm dargestellt.

Uber die Erfassung der Lichtstreuung wird die Zellmorphologie ermittelt. Dabei
werden die Streulichtsignale in zwei Kategorien gemessen. Das Vorwartsstreu-
licht (forward light scatter, FSC) ist hierbei ein Mal fir die Grol3e (Querschnitts-
flache) der einzelnen Zellen. Durch das im 90° Winkel gemessene Seitwarts-
streulicht (side light scatter, SSC) erhalt man eine Aussage Uber die
Granularitat beziehungsweise das Kern-Plasma-Verhaltnis (Refraktionsindex)
der gemessenen Zellen. Auf diese Weise lassen sich verschiedene Zelltypen
durch ihre charakteristische Darstellung im Diagramm FSC gegen SSC
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Side Scatter

abgrenzen. So stellen sich beispielsweise Granulozyten als grol3e Zellen mit
hoher Plasma / Kern-Relation und granuliertem Zytoplasma dar, wahrend Lym-

phozyten als kleine Zellen mit hohem Kernanteil auftreten.
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Abb.7:  Morphologie von Granulozyten, Monozyten, Thrombozyten und Lymph ozyten im Durchflusszytometer
(A). Wahrend nichtinfizierte Fibroblasten (HFF) eher klein und ungranuliert erscheinen (B), stellen sich hCMV
infizierte Fibroblasten (hCMV-HFF) im Durchflusszytometer als grof3e granulierte Zellen dar (C).

Um die Oberflacheneigenschaften der Zellen untersuchen zu kénnen, werden

sie mit monoklonalen Antikérpern markiert. Diese Antikérper sind bereits an

fluoreszierende Farbstoffe gekoppelt (direkte Immunfluoreszenz) oder werden

nach Bindung des antigenspezifischen Primarantikorpers in einem zweiten

Schritt mit einem Fluorochrommarkierten Sekundarantikérper markiert (indirekte

Immunfluoreszenz).

Der Fluoreszenzfarbstoff absorbiert Energie des einfallenden monochroma-
tischen Laserlichtes und gibt ,ungenutzte’ Energie wieder in Form von Warme
und elektromagnetischen Schwingungen ab. Diese geringere Energie wird in
Form von Photonen langerer Wellenlange emittiert, welche durch Photomulti-
plikatoren quantifiziert werden. Die gebundene Farbstoffmenge ist proportional
der Anzahl der Bindungsstellen, womit die emittierte Fluoreszenzintensitat ein

Mal3 fur diese Bindungsstellen darstellt.

Es stehen verschiedene Farbstoffe zur Verfigung, die alle bei einer spezi-
fischen Wellenlange (488 nm bei FITC [Fluorescein-Isothiocyanat, rot, Emis-

sionswellenldnge von 530 +/- 30 nm, Emissionsmaximum bei 525 nm], PE
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[Phycoerythin, grin, Emissionswellenlange von 585 +/- 42 nm, Emissions-
maximum bei 575 nm] und PerCP [Peridinin Chloropyll Protein]) angeregt
werden, jedoch unterschiedliche Fluoreszenz-Emissionsgipfel aufweisen und

somit gleichzeitig eingesetzt werden kénnen.

Versuchsdurchfuhrung (Vorbereitung der Zellproben):

Adhaerent wachsende Zellkulturen wurden zunachst abtrypsiniert, pelletiert
(400 g, 5 min, 37 ), um Einzelzellen zu erhalten in Basismedium sorgfaltig
resuspendiert und mittels Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Dabei wurde die
Inkubation mit Trypsin moglichst kurz gehalten, um einer proteolytischen
Schéadigung von zu untersuchenden Oberflachenmolekiilen entgegenzuwirken.

Bei non-adhaerent wachsenden Zellen (Pbmnc oder CD®®* angereicherte NK-
Zellen) konnte die Anzahl an Lymphozyten durch das Advia -Zahlgerat des
Hamatologischen Routinelabors der Universitatsklinik fur Kinder- und

Jugendmedizin Tubingen bestimmt werden.

Die zu messende Zellsuspension wurde dann auf eine Konzentration von 1 -
10° Zellen / ml eingestellt und je FACS-R6hrchen 100 pl dieser Zellverdiinnung
vorgelegt. Um eine gleichm&Rige Farbung auf der gesamten Zelloberflache zu
gewahrleisten, demgemalf ,Patching’- (reaktives Zerklumpen der Zelloberfla-
chenproteine bei Kreuzvernetzung mit Immunglobulinmolektilen) und ,Capping’-
(an das Patching anschlieBende durch den Zellstoffwechsel verursachte
haubenférmige Anreicherung der Klumpen auf einer Zellseite) Phdnomene zu
vermeiden, erfolgte ein Waschgang mit fixierendem FACS-Flow (4 C, 208 r /
mm, 400 g, 10 min, Beschleunigung 9, Bremse 7) und eine Inkubation bzw.
Aufbewahrung der Proben bei ca. 4 C im Eisbad [Tayl or R.B. et al., 1971].

Entsprechend dem gewilnschten Testansatz wurde eine direkte (3.10.1),
indirekte (3.10.2) oder intrazellulare (3.10.3) Immunfluoreszenzfarbung an-

geschlossen.
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3.10.1 Direkte Immunfluoreszenzfarbung

Nach Zugabe der gewlinschten Kombination von jeweils 5 pl fluoreszierender
monoklonaler Antikdrper und kurzem Vortexen der FACS-Rohrchen, wurde fur
30 min bei 4 T lichtgeschutzt inkubiert. Um nicht gebun denen Antikérper zu
entfernen, wurden die einzelnen FACS-R6hrchen mit FACS-Flow™ aufgefiillt,
abzentrifugiert (4 C, 208 r / mm, 400 g, 10 min, B eschleunigung 9, Bremse 7)
und der Uberstand dekantiert. Nach resuspendieren der gefarbten Zellen
erfolgte die Analyse im Durchflusszytometer. Die Einstellungen des FACS-Scan
wurden stets mit einer Negativkontrolle (Simultest™Control) und mehreren
Positivkontrollen vorgenommen. Die wahrend den Messungen aufgenommenen
Daten wurden anschliel3end in Zwei-Parameter-Dot-Plot-Fenstern dargestellt.
Hier erschien jedes detektierte Ereignis entsprechend ihrer zwei gemessenen
Fluoreszenzen als Punkt (vgl. Abb. 7).

3.10.2 Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

(Quantitative Durchflusszytometrie)

Mittels QIFIKIT® der Firma DAKO ist im Vergleich zur herkdmmlichen
Durchflusszytometrie eine quantitative Aussage uber die Antigendichte auf der
Zelloberflache moglich. AulRerdem erlaubt diese quantitative Messungs-
methode aufgrund der Berechnung eines auf Kalibrierungsbeads bezogenen
absoluten Wertes einen Vergleich verschiedener Messungen.

Die Zellen, deren Antigenexpression bestimmt werden sollen, werden mit einem
gegen das entsprechende Antigen gerichteten Mausantikdrper inkubiert.
Anschliel3end werden die Zellproben, Einstellungs- und Kalibrierungsbeads mit
einem FITC-konjugierten Ziege-gegen-Maus gerichteten Sekundarantikdrper
markiert und im Durchflusszytometer gemessen. Die Einstellungsbeads dienen
dabei der Verstarkereinstellung des FITC-Kanals. Sie wird so gewdahlt, dass
sich eine unmarkierte Beadpopulation im Bereich 10° und 10! darstellt. Eine

zweite Population mit einer hohen Anzahl an Mausantikdrpern sollte dabei noch
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deutlich im Analysenfenster zur Darstellung kommen. Diese Einstellungen

mussen nun fur alle weiteren Messungen beibehalten werden.

Die Antikdrperbindungsfahigkeit der Zellproben wird tber eine Kalibrierungs-
kurve ermittelt, die Uber das geometrische Mittel von im Durchflusszytometer
gemessenen Kalibrierungsbeads mit funf bekannten Antikérperdichten erstellt
wird. Durch rechnerischen Vergleich lassen sich dann Aussagen uber die

Antigendichte der im Anschluss untersuchten Zellproben machen.
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Abb.8:  Set-Up-Beads im Histogramm zur Einstellung des Verstéarkerkanals (A). AnschlieBend konnen die funf
unterschiedlichen Populationen der Calibration-Beads gemessen und im Histogramm dargestellt werden (B).
Nach Zuordnung der geometrischen Mittel jeder Population mit ihren entsprechenden Antikérperdichten kann
eine Kalibrierungskurve erstellt werden, nach deren Geradengleichung (im Beispiel: y = 1106,6x + 584,67)
nachfolgend gemessene Antikdrperdichten ermittelt werden kénnen (C).

Versuchsdurchfihrung:

Die Zellproben wurden mit einer gesattigten Konzentration des entsprechenden
unkonjugierten, primaren, monoklonalen Mausantikorpers versetzt. Als Kontroll-
antikorper diente das FITC-konjugierte Ziege-gegen-Maus Immunglobulinfrag-
ment F(ab’),. Nach kurzem Vortexen der FACS-Rohrchen wurde fur 45 Minuten
bei 4 T unter Lichtabschluss inkubiert. Kurz vor Ablauf der Inkubationszeit
wurden jeweils 100 pl der gut resuspendierten Einstellungsbeads (Set-Up-
Beads) und Kalibrierungsbeads (Calibration-Beads) in zwei FACS-Rd6hrchen
zugegeben. Diese wurden zusammen mit den Zellprobenréhrchen mit FACS-
Flow™ aufgefiillt, abzentrifugiert (4 <, 208 r / mm, 400 g, 10 min, Beschleuni-
gung 9, Bremse 7) und dekantiert. Nach diesem Waschschritt lie3 sich der

gebundene Priméarantikbrper bzw. die Beads durch einen zweiten, FITC-



Methoden 76

markierten Ziege-gegen-Maus gerichteten Antikorper nachweisen, dessen
F(ab’).-Immunglobulinfragment gegen den Fc-Teil des Primarantikdrpers ge-
richtet war. Hierzu wurden 100 pl 1 : 20 mit FACS-Flow™ verdiinnten Sekun-
darantikorper den jeweiligen FACS-RoOhrchen zugegeben. Nach einer licht-
geschutzten Inkubation fir 45 Minuten bei 4 T folgte ein weiterer Waschschritt
mit FACS-Flow™ (4 <C, 208 r / mm, 400 g, 10 min, Beschleunigung 9, Bremse
7). Anschliel3end wurden die Zellproben durch Vortexen der FACS-R6hrchen

resuspendiert und am Durchflusszytometer gemessen.

Mittels Set-Up-Beads wurde zuerst die Verstarkung des FITC-Kanals
eingestellt. Hier kam die unmarkierte Beadpopulation in einem logarhytmischen
Histogramm zwischen 10° und 10 zur Darstellung. Aufgrund der Auto-
fluoreszenz der Fibroblasten wurden auch diese in die Voreinstellungen
miteinbezogen. Somit konnte gewahrleistet werden, dass sowohl die Zell-
proben, als auch die unmarkierten und hochmarkierten Beads auf der Skala des
Histogramms zur Darstellung kamen. Anschliel3end wurde bei unveranderter
Gerateeinstellung die Fluoreszenzintensitat der Calibration-Beads und der
Zellproben gemessen. Die Messergebnisse wurden in Form von Ein-Parameter-
Histogrammen dargestellt, in denen die gemessene Fluoreszenz gegeniber der
Anzahl der Zellen aufgetragen wurde (Abb. 8). Das geometrische Mittel der
Fluoreszenzintensitat konnte dann der zugehdrigen Histogrammstatistik

entnommen werden.

Um die vereinzelten Werte der Fluoreszenzintensitat zu erhalten, mussten die
funf Populationen der Calibration-Beads im Histogramm markiert werden. Die
resultierenden geometrischen Mittel (mFi = mittlere Fluoreszenzintensitat)
wurden dann in einem Koordinatensystem der entsprechenden monoklonalen
Antikorperdichte (mAk), die chargenspezifisch der Packungsbeilage des Kits zu
entnehmen war, zugeordnet. Uber eine Ausgleichsgerade lieR sich die Haupt-
form der Geradengleichung y = mx + b (mAk = m x mFi + b) anzeigen. Indem
die entsprechende mFi der untersuchten Zellproben in diese Formel eingesetzt

wurde, konnte somit deren mAk berechnet werden.
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Um die sich proportional zur mAk verhaltenden Antigendichte der Fibroblasten
(Specific Antibody Binding Capacity) zu bestimmen, musste nun noch die Anti-
korperdichte der Negativkontrolle (BAE = Background Antibody Equivalent) von
der Anzahl der pro Zelle gebundenen Primarantikérper der jeweiligen Zellprobe

(ABC = Antibody Binding Capacity) abgezogen werden:

(3.5) SABC = ABC — BAE

3.10.3 Intrazellulare Immunfluoreszenzfarbung

Hintergrund:

Durch ein 2-Komponenten-Kit zur Fixierung und Permeabilisierung von Zellen
konnen intrazellulare Antigene, z.B. zytoplasmatische oder nukledre Enzyme,
Onkoproteine, Cytokine, Immunglobuline und CD-Marker nachgewiesen

werden.

Uber die permeabilisierte Zellmembran kann so zum Beispiel das 76 kD
schwere immediate early antigen (IEA) pp72 (UL122), welches frihestens zwei
Stunden nach der hCMV-Infektion im infizierten Zellkern nachweisbar ist, Uber
eine indirekte Immunfluoreszenzfarbung mit einem FITC-konjugierten Ziege-
gegen-Maus gerichteten Antikorper markiert werden. Eine anschlie3ende MHC-
Klasse-1-Zelloberflachenfarbung ermoglicht dabei eine qualitative Aussage
dieser Expression an hCMV-infizierten E13 positiven Zellen versus einer
MOCK-infizierten E13 negativen Zellfraktion.

Versuchsdurchfihrung:

Die Zellproben wurden mit 50 pl Paraformaldehyd (Reagenz A von Fix & Perm)
resuspendiert und mittels 15-minutiger Dunkelinkubation bei Raumtemperatur
fixiert. AnschlieBend folgte ein Waschschritt mit FACS-Flow™ (21 <, 208 r /

mm, 400 g, 5 min, Beschleunigung 5, Bremse 5). Die Zellsuspension wurde
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dann fur weitere 15 Minuten mit 50 pl Saponinhaltiger Losung (Reagenz B von
Fix & Perm) bei Raumtemperatur lichtgeschitzt permeabilisiert und mit 2 ml
FACS-Flow™ pro FACS-Ré6hrchen gewaschen (21 <C, 208 r / mm, 400 g, 5
min, Be-schleunigung 5, Bremse 5). Nach Zugabe von 5 pl monoklonalen 1gG1y
Maus-Antikorper gegen das hCMV IE-Antigen pp72 (ORF: UL122) wurden die

resuspendierten Zellproben 45 Minuten bei 4 C unter Lichtabschluss inkubiert.

Nach der Entfernung Uberschissiger Primarantikérper (21 °C, 208 r/mm, 400 g,
5 min, Beschleunigung 5, Bremse 5) erfolgte die Bindung des FITC-markierten
Ziege-gegen-Maus Antikorpers, dessen F(ab’),-Immunglobulinfragment gegen
den Fc-Teil des Primarantikbrpers gerichtet war, durch vermischen der
Zellproben mit 5 pl Sekundarantikérper und lichtgeschutzter Inkubation bei 4 T
fur 15 Minuten. AnschlieBend wurden die FACS-Rohrchen mit 2 ml FACS-
Flow™ aufgefiillt, pelletiert (21 C, 208 r / mm, 400 g, 5 min, Beschleunigung
und Bremse 5) und der Uberschuss dekantiert. Eventuell ungebundene
Antikorper, die durch diesen Waschvorgang nicht restlos entfernt werden
konnten, wurden durch 10 pl sterilfiltriertes Mausserum (0,80 um) abgesattigt.
Nach einer 15-minttigen Dunkelinkubation bei 4 € fol gte eine direkte Immun-
fluoreszenzfarbung mit 5 pl HLA-ABC-PE. Dazu wurde die Zellsuspension
weitere 15 Minuten bei 4 T im Dunkeln inkubiert. Rest licher Antikorper konnte
mit FACS-Flow durch zentrifugieren (21 <, 208 r/mm, 400 g, 5 min,
Beschleunigung und Bremse 5) und dekantieren entfernt werden. Nachdem die
gefarbten Zellen wieder resuspendiert wurden, erfolgte die Analyse im

Durchflusszytometer mittels Zwei-Parameter-Dot-Plot-Fenstern.
3.10.4 Aquisition und Analyse der durchflusszytomet rischen Daten
Von jeder Probe wurden 20.000 Ereignisse gemessen. Die Aquisition und

Analyse der durchflusszytometrischen Daten erfolgte unter Verwendung der

Herstellersoftware CellQuest Version 3.18 von Becton-Dickinson und WinMDI.
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3.11 Statistik

Alle durchgefuhrten Versuche wurden mindestens zweimal, in der Regel jedoch
dreimalig, wiederholt (Ausnahme: LFA-3-Blockade (Erstversuch zur Fortsetzung
der Forschungsarbeit) und ADCC eines Patienten gegen wtGR3 infizierte
Targetzellen (zu wenig Probenmaterial anderer Patienten aufgrund ihrer
Aplasie)). Um das umfangreiche Datenmaterial leichter zuganglich zu machen,
wurden die Daten in der Regel als arithmetischer Mittelwert +/-

Standardabweichung (SD) graphisch dargestellt.

Um die statistische Signifikanz der Unterschiede einzelner Ergebnisse zu
berechnen, wurde der Wilkocksen-Ranx-Test fur paarige Stichproben para-
metrischer Verteilungen sowie der gepaarte T-Test angewendet. Statistische

Signifikanz wurde bei p-Werten von < 0,05 angenommen.

Die statistische Evaluation der Rohdaten entstand in Zusammenarbeit mit dem
Institut fir medizinische Informationsverarbeitung der Universitat Tubingen mit
Hilfe eines kommerziellen Statistikprogrammes (NCSS 6.0.21). Die rechne-
rische Auswertung und graphische Darstellung der Daten erfolgte tUber die
Programme Excel®, Word® und PowerPoint® (Microsoft® Office 2000 und Office
Home and Student 2007, USA).
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung adhaerenter BATDA-release-Assay und non -

adhaerenter BATDA-release-Assay

Da der BATDA-release-Assay fur die verwendeten adhaerenten Targetzellen
noch nicht etabliert war, mussten die Maximallyse und der Ligandeneinbau in
Vorversuchen analysiert werden. Es zeigte sich, dass die Maximallyse unter
Verwendung von Triton X 100, Ultraschall und Delfia® Lysis Buffer gleich
effektiv war. Daher wurde die Maximallyse in den nachfolgenden Versuchen,
dem urspriinglichen Protokoll entsprechend, mit Delfia® Lysis Buffer

durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde die Ultraschalllyse mitgefihrt.

Der Ligandeneinbau wurde fir die zwei Testsysteme bei drei Targetzelllinien
(HFF, MRHF und MRC-5) unter Verwendung von vier unterschiedlichen
Konzentrationen der DELFIA® BATDA-Liganden zu fiinf verschiedenen
Inkubationszeiten auf 96-Well- und 384-Well-Mikrotiterplatten ermittelt. Die
Konzentration mit der geringsten Spontanlyse wurde bei einer Markierung der
Targetzellen mit 2,5 ul DELFIA® BATDA-Ligand pro 1 - 10° Zellen mit einer
Inkubationszeit von 15 Minuten im non-adhaerenten Europium-Assay und 0,05
ul / Well DELFIA® BATDA-Ligand bei 30miniitiger Inkubation im adhaerenten
Europium-Assay erreicht.

4.2 Vergleich LDH-Assay, adhaerenter BATDA-release-Ass ay

und non-adhaerenter BATDA-release-Assay

Zur Analyse des am Besten geeigneten Testverfahrens wurde der 4-Stunden-
LDH-Assay mit dem adhaerenten 2-Stunden-Europium-Assay und dem non-
adhaerenten 2-Stunden-Europium-Assay auf ihre Zelllyse durch stimulierte
CD®**-NK-Zellen bei jeweils drei gesunden Probanden verglichen. Als Target-
zellen dienten mit dem klinischen Virusisolat WT-MR infizierte primare humane
Fibroblasten (HFF), sowie nichtinfizierte Kontrollen. Datenpunkte wurden durch
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eine Mittelwertberechnung der Einzelwerte festgelegt, die Fehlerbalken geben
die Standardabweichung vom Mittelwert wider. Die prozentuale Spontanlyse
war im adhaerenten BATDA-release-Assay (MOCK: MW = 33,41 + 3,31; wtMR:
MW = 27,07 = 10,69) hoher als beim non-adhaerenten BATDA-release-Assay
(MOCK: MW = 8,52 +9,23; wtMR: MW = 12,83 = 2,70). Der LDH-Assay zeigte
die geringste spontane Lyseaktivitat (MOCK: MW = 3,35 + 4,56; wtMR: MW =
1,15 + 0,58).

Anhand der graphischen Auswertung der ermittelten Daten wird deutlich, dass
die prozentual gemessene spezifische Lyse im non-adhaerenten BATDA-
release-Assay in allen Versuchen im Durchschnitt am hochsten lag (MOCK:
MW IL2 = 33,17 + 14,73; MW IL15 = 65,42 = 28,88; wtMR: MW IL2 = 23,56 +
20,27; MW IL15 = 52,53 £ 23,25), gefolgt vom adhaerenten BATDA-release-
Assay (MOCK: MW IL2 = 23,64 + 4,32; MW IL15 = 45,81 + 4,10; wtMR: MW IL2
= 8,78 £ 2,42; MW IL15 = 21,22 + 15,44) und dem LDH-Assay mit der
geringsten Lyseeigenschaft (MOCK: MW IL2 = 4,08 + 3,39; MW IL15 = 8,12 +
6,60; wtMR: MW IL2 = 1,33 £1,31; MW IL15 = 5,86 £ 7,19). Insgesamt zeigte
sich bei allen drei Testmethoden bei den WT-MR-infizierten HFF eine geringere

prozentuale spezifische Lyse im Vergleich zur nichtinfizierten Kontrolle.

Da die durch Trypsin bedingte Membranschadigung der Targetzellen wegféllt,
stellt der LDH-Assay und der adhaerente Europium-release-Assay im Vergleich
zum non-adhaerenten BATDA-release-Assay ein zellschonenderes Testver-
fahren dar. Andererseits wurde bei Experimenten mit adhaerenten Targetzellen
eine hohere Effektorzahl bendétigt, da nach der Hypothese der Kontaktinhibition
[Casella et al.,, 2000] bei einer 96-well-Mikrotiterplatte die Fibroblasten-
proliferation erst ab einer Zelldichte von ca. 20.000 HFF / Well stagniert. Die
Einfihrung von 384-well-Mikrotiterplatten ermoglichte, entsprechend non-
adhaerenter Testverfahren, eine Untersuchung mit lediglich 5.000 Targetzellen
pro Well. Dennoch konnte die Zellzahl / Well nicht sicher konstant gehalten
werden, da infizierte Fibroblasten bei hoher Infektiositatsrate ihre Adhaerenz

verlieren.
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drei gesunder Probanden gegen MOCK- (links)

und WT-MR- (rechts) infizierte HFF . Dargestellt ist die mittlere spezifische Lyseaktivitat in verschiedenen
Effektor : Target-Zell-Verhaltnissen. Die Effektorzellen sind unstimulierte, mit 40 IE / ml IL-2 oder mit 1 ng / ml
IL-15 stimulierte NK-Zellen. Spezifische Lyseaktivitat in absteigender Reihenfolge: non-adhaerenter BATDA-
release-Assay > adhaerenter BATDA-release-Assay > LDH-Assay. Alle drei Testverfahren zeigen bei WTMR
infizierten HFF eine signifikant niedrigere NK-Zellaktivitat im Vergleich zur Kontrollzelllinie (p = 0,5).
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== MOCK (BATDA-Assay adh.)
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Im Vergleich mit den drei Testmethoden wurde flr nachfolgende Experimente
der non-adhaerenten BATDA-release-Assay bevorzugt. Als Mal3nahme fir eine
zellschonendere Dissoziation wurde eine kirzere Einwirkdauer von Trypsin (1
min), eine 20minttige ,Erholungsinkubation’ und ein paralleler Kontrollansatz
mit MOCK-infizierten HFF gewahlt. Auf die Moglichkeit, den Zellbestand mit
einem Schaber vollstandig vom Boden der Zellkulturflasche zu l6sen, wurde
aufgrund mechanischer Zerstérung der Fibroblasten und fehlender

Einzelzellsuspension verzichtet.

Die stichprobenhafte Uberpriifung mit einer Supravitalfarbung unmittelbar nach
dem abtrypsinieren der Targetzellen ergab eine Vitalitat von 96,84 % (HFF)
bzw. 92,83 % (virusinfizierte HFF).

4.3 Non-adhaerenter BATDA-release-Assay: Vergleich

verschiedener Zelllinien

Zur Ermittlung der geeigneten Targetzellen fir den non-adhaerenten BATDA-
release-Assay wurden verschiedene Zelllinien miteinander verglichen. Die fur
Europium-Assays bisher standardisierten nicht adhaerenten leuk&mischen
Zelllinien K-562 (human chronic myeloid leukemia in blast crisis) und MHH-
CALL-4 (human acute B-cell precursor leukemia) konnten nicht verwendet
werden, da sie kein Target fur eine humane Zytomegalievirusinfektion
darstellen. Daher wurden die zur routinemafRligen Zytomegalievirusanzucht
bereits etablierten Fibroblastenkulturen HFF (human foreskin fibroblasts), MRC-
5 (human embryonic lung fibroblasts) und MRHF (human newborn foreskin
fibroblasts) hinsichtlich ihrer Permission durch primére klinische Virusisolate

verglichen.

Folgende Seite:

Abb.10: Zytotoxische Aktivitdt von angereicherten NK-Zellen gegen die Zelllinien K-562, MHH-CALL, MRHF,
HFF und MRC-5. Die Effektorzellen sind unstimulierte, mit 40 IE / ml IL-2 oder mit 1 ng / ml IL-15 stimulierte
NK-Zellen. Die spezifische Lyseraten der Zelllinien HFF, K-562 und MHH-CALL entsprechen einander.
Dagegen weisen die Zelllinien MRC-5 und MRHF eine niedrigere NK-Zell-Aktivitat auf.
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Die Zelllinien MRC-5 und MRHF erwiesen sich als &uflerst schwer zu
infizierende Targetzellen mit einem sehr langsamen Viruswachstum. Auf3erdem
zeigte sich bei den infizierten MRC-5-Zellen ab einem hoheren Infektiositats-

grad ein Verlust der Adhaerenz.

Nach Abbildung 10 zeigt die Lysierbarkeit durch Naturliche Killerzellen bei
nichtinfizierten HFF eine vergleichbare Zytotoxizitat wie bei den nicht
adhaerenten Zelllinien K-562 und MHH-CALL-4. Nichtinfizierte MRC-5 und
MRHF wiesen dagegen eine geringere spezifische Lyserate auf. Die Spontan-

lysen der verschiedenen Zelllinien entsprachen einander.

Um die zytotoxische NK-Zell-Aktivitat nichtinfizierter versus hCMV-infizierter
Targetzellen vergleichen zu kodnnen, sowie ihre Abhangigkeit durch die
Expression verschiedener Oberflachenmolekille aufzuzeigen, wurde als
primares Ziel eine mdglichst hochgradige hCMV-Infektion angestrebt. Daher
wurden fir die nachfolgenden Versuche humane Vorhautfibroblasten (HFF) als

Targetzellen verwendet.

4.4 Non-adhaerenter BATDA-release-Assay: ADCC

Die Funktionalitat der Natirlichen Killerzellen wurde nach der CD*®*- Magnetic-
activated-cell-sorting“(MACS)-Anreicherung in einem zweistiindigen nicht-
adhaerenten BATDA freisetzenden Zytotoxizitatstest gegen nichtinfizierte HFF
untersucht. Gleichzeitig wurde die lytische Potenz der NK-Zellen gegenuber
Fibroblasten verglichen, die mit folgenden Virusstammen finf Tage inkubiert
wurden:

- AD-169 (Laborstamm)

-  WT-MR1 (Multiresistenter Virusstamm)

- WT-GR1 (Ganciclovirresistenter Virusstamm)

- WR-S1 (sensitiver Virusstamm aus Muttermilch isoliert)

-  WT-GR2 (Ganciclovirresistenter Virusstamm)
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Als Ausgangszellen fur die MACS-Anreicherung dienten Uber eine Ficoll-
Dichtezentrifugation (siehe 3.6) gewonnene pBMNC freiwilliger Spender.
Zusatzlich wurde die zytotoxische Potenz von PBMNC stammzelltransplan-
tierter Kinder der Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendmedizin Tibingen
ermittelt. Die Reinheit der NK-Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie

ermittelt.

Um die Stimulierbarkeit durch Interleukine zu testen, fand eine Inkubation der
Effektorzellen Giber Nacht bei 37 T und 5 % CO , in Basismedium 2 statt. Dabei
wurde einem Teil der Zellen 40 U / ml IL-2 bzw. 1 ng / ml IL-15 zugesetzt. Um
die spezifische Lyse zu erh6hen, konnte durch Zugabe von 50 pg / ml 5 %-igen
Cytoglobulin® (anti-hCMV 1gG) der Mechanismus der antikdrperabhangigen

zellularen Zytotoxizitat (ADCC nach 3.9.3) ausgenuitzt werden.

Aufgrund der niedrigen Effektorzellzahl fand die Versuchsdurchfiihrung in
einem Effektor : Target-Verhéltnis von 20 : 1 bis 2,5 : 1 statt. Um den Infektiosi-
tatsgrad zu kontrollieren, wurden von den infizierten Fibroblasten nach der in
Kapitel 3.4 beschriebenen Methode Préparate angefertigt. Die Infektiositatsrate

lag bei den Versuchsansatzen stets tber 95 %.

4.4.1 Zytotoxische Aktivitat gegen AD-169-infizierte Targe  tzellen

Wahrend unstimulierte NK-Zellen finf gesunder Probanden bei AD-169-
infizierten Fibroblasten keine signifikante lytische Aktivitat aufwiesen, zeigte
sich durch Zugabe von anti-hCMV IgG mit einer 18 %e-igen spezifischen
Lyserate bei einem E:T-Verhéltnis von 20:1 (p = 0,00) eine deutliche Zunahme

der Zytotoxizitat im Vergleich zu nichtinfizierten Fibroblasten.

Eine Inkubation der NK-Zellen mit IL-2 erhdhte diese spezifische Lyserate auf
30 % ohne (p = 0,001) bzw. 38 % mit Zusatz von anti-hCMV IgG (p = 0,00).
Eine Stimulation der NK-Zellen mit IL-15 ergab mit 58 % spezifischer Lyse eine

deutliche Zunahme der zytotoxischen Aktivitdt gegen AD-169-infizierte HFF (p =
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0,047), wobei durch die Zugabe von anti-hCMV IgG mit 75 % die héchste
spezifische Lyse erreicht wurde (p = 0,00) (Abb. 11).
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Abb.11: Zytotoxische Aktivitdt und ADCC von angereicherten NK-Zellen acht gesunder Probanden gegen AD-
169- und MOCK-infizierte HFF . Dargestellt ist die mittlere spezifische Lyseaktivitdét von jeweils funf
Probanden ohne bzw. mit anti-hCMV IgG Vorinkubation (ADCC, 50 pg / ml) in verschiedenen Effektor :
Target-Zell-Verhaltnissen. Die Effektorzellen sind unstimulierte, mit 40 IE / ml IL-2 oder mit 1 ng / ml IL-15
stimulierte NK-Zellen. Im Vergleich mit unstimulierten Effektorzellen wird die spezifische Lyserate durch IL-2 +
anti-hCMV IgG, IL-15 + anti-hCMV IgG und durch die alleinige Zugabe von anti-hCMV IgG gesteigert (p <
0,05 in jedem Fall, gepaarter T-Test). AD-169 infizierte Targetzellen haben gegeniber MOCK-infizierten
Fibroblasten eine  signifkant héhere spezifische Lyserate (p < 0,05, gepaarter T-Test).

Nachfolgend wurde die lytische Aktivitat der PBMNC von 11 verschiedenen
Patienten nach allogener SCT gegen AD-169- und MOCK-infizierte Target-
zellen getestet. Die Patienten wiesen folgende Diagnosen auf: akute Leukamie

(n = 6), Lymphom (n = 2), myelodysplastisches Syndrom (n = 2) und schwere

aplastische Anédmie (n = 1).
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Bei dem untersuchten Patientenkollektiv betrug die mittlere Anzahl an CD*®*-
Zellen 295 + 274 / ul am 30. Tag nach der Transplantation (Abbildung 12).
Dagegen war zum gleichen Zeitpunkt die Population der T-Lymphozyten mit 25
+ 55 / pyl im Vergleich zu gesunden Probanden deutlich vermindert. Sie stieg
erst im Verlauf der Rekonstitution wieder an, wahrend der relative Anteil an NK-
Zellen abnahm (1 Jahr nach der Transplantation: 367 + 314 / pl CD>%*- Zellen,
939 + 717 / pl CD**- Zellen).

Somit stellen die NK-Zellen in der Frihphase der Immunrekonstitution nach

allogener Stammzelltransplantation die dominierende Lymphozytenpopulation

dar.
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Abb. 12: Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltranspl antation : Die CD***-NK-Zellen sind am 30. Tag
nach der SCTX erhdht und nehmen nach einem Jahr relativ zur Lymphozytenzahl wieder ab. Die CD*-T-
Zellen sind am 30. Tag postTX noch relativ vermindert und rekonstituieren erst nach einem Jahr vollstandig.
Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von n = 10 Patienten. Nummern (n) oberhalb der
Datenpunkte: Anzahl der Patienten fir die Entstehung dieser Datenpunkte.

Im Vergleich mit MOCK-infizierten Targetzellen wurden AD-169-infizierte
Fibroblasten durch unstimulierte Effektorzellen von 64 % der Patienten (7 / 11)
deutlich hoher lysiert (p = 0,00) (Abb. 13a). Eine Inkubation der PBMNC mit IL-2
oder IL-15 erhohte bei diesem Anteil der Patienten die spezifische Lyse

zusatzlich (p = 0,00) (Abb. 13b & c). Zudem konnte hier durch Zugabe von anti-
hCMV IgG die spezifische Lyseaktivitat weiter gesteigert werden (p = 0,00).
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Indessen lag die spezifische Lyseaktivitat der anderen Patientengruppe (4 / 11,
36 %) stets unter 10 % (Abb. 13d-e). Die PBMNC beider Patientengruppen

wiesen den gleichen Anteil an CD>®*" NK-Zellen auf und zeigten keinen

Unterschied in der Zeitspanne zwischen Stammezelltransplantation und
Versuchsdurchfihrung (Tab. 9).

NK-Aktivitat
niedrig (n=4) hoch (n=7)

Patientenalter
CMV-Status 125 =

D-R-

D+R+ : >

D-R+ 0 1

D+R- 0 1
versuehszeltpuni 144 (82-213) 127 (42-202)
b 36 (27-62) 27 (17-50)

CD56" NK-Zellen (%)

Tab.9:

Eigenschaften der Patientengruppen mit niedriger un d hoher NK-Zell-Aktivitdt . D = Donor; R =
Recipients; Versuchszeitpunkt post TX = Mediane Anzahl der Tage nach allogener Stammzelltransplantation
bei Bestimmung der NK-Zell-Aktivitdt (p = 0,9); CD**" NK-Zellen = mediane Prozentzahl an CD*"P™**
Lymphozyten zum Zeitpunkt der Durchfihrung der Experimente (p = 0,2).

Folgende Seite:

Abb.13:

Zytotoxische Aktivitdt und ADCC von mononukledren Z ellen allogen stammzelltransplantierter
Patienten gegen AD-169- und MOCK-infizierte HFF . Dargestellt ist die mittlere spezifische Lyseaktivitat
ohne bzw. mit anti-hCMV 1gG Vorinkubation (ADCC, 50 pg / ml) in verschiedenen Effektor : Target-Zell-
Verhéltnissen. Die Effektorzellen sind MNC von Patienten mit hoher (7 / 11; links) und niedriger (4 / 11,
rechts) zytolytischer Aktivitat. Sie sind unstimuliert, mit 40 IE / ml IL-2 oder mit 1 ng / ml IL-15 stimuliert. Im
Vergleich mit unstimulierten Effektorzellen wird die spezifische Lyserate durch IL-2 + anti-hCMV IgG, IL-15 +
anti-hCMV 1gG und durch die alleinige Zugabe von anti-hCMV IgG gesteigert (p < 0,05 in jedem Fall,
gepaarter T-Test). AD-169 infizierte Targetzellen haben gegeniber MOCK-infizierten Fibroblasten eine
signifkant hohere  spezifische Lyserate (p < 0,05, gepaarter T-Test).
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Abbildung 14 vergleicht die spezifische ,Netto Lyse* beider Patientengruppen.
Diese errechnete sich als Differenz der spezischen Lyse AD-169-infizierter
Targetzellen abziglich der spezifischen Lyse nichtinfizierter Targetzellen bei
einem E : T-Verhéltnis von 20:1.

Durch Inkubation mit 50 pg / ml Cytoglobulin® zeigte sich bei allen Testansatzen

eine gesteigerte lytische Aktivitat.

Differenz der spezifischen Lyse MOCK - AD-169 (E:T = 20:1)

40

Ogute Lyse
B schlechte Lyse

35 A

30 A

25 4
20 A
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% spezifische Lyse

unstimuliert +antiCMV IgG +IL2 +L2 +IL15 +IL15
+antiCMV IgG +antiCMV IgG

Abb.14: Vergleich der Patientengruppen mit hoher (7 / 11) u nd niedriger (4 / 11) zytotoxischer Aktivitat
Dargestellt ist die  Differenz zwischen der spezifischen Lyse AD-169-infizierter Targetzellen und MOCK-
infizierter Targetzellen bei einem E : T-Verhaltnis von 20 : 1 (,Netto-Lyse" = AD -169 Lyse - MOCK Lyse).

4.4.2 Zytotoxische Aktivitdt gegen WT-MR-infizierte Target  zellen

Die Effektorzellen funf gesunder Probanden gegen WT-MR-infizierte Fibro-
blasten zeigten im Vergleich mit MOCK-infizierten Targetzellen eine deutlich

geringere zytotoxische Aktivitat (Abb. 15).
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Abb.15: Zytotoxische Aktivitat und ADCC von angereicherten CD*** NK-Zellen fiinf gesunder Probanden gegen
WT-MR- und MOCK-infizierte Targetzellen . Dargestellt ist die mittlere spezifische Lyseaktivitat ohne bzw.
mit anti-hCMV IgG Vorinkubation (ADCC, 50 pg / ml) in verschiedenen Effektor : Target-Zell-Verhaltnissen.
Die Effektorzellen sind unstimulierte, mit 40 IE / ml IL-2 oder mit 1 ng / ml IL-15 stimulierte NK-Zellen.

Die zytotoxische Potenz der PBMNC zweier Patienten mit akuter Leukd&mie
nach allogener SCT (Abb. 16) gegen WT-MR-infizierten HFF war ebenfalls
deutlich geringer als bei MOCK-infizierten Fibroblasten (Abb. 17).
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Abb 16: Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltranspl antation : Die CD**"-NK-Zellen sind am 30. Tag
nach der SCTX erhoht und nehmen nach 1 Jahr relativ zur Lymphozytenzahl wieder ab. Die CD*'-T-Zellen
sind am 30. Tag postTX noch relativ vermindert und rekonstituieren erst nach einem Jahr vollstandig. Gezeigt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen von n = 2 Patienten. Nummern (n) oberhalb der Datenpunkte:
Anzahl der Patienten fir die Entstehung dieser Datenpunkte.
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Vorige Seite:

Abb.17: Zytotoxische Aktivitat und ADCC von mononukledren Z ellen allogen stammzelltransplantierter
Patienten gegen WT-MR- und MOCK:-infizierte HFF . Dargestellt ist die mittlere spezifische Lyseaktivitat
ohne bzw. mit anti- hCMV IgG Vorinkubation (ADCC, 50 pg / ml) in verschiedenen Effektor : Target-Zell-
Verhaltnissen. Die Effektorzellen sind unstimuliert, mit 40 IE / ml IL-2 oder mit 1 ng / ml IL-15 stimuliert.

4.4.3 Zytotoxische Aktivitat gegen WT-GR1-infizierte Targ  etzellen

Ebenso wiesen die NK-Zellen von funf gesunden Probanden gegentber WT-
GRL1-infizierten Targetzellen im Vergleich mit MOCK-infizierten Fibroblasten

eine geringere lytische Aktivitat auf.
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Abb.18: Zytotoxische Aktivitat und ADCC von angereicherten CD*** NK-Zellen fiinf gesunder Probanden gegen
WT-GR-1- und MOCK-infizierte Targetzellen . Dargestellt ist die mittlere spezifische Lyseaktivitdt ohne
bzw. mit anti-hCMV IgG Vorinkubation (ADCC, 50 pg / ml) in verschiedenen Effektor : Target-Zell-
Verhaltnissen. Die Effektorzellen sind unstimulierte, mit 40 IE / ml IL-2 oder mit 1 ng / ml IL-15 stimulierte
NK-Zellen.
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Entsprechend zeigten die PMNC von drei Patienten mit akuter Leukamie (n = 2)
und myelodysplastischen Syndrom (n = 1) nach allogener SCT (Abb. 19) im
Versuch mit WT-GR1-infizierten HFF eine geringere spezifische Lyserate als
bei nichtinfizierten Targetzellen (Abb. 20).
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Abb.19: Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltranspl antation : Die CD**"-NK-Zellen sind am 30. Tag
nach der SCTX erhdéht und nehmen nach einem Jahr relativ zur Lymphozytenzahl wieder ab. Die CD*-T-
Zellen sind am 30. Tag postTX noch relativ vermindert und rekonstituieren erst nach einem Jahr vollstandig.
Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von n = 3 Patienten. Nummern (n) oberhalb der
Datenpunkte: Anzahl der Patienten fiir die Entstehung dieser Datenpunkte.
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Abb.20: Zytotoxische Aktivitdt und ADCC von mononukledren Z ellen allogen stammzelltransplantierter

Patienten gegen WT-GR1- und MOCK-infizierte HFF

. Dargestellt ist die mittlere spezifische Lyseaktivitat

ohne bzw. mit anti-hCMV 1gG Vorinkubation (ADCC, 50 pg / ml) in verschiedenen Effektor : Target-Zell-
Verhéltnissen. Die Effektorzellen sind unstimuliert, mit 40 IE / ml IL-2 oder mit 1 ng / ml IL-15 stimuliert.

4.4.4 Zytotoxische Aktivitat gegen WT-S1l-infizierte Target  zellen

Das spezifische Lyseverhalten der NK-Zellen flinf gesunder Probanden gegen

WT-S1-infizierte HFF war hier ebenfalls geringer als bei nichtinfizierten Target-

zellen.
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Abb.21: Zytotoxische Aktivitat und ADCC von angereicherten CD®*" NK-Zellen fiinf gesunder Probanden gegen
WT-S1- und MOCK-infizierte Targetzellen . Dargestellt ist die mittlere spezifische Lyseaktivitat ohne bzw. mit
anti-hCMV IgG Vorinkubation (ADCC, 50 pg / ml) in verschiedenen Effektor : Target-Zell-Verhéltnissen. Die
Effektorzellen sind unstimulierte, mit 40 IE / ml IL-2 oder mit 1 ng / ml IL-15 stimulierte NK-Zellen.

Die PBMNC zweier Patienten mit akuter Leuk&mie (n = 1) und Lymphom (n = 1)
nach allogener SCT (Abb. 22) zeigten ebenfalls geringere Lyseraten gegen WT-
S1-infizierte Fibroblasten im Vergleich zur MOCK-Kontrolle (Abb. 23).
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Abb 22: Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltranspl antation : Die CD***-NK-Zellen sind am 30. Tag
nach der SCTX erhdht und nehmen nach einem Jahr relativ zur Lymphozytenzahl wieder ab. Die CD*-T-
Zellen sind am 30. Tag postTX noch relativ vermindert und rekonstituieren erst nach einem Jahr vollstandig.
Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von n = 2 Patienten. Nummern (n) oberhalb der
Datenpunkte: Anzahl der Patienten fir die Entstehung dieser Datenpunkte.
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Abb.23: Zytotoxische Aktivitdt und ADCC von mononukledren Z ellen allogen stammzelltransplantierter
Patienten gegen WT-S1- und MOCK-infizierte HFF . Dargestellt ist die mittlere spezifische Lyseaktivitat
ohne bzw. mit anti- hCMV IgG Vorinkubation (ADCC, 50 pg / ml) in verschiedenen Effektor : Target-Zell-
Verhéltnissen. Die Effektorzellen sind unstimuliert, mit 40 IE / ml IL-2 oder mit 1 ng / ml IL-15 stimuliert.

4.4.5 Zytotoxische Aktivitat gegen WT-GR3-infizierte Targ  etzellen

Im Vergleich zur geringen lytischen Aktivitdt unstimulierter NK-Zellen gegen
HFF (15 % bei einem E:T-Verhéaltnis von 20:1) wiesen WT-GR3-infizierte
Fibroblasten mit 22 % eine etwas hohere spezifische NK-Zell-Lyse auf, die
durch Zugabe von anti-hCMV IgG auf 47 % deutlich gesteigert wurde (p =
0,038) (vs. MOCK: 32 %).

Eine Inkubation der NK-Zellen mit IL-2 steigerte diese spezifische Lyserate auf
33 % (p = 0,158) (vs. MOCK: 22 %) und erreichte bei zusatzlicher Gabe von
anti-hCMV IgG mit signifikanten 65 % (p = 0,00) (vs. MOCK: 41 %) die hochste
NK-Zell-Aktivitat.

Ferner konnte durch die Zugabe von anti-hCMV IgG die zytotoxische Aktivitat
von IL-15-stimulierten NK-Zellen gegen WT-GR3-infizierte Targetzellen von 55
% (p = 0,006) (vs. MOCK: 38 %) auf 60 % (p = 0,00) (vs. MOCK: 46 %)
spezifische Lyse erhtht werden (Abb. 24).
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Abb.24: Zytotoxische Aktivitat und ADCC von angereicherten CD**" NK-Zellen fiinf gesunder Probanden gegen
WT-GR3- und MOCK:-infizierte Targetzellen . Dargestellt ist die mittlere spezifische Lyseaktivitat ohne bzw.
mit anti-hCMV IgG Vorinkubation (ADCC, 50 pg / ml) in verschiedenen Effektor : Target-Zell-Verhaltnissen.
Die Effektorzellen sind unstimulierte, mit 40 IE / ml IL-2 oder mit 1 ng / ml IL-15 stimulierte NK-Zellen.

Als Grund fur diese unterschiedliche Empfindlichkeit gegeniber NK-Zellen
scheint im Hinblick auf die gemessene Oberflachenexpression (4.5) die
Expression von LFA-3-Molekilen auf der Zelloberflache infizierter Fibroblasten
ausschlaggebend zu sein.

Durch eine 30-miniitige Inkubation mit 1 ug / ml CD®*

Molekiile auf der Oberflache der WT-GR3-infizierten HFF maskiert. Dadurch

sank die Empfindlichkeit gegenltber den NK-Zellen. Eine Vorinkubation der

Antikoérper wurden diese

Effektorzellen mit IL-15 ergab ungeachtet einer LFA-3-Blockade eine leicht
erhohte NK-Zell-vermittelte Lyserate bei WT-GR3-infizierten Fibroblasten (Abb.
25).
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Abb.25: Zytotoxische Aktivitdt und ADCC von angereicherten CD*®" NK-Zellen eines gesunden Probanden
gegen WT-GR3- und MOCK-infizierte Targetzellen . Eine Senkung der NK-Zell-Empfindlichkeit wurde
durch Maskierung der LFA-3-Molekiile mittels Zugabe von 1 pg / ml CD*®" Antikérper erreicht (blau).
Dargestellt ist die mittlere spezifische Lyseaktivitdt ohne bzw. mit anti-hCMV 1gG Vorinkubation (ADCC, 50 pg
/ ml) in verschiedenen Effektor:Target-Zell-Verhaltnissen. Die Effektorzellen sind unstimulierte, mit 40 IE / ml
IL-2 oder mit 1ng / ml IL-15 stimulierte NK-Zellen.

Indessen zeigten die PBMNC eines Patienten mit AML nach einer allogenen
Stammzelltransplantation ungeachtet einer Inkubation mit IL-2 oder IL-15 im

Vergleich zu MOCK-infizierten Targetzellen keine hohere spezifische Lyse-
aktivitat (Abb. 26 und 27).
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Abb 26: Immunrekonstitution nach allogener Stammzelltranspl antation . Gezeigt sind die Werte von n = 1 Patient.
Nummern (n) oberhalb der Datenpunkte: Anzahl des Patienten fir die Entstehung dieser Datenpunkte.
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Abb.27:  Zytotoxische Aktivitdt und ADCC von mononuklearen Z ellen eines allogen stammzelltransplantierten

Patienten gegen WT-GR3- und MOCK-infizierte HFF

. Dargestellt ist die mittlere spezifische Lyseaktivitat in

verschiedenen Effektor : Target-Zell-Verhaltnissen. Die Effektorzellen sind unstimuliert, mit 40 IE / ml IL-2

oder mit 1 ng / ml IL-15 stimuliert.
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4.5 Oberflachenexpression

45.1 Qualitative MHC-Klasse-1-Oberflachenexpression

Der monoklonale Antikdrper W6/32 bindet an die Genloci A, B und C des
humanen Leukozytenantigens (HLA), welche mit Immunglobulindhnlichen
Rezeptoren (KIRs) und C-Typ-Lektindhnlichen Rezeptoren (CD*** / NKG2)

interagieren.

Dabei vermitteln |killer cell immunoglobulin-like receptors’ (KIRs) mit einem
langen intrazellularen Anteil, tber 1 - 2 ITIMs (immunoreceptor tyrosin-based
inhibitory motifs’) eine Hemmung der NK-Zelle, wéahrend die kurzen Isoformen
dieser Rezeptoren Uber ein ITAM enthaltendes DAP12-Protein (KARAP Kkiller
cell activating receptor-associated protein’) ein aktivierendes Signal erzeugen.
Da jedoch die Affinitdat zum Liganden bei den inhibierenden Isoformen héher

liegt, halten die inhibierenden Rezeptoren die NK-Zellen unter Kontrolle.

Die Lektin&hnliche Rezeptorgruppe unterscheidet sich zwar in ihrer Struktur und
Spezifitdt von den KIRs, hemmt jedoch NK-Zellen in gleicher Weise.

Um den Einfluss des humanen Zytomegalievirus auf die MHC-Klasse-1-
Expression infizierter Targetzellen zu erfassen, wurde Uber einen Zeitraum von
sechs Tagen mit dem monoklonalen Antikbrper W6/32 die HLA-ABC-Rezeptor-
dichte auf infizierten Fibroblasten gemessen. Als Vektor diente dabei der Labor-
stamm AD-169, sowie die Wildtypvirusstamme WT-MR, WT-GR und WT-S.
Zum Vergleich wurden nichtinfizierte HFF mitgefihrt.

Die durchflusszytometrischen Ergebnisse der direkten Immunfluoreszenz-
farbung (3.10.1, Abb. 29) wurden entsprechend ihrer Haufigkeitsverteilung als
Histogramm dargestellt. Diese Darstellung ermdglichte die Bestimmung des
Peak Chanals. Der Peak Chanal bezeichnet die Fluoreszenzintensitat, die von

den meisten Zellen einer definierten Population emittiert wird.
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Zusatzlich wurde mit einem 2-Komponenten-Kit zur Fixierung und Permeabili-
sierung von Zellen Uber die permeabilisierte Zellmembran das 76 kD schwere
immediate early antigen (IEA) pp72 (UL122) sekundar mit einem FITC-
konjugierten Ziege-gegen-Maus Antikdrper markiert und eine anschliel3ende
MHC-Klasse-1-Zelloberflachenfarbung durchgeftuhrt (3.10.3, Abb. 30). Die
MHC-Klasse-1-Expression von hCMV-infizierten E13 positiven Zellen versus
MOCK-infizierten E13 negativen Fibroblasten wurde als Dot Plot-Darstellung
abgebildet.

Uber den kulturellen Immediate-Early-Antigen-Immunperoxidasetest (3.4)
konnte der Infektiositatsgrad ermittelt werden. Dieses Verfahren erfasste die
sehr frihen (immediate early, pp72 (UL122)), im Zellkern liegenden,
vorwiegend als Transaktivatoren der frihen (early) Gene dienenden, Antigene
in einer immunhistochemischen Doppelfarbung als braune Kernfarbung. Eine
Hamalaun / Hamatoxilin-Gegenfarbung ermdglichte als blaue Zellfarbung eine
bessere Erkennbarkeit der Fibroblasten. In Abb. 28 ist die steigende Anzahl an

infizierten Fibroblasten tber einen Zeitraum von 6 Tagen dargestellt.

Abb. 29 demonstriert die rucklaufige Anzahl an MHC-Klasse-1-Molekilen bei
virusinfizierten Targetzellen im Vergleich zu MOCK-infizierten HFF innerhalb
dieser 6 Tage. Da die Fluoreszenzintensitat direkt proportional zur Anzahl der
vorhandenen Bindungsstellen ist, d.h. ein hoherer Wert entspricht einer
starkeren MHC-Klasse-1-Rezeptordichte im Vergleich zu einem niedrigeren
Wert, zeigt die Verlagerung des Peak Chanals fur den gebundenen
monoklonalen Antikérper W6/32 (schwarz) in Richtung Negativkontrolle (grau)
eine Abnahme der HLA-ABC-Molekule im Laufe der Infektion, wéhrend
nichtinfizierte Fibroblasten eine konstante Bindungskapazitat des Antikorpers
aufweisen. Vergleicht man die Rezeptordichte an MHC-Klasse-1-Molekilen am
6. Tag nach der Infektion, so weisen Fibroblasten die mit dem Laborstamm AD-
169 infiziert wurden einen niedrigeren Peak Chanal als Widtypvirusinfizierte
Targetzellen auf. Dies spricht fUr eine starkere Herunterregulierung der HLA-

ABC-Oberflachenmolekiile durch den Laborstamm.
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Auch die intrazellulare Farbung in Abb. 30 demonstriert eine zunehmende
Herunterregulierung von MHC-Klasse-1-Molekulen bei infizierten Fibroblasten
Uber den Zeitraum von 6 Tagen (Ordinatenachse). Zusatzlich gibt die Abszis-
senachse durch eine Positiviarbung des monoklonalen pp72 Immediate-Early-
Antigens, Uber eine sekundare Bindung an ein FITC-konjugiertes Ziege-gegen-
Maus F(ab’).-Immunglobulinfragment, die zunehmende Anzahl an infizierten
Fibroblasten wider. Die doppelt positiv gefarbten Zellen bestatigen somit eine
HLA-ABC-Abnahme bei virusinfizierten Targetzellen. Auch hier zeigen mit dem
Laborstamm AD-169-infizierte Targetzellen Uber einen niedrigeren Ordinaten-
wert am 6. Tag nach der Infektion eine starkere MHC-Klasse-1-Inhibition im

Vergleich zu Widtypvirusinfizierten Fibroblasten.

Folgende Seiten:

Abb.28-30: Herunterregulierung der MHC-Klasse-1-Expression bei infizierten Fibroblasten (AD-169, WT-MR,
WT-GR1, WT-S1) im Vergleich zur nichtinfizierten Kontrollzelllinie . Abbildung 28 verdeutlicht mittels
IEA-Kern- und H.E.-Gegenfarbung die Zunahme der untersuchten infizierten Targtezellen im Laufe von
sechs Tagen. Die Histogrammdarstellung in Abbildung 29 zeigt bei infizierten Fibroblasten eine
Verlagerung des Peak Chanals fir den gebundenen monoklonalen Antikdrper W6/32 (schwarz) in Richtung
Negativkontrolle (grau). Dies entspricht einer Abnahme der HLA-ABC-Molekile im Vergleich zur HLA-ABC-
Expression auf MOCK-infizierten Zellen (HFF).

Diese Herunterregulierung wird auch an der Dot-Plot-Darstellung der intrazellularen Farbung in Abbildung
30 deutlich. Hier wird die steigende Anzahl an infizierten Fibroblasten an der Positivfarbung mit intrazellular
gebundenem anti-hCMV-IEA-Antigen (Abszisse / X-Achse) sichtbar. Diese positiv gefarbten Zellen bei
hCMV-infizierten Fibroblasten (blau) zeigen an der Ordinate / Y-Achse eine Erniedrigung der MHC-Klasse-
1-Rezeptorendichte im Vergleich zur MOCK-infizierten Kontrolle (gelb).

Sowohl die quantitative, als auch die qualitative Analyse zeigen die deutlichste HLA-ABC-Herunter-
regulierung bei AD-169-infizierten Targetzellen.
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Abb. 29
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45.2 Quantitative Oberflachenexpression

Um den Einflull von verschiedenen Oberflachenmolekilen auf die NK-Zell-
Empfindlichkeit infizierter Fibroblasten zu ermitteln, wurden die unterschiedlichen
Expressionsgrade klassischer und nichtklassischer MHC-Klasse-1-Molekiile,
Adhésionsmolekile und NKG2D-Liganden mittels quantitativer durchflusszyto-
metrischer Analyse (QIFIKIT® der Firma DAKO) auf infizierten Fibroblasten mit dem
hCMV-Laborstamm AD-169, den Virustatikasensitiven hCMV-Wildtypstammen WT-
S1-2, den Ganciclovirresistenten hCMV-Wildtypstammen WT-GR1-3 und den gegen
Virustatika multiresistenten hCMV-Wildtypstamm WT-MR im Vergleich zu nicht-
infizierten Fibroblasten (HFF) ermittelt (3.10.2).

4521 HLA-ABC (MHC-Klasse-1)

Die spezifische Antikorper-Bindungskapazitat nichtinfizierter Fibroblasten betrug
1.108.759,98 + 538.742,27 (n= 8). Eine Infektion mit dem humanen Zytomegalievirus
fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der MHC-Klasse-1-Expression auf Virus-
infizierten Zellen. Dabei wiesen Fibroblasten, die mit dem Laborstamm AD-169
infiziert waren die geringste Antikorperbindungskapazitat auf (ABC: AD-169 =
69.674,45 £ 46.313,14; WT-S1 = 233.728,70 + 83.241,48; WT-MR = 219.594,26 +
125.259,66; WT-GR1 = 191.245,90 + 102.417,16; WT-S2 = 86.529,21 + 35.207,02;
WT-GR2 = 173.045,98 + 97.052,34; WT-GR3 = 85.205,07 + 10.796,22).

WT-GR1 und WT-GR2 zeigten die gleiche Mutation im UL97 Genort (Aminoséure-
substitution: C603W). Da beide die nahezu gleiche Oberflachenexpression an HLA-
ABC aufwiesen, konnte diese Herunterregulierung mutationsbedingt sein. N =3 - 6; p
= 0,003 - 0,029.
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Abb.31: Quantitative MHC-Klasse-1-Expression nichtinfiziert ~ er (HFF) und Virusinfizierter Targetzellen finf Tag e nach
der Infektion . Die Punkte stellen die einzelnen Messwerte dar, wahrend die Mittelwerte als Querbalken abgebildet
sind.

45.2.2 Nicht-klassische MHC-Klasse-1(b)-Molekile

45221 HLA-E

Der monoklonale Antikdrper MEM-E/02 bindet an HLA-E. Dieses tragt als Peptid
Leader-Sequenzen anderer MHC-Klasse-1-Molekiile, die den heterodimeren
Molekiilkomplexen CD%* / NKG2A, C, E und H prasentiert werden. Hiertiber wird
Uber eine DAP12-vermittelte Signalkaskade ein aktivierendes NK-Zellsignal erzeugt.
Daraus ergibt sich ein sensitiver Mechanismus, der die regelrechte Biosynthese der
MHC-Klasse-1-Molekule Gberwacht.

Gegenuber nichtinfizierten Targetzellen konnte bei allen hCMV-infizierten
Fibroblasten eine Expressionssteigerung der HLA-E-Molekiile gemessen werden
(ABC: HFF = 358,10 *+ 1.655,63 [n= 7]; AD-169 = 3.390,76 + 2.363,25; WT-S1 =
3.423,29 £ 1.523,19; WT-MR = 5.204,86 + 2.509,83; WT-GR1 = 4.361,33 + 2.831,74;
WT-S2 = 7.045,66 + 1890,75; WT-GR2 = 10.865,23 + 2.449,08; WT-GR3 = 8.619,85
+ 3.228,05). N = 3 - 4; p = 0,000 - 0,036; p(AD-169) = 0,130; p(WT-MR) = 0,063;
p(WT-GR) = 0,078.
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Abb.32: Quantitative HLA-E-Expression nichtinfizierter (HFF ) und Virusinfizierter Targetzellen funf Tage nach der
Infektion . Die Punkte stellen die einzelnen Messwerte dar, wahrend die Mittelwerte als Querbalken abgebildet sind.

45222 HLA-G

Uber den monoklonalen Antikérper MEM-G/9 konnte HLA-G detektiert werden,
welches durch den KIR2DL4 / p49-Rezeptor erkannt wird und die Hemmung der

Proliferation und Zytotoxizitat aktivierter NK-Zellen vermittelt.

Im Vergleich mit nichtinfizierten Fibroblasten konnte bei allen hCMV-infizierten
Targetzellen eine héhere HLA G-Expression ermittelt werden. (ABC: HFF = 88,94 +
1.271,75 [n=7]; AD-169 = 6.435,57 + 3.262,69; WT-S1 = 779,24 + 951,01; WT-MR =
7.412,03 + 9.966,05; WT-GR1 = 5.167,82 * 2.665,70; WT-S2 = 13.644,24 *
13.569,47; WT-GR2 = 9.860,76 + 3.299,88; WT-GR3 = 8.574,29 + 2.112,56). N =3 -
4; p = 0,000 - 0,045; p(WT-MR) = 0,241, p(WT-S2) = 0,216.
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Abb.33: Quantitative HLA-G-Expression nichtinfizierter (HFF ) und Virusinfizierter Targetzellen funf Tage nach der
Infektion . Die Punkte stellen die einzelnen Messwerte dar, wahrend die Mittelwerte als Querbalken abgebildet sind.
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4523 Adhasionsmolekiile

Als einen weiteren moglichen Einflussfaktor fir der NK-Zell-Suszeptibilitat infizierter
Fibroblasten wurde die quantitative Expressionsdichte von Adhasionsmolekilen

ermittelt.

45231  CD>* (ICAM-1)

Das 90 kD groRRe Glykoprotein CD>** (intercellular adhesion molecule, ICAM-1) gilt
als Ligand fiir den LFA-1 / CD*?"-Rezeptor von zytotoxischen T-Zellen. Es aktiviert

die NK-Zell-vermittelte Lyse.

Uber den monoklonalen Antikorper LB-2 konnte bei hCMV-infizierten Fibroblasten im

Vergleich zur MOCK-Infektion bei allen Virusstdimmen eine generalisierte Expres-

sionszunahme des Adhasionsmolekils ICAM-1 ermittelt werden (ABC: HFF
67.942,98 + 19.319,36 [n= 6]; AD-169 = 504.362,46 * 123.554,99; WT-S1
583.903,04 + 128.611,05; WT-MR = 724.239,20 + 342.901,76; WT-GR1
492.798,40 + 86.690,48; WT-S2 = 448.804,38 + 46.236,86; WT-GR2 = 694.118,28 +
43.050,44; WT-GR3 = 384.121,87 + 24.080,88). N = 3; p = 0,001 - 0,02; p(WT-MR) =
0,077.

ICAM-1 (CD>*)

1.200.000 -
1.000.000
800.000

600.000 - {_ -I- T {_ -
400.000 - == e
200.000
0

HFF AD-169 WT-S1 WT-MR WT-GR1 WT-S2 WT-GR2 WT-GR3

Abb.34: Quantitative ICAM-1-Expression nichtinfizierter (HF ~ F) und Virusinfizierter Targetzellen funf Tage nach der
Infektion . Die Punkte stellen die einzelnen Messwerte dar, wahrend die Mittelwerte als Querbalken abgebildet sind.
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45232  CD*® (LFA-3)

Der monoklonale Antikérper BRIC erkennt das 560 kD schwere Polypeptid LFA-3
(Lymphocyte Function-Associated antigen-3, CD>®"), das u.a. auch auf B-Zellen, T-
Zellen und Monozyten exprimiert wird und tiber eine Bindung mit CD?* die NK-Zell-

Suszeptibilitat steigert.

Eine signifikant erhdhte spezifische Bindungskapazitat des Antikorpers BRIC wurde
ausschliel3lich bei einer Infektion der Targetzellen mit dem Laborstamm AD-169 und
dem Ganciclovirresistenten Wildtypstamm WT-GR3 nachgewiesen (ABC: HFF =
37.707,16 £ 9.005,14 [n = 6]; AD-169 = 157.330,58 + 36.790,08; WT-S1 = 26.077,73
+ 16.579,70; WT-MR = 22.653,15 + 12.512,97; WT-GR1 = 25.682,40 + 14.801,63;
WT-S2 = 15.709,33 * 2.626,28; WT-GR2 = 33.280,68 *+ 1.385,73; WT-GR3 =
129.193,45 +3.961,50). N = 3; p = 0,025 (AD-169) bzw. 0,002 (WtGR3).
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Abb.35: Quantitative LFA-3-Expression nichtinfizierter (HFF ) und Virusinfizierter Targetzellen finf Tage nach der

Infektion . Die Punkte stellen die einzelnen Messwerte dar, wahrend die Mittelwerte als Querbalken abgebildet sind.

45.2.4 NKG2D-Liganden

Zur Beurteilung der Rolle des NKG2D / NKG2D-Liganden-Systems bei der NK-Zell-
Aktivierung gegen hCMV-infizierte Targetzellen wurde die quantitative Bestimmung

der NKG2D-Liganden auf virusinfizierten Fibroblasten durchgefihrt.
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45241 MICA/B

Die zellstressinduzierbaren MHC-Klasse-1- Chain-Related Antigene MICA und MICB
sind Liganden fur den monodimeren NKG2D-Rezeptorkomplex. Dieser ist mit einem
DAP10-Protein assoziiert, welches Uber ITAMs eine Aktivierung von NK-Zellen

bewirkt.

Der monoklonale Antikdrper BAMO-1 / IE9 band gleichzeitig MIC A und B und diente
somit als Kontrolle fir die jeweiligen Einzelmessungen der Rezeptoren. Mit Aus-
nahme der Virustatikasensitiven hCMV-Wildtypstamme konnte bei allen infizierten

Targetzellen eine Mehrexpression an MICA und B gemessen werden.

MICA/B
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Abb.36: Quantitative MICA / B-Expression nichtinfizierter (  HFF) und Virusinfizierter Targetzellen finf Tage na ch der

Infektion . Die Punkte stellen die einzelnen Messwerte dar, wahrend die Mittelwerte als Querbalken abgebildet sind.

452.4.2 MICA

Der monoklonale Antikorper AMO-1 / IH12 detektierte selektiv den MICA-Rezeptor.
Dieser wurde, mit Ausnahme der Virustatikasensitiven Wildtypstamme WT-S1 und
WT-S2, von allen untersuchten Virusstammen hochreguliert (ABC: HFF = 3.071,69 +
5.378,78 [n = 7]; AD-169 = 24.178,55 + 27.170,66; WT-S1 = 2.665,54 + 4.737,50;
WT-MR = 16.187,39 + 19.464,85; WT-GR1 = 14.54551 + 13.402,54; WT-S2

5.767,18 + 816,38; WT-GR2 = 17.863,99 * 2.345,67; WGR3 = 52.138,74
2.562,21). N = 3 - 4.

+
1+
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Abb.37: Quantitative MICA-Expression nichtinfizierter (HFF) und Virusinfizierter Targetzellen finf Tage nachd  er
Infektion . Die Punkte stellen die einzelnen Messwerte dar, wéahrend die Mittelwerte als Querbalken abgebildet sind.

45243 MICB

Uber den monoklonalen Antikdrper BMO-1 / VIG6, der selektiv an MICB-Rezeptoren
band, konnte bei Targetzellen, die mit dem Laborstamm AD-169 oder dem
multiresistenten hCMV-Wildtypstamm WT-MR infiziert waren, eine aktive Inhibition
an MICB-Oberflachenmolekilen nachgewiesen werden (ABC: HFF = 2.327,50 %
2.064,12 [n= 7]; AD-169 = 16,42 + 1.441; WT-MR = 35,51 + 1.327,22 [n= 4]). Eine
Infektion der Targetzellen mit anderen hCMV-Wildtypstammen ergab im Vergleich zu
nichtinfizierten Fibroblasten eine unverdnderte MICB-Expressionsdichte (WT-S1 =
1.125,39 + 1.479,78; WT-GR1 = 1.819,35 + 490,32; WT-S2 = 1.266,33 + 827,12;

WT-GR2 = 5.469,40 + 2.775,26; WT-GR3 = 2.418,59 + 2.586,36). N = 3 - 4.

MICB
78.000 -
58.000 -
38.000 -
18.000 -
2000 = - =+

HFF AD-169 WT-S1 WT-MR WT-GR1 WT-S2 WT-GR2 WT-GR3

Abb.38: Quantitative MICB-Expression nichtinfizierter (HFF) und Virusinfizierter Targetzellen finf Tage nachd  er
Infektion . Die Punkte stellen die einzelnen Messwerte dar, wéhrend die Mittelwerte als Querbalken abgebildet sind.
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452.4.4 ULBP1

Die zweite Ligandenfamilie fir den monodimeren NKG2D-Rezeptorkomplex wurde
erstmals durch ihre Fahigkeit der Bindung des hCMV-Proteins UL16 (ULBP)
entdeckt. Dabei wird die Signaltransduktion ebenfalls tber eine DAP10-Protein
assoziierte Phophatidylinositol (PI)-3 Kinase vermittelt, welche schliel3lich den Zelltod
induziert. Es sind drei verschiedene UL bindende Proteine bekannt, die fast ubiquitar

exprimiert werden.

Der monoklonale Antikérper AUMO-1 / IC5, der das ULBP1-Molekil detektierte,
zeigte lediglich bei Fibroblasten, die mit dem sensitiven hCMV-Virusstamm WT-S1
infiziert waren, eine signifikante Expressionssteigerung auf 46.444,78 + 20.923,31 (n
= 4; p = 0,017) gebundene Antikdrper pro Zelle im Vergleich zu nichtinfizierten HFF
(ABC =3.096,59 + 3.198,40; n = 7). Eine Infektion mit dem Laborstamm AD-169 oder
anderen Wildtypstammen ergab keinen Effekt auf die ULBP1-Expression der
Fibroblasten (n = 3 - 4).
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Abb.39: Quantitative ULBP1-Expression nichtinfizierter (HFF ) und Virusinfizierter Targetzellen funf Tage nach der
Infektion . Die Punkte stellen die einzelnen Messwerte dar, wahrend die Mittelwerte als Querbalken abgebildet sind.

45.2.45 ULBP2

Die Messung der quantitativen Expressionsdichte mittels BUMO-1 / ID11, dem
monoklonalen Antikorper fur das ULBP2, wies keinen Unterschied zwischen
infizierten (ABC = 2.490,46 = 1.419,15; n = 7) versus nichtinfizierten Targetzellen auf.
N=3-4.
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Abb.40: Quantitative ULBP 2-Expression nichtinfizierter (HF  F) und Virusinfizierter Targetzellen funf Tage nach der
Infektion . Die Punkte stellen die einzelnen Messwerte dar, wahrend die Mittelwerte als Querbalken abgebildet sind.

45.2.4.6 ULBP3

Die Infektion mit humanem Zytomegalievirus fuhrte zu einer generalisierten
Hochregulierung bzw. einer Neuinduktion des UL bindenden Proteins 3, welches
Uber den monoklonalen Antikdrper CUMO-1 / IE10 gebunden wurde (ABC: HFF =
1.558,36 + 2.534,60 [n = 7]; AD-169 = 12.513,95 + 7.010,85; WT-S1 = 11.860,06 +
2.063,52; WT-MR =9.114,31 + 5.269,94; WT-GR1 = 10.327,61 + 3.825,30; WT-S2 =
7.429,65 + 1.708,24; WT-GR2 = 22.840,88 + 3.328,61; WT-GR3 = 11.333,10 +
3.651,11). N=3-4; p=0,00 - 0,76.
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Abb.41: Quantitative ULBP3-Expression nichtinfizierter (HFF ) und Virusinfizierter Targetzellen finf Tage nach der
Infektion . Die Punkte stellen die einzelnen Messwerte dar, wahrend die Mittelwerte als Querbalken abgebildet sind.
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4.6 Zusammenhang zwischen dem non-adhaerenten BATDA-
release-Assay und der Oberflachenexpression hCMV

infizierter Targetzellen

Nachfolgende Tabelle zeigt einen Zusammenhang zwischen der NK-Zell-Suszeptibi-
litat von Fibroblasten nach der Infektion mit verschiedenen Virusstammen im

Vergleich zur jeweiligen quantitativ gemessenen Oberflachenmolekilexpression.

Im Gegensatz zu den Virusstammen mit geringer Lyseaktivitat, zeigten Virusstamme
die eine hohe NK-Zell-Suszeptibilitat aufwiesen eine Mehrexpression der LFA-3-
Moleklle. AD-169-infizierte Targetzellen wiesen als zusatzliches Merkmal flr eine
gesteigerte Aktivierung der NK-Zellen eine starke Inhibierung der MHC-Klasse-1-
Molekile und eine Retention der MICB-Molekule auf, wobei letzteres auch bei den

Lyseresistenten WT-MR-infizierten Fibroblasten nachgewiesen wurde.

()
S Q “ o N ™
é 2 T I o o = = 35 35 35

S
Hoch | AD-169 | | 1 t t 1 1 ! o o 1
£ Hoch | WT-GR3 | | 1 1 1 ' ' T T U
=] WT-GR2 | | 1 1 1 ! 1 o o o 1
gNiedrig WT-GR ! 1 1 1 l 1 o o o 1
@ Niedrig | WT-MR l 1 ) ) | 1 | o o 1
%Niedrig WT-S ! 1 1 1 ! o o 1 o 1
WT-S2 ! i t 1 ! o o o o i

Tab.10: Zusammenfassung der NK-Suszeptibilitst von Fibrobla sten nach der Infektion mit verschiedenen
Virusstammen im Vergleich zur quantitativ gemesse nen Oberflachenmolekiilexpression der MHC-Klasse-1-
Molekile, MHC-Klasse-1b-Molekiile, Adhasionsmolekil e und NKG2D-Liganden . Zeichenerklarung: | Expres-
sionsabnahme, 1 Expressionssteigerung, — unverénderte Expression im Vergleich zu nichtinfizierten Fibroblasten.
Dickgedruckte Symbole stehen fiir eine besonders ausgepragte Anderung der Expressionsdichte gegeniiber den
anderen Virusstammen.
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5 Diskussion

51 Einfihrung

Durch fehlende Immunitat und / oder Immunsuppression bei gleichzeitiger
Reaktivierung des latenten Virus stellt die hCMV-Infektion eine der haufigsten
Infektionskomplikationen nach einer allogenen Stammzelltransplantation dar.
Vor allem die indirekte T-Zell-Depletion bei allogener Stammzelltransplantation,
die in der Universitatsklinik fur Kinder- und Jugenmedizin Tubingen zum Schutz
einer GVHD mittels CD***-Anreicherung durchgefiihrt wird [Lang P. et al., 1999;
Schumm M. et al.,, 1999], verursacht aufgrund der verzdgerten Immun-

rekonstitution ein vermehrtes Auftreten viraler Infektionen [Ljungman P., 2001].

Klinisch manifestiert sich die hCMV-Erkrankung als Pneumonie. Seltener treten
gastrointestinale Ulzera oder eine Retinitis auf [Stocchi R. et al., 1998]. Indirekt
hat die Infektion pathogenetische Bedeutung im Zusammenhang mit der akuten
| chronischen Absto3ungsreaktion und bakteriellen Superinfektionen bzw.
opportunistischen Infektionen [Fishman J.A. & Rubin R.H., 1998].

Zur Verhinderung der Ausbreitung des Virus dienen zunachst unspezifische
Mechanismen wie NK-Zellen oder Interferone, spater auch MHC-Klasse-1
restringierte CD®* zytotoxische T-Zellen und MHC-Klasse-2 restringierte T-
Helfer-Lymphozyten [Van der Meer J.T.M. et al., 1996; Pamphilon D.H. et al.,
1999]. Bisher ist nicht vollstandig geklart, welche Rolle dabei die immun-
modulierenden Eigenschaften des hCMV, wie z.B. die Herunterregulierung der
MHC-Klasse-1-Molekile auf infizierten Zellen, spielen.

NK-Zellen stellen nach allogener Stammzelltransplantation die ersten nach-
weisbaren Lymphozyten in der frihen Rekonstitutionsphase dar und sind in
wesentlich héheren Anteil vertreten als bei gesunden Normalkontrollen [Jacobs
R. et al., 1992]. Damit reprasentieren sie als ,first line of defense” die grofdte
und wichtigste Zellpopulation in den ersten Wochen nach der Transplantation

und gelten als dominierende Abwehrzellen gegen hCMV-infizierte Zellen [Biron
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C.A. et al., 1997]. So entwickelte ein Patient mit angeborenem NK-Zell-Mangel
eine aul3ergewothnliche Anfalligkeit gegenuber Herpesvirusinfektionen, ein-
schlie3lich hCMV-Infektionen [Biron C.A. et al., 1989]. Weiterhin wurde bei
M&ausen mit genetischer Suszeptibilitét gegentuber murinen CMV-Infektionen
(Genregion CMV-1) ein Genort entdeckt, der mit NK-Zell-Funktionen assoziiert
ist und bei einer Depletion der NK-Zellen eine ansteigende Viruslast hervorruft
[Scalzo A.A. et al.,, 1990 & 1992; Brown M.G. et al., 1999]. So spielt die
Entwicklung von Abwehrmechanismen gegenuber einem NK-Zell-Angriff eine

entscheidende Rolle fir das Uberleben des humanen Zytomegalievirus.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, welchen Einfluf3 die durch die hCMV-
Infektion verénderte Expression an Oberflachenmolekilen auf die NK-Zell-Lyse
hat und wie diese spezifische Lyseaktivitat zu therapeutischen Zwecken

gesteigert werden kann.

5.2 Methodenkritik

52.1 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden aus Biopsiegwebe nach Zirkumzision (Abt. fur
Kinderchirurgie der Universitat Tubingen) gewonnene primare humane Fibro-
blasten zwischen der Zellpassage 10 - 30 verwendet. Diese erméglichten nach
funf Tagen Inkubationszeit eine hochgradige hCMV-Infektionsrate, wodurch
spezifisch nichtinfizierte versus hCMV-infizierte Targetzellen verglichen werden
konnten. Aufgrund des ungleichen MHC-Klasse-1-Status der HFF mit dem
Patienten- / Probandenblut (keine Bindung des T-Zellrezeptors) bei negativer
hCMV-Serologie (keine Sensibilisierung) kann bei nachfolgenden zweistiundi-
gen Zytotoxizitdtsassays eine T-Zell-Antwort trotz Unreinheit der Pbmnc bzw.
der CD°**-MACS-Anreicherung ausgeschlossen und auf NK-Zellen spezifiziert
werden. Zusatzlich ist bekannt, dass NK-Zellen die Haupteffektorzellen bei

kurzdauernden Zytotoxizitatsassays darstellen.

Die fur die BATDA-release-Assays bisher standardisierten nichtadhaerenten

leuk&mischen Zelllinien K-562 (human chronic myeloid leukemia in blast crisis)
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und MHH-CALL-4 (human acute B-cell precursor leukemia) stellten kein Target

fur humane Zytomegalievirusinfektionen dar.

Auch die zur routineméfigen Zytomegalievirusanzucht bereits etablierten
Fibroblastenkulturen MRC-5 (human embryonic lung fibroblasts) und MRHF
(human newborn foreskin fibroblasts) konnten aufgrund ihrer schweren
Permission mit nur langsamen Viruswachstum, sowie dem bei den MRC-5-
infizierten Targetzellen beobachteten Adhaerenzverlust bei héherem Infektiosi-

tatsgrad, keine Alternative zu den HFF darstellen.

Die Lysierbarkeit durch nichtinfizierte HFF war vergleichbar mit der Zytotoxizitat
gegeniber K-562 und MHH-CALL-4, wohingegen nichtinfizierte MRC-5 und
MRHF eine geringere spezifische Lyserate aufwiesen. Die Spontanlysen der

verschiedenen Zelllinien entsprachen einander.

5.2.2 Abtrypsinieren

Ziel des Abtrypsinierens war die Gewinnung einer Einzelzellsuspensionen zur
Durchfihrung des non-adhaerenten BATDA-release-Assays und durchfluss-
zytometrischer Analysen. Dabei wurde zum Ablésen der Fibroblasten vom
Zellkulturschalenboden die Inkubationsdauer mit Trypsin-EDTA auf eine Minute
reduziert, da bei einer langerdauernden Einwirkung von proteolytischen
Enzymen lebenswichtige Membranproteine verdaut wirden, mit resultierender
Schéadigung und schliel3lich dem Tot der Zellen. Anschliel3end erfolgte eine
20minitige ,Erholungsinkubation’. Die stichprobenhafte Uberpriifung mit einer
Supravitalfarbung unmittelbar nach abtrypsinieren der Targetzellen ergab eine
Vitalitat von 96,84% (HFF) bzw. 92,83% (virusinfizierte HFF). Eine Beein-
trdchtigung der nachfolgenden Versuchsansatze mit infizierten Einzelfibro-
blasten aufgrund eventuell angedauter Oberflachenmolektiile war aufgrund der
standardisiert gleichen Behandlung mit Trypsin bei den nichtinfizierten

Kontrollfibroblasten zu vernachlassigen.

Ein moglicherweise zellschondenderes Verfahren wére es gewesen, den Zell-
bestand mit einem Zellschaber vollstandig vom Boden der Zellkulturschale zu
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l6sen. Da dabei Zellen mechanisch zerstort wurden und keine vollstadndige
Dissoziation der Zellen erreicht werden konnte, stellte dieses Verfahren keine
Alternative zur Trypsinbehandlung dar. Weitere Methoden der Separierung
ware der Einsatz anderer Proteasen wie Papain oder Kollagenase.

5.2.3 Immunomagnetische Zellanreicherung

Die Anreicherung erfolgte aus peripherem Vollblut freiwilliger Spender nach
Isolierung der mononuklearen Zellfraktion des peripheren Blutes (Pbmnc)
mittels Dichtezentrifugation Uber einen Stufengradienten aus Ficoll-Hypaque
[Boyum A., 1968]. Bei der immunomagnetischen Zelltrennung mittels
magnetischen Mikrokugeln handelte es sich um eine hinreichend beschriebene
und evaluierte Standardmethode zur Isolierung von Lymphozytensubpopula-
tionen [Molday R.S. et al., 1977; Friemel H., 1991; Geiselhart A. et al., 1997].
Die Effektivitdt der Isoloierung von markierten Zellen aus einem Zellgemisch
liegt bei 99% [Geiselhart A. et al., 1997]. Der Anteil an CD***-Zellen lag in
dieser Arbeit bei 96,84%. Nach H. Friemel und S. Miltenyi et al. wird die Vitalitat
und das Proliferationsverhalten durch dieses Verfahren nicht beeintrachtigt
[Miltenyi S. et al., 1990; Friemel H., 1991].

5.2.4 Zytotoxizitatsassays

Alternativ zum **Chromfreisetzungsetzungstest wurde der von K. Bloomberg et
al. beschriebene nichtradioaktive BATDA-release-Assay verwendet [Blomberg
K. et al., 1986ab]. Hierbei handelt es sich um ein Verfahren, welches die
Zerstorung von Targetzellen durch Effektorzellen quantitativ erfasst. Diese
Bestimmung wird mittels photometrischer Messung der Fluoreszenz des

freigesetzten TDA-Europium-Komplexes aus lysierten Zellen ermittelt.

Im Vergleich zum *Chromfreisetzungsetzungstest ist dieses Testverfahren
aufgrund der schnelleren Durchfihrung und einfacheren Handhabung
Uberlegen. Einschrankungen erfahren beide Tests durch die spontane Freiset-
zung von TDA bzw. *Chrom. Diese Spontanlyserate ist Targetzellspezifisch

und abhangig vom Vitalitdtszustand der Zellen. Da bei einer hohen Spontanlyse
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das Messfenster sehr klein wird und geringe zytotoxische Aktivitdten nicht
miterfasst werden, ist durch schonende Testdurchfihrung eine Spontanlyserate
unter 30% anzustreben. Dieser Wert konnte bei den durchgefiihrten Versuchen
fast immer deutlich unterschritten werden. Eine zusatzliche Testkontrolle stellte
die in Abhangigkeit vom eingesetzten Effektor / Targetzell-Verhaltnis zu

erwartende nachlassende spezifische Lyserate dar.

Aufgrund der Trypsinbedingten Membranschadigung der Targetzellen wurden
weitere zellschonendere Testverfahren verglichen. Dabei ergab die Neueta-
blierung eines adhaerenten BATDA-release-Assays im Vergleich zum non-
adhaerenten Test sowohl eine geringere Spontanlyserate als auch eine
geringere prozentuale spezifische Lyse. Dies hatte den Vorteil eines grol3en

Messfensters mit einer hohen Sensitivitat des Testverfahrens.

Der von C. Korzeniewski und D.M. Callewaert [Korzeniewski C. & Callewaert
D.M., 1983] ausgearbeitete kolorimetrische adhaerente LDH-Zytotoxizitats-
assay, welcher als Messkriterium der Zytolyse die am Ende der Tumor-
Effektorzell-Kokultur registrierbare LDH-Freisetzung aus der Tumorzelle nutzt,
lieferte die geringste spontane Lyseaktivitat und auch die niedrigste

prozentuale spezifische Lyse.

Experimenten mit adhaerenten Targetzellen hatten den Nachteil einer
benotigten hohere Effektorzahl, da nach der Hypothese der Kontaktinhibition
[Casella G.T. et al., 2000] bei einer 96-well-Mikrotiterplatte die Fibroblasten-
proliferation erst bei einer Zelldichte von ca. 20.000 HFF / Well stagnierte.
Dieses Manko konnte, entsprechend den non-adhaerenten Testverfahren,
durch die Einfihrung von 384-Well-Mikrotiterplatten auf lediglich 5.000
Targetzellen pro Well minimiert werden. Dennoch wurde die Zellzahl / Well nicht
sicher konstant gehalten, da infizierte Fibroblasten bei einer hohen Infektio-

sitatsrate ihre Adhaerenz verloren haben.

Um eine spezifische NK-Zell-Aktivitat gegen hCMV-infizierte versus nicht-
infizierte Targetzellen aufzuzeigen, wurde eine mdglichst hochgradige hCMV-

Infektion angestrebt. Daher erwies sich der non-adhaerenten BATDA-release-
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Assay fur nachfolgende Versuche als am geeignetsten, wobei als MalRnahmen
fur eine zellschonendere Dissoziation eine kirzere Einwirkdauer von Trypsin
und eine 20mindtige ,Erholungsinkubation’ eingesetzt wurden. Zusétzlich
minimierte ein paralleler Kontrollansatz mit MOCK-infizierten HFF die zuféllige

Fehlerwahrscheinlichkeit.

Aufgrund der nach allogener Stammzelltransplantation in Aplasie befindlichen
Patienten konnten die Zytotoxizitdtsassays lediglich zu einem geringen

Prozentsatz mit Effektorzellen von Patienten durchgefihrt werden.

5.2.5 Durchflusszytometrie

Die analytische Durchflusszytometrie stellt ein einfaches und schnelles
Verfahren zur immunologischen und morphologischen Charakterisierung von
Zellen dar. Der Vorteil dieser Methode besteht in der Untersuchung einer
groBen Zellzahl auf verschiedene Oberflachenantigene innerhalb kurzer Zeit.
Die Farbstoffe FITC (Fluorescein-lIsothiocyanat, Absorptionsmaximum 495 nm,
Emissionsmaximum 519 nm) und PE (Phycoerythin, Absorptionsmaximum 480
& 565 nm, Emissionsmaximum 578 nm) gehoren zur diagnostischen und
wissenschaftlichen Routine. Eine Markierung der Zellen mit diesen Fluoro-

chrommarkierten Antikorpern erfolgte mit standardisierten Protokollen.

Einflussfaktoren fir die durchflusszytometrischen Analysen waren die
Autoimmunfluoreszenz, unspezifische Bindungen der Antikérper und
ungleichmafige Farbungen der Einzelzellen. Ersteres wurde durch mitfihren
einer Negativkontrolle (Simultest™Control) beriicksichtigt. Unspezifische Bin-
dungen konnten bei der Bestimmung von Oberflachenmolekilen bei infizierten
Fibroblasten durch einen Parallelansatz mit nichtinfizierten HFF vernachlassigt
werden. Um eine gleichmallige Farbung auf der gesamten Zelloberflache zu
gewahrleisten, folglich ,Patching’- (reaktives Zerklumpen der Zellober-
flachenproteine bei Kreuzvernetzung mit Immunglobulinmolekilen) und
,Capping’- (an das Patching anschlieRende durch den Zellstoffwechsel
verursachte haubenférmige Anreicherung der Klumpen auf einer Seite der
Zelle) Phanomene zu vermeiden, erfolgte ein Waschgang mit fixierendem
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FACS-Flow, sowie die Inkubation bzw. Aufbewahrung der Proben bei ca. 4 T
im Eisbad [Taylor R.B. et al., 1971].

Um genauere Aussagen uber den Expressionsgrad eines Antigens zu erhalten,
wurde zusatzlich die quantitative Durchflusszytometrie mittels Quifikit® der
Firma Dako angewendet. Hierbei bot eine indirekte Immunfluoreszenzfarbung,
sowohl von den zu untersuchenden Fibroblasten als auch von den mitgefuhrten
Beads, mit dem selben Sekundarantikérper den Vorteil, dass die Zahl der
Fluorochrommolekiile pro Antikérper zur Berechnung der gebundenen
Antikorper / Zelle nicht bekannt sein musste. Als Voraussetzung, dafl3 alle
Oberflachenmolekiile vollstandig erfasst wurden, sollte eine Zugabe der
Antikérper im Uberschu3, d.h. das genaue Einstellen der Zellen auf eine
bestimmte Zellzahl, erfolgen [Smith K.B. & Ellis S.A., 1999]. Das Quifikit® der
Firma Dako gilt im Vergleich mit verschiedenen Methoden fiir die quantitative
Durchflusszytometrie als eine der genauesten in Bezug auf die Vergleichbarkeit
der Daten zwischen verschiedenen Geraten und Laboratorien [Schwartz A. et
al., 1998; Serke S. et al., 1998].

Zur Detektion infizierter HFF wurde ein neues Protokoll zur intrazellularen
Messung des hCMV IE-Antigens pp72 erstellt. Dazu wurde das standardisierte
FIX & PERM Zellpermeabilisationskit der Firma Caltag angewandt. Die

Ermittlung der durchflusszytometrischen Einstellungen erfolgte experimentell.

5.3 Oberflachenmolekile

5.3.1 Qualitative und Quantitative HLA-ABC-Express  ion auf hCMV

infizierten Fibroblasten

Die auf Chromosom 6 kodierten Genloci A, B und C des humanen
Leukozytenantigens préasentieren intrazellulare endogene, virale oder tumor-
assoziierte Antigene in Form von Nonamerpeptiden [Dunlop M.B. et al., 1977;
Rammensee H.G. et al.,, 1995]. So werden z.B. virale Proteine von
Proteasomen fragmentiert, mittels TAP-1- / TAP-2-Transportkomplex in das

Lumen des endoplasmatischen Retikulums geschleust und von den dort
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synthetisierten MHC-Klasse-1-Komplexen tber das trans-Golgi-Netzwerk an die
Zelloberflache transportiert. Eine Erkennung durch zytotoxische CD® T-
Lymphozyten (CTL) fihrt zur Fas- oder Perforinabhéngigen Zerstérung der
Wirtszelle [Rotzschke O. et al., 1990].

Als Strategie der Immunevasion wurden fur das hCMV bereits mehrere
maogliche Mechanismen zur Herunterregulierung der MHC-Klasse-1-Molekiile
durch virale Proteine (pUS3, pUS2, pUS6, pUS11, ppUL83) aufgezeigt [Jones
T.R. & Muuzithras V.P., 1991; Ahn K. et al., 1996; Gilbert M.J. et al., 1996;
Jones T.R. et al., 1996; Wiertz E.J.H.J. et al., 1996 a,b; Ahn K. et al., 1997,
Hengel H. et al., 1997; Lehner P.J. et al., 1997; Hewitt E.W. et al., 2001]. Auch
in dieser Arbeit ergaben sowohl die qualitativ kinetischen Untersuchungen, als
auch die quantitativen durchflusszytometrischen Analysen bei einer zuneh-
menden Infektion durch das hCMV eine abnehmende HLA-ABC Expressions-
dichte. Targetzellen, die mit dem Laborstamm AD-169 infiziert waren, zeigten
dabei kontinuierlich eine starkere MHC-Klasse-1-Inhibition im Vergleich zu

Widtypvirusinfizierten Fibroblasten.

Eine gleiche Anzahl an HLA-ABC-Molekule bei WT-GR1 und WT-GR2-
infizierten Fibroblasten konnte mutationsbedingt sein, da die Ganciclovir-
resistenz bei beiden Virusstammen durch eine Aminoséuresubstitution bei C
603 W entstand.

Die noch starker vorhandene Restexpression bei den Wildtypstammen liel3e
sich damit erklaren, dass einige Fibroblasten erst vor kurzer Zeit infiziert worden
sind. Damit befanden sie sich in einem sehr frihen Stadium der hCMV-
Replikation, in dem noch keine Herunterregulierung der MHC-Klasse-1-
Molekile stattfinden konnte. Die starkere Inhibierung der MHC-Klasse-1-
Molekile bei mit dem Laborstamm AD-169-infizierten Fibroblasten ware
demnach auf eine erhdhte Infektiositat und einer damit resultierend schnelleren

Virusausbreitung zurtickzufihren.

Die nach H. Hengel et al. beschriebene Moglichkeit einer Induktion von MHC-

Klasse-1-Molekilen dber Interferon-y sezernierende aktivierte Lymphozyten
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l&sst sich durch das Versuchsmodel ausschlief3en [Hengel H. et al., 1995]. Bei
diesem Model blieben in vivo die bereits vor dem Einwandern der Leukozyten
infizierten Zellen, die also noch keinen Kontakt mit Interferon-y und TNF-a
gehabt hatten, HLA-ABC negativ, wahrend frisch infizierte Zellen weiterhin
MHC-Klasse-1-Molekile exprimieren konnten.

Vorstellbar ware auch ein nur unvollstdndiger Eingriff in den Protein-
biosyntheseapparat der Wirtselle durch das hCMV. Damit beséfRe der
Laborstamm AD-169 aufgrund einer anderen Genomorganisation im Vergleich
zu Wildtypvirusstammen multiplere Mdglichkeiten zur Inhibierung der MHC-
Klasse-1-Moleklle. Durch die Restexpression an MHC-Klasse-1-Molekulen
konnten infizierte Tagretzellen weiterhin Virusbestandteile prasentieren und
dadurch Immunzellen an den Ort der Infektion lenken. Dies konnte eine

Ausbreitung der Infektion verhindern.

Im Jahre 1990 postulierten H.G. Ljunggren und K. Kéarre die Missing self-
Hypothese, bei der NK-Zellen durch die fehlende Interaktion mit den inhibito-
rischen Immunglobulindhnlichen Rezeptoren (KIRs) und C-Typ-Lektin-ahnlichen
Rezeptoren (CD94 / NKG2) alle Zielzellen lysieren kénnen, die keine MHC-
Klasse-1-Rezeptoren auf der Oberflache exprimieren. Demzufolge ware der
Laborstamm AD-169 aufgrund seiner erhdhten Infektiositdt und / oder muta-
tionsbedingt multipleren Eingriffsmdglichkeiten in die MHC-Klasse-1-Synthese
bzw. dessen Transport an die Zelloberflache mit resultierender starkeren MHC-
Klasse-1-Inhibition suszeptibler flr eine NK-Zell-vermittelte Lyse im Vergleich

zu den Wildtypvirusstammen [Ljunggren H.G. & Karre K., 1990].

5.3.2 Nichtklassische MHC-Klasse-1(b)-Molektile

5.3.2.1 HLA-G

Das nichtklassische MHC-Klasse-1(b)-Molekil HLA-G wurde auf infizierten
Targetzellen von allen hCMV-Stammen hochreguliert. Dies fuhrt durch die

Bindung an den KIR2DL4 / p49-Rezeptor zur Hemmung der Proliferation und
Zytotoxizitat aktivierter NK-Zellen [Ponte M. et al., 1999; Rajagopalan S. & Long
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E.O., 1999; Onno M. et al., 2000; Pazmany L. et al., 2000]. So entwickeln HLA-
G-Transfektanten von der fur NK-Zellen normalerweise sensiblen Targetzelllinie
721.221 eine Resistenz gegentber einer Lyse sowohl durch NK-Zelllinien als
auch durch NK-Zellklone [Pazmany L. et al., 1996]. Ebenso scheinen
Trophoblastzellen, welche zum Schutz des fetalen Gewebes vor zirkulierenden
maternalen T-Lymphozyten MHC-Klasse-1 und -2 negativ sind, trotz der
gesteigerten Ansammlung an CD>®*" NK-Zellen in der menschlichen Dezidua,
Uber eine Expression von HLA-G der NK-Zell-bedingten Lyse zu entgehen
[Starkey M. et al., 1988; King A. et al., 1989].

5.3.2.2 HLA-E

HLA-E stellt ein weiteres nichtklassisches MHC-Klasse-1(b)-Molekul dar,
welches polymorphe Signalpeptide anderer MHC-Klasse-1-Molekile tragt. Um
den NK-Zellen eine regelrechte Biosynthese der MHC-Klasse-1-Molekile zu
signalisieren, werden diese den hetrodimeren Molekiilkomplexen (KIRs) CD%**-
NKG2A (CD%) und CD***-NKG2C prasentiert [Braud V.M. et al., 1998; Lee N.
et al., 1998; Brooks A.G. et al.,, 1999; Vales-Gomez M. et al.,, 1999]. Zur
Imitierung einer gesunde Zelle, enthalt das Leitsegment der hCMV-
Genomregion UL40 ein dem menschlichen MHC-Klasse-1-Protein gleichendes
Peptid mit neun Aminosauren, welches aufgrund der pUS6-vermittelten
Blockade des TAP-Transporters durch das hCMV, unabhéngig vom TAP-
Transporter interagiert [Tomasec P. et al., 2000]. Eine Uberexpression an
gpUL40 induziert die Hochregulierung von HLA-E auf der Oberflache infizierter
Zellen und schitzt sie damit vor einem NK-Zell-Angriff [Tomasec P. et al., 2000;
Ulbrecht M. et al., 2000; Cerboni C. et al., 2001; Wang E.C. et al., 2002]. Auch
in dieser Arbeit zeigten samtliche hCMV-infizierte Fibroblasten gegenuber

nichtinfizierten Targetzellen eine gesteigerte Expression der HLA-E-Molekiile.
5.3.3 Adhéasionsmolekile
5.3.3.1 ICAM-1

Bei allen Virusstammen konnte im Vergleich zur MOCK-Infektion eine
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generalisierte Expressionssteigerung des zur Immunglobulinsuperfamilie
gehérenden interzelluldaren Adh&sionsmolekills ICAM-1 (CD>*") ermittelt
werden. Damit ist (iber den LFA-1 (CD**) / CD™?*- und Mac-1 (CD*®*) / cD***-
Rezeptor eine Aktivierung zytotoxischer T-Zellen moglich. Uber ein festes An-
haften mit nachfolgender Extravasation und Migration der Leukozyten in das

Gewebe wird hierdurch einer Ausbreitung der hCMV-Infektion entgegengewirkt.

In vitro Studien zeigten zusatzlich, dass monoklonale Antikérper gegen CD***
die NK-Zell-vermittelte Lyse hCMV-infizierter Fibroblasten blockieren [Leong
C.C. et al., 1998]. Der Hochregulierung von ICAM-1 bei hCMV-infizierten
Endothelzellen [Sedmark et al., 1994; Shahgasempour et al., 1997; Waldmann
et al., 1998], Fibroblasten [Grundy et al., 1993; Grundy & Downes, 1993; Ito et
al., 1995; Craigen & Grundy, 1996] und anderen Zellen [Ibrahim et al., 1993;
van Dorp et al., 1993; Larcher et al., 1997; Stuart et al., 1997] wird damit eine
wichtige Funktion in der NK-Zell-vermittelten Immunantwort zugeschrieben.
Teilweise konnte im Vergleich mit nichtinfizierten Kontrollkulturen eine zehnfach
erhohte ICAM-1-Expression bei hCMV-infizierten Endothelzellkulturen nach-

gewiesen werden.

Wahrend verschiedene Arbeitsgruppen eine dominierende Rolle in der CD>**-
Expression in Bezug auf den Zellkontakt zwischen NK- und Tumorzellen sehen
[Chaperot L. et al., 1996; Maki G. et al., 1998], ergaben andere Studien keinen
Einflu? von CD®*, cD***, CD*®" [Quillet-Mary A., 1991], bzw. CD>**, CD'%%
[Akella R. & Hall R.E., 1992], bzw. CD***, CD***, CD*** [Palucka A.K., 1991] im
Hinblick auf die NK-Zell-Suszeptibilitat verschiedener Tumorzellen und
Tumorzelllinien. Diese Diskrepanz ist vermutlich auf die Verwendung
verschiedener Targetzelllinien zurlckzufihren, da sich zunehmend abzeichnet,
dass die Signale fur eine NK-Zell-Lyse zellspezifisch variieren. So zeigte sich in
Gewebeschnitten von hCMV-infizierten Lebertransplantaten eine Mehr-
expression an ICAM-1 und VCAM-1 [Einsele et al., 1994; Lautenschlager et al.,
1996], wahrend Myokardbiopsien nach einer hCMV-Infektion keine veranderte
ICAM-1 -Expression aufwiesen [Koskinen, 1993; Allen et al., 1996].
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Ferner berichten mehrere Studien Uber eine hCMV-bedingte Entwicklung einer
progressiven Gefal3sklerose nach Herztransplantation und eine hCMV-
vermittelte akute Transplantatabstol3ung nach Lungen- und / oder Herztrans-
plantation [von Willebrand et al., 1986; Grattan et al.,, 1989; Mc Donald et al.,
1989; Loebe et al., 1990; Everett et al.,, 1992; Waldmann, 1998; Valantine,
1999; Tong et al., 2002]. Korrelierend hierzu zeigt sich sowohl bei der akuten
Transplantatabstof3ung [Herskowitz et al., 1994; Park et al., 2000; Tanio et al.,
1994; Zhang et al., 2000] als auch bei der progressiven Gefal3sklerose nach
einer Transplantation [Denton et al.,, 2000; Labarrere et al.,, 1997] eine

vermehrte Expression der Adhasionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1.
5.3.3.2 LFA-3

Bereits mehrere Arbeitsgruppen wiesen eine gesteigerte Expression der LFA-3-
Molekiile (Lymphocyte Function-Associated Antigen-3, CD*®**) zum early /
immediate early Zeitpunkt des Replikationszyklus bei hCMV-infizierten
Fibroblasten nach [Grundy J.E. & Downes K.L., 1993; Craigen J.L. & Grundy
J.E., 1996]. Damit wird durch eine Bindung mit CD?* die NK-Zell-Suszeptibilitat
verstarkt [Lanier L.L. et al., 1997; Fletcher J.M. et al., 1998]. So waren es J.M.
Fletcher et al. mdglich, durch die Zugabe eines CD?**-spezifischen Antikérpers
die NK-Zell-Lyse bei hCMV-infizierten Fibroblasten partiell zu blockieren. Dem
Adhé&sionsmolekil LFA-3 wird damit eine wichtige Funktion in der Interaktion

zwischen NK-Zellen und virusinfizierten Zellen zugeschrieben.

F. Komatsu und M. Kajiwara belegten in einer Studie Uber den Einflu
unterschiedlicher Adhasionsmolekille bei verschiedenen Zelllinien auf die
Zytotoxizitdt von NK-Zellen, LAK-Zellen und der Zelllinie NK-92, dass sich die
spezifische Lyse IL-2-stimulierter NK-Zellen gegenuber entsprechenden Zell-
linien durch eine CD*®**-Blockade, nicht jedoch durch die Blockade von CD***
oder CD'?*, senken lieB [Komatsu F. & Kajiwara M., 1998]. Dabei schienen
Tumorzellen eine gewisse Expression an CD*®* und CD*** zum Andocken der
NK-Zellen zu benétigen [Gwin J.L. et al., 1996].
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Fletcher et al. entdeckten eine starke Korrelation zwischen der Anfalligkeit zur
NK-Zell-Lyse und der Zelloberflachenexpression an LFA-3 bei hCMV-infizierten
Fibroblasten [Fletcher J.M. et al., 1998]. So waren die mit den CD***-herunter-
regulierenden Virusstammen Towne, Davis, Toledo und CIFE infizierten Target-
zellen refraktar fir eine NK-Zelllyse, wahrend Fibroblasten, die mit den LFA-3-
hochregulierenden hCMV-Stdammen AD-169 und CIF infiziert waren, eine
erhohte NK-Zell-Suszeptibilitat aufwiesen. Dabei veranschlagte die Arbeits-
gruppe mit 29.000 bis 71.000 LFA-3-Molekilen pro Targetzelle eine Mindest-

anzahl an benstigten CD°®*-Molekiilen fiir eine mégliche Lyse durch NK-Zellen.

In dieser Arbeit waren mit 157.330,58 + 36.790,08 CD>®**-Molekiile / Zelle AD-
169-infizierte HFF und mit 129.193,45 + 3.961,50 CD>*"-Molekille / Zelle WT-
GRS3-infizierte HFF empfindlich gegenuber NK-Zellen, wahrend mit den Virus-
stammen WT-S1, WT-S2, WT-GR1, WT-GR2 und WT-MR infizierte Target-
zellen, die keine Hochregulierung an LFA-3-Molekiilen zeigten, NK-Zell-
resistent blieben. Die normale Expressionsdichte an LFA-3-Molekilen bei
nichtinfizierten HFF betrug 37.707,16 + 9.005 Molekdle.

534 NKG2D-Liganden

Der C-Typ-Lektinahnliche Rezeptor NKG2D wird von NK-Zellen, CD®* af T-
Zellen und yd T-Zellen exprimiert. Er interagiert mit den MHC-Klasse-1-
ahnlichen MIC- und ULBP-Molekilen und bildet mit dem Adaptor DAP 10 einen
aktivierenden Immunrezeptorkomplex [Bauer S. et al., 1999; Wu J. et al., 1999;
Diefenbach A. et al.,, 2000]. Dieser steigert tUber die p85 Untereinheit der
Phosphatidylinositol-3-Kinase die NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat gegenuber
Tumorzellen, die Produktion von Zytokinen (IFN-y, GM-CSF, TNF-a, TNF-p),
sowie die Freisetzung der Chemokine Makrophagen-Inflammatorisches-Protein
(MIP)-1a, MIP-1f & 1-309 und kostimuliert CD®" T-Zellen [Bauer S. et al., 1999;
Wu J. et al., 1999 & 2000; Cosman D. et al., 2001; Groh V. et al., 2001; Kubin
M. et al., 2001].
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Als NKG2D-Liganden fungieren beim Menschen die Molektle MICA und MICB
(MHC class-1-related chains A / B) und die ULBP1 - 4 (UL16-binding proteins).
Wahrend MICA und MICB im Vergleich zu den klassischen MHC-Klasse-1-
Molekulen nicht mit (3,-Mikroglobulin oder Antigenpeptiden interagieren [Groh
V., 1996], sind ULBP1-4 im Gegensatz zu den klassischen MHC-Klasse-1-
Molekllen Uber Glykosylphosphatidylinositol (GPIl) an der Zellmembran
verankert, besitzen keine az-Domane und assoziieren ebenfalls nicht mit 3,-
Mikroglobulin [Bauer S. et al., 1999; Cosman D. et al., 2001; Steinle A. et al.,
2001]. Die Expression der MHC-kodierten MICA- und MICB-Molekiile ist in vivo
auf epitheliale und hamatopoetische Tumore, sowie virusinfizierte Zellen
beschrankt [Groh V. et al., 1996 & 1999; Salih H. et al., 2002; Tieng V. et al.,
2002]. Daher betrachtet man sie als Gefahrensignale bei Zellstress, die
abnorme Zellen via NKG2D fir zytotoxische Lymphozyten markieren [Groh V.
et al., 1996 & 1998; Vance R.E., 2000; Vivier E. et al., 2002]. Die Expression
der ULBP1 - 3 wurde bisher lediglich bei Zelllinien beschrieben. Ihre Funktion

ist noch weitgehend unklar [Cosman D. et al., 2001].

In dieser Arbeit zeigten hCMV-infizierte Targetzellen im Vergleich zu
nichtinfizierten Fibroblasten eine generalisierte Expressionszunahme von
ULBP3. Auch MICA wurde, ausgenommen die Virustatikasensitiven Wildtyp-
stamme WT-S1 und WT-S2, konstant hochreguliert. Mit Ausnahme der
selektiven Hochregulierung von ULBP1-Molekilen bei dem Virustatika-
sensitiven Wildtypstamm WT-S1 blieb die Oberflachenexpression an ULBP1,
ULBP2 und MICB nach Virusinfektion unverandert. Targetzellen, die mit dem
Laborstamm AD-169 oder dem multiresistenten hCMV Wildtypstamm WT-MR
infiziert waren, zeigten sogar eine aktive Inhibition an MICB-Oberflachen-
molekulen. Diese Blockade der NKG2D-vermittelten NK-Zell-Effektorfunktion
durch das fruh replizierte l6sliche hCMV Glycoprotein UL16, welches die
Molekile ULBP1, ULBP2 und MICB im Endosplasmatischen Retikulum zurtick-
halt, wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben [Cosman D. et
al., 2001; Welte S.A. et al., 2003].

Da der NKG2D-Rezeptor und das gpUL16 keine grundlegend strukturellen

Ahnlichkeiten aufweisen, postulierten C.L. Sutherland et al. zwei Modelle fiir die
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Wirkung des gpUL16: intrazellulares Zuriickhalten von NKG2D-Liganden oder
maskieren von NKG2D-Bindungsstellen auf der Zelloberflache. Fir die unbeein-
trachtigte Expressionssteigerung an ULBP3 und MICA auf virusinfizierten Zellen
scheint weniger eine bestimmte DNA-Sequenz verantwortlich zu sein (MICA
und MICB haben ca. 85% identische Aminoséauren, jedoch nur 25% identische
Aminosauren im Vergleich zu ULBPs, welche wiederum zueinander nur ca.
55% identische Aminosauren aufweisen), als vielmehr ein gemeinsames
Strukturelement einiger NKG2D-Liganden. So kénnte eine lediglich bei ULBP1,
ULBP2 und MICB entdeckte N-terminale Glykosilierung an Position 8 im
Zentrum der B-Faltblattstruktur die selektive Bindung des gpUL16 erklaren [Li P.
et al., 1999]. Da einige MICA-Varianten und ULBP3 im Vergleich zu MICB,
ULBP1 und ULBP2 nur eine niedrige Affinitdt fir die Bindung des NKG2D-
Rezeptors aufweisen [Steinle A. et al., 2001; Sutherland C.L. et al., 2002],
scheint die gemessene Hochregulierung nur noch einen geringen Einfluss auf
die NK-Zellfunktion zu haben.

5.4 Immunrekonstitution

Eine Analyse des zeitlichen Auftretens von hCMV-Erkrankungen nach der
Transplantation bei 107 untersuchten Kindern der Universitatsklinik fir Kinder-
und Jugendmedizin in Tubingen ergab einen Median am Tag 25,5 [Anhang
11.3]. Zu diesem Zeitpunkt stellen bei dem untersuchten Patientenkollektiv nach
allogener Stammzelltransplantation die CD®** Natirlichen Killerzellen die
dominierende Lymphozytenpopulation dar und bilden somit die erste
lymphozytare Abwehr gegen solche Infektionserreger [Jacobs R. et al., 1992;
Handgretinger R. et al., 2001; Lang P. et al., 2003]. Die T-Lymphozyten steigen
erst im Verlauf der Rekonstitution wieder auf ihre Normwerte an, wahrend der

relative Anteil an NK-Zellen abnimmt.
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5.5 Zytotoxizitat von NK-Zellen gegen hCMV-infizierte

Fibroblasten

55.1 Zytotoxizitat von NK-Zellen gegen AD-169 infi  zierte HFF

Wahrend unstimulierte NK-Zellen funf gesunder Probanden keine signifikante
lytische Aktivitat aufweisen, zeigte sich bei AD-169-infizierten Fibroblasten
durch Zugabe von anti-hCMV IgG, Zytokinstimulation und die Kombination
beider Verfahren eine deutliche Zunahme der lytischen Aktivitat. Vergleichend
zeigten Effektorzellen von 24 der untersuchten Patienten nach allogener
Stammzelltransplantation gegen AD-169-infizierte HFF eine signifikant erhohte
spezifische Lyseaktivitat, die ebenfalls durch die Inkubation mit anti-hCMV 1gG
und / oder Zytokinstimulation gesteigert wurde. Ein Grund fur diese erhéhte NK-
Zell-Suszeptibilitat ist unseres Erachtens die im Vergleich zu den WT-S1-, WT-
S2-, WT-GR1 bis 3- und WT-MR-infzierten Targetzellen deutlich erhohte
Restriktion an MHC-Klasse-1-Komplexen auf der Zelloberflache. Dagegen
berichten einige Arbeitsgruppen, dass die Reduktion von MHC-Klasse-1-
Molektlen auf der Zelloberflache nicht mit der NK-Zell-Aktivitat korreliert und
eine MHC-Klasse-1-Blockade auf hCMV-infizierten Targetzellen keine Erho-
hung der spezifischen Lyse bewirkte [Fletcher J.M. et al., 1998; Tomasec P. et
al., 2000].

Wahrend auch die NK-Zell-resistenten Wildtypvirusstamme WT-S1, WT-GR1
und WT-MR ICAM-1, MICA und ULBP3 verstarkt exprimierten, schien die
selektiv bei AD-169- und WT-GR3-infizierten HFF gemessene Hochregulierung
von LFA-3 entscheidend fir die Aktivierung von NK-Zellen zu sein. Wie bereits
erwahnt, konnte auch bei J.M. Fletcher et al. durch Zugabe eines CD?*'-
spezifischen Antikdrpers bzw. bei F. Komatsu und M. Kajiwara tiber eine CD>®*-
Maskierung auf hCMV-infizierten Targetzellen die spezifische Lyse der NK-
Zellen teilweise blockiert werden [Fletcher J.M. et al., 1998; Komatsu F. &
Kajiwara M., 1998]. Ebenso waren bei J.M. Fletcher et al. die LFA-3 negativen
Targetzellen resistent gegenuber einer NK-Zell-Lyse, wéahrend Fibroblasten, die

mit den LFA-3-hochregulierenden Stammen AD-169 und CIF infiziert wurden,
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eine gesteigerte NK-Zell-Reaktivitat aufwiesen. Als Ursache fur die beobachtete
Hochregulierung der Adhasionsmolekiile ware eine Zytokinfreisetzung der
virusinfizierten Zellen denkbar. Dabei ist es noch unklar, ob die CD?**-LFA 3-
Interaktion lediglich eine erhohte Adhaerenz zwischen der NK-Zelle und der
Targetzelle bewirkt oder ob diese Bindung ein zusatzliches kostimulatorisches

Signal zur Aktivierung der NK-Zelle darstellt.

Die partiell hochregulierten NKG2D-Liganden schienen nur einen geringen
EinfluR auf die NK-Zell-Aktivitat zu haben. Dies kann Uber die niedrige Affinitat
einiger MICA-Varianten und ULBP3 im Vergleich zu MICB, ULBP1 und ULBP2
fur die Bindung des NKG2D-Rezeptors erklart werden [Steinle A. et al., 2001,
Sutherland C.L. et al., 2002].

Trotz einheitlicher Oberflachenexpression der Targetzellen zeigte ein Drittel der
NK-Zellen des untersuchten Patientenkollektivs keine signifikante Zytotoxizitat
gegen AD-169-infizierte Fibroblasten. Diese Beobachtung deutet daraufhin,
dass die NK-Zellen einiger Patienten empfindlicher flr die hCMV-vermittelten
inhibitorischen Signale sind. So konnte die im Vergleich zu nichtinfizierten
Fibroblasten unverénderte Expression an ULBP1 und ULBP2, die Hochregu-
lierung von HLA-E und HLA-G, sowie die MICB-Inhibierung eine kumulative
Signalwirkung zur Hemmung bestimmter NK-Zellen bedeuten. Andererseits
waére auch eine Funktionsstorung der NK-Zellen in der Frihphase nach einer

allogenen Stammezelltransplantation denkbar.

Unabhangig von der NK-Zell-Aktivitat entwickelte allerdings keiner der
Patienten dieser Studie eine hCMV-Infektion. Die ausbleibende Reaktivierung
des hCMV in der Patientengruppe mit niedriger NK-Zell-Aktivitat kann durch
ihre Seronegativitat erklart werden. So waren lediglich zwei der untersuchten
Patienten, beide mit hoher NK-Zell-Aktivitat, hCMV positiv. Daher bleibt die
klinische Relevanz der NK-Zell-Wirkungsgrade noch spekulativ, wenngleich ein

hoher Aktivitatslevel Vorteilhaft sein kdnnte.

Ferner zeigte eine Stimulation der NK-Zellen mit 40 IE / ml IL-2 bei AD-169-

infizierten Targetzellen eine deutliche Zunahme der spezifischen Lyse. Nach
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W.E. Carson et al. wird dabei der hochaffine IL-2-Rezeptor ausschlief3lich von
CD56"™" Zellen, dass heil3t NK-Zellen mit einer hohen Expressionsdichte des
CD*** Antigens auf ihrer Oberflache, exprimiert [Carson W.E. et al., 1997].
Diese Zellpopulation ist nach der allogenen Stammzelltransplantation deutlich
vermehrt [Jacobs R. et al., 1992]. Aul3erdem konnte eine erhohte IL-2 Konzen-
tration im Serum hCMV-infizierter Patienten nachgewiesen werden [Jordan et
al., 1992]. Dieser naturliche Stimulationsweg scheint somit durch klinische

Gaben von IL-2 potenziert zu werden.

Eine Inkubation der Effektorzellen mit IL-15 erreichte nochmals eine hohere NK-
Zellaktivierung im Vergleich zur Stimulation mit IL-2. Bereits mehrere Studien
wiesen daraufhin, dass IL-15 ein wichtiger Faktor in der Differenzierung, dem
Uberleben und der Funktion der NK-Zellen darstellt [Cavazzana-Calvo M. et al.,
1996; Leclerg G. et al., 1996; Mrozek E. et al., 1996; Carson W.E. et al., 1994 &
1997; Mingari M.C. et al., 1997]. E. Mrozek et al. sehen im IL-15 sogar den
bedeutendsten physiologischen Wachstumsfaktor in der NK-Zell-Reifung
[Mrozek E. et al., 1996]. M&use mit einer Deletion des IL-2 / 15R[3-Rezeptors,
ein gemeinsamer Ligand fur IL-2 und IL-15, zeigten eine drastische Reduktion
der peripheren NK1.1+CD*> Zellen und eine fehlende NK-Zell-Aktivitat in vitro
[Suzuki H. et al., 1997]. IL-15Ra-Rezeptor deletierte Mause wiesen multiple
Defekte in den Rezeptoren des angeborenen Immunsystems auf, einschlie3lich
einer fehlenden NK-Zell-Prasenz in der Milz und einer mangelnden NK-Zell-
Zytotoxizitat [Lodolce J.P. et al., 1998]. Dementsprechend konnte uber eine
exogene Gabe von IL-15 bei gesunden Ma&ausen eine gesteigerte NK-Zell-
Aktivitat, sowie eine Zunahme der prozentualen und absoluten Anzahl an NK-
Zellen in der Milz erreicht werden [Munger W. et al., 1995; Evans R. et al.,
1997; Kennedy M.K. et al., 2000]. Von T.A. Fehninger et al. erzeugte transgene
Mause mit einer Uberexpression an murinem IL-15 zeigten eine auffallend friihe
Expansion der NK-Zellen [Fehniger T.A. et al., 2001].

Im Vergleich zum IL-2 induziert IL-15 die Proliferation der CD*®**" NK-Zellen

ebenfalls dosisabhéngig, bendtigt zur Aktivierung des IL-2 / 15R[}3-Rezeptors
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allerdings lediglich Konzentrationen im nanomolaren Bereich [Carson W.E.,

1994]. In dieser Arbeit wurde eine Stimulation mit 1 ng / ml durchgefuhrt.

Im Hinblick auf virale Infektionen konnte bereits eine durch das Herpesvirus 6 &
7 vermittelte NK-Zell-Aktivierung mittels Zugabe eines Antikorpers gegen den
IL-2 / 15RB-Rezeptor blockiert werden [Flamand L., 1996; Atedzoe B.N., 1997].
Somit scheint IL-15 eine SchlUsselrolle in der angeborenen Immunabwehr
gegen virale Infektionen zu spielen. Eine Immuntherapie mit IL-15 kdnnte dabei

eine sinnvolle Ergéanzung zur konventionellen antiviralen Therapie darstellen.

Die kumulative Inzidenz der mittels PCR-Analyse erfassten hCMV DNA-amie
am 100. Tag nach der Transplantation von T-Zell-depletierten CD***-Stammzell-
praparaten betrug in einer Kohorte von 100 Patienten unseres Transplanta-
tionszentrums lediglich 29 %. Im Vergleich zu Studien mit transplantierten nicht-
depletierten Stammzellen bei Kindern war die Inzidenz damit nicht deutlich
erhoht (24 %) [Matthes-Martin S., 2003], wahrend Erwachsene nach Gabe von
nichtdepletierten Stammzellen eine hCMV-Antigenamie zwischen 48 % und 87
% aufweisen [Takenaka K., 1997; Osarogiagbon R.U., 2000]. Damit hat die T-
Zelldepletion durch CD***-Anreicherung keinen negativen Einflu auf die hCMV
DNA-amie. Ursachlich hierfir scheint neben der prophylaktischen Gabe von
Acyclovir auch die in dieser Arbeit demonstrierte antivirale Aktivitdt der NK-

Zellen zu sein.
5.5.2 Zytotoxizitat von NK-Zellen gegen WT-S1-infizi  erte HFF

Der aus Muttermilch isolierte Virustatikasensitive hCMV-Stamm WT-S1 zeigte
nach einer Infektion von Fibroblasten ein geringeres spezifisches Lyseverhalten
durch NK-Zellen, sowohl von gesunden Probanden als auch von allogen
stammzelltransplantierten Patienten im Vergleich zu nichtinfizierten Target-
zellen. Damit wird die Immunantwort des Wirts durch eine Supression von HLA-
ABC, LFA-3, MICA, MICB und ULBP2, sowie eine Expressionssteigerung von
HLA-E und HLA-G wirkungsvoll umgangen. Die Zunahme an ICAM-1, ULBP1
und ULBP3 auf der Zelloberflache WT-S1-infizierter HFF sind nur ineffektive
Abwehrmechanismen der Targetzelle.
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5.5.3 Zytotoxizitat von NK-Zellen gegen WT-MR-infizi  erte HFF

Foscarnet ist ein organisches Pyrophosphat, welches die virale DNA-
Polymerase und reverse Transkriptase durch Komplexbildung hemmt. Die
menschliche DNA-Polymerase a ist etwa um den Faktor 100 unempfindlicher
als die Polymerase des hCMV. Nebenwirkungen sind haufig Niereninsuffizienz
und Elektrolytstdrungen (insbesondere Hypokalzdmie), selten Anamie, Penis-
ulzera und Krampfanfélle. Im Gegensatz zu Ganciclovir werden Cidofovir und
Foscarnet UL97-unabhangig aktiviert. Resistenzen entstehen bei allen drei
Virustatika durch eine Mutation im viralen DNA-Polymerase-Gen (UL54-

Region).

Der untersuchte multiresistente hCMV-Stamm zeigte nach Fibroblasteninfektion
gegeniber NK-Zellen gesunder Probanden und stammzelltransplantierter
Patienten eine deutlich geringere spezifische Lyse im Vergleich zur
nichtinfizierten Kontrolle. Dafiir spricht die geringe Expression von LFA-3,
MICB, ULBP1 und ULBP2, sowie die erhdhte Produktion von HLA-E und G. Die
geringe Anzahl an HLA-ABC-Molekiilen, als auch die gesteigerte Expression
von ICAM-1, MICA und ULBP3 kann der NK-Zellinhibition nicht effektiv
entgegenwirken. Selbst die Behandlung mit Interleukinen oder anti-hCMV 1gG

blieb wirkungslos.

5.5.4 Zytotoxizitat von NK-Zellen gegen WT-GR1-und WT-GR3-
infizierte HFF

Ganciclovir erhalt seine antivirale Aktivitdt erst durch eine Phosphorylierung
Uber viruskodierte Phosphotransferasen in hCMV-infizierten Zellen zum
Ganciclovir-Monophosphat. Das uber zellulare Nukleotidkinasen entstehende
Ganciclovir-Triphosphat hemmt schlieBlich die virale DNA-Polymerase. Die
Therapie mit Ganciclovir gegen hCMV-Isolate bei Knochenmarktransplantierten
Patienten ergab eine ca. 50fach erhdhte Aktivitat im Vergleich zur Gabe von
Acyclovir [Tyms A.S. et al., 1984].
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Studien aus Seattle, Minnesota und der Universitdt von Californien in Los
Angeles (UCLA) ergaben trotz einer hCMV-Eliminierung aus Rachensekret und
anderen Korperflissigkeiten bei Ganciclovirbehandelten Patienten mit einer
hCMV-Pneumonie lediglich eine Uberlebensrate von 20 % (6 von 30) [Shepp
D.H. et al., 1986 ; Erice A. et al., 1987; Winston D.J. et al., 1988]. Auch die
Kombination eines antiinflammatorischen Effektes Uber die Gabe von hoch-
dosiertem Cortisol und dem antiviralen Effekt von Ganciclovir ergab kein
besseres Ergebnis (nur 1 von 6 Patienten lberlebte) [Reed E.C. et al., 1986].
Eine zweiwdchige Behandlung mit Ganciclovir bei einer durch das hCMV
verursachten Gastroenteritis zeigte ebenfalls keinen Zusammenhang mit
klinischer oder endoskopischer Verbesserung im Vergleich zu einer Plazebo-
gruppe oder Supportivtherapie [Reed E.C. et al., 1990].

Dagegen konnte durch die prophylaktische Gabe von anti-hCMV IgG bei
hCMV-seropositiven Patienten nach Knochenmarkstransplantation eine Ge-
samtinzidenz von 32 % bei hCMV-Infektionen und 9 % bei hCMV-Pneumonien
erreicht werden [Winston D.J. et al., 1988 & 1990]. Dies entspricht der Halfte
der zu erwartenden Inzidenzen und ist deutlich geringer im Vergleich zu den
Inzidenzen an hCMV-Infektionen (59 % versus 75 % Placebo) und hCMV-
Pneumonien (19 % versus 31 % Placebo) bei Patienten, die prophylaktisch
hohe Gaben an Acyclovir bekamen [Meyers J.D. et al., 1988]. So kbnnte eine
Kombinationsbehandlung von Virostatika mit anti-hCMV IgG madglicherweise
synergistisch wirken und eventuell die benétigte Ganciclovirdosis limitieren.
Letzteres ware im Hinblick auf die Arzneimittelnebenwirkungen wie reversible
Neutropenie, Niereninsuffizienz, Fieber, Kopfschmerzen, Phlebitis, Hautaus-

schlag und zentralnerviose Stérungen von Vorteil.

Ein zunehmendes Problem bei langerer Anwendung von Ganciclovir, schwerer
Immunsuppression oder hoher Viruslast bei suboptimalen Konzentrationen
antiviraler Therapie ist die Entstehung von resistenten Virusstdmmen [Emery
V.C. & Griths P.D., 2000; Limaye A.P. et al., 2000]. In dieser Arbeit wurden zwei
Virusstamme mit UL®-Genmutation und einer dadurch resultierenden
Ganciclovirresistenz hinsichtlich ihrer NK-Zell-Suszepti-bilitat nach Fibroblasten-

infektion kontrolliert. Wahrend in der vorliegenden Arbeit NK-Zellen gegen WT-
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GR1-infizierte HFF bei Probanden und Patienten im Vergleich zu nichtinfizierten
Targetzellen eine geringere lytische Aktivitdt aufwiesen, die selbst durch eine
Zugabe von anti-hCMV IgG oder eine Vorinkubation mit Interleukinen nicht
verbessert werden konnte, zeigten WT-GR3-infizierte Fibroblasten eine héhere
NK-Suszeptibilitat, die durch eine Inkubation der NK-Zellen mit IL-2 oder IL-15
deutlich gesteigert wurde. Eine zusatzliche Gabe von anti-hCMV IgG flhrte bei
diesem Virusstamm zu einer weiteren Erh6hung der spezifischen Lyserate. Fur
diese Anfalligkeit gegeniiber NK-Zellen scheint die bereits von J.M. Fletcher et
al. beschriebene Hochregulierung von LFA-3 ausschlaggebend zu sein
[Fletcher J.M. et al., 1998]. Entsprechend verlieh die Maskierung der CD®®*-
Molekile den WT-GR3-infizierten HFF eine Resistenz gegen die NK-Zell-
vermittelte Lyse, die durch die Inkubation mit IL-15 durchbrochen wurde.

Weitere Faktoren, die fur eine NK-Zell-Lyse WT-GR3-infizierter Targetzellen
sprechen, sind die inhibierten HLA-ABC-Molekule und die Hochregulierung von
ICAM-1, MICA und ULBP3. Diese Eigenschaften wurden jedoch auch bei den

wenig sensiblen WT-GR1-infizierten Targetzellen beobachtet.

Beide Wildtypstamme nutzen als Mechanismus der Umgehung des Immun-
systems eine gesteigerte Expression der HLA-G- und HLA-E-Molekiile, sowie
eine unveranderte Dichte an MICB, ULBP1 und ULBP2 auf infizierten
Fibroblasten. Diese Schutzmechanismen scheinen durch die Hochregulierung
von LFA-3 durchbrochen zu werden. Dennoch spielen, im Hinblick auf die
geringe Lyseaktivitat der NK-Zellen eines stammzelltransplantierten Patienten
gegen WT-GR3-infizierte HFF, noch weitere unbekannte Faktoren eine Rolle in

der Vermittlung einer NK-Zell-Lyse.

5.6 Interleukine

5.6.1 Klinische Anwendung von Interleukin-2

Interleukin-2 wird im Rahmen der onkologischen Therapie bisher nur beim

metastasierten Melanom und beim Nierenzellkarzinom routinemalig eingesetzt.

Klinische Studien zeigten bei diesen Tumoren unter systemischer Gabe von



Diskussion 141

hochdosiertem IL-2 eine Tumor-Response-Rate von 15 - 20 % [Rosenberg
S.A., 1988; Dutcher J. et al., 1989; Parkinson D.R., 1990; Negrier S., 1998].
Dabei wurde in ca. 4 - 6 % der Falle eine komplette Remission beobachtet.

Patienten mit Morbus Hodgkin, Non-Hodgkin-Lymphom, nicht-kleinzelligem
Bronchialkarzinom, Ovarialkarzinom und kolorekatelem Karzinom wiesen

geringere Responseraten auf.

D.F. Bajorin et al. und L.D. Ziegler et al. nutzten die gesteigerte NK-Zell-Aktivitat
in Kombination mit der ADCC uber die Gabe von niedrigdosiertem IL-2 mit
monoklonalen Antikdrpern in der Therapie des metastasierten Melanoms und
fortgeschrittener Karzinome [Bajorin D.F., 1990; Ziegler L.D., 1992].

Zudem fuhrte eine niedrigdosierte IL-2 - Gabe bei HIV positiven Patienten zu
einer deutlichen Stimulation des Immunsystems, gemessen an einer erhdhten
Konzentration zirkulierender NK-Zellen, CD*" T-Zellen und Monozyten
[Jacobson E.L., 1996; Kovacs J.A., 1996; Hengge et al., 1998, Davey et al.,
2000; Lalezari et al., 2000; Losso et al., 2000; Abrams et al., 2002; ESPRIT-
Studie, SILCAAT-Studie].

AuRerdem scheint die Uberlebenszeit von CD*" und CD?®" T-Zellen deutlich
verlangert zu werden. Die Viruslast, aber auch provirale DNA und damit der
Einfluss auf latent infizierte Zellen, blieb dabei durch die IL-2-Gaben
unbeeinflusst [Stellbrink, 1998 & 2002].

5.6.2 Nebenwirkung der Interleukin-2 Therapie / Zu  sétzlich zu

beachtende Gesichtspunkte bei der Anwendung von | L-2

Klinische Studien evaluierten verschiedene Administrationsraten der IL-2 -
Gabe (intravends, subkutan). S. Negrier et al. fuhrten beim fortgeschrittenen
Nierenzellkarzinom eine intravendse Therapie mit 1,8 - 10° IU (entsprechend
0,1 mg) IL-2 Uber 24 Stunden durch [Negrier S. et al., 1998]. Aufgrund der
pharmakokinetischen Eigenschaften von IL-2 kann bei einem Verteilungs-

volumen Vp von 0,09 - 0,18 | / kg und einer initialen Eliminationshalbwertszeit
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ti» von 6 - 13 Minuten ein Plasmaspiegel von ca. 50 - 200 pg / ml erwartet
werden. Bei dieser Dosisrate erlitten 68 % der Patienten eine vasopressor-
resistente Hypotonie, 43 % Fieber, 34 % Ubelkeit und Erbrechen und zwischen
11 und 15 % einen Anstieg der Transaminasen, neurologische, renale oder
pulmonale Symptome [Negrier S. et al., 1998]. Diese Begleitreaktionen sind
bedingt durch die sekundére Freisetzung von Zytokinen (TNFa, IL-1, IL-6) und
endothelial produziertes NO [Shahidi H. & R. Kilbbourn, 1998].

Vor allem die kardiovaskulare Toxizitdt mit mehrfach beschriebenen
Myokardinfarkten stellt die am stéarksten dosislimitierende Nebenwirkung dar
[Margolin K. et al., 1989; Nora R. et al., 1989; Parkinson D.R., 1990; Dutcher
J.P. et al., 1998].

M. Klempner et al. beschrieben ein vermehrtes Auftreten von Bakteriamien bei
Patienten mit systemischer IL-2-Therapie aufgrund eines erworbenen

reversiblen Defektes der Neutrophilen-Chemotaxis [Klempner M. et al., 1990].

R. Wood et al. geben als maximal tolerierbare Dosis an subkutan injizierbaren
rekombinanten Interleukin-2 bei Kindern 3,0 - 10° IU / d an [Wood R. et al.,
1993]. Hierbei kommt es aufgrund von Zytokinfreisetzung zu Reizungen an der
Injektionsstelle und grippedhnlichen Beschwerden mit Fieber, Schuttelfrost,
Gelenk- & Muskelschmerzen [Katlama C. et al., 2002].

Pegyliertes (polyethylen glykol-modifiziertes) IL-2 ist vermutlich schwécher
wirksam und insgesamt nicht besser vertrdglich als das standardisiert
verwendete Interleukin-2 [Carr A. et al., 1998]. Im Vergleich zur intravendsen
Applikation scheint die subkutane Gabe von IL-2 bei einem niedrigeren
Nebenwirkungsprofil gleich effektiv zu wirken [Bartlett J.A. et al., 1998; Witzke
O. et al., 1998].

5.6.3 Klinische Anwendung von Interleukin-15

Bisher ist keine Therapie mit IL-15 beschrieben.
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5.7 Anti-hCMV Immunglobulin (Cytoglobin  ©-5%)

5.7.1 ADCC mit Cytoglobin ®-5%

NK-Zellen sind als einzige Lymphozyten befahigt neben der nattrlichen
zellularen Zytotoxizitat auch eine antikérperabhangige zellulare Zytotoxizitat
(ADCC) auszuiben. Dabei werden Targetzellen in Gegenwart targetzell-
spezifischer Antikorper zerstort. Der niedrigaffine IgG-Rezeptor FcyRIIl (CD),
ein multimerer Komplex aus einer Ligandenbindenden a-Kette (CD®**) und
mehreren Transmembranketten aus der TCR-Molekilfamilie, initiiert dabei die
intrazellulare Signaltransduktion nach Bindung an den Fc-Abschnitt von an
Antigenen der Targtezellen gebundenen IgG-Antikdrpern [Bonnema J.D. et al.,
1996]. Dies hat sowohl eine akzessorische Funktion fir die natirliche

Zytotoxizitat als auch eine direkte Initialfunktion fur die Zytolyse.

In dieser Arbeit wurden entsprechend der klinischen Applikationsdosis 50 ug /
ml Cytoglobin® 5 % (anti-hCMV IgG) fiir die Durchfiihrung der ADCC ver-
wendet. Diese gepoolten Antikérper liegen in einer elektrophoretischen Rein-
heit von mindestens 98 % IgG mit einem Monomergehalt zwischen 99 und 100
% vor. Die 1gG-Subklassenverteilung entspricht annahernd dem WHO-Standard
der Subklassenverteilung bei intravends verabreichten Immunglobulinen. Eine
moglichst physiologische Verteilung der Subklassen ist von Vorteil, da die
Expression der einzelnen IgG-Subklassen antigenspezifisch ist, das heif3t
Antikdrper bestimmter Spezifitdten gehdren vorwiegend, jedoch nicht aus-
schliel3lich, jeweils einer Subklasse an. So rufen z.B. virale Antigene eine
Immunantwort in den Subklassen IgG1l und IgG3 hervor [Schleibner S. et al.,
1992].

In dieser Arbeit brachte eine Inkubation mit hCMV-IgG bei Fibroblasten, die mit
den NK-Zell-suszeptiblen Virusstammen AD-169 und WT-GR3 infiziert waren,
unabhangig von der Zytokinstimulation einen weiteren leichten Anstieg der
Targetzelllyse. Da MOCK-infizierte Targetzellen unbeeinflusst blieben, wies
dieser Effekt eine hohe statistische Signifikanz auf. Damit scheint die ADCC die
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Immune-Escape-Mechanismen des hCMV auszugleichen, indem sie die in-

hibierenden Effekte der NK-Zell-Rezeptoren umgeht.

5.7.2 Klinische Anwendung von Cytoglobin ~ ®-5%

Ergebnisse Uber eine alleinige Anwendung von anti-hCMV IgG zur Behandlung
der hCMV-bedingten Pneumonie nach Knochenmarktransplantation sind
widerspruchlich: Wéahrend bei P.D. Griffiths et al. nach alleiniger hCMV-IgG-
Therapie 9 von 18 Patienten Uberlebten [Griffiths P.D. et al., 1987], berichten
E.C. Reed et al. lediglich Gber 3 von 14 Uberlebende Patienten [Reed E.C. et
al., 1988].

Im Gegensatz dazu ergab eine Kombinationsbehandlung mit Ganciclovir (7,5 -
10 mg / kg / d) und anti-hCMV-IgG bzw. polyvalentem anti-hCMV-IgG bei be-
handelten Patienten aus sieben Transplantationszentren mit einem Gesamt-
uberleben von 54 % eine deutlich verbesserte Uberlebensrate [Saxon A. et al.,
1986; Bratanow N.C. et al., 1987; Aulitzky W.E. et al., 1988; Emanuel D. et al.,
1988; Reed E.C. et al., 1988; Verdonck L.F. et al., 1989; Winston D.J. et al.,
1991]. Dabei zeigten Arbeitsgruppen, die beatmete Patienten aus ihrer Studie
ausschlossen, ein durchschnittlich hoheres Uberleben (50 - 85 %) [Saxon A.,
1986; Bratanow N.C. et al., 1987; Emanuel D. et al., 1988; Reed E.C. et al.,
1988] im Vergleich zu Studien ohne Ausschlusskriterien (0 % - 38 %) [Aulitzky
W.E. et al., 1988; Verdonck L.F. et al., 1989; Winston D.J. et al., 1991].

Somit scheint die Kombinationstherapie bei frihzeitiger Diagnosestellung, z.B.
durch eine routinemalflig durchgefihrte bronchoalveolare Lavage [Schmidt G.M.
et al.,, 1988], effizienter zu sein. J.D. Grundy et al. sehen als Ursache der
hCMV-Pneumonie eine abnorme Immunantwort nach der Knochenmarks-
transplantation, die durch die intravendse Gabe von Immunglobulinen blockiert
wird [Grundy J.E. et al., 1987]. Auch murine hCMV-Infektionen zeigen eine
verbesserte Heilungsrate bei einer Kombinationstherapie im Vergleich zur

alleinigen Gabe eines Medikaments [Wilson E.J. et al., 1987].

Zusatzlich zeigten klinische Studien, dass die prophylaktische Gabe von anti-
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hCMV-IgG mit einem milderen Krankheitsverlauf der hCMV-Infektion einher-
gehen [Neiman P.E. et al.,, 1977; Winston D.J. et al., 1979]. Funf von sechs
klinischen Studien sahen in Bezug auf die schwere der hCMV-Infektion und
einer sinkenden Inzidenz an hCMV-Pneumonien einen Vorteil in der Gabe einer
passiven Immunprophylaxe [Araullo-Cruz T.P. et al., 1978; Shanley J.D. et al.,
1981; Shanley J.D. & Pesanty E.L., 1985; Rubin R.H. et al., 1986; versus Starr
S.E. & Allison A.C., 1977]. Die Studie von S.E. Starr und A.C. Allison, bei der
kein Nutzen in der prophylaktischen Gabe von anti-hCMV IgG festgestellt
wurde, zeigt jedoch eine deutlich geringere Inzidenz an hCMV-Pneumonien in
der Kontrollgruppe (5 %) im Vergleich zu den Gegenstudien (Inzidenz hCMV -
Pneumonie 20 - 33 %), wodurch statistisch gesehen nur eine eingeschrankte
Gelegenheit zur Feststellung des schitzenden Effektes von anti-hCMV 1gG
gegeben war [Bowden R.A. et al., 1986]. Auch Tierstudien demonstrierten eine
Modifikation des Krankheitsverlaufs durch eine passive Immunprophylaxe [Starr
S.E. & Allison A.C., 1977; Araullo-Cruz T.P. et al., 1978; Shanley J.D. et al.,
1981; Shanley J.D. & Pesanty E.L., 1985; Rubin R.H. et al., 1986].

Zudem scheint die Inzidenz einer GvHD durch die Gabe von intravenfsem
Immunglobulin gesenkt zu werden [Sullivan K.M. et al., 1988; Winston D.J. et
al., 1991].

Studien von D.J. Winsten et al. und K.M. Sullivan et al. ergaben ein verminder-
tes Auftreten an interstitiellen Pneumonien nach Gabe von anti-hCMV IgG bei
hCMV-seropositiven Patienten [Sullivan K.M. et al., 1988; Sullivan K.M. et al.,
1990; Winston D.J. et al., 1991]. Dagegen konnten O. Ringden et al. keinen
praventiven Effekt im Hinblick auf hCMV-bedingte Pneumonien finden, wobei
auch hier die niedrige Inzidenz an Pneumonien in der Kontrollgruppe mdglicher-
weise den Nachweis eines signifikanten Unterschiedes verhinderte [Ringden O.
et al., 1987]. Die Reduktion einer interstitiellen Pneumonie durch die Gabe von
anti-hCMV IgG scheint nach Multivarianzanalysen aus Seattle moglicherweise
mit einer Modifikation der GvHD in Beziehung zu stehen [Sullivan K.M. et al.,
1990].
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Letztendlich ist die Wirkung von intravendsem Immunglobulin nach einer
Transplantationen von hochangereicherten CD*** Stammzellen noch nicht
bewiesen und sollte in nachfolgenden klinischen Studien noch analysiert

werden.

5.7.3 Nebenwirkung der Therapie mit Cytoglobin  ®-5 % / Zusatzlich
zu beachtende Gesichtspunkte bei der Anwendung von

Cytoglobin ®-5 %

In der klinischen Anwendung von Cytoglobin®-5 % kénnen als Begleitreaktionen
Schiittelfrost, Kopfschmerzen, Fieber, Ubelkeit & Erbrechen, Hypotonie,
allergische Reaktionen, sowie Gelenk- und Ruckenschmerzen auftreten.
Besonders bei Patienten mit ausgepragtem IgG-Mangel oder angeborenem
IgA-Mangel kann es in seltenen Fallen zu Uberempfindlichkeitsreaktionen mit

pl6étzlichem Blutdruckabfall bis zum anaphylaktischen Schock fuhren.

Besonders Patienten mit bestehender Niereninsuffizienz, Diabetes mellitus,
Hypovolamie, Adipositas, gleichzeitiger Behandlung mit Nierenschédigenden
Arzneimitteln und einem Alter Uber 65 Jahre stellen Risikogruppen fir ein
akutes Niernversagen bei intravendser Verabreichung von Immunglobulinen
dar. Auch eine Ubertragung von Infektionskrankheiten wie HIV, HCV, HBV,
HAV und Parvovirus B19 koénnen nicht vollstandig ausgeschlossen werden. In
Einzelfallen traten reversible aseptische Meningitiden, Hamolysen und thromb-

embolische Ereignisse auf [Bayer Vital].

5.8 Schlussfolgerungen fir die klinische Anwendung

Infektionen verursachen einen Grof3teil der Morbiditat und Mortalitat nach einer
allogenen Stammzelltransplantation. Sowohl durch die fehlende Immunitat und /
oder Immunsuppression als auch durch eine Reaktivierung des latenten Virus
treten bei Empfangern von allogenen Stammzelltransplantaten héufig hCMV-
bedingte Pneumonien auf, seltener gastrointestinale Ulzera, Retinitiden,

Hepatitiden und Enzephalitiden. Indirekt hat das hCMV dartber hinaus



Diskussion 147

pathogenetische Bedeutung bei akuten und chronischen Abstol3ungsreaktionen
und bakteriellen Superinfektionen. Dabei wurde ein gehauftes Auftreten von
Resistenzmutationen bei Kindern mit kombiniertem Immundefekt nach T-Zell-
depletierter KMT / SCT beschrieben. Deshalb ist eine zusatzliche antivirale

Immuntherapie zur Behandlung einer hCMV-Infektion erstrebenswert.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Gabe von klinischen Dosen an
Interleukin-2, Interleukin-15 und / oder Cytoglobin®-5 % bei einigen Patienten
eine gesteigerte NK-Zell-Aktivitat gegen Targetzellen hervorruft, die mit LFA-3
hochregulierenden Virusstammen infiziert waren. Damit wéare neben einer
direkten Aplikation der Zytokine und Immunglobuline auch eine adaptive
Immuntherapie durch Gabe von angereicherten IL-2- oder IL-15-stimulierten
NK-Zellen denkbar. Letztendlich missen klinischen Studien den Vorteil dieser
Therapiestrategien belegen.

Im Sinne einer Primarpravention ist neben der Versorgung mit hCMV-
seronegativen oder Leukozytendepletierten Blutprodukten zusatzlich die pro-
phylaktische Gabe von anti-hCMV IgG, besonders im Hinblick auf das niedrige
Nebenwirkungsprofil, méglich. Fur diese Indikation zeigt Ganciclovir wegen der
resultierenden Myelosupression mit dem vermehrten Auftreten bakterieller und
fungaler Infektionen keinen Vorteil. Eine Foscarnetprophylaxe ist bislang nicht
zugelassen und weist daruber hinaus in Kombination mit Cyclosporin A,

Aminoglykosiden und Amphotericin B eine erhdhte Nephrotoxizitat auf.

Grundsatzlich sollte durch den Einsatz hochsensitiver Nachweismethoden
(quantitative PCR, Antigentest) und die friihzeitige Einleitung einer antiviralen
Therapie bei positivem Virusnachweis ohne klinische Krankheitszeichen die

Inzidenz der hCMV-Erkrankung gesenkt werden.
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6 Zusammenfassung

In der Hamatologischen und Onkologischen Forschungsabteilung der
Universitatsklinik fur Kinderheilkunde und Jugendmedizin Tdbingen wurde in
Kooperation mit dem Institut fir Medizinische Virologie und Epidemiologie der
Viruskrankheiten der Universitat Tubingen die NK-Zell-Aktivitat gegen hCMV-
infizierte Fibroblasten untersucht. Dies ist hinsichtlich der nach allogener
Stammzelltransplantation zu einem frihen Zeitpunkt auftretenden hCMV-
Erkrankungen (Median am Tag 25,5) bei gleichzeitig beobachteter deutlich
gesteigerter Populationsdichte an CD®* NK-Zellen in der frithen
Rekonstitutionsphase sinnvoll.

Es wurde zunachst der von C. Korzeniewski und D. M. Callewaert ausgear-
beitete kolorimetrische adhaerente LDH-Zytotoxizitdtsassay mit den von K.
Bloomberg et al. beschriebenen und in dieser Arbeit fir Fibroblasten etablierten
adhaerenten und non-adhaerenten BATDA-release-Assays verglichen. Da
infizierte Fibroblasten bei hoher Infektiositatsrate ihre Ahaerenz verlieren,
erwies sich der nicht adhaerente Zytotoxizitatstest im Hinblick auf eine
konstante Zellzahl bei moglichst hochgradiger hCMV-Infektion als ideales

Testverfahren flr die nachfolgenden Studien.

Die zytotoxische Funktionalitdt angereicherter NK-Zellen gesunder Probanden
gegen AD-169-infizierte Fibroblasten war gering und zeigte nach Effektorzell-
stimulation mit niedrigdosiertem IL-2 oder IL-15, dem Einsatz der ADCC mittels
anti-hCMV 1gG (Cytoglobin® 5 %) und der Kombination beider Verfahren einen
deutlichen Anstieg. Im Vergleich hierzu war die NK-Zell-Aktivitat bei % der
untersuchten Patienten nach allogener Stammezelltransplantation gegen AD-
169-infizierte Targetzellen signifikant erhéht und konnte ebenfalls durch die
Inkubation mit anti-nCMV IgG und / oder Zytokinstimulation gesteigert werden.
Diese antivirale Eigenschaft korreliert mit der Gber PCR detektierten niedrigen
Inzidenz an hCMV-DNA&mie (29 % am Tag 100) bei den seit 1995 in unserer
Abteilung transplantierten Patienten mit CD®*** angereicherten Stammzell-

praparaten. Allerdings konnte bei !5 des untersuchten Patientenkollektivs keine
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signifikante NK-Zell-Zytotoxizitat gegen AD-169-infizierte Fibroblasten gemes-

sen werden.

Desweiteren wurden klinische Virusisolate nach Fibroblasteninfektion auf ihre
NK-Suszeptibilitdt untersucht. Gegenuber nichtinfizierten Targetzellen wiesen
NK-Zellen sowohl von Patienten nach allogener Stammzelltransplantation als
auch von gesunden Probanden bei WT-S1-, WT-MR-, WT-GR1- und WT-GR2-
infizierten HFF eine geringere lytische Aktivitat auf, die selbst durch eine
Zugabe von anti-hCMV IgG oder eine Vorinkubation mit Interleukinen nicht
gesteigert werden konnte. Lediglich eine Infektion der Targetzellen mit dem
Virusisolat WT-GR3 resultierte in einer gesteigerten NK-Suszeptibilitat im
Vergleich zu nichtinfizierten Fibroblasten. Diese konnte durch eine Inkubation
der Effektorzellen mit IL-2 oder IL-15, die Gabe von anti-hCMV IgG und die
kombinierte Anwendung von Interleukinen mit einer ADCC deutlich gesteigert

werden.

Als Grund fur die erhdhte NK-Zell-Aktivitdt konnte Uber qualitative kinetische
durchflusszytometrische Untersuchungen und quantitative Analysen mittels
Quifikit® im Gegensatz zu den WT-S1-, WT-GR1- und WT-MR-infzierten
Targetzellen eine deutlich starkere Restriktion von MHC-Klasse 1-Komplexen
auf der Zelloberflache AD-169- und WT-GR3-infizierter Fibroblasten gemessen
werden. Die beiden letztgenannten wiesen zusatzlich eine Expressions-

D" Molekiile

steigerung der LFA-3 Molekile auf. Eine Maskierung dieser C
verlieh den WT-GR3-infizierten HFF eine Resistenz gegen die NK-Zell-
vermittelte Lyse. Weitere hCMV-vermittelte Veradnderungen zur Umgehung des
Immunsystems wie die gesteigerte Expression der HLA-G und HLA-E Molekiile
und eine unveranderte Dichte der MICB-, ULBP1- und ULBP2-Molekiile
konnten auf fast allen infizierten Fibroblasten nachgewiesen werden. Die durch
nahezu alle Virusstamme vermittelte Hochregulierung an ICAM-1, MICA und

ULBP-3 scheint nur einen geringen Einfluss auf die NK-Zellfunktion zu haben.

Somit kann folgendes Modell fur die NK-Zell-Suzeptibilitat der jeweiligen
infizierten Targetzellen aufgestellt werden: Voraussetzung fir eine effektive

Lyse durfte nach Literaturlage die Herunterregulierung der MHC-Klasse 1-
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Moleklle sein. Allerdings ist nach den vorliegenden Ergebnissen eine
zuséatzliche Hochregulierung von LFA-3 entscheidend. Die Expression einer
hohen Anzahl an LFA-3-Molekilen scheint dabei eine mogliche Wirkung der

untersuchten NKG2D-Liganden zu tberbieten.

Neben einer genaueren Charakterisierung hCMV-infizierter Fibroblasten konnte
in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Gabe von klinischen Dosen
an Interleukin-2, Interleukin-15 und / oder Cytoglobin® 5 % bei gesunden
Probanden und einigen Patienten nach allogener Stammzelltransplantation eine
gesteigerte NK-Zell-Aktivitat gegen Targetzellen hervorruft, die mit LFA-3-hoch-
regulierenden Virusstdmmen infiziert waren. Klinisch ware somit neben der
Gabe von antiviralen Substanzen auch der Einsatz immunmodulierender
Agenzien in der Therapie bzw. Prophylaxe hCMV-bedingter Infektionen
denkbar. Weiterfihrende Studien sollten den Nutzen dieser neuen therapeu-

tischen Strategien klaren.
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8 Anhang

8.1 Kasuistik 1

; Kasuistik der ersten bei einem Kind nachgewiesenen
) Multiresistenz nach PBSCT (WT-MR)

Ein elf Jahre alter Junge erhielt aufgrund ungiinstiger Prognose nach AML-Rezidiv (AML-
M4, zytogenetische Deletion 11923, Hyperleukozytose, ZNS-Befall, Niereninsuffizienz,
leukdmische Retino- und Choroideopathie mit Glaskorperblutung) im Anschluss an eine
myeloablative Therapie, trotz bestehender hCMV-DNAamie in Plasma und Leukozyten,
eine HLA-identische PBSCT (Fremdspender). Bei positvem hCMV-Nachweis wurde routine-
mafig anschlieRend mit PFA (3 x 50 mg / kg / d) therapiert. Nach 18 Tagen PFA-Therapie
musste wegen beginnender Penisnekrose und Penisblutungen auf GCR (2 x 5 mg / kg / d)
umgestellt werden. Am Tag +100 konnte parallel zum Anstieg der Viruslast um eine log-
Stufe eine genotypische (A591 V) und phanotypische (ID50: 29um) GCV-Resistenz festge-
stellt werden. Daher wurde zur Behandlung einer neu aufgetretenen hCMV-Enzephalitis auf
PFA umgestellt. Wegen eines hohen hCMV-DNA-Titers im Plasma wurde am Tag +107
eine Doppeltherapie mit GCV (2 x 5 mg / kg / d) und PFA (3 x 50 mg / kg / d) angestrebt.
Am Tag +181 erfolgte aufgrund eines erneuten Virustiteranstieges und der Detektion
weiterer UL97-Mutationen (C603 W, M460 |) die Verabreichung von CDV (5 mg / kg /
Woche) fir 2 Wochen. Trotzdem verbesserte sich die Situation nicht. Am Tag +195 betrug
die Viruslast 10° Genomaquivalente / ml (Limiting-dilution nested PCR), sodass mit CDV flr
weitere 3 Wochen weiterbehandelt wurde. 251 Tage nach PBSCT konnte schlieBlich ein
Virusisolat (WT-MR) gewonnen werden, welches multiple UL54 Mutationen aufwies
(D515E, L516M, 1521T, L802M) und mit einer IDsy von 551 um / | fir PFA nun auch fir
dieses Medikament resistent war. Da sich die hCMV-Encephalitis verschlechterte, die
Liquorproben jedoch mittels RFLP-Analyse keine UL97-Mutationen aufwiesen, wurde
experimentell GCV intrathekal verabreicht (200 und 400 ug). Die Therapie versagte und der

Patient verstarb nach einmonatigem Koma am Tag +287.
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8.2 Kasuistik 2
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8.3 Kumulative Inzidenz der mittels PCR ermittelten hCMV-

Viramie bei Patienten nach CD ***-Stammzelltransplantation

1.0+
0.9+
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3+ TN I R [N N N
0.2
0.1
0.0

Prozent

T T T T
0 180 360 540 720

Tage nach der Stammzelltransplantation

Tab. 11: Kumulative Inzidenz der hCMV  -Virdmie bei Patienten nach CD **'- Stammzelltransplantation . Die
kumulative Inzidenz der mittels PCR von Leukozyten und Plasma detektierten hCMV-DNA (= 1 positiver
PCR-Nachweis) von 107 Kindern nach CD***-Stammzelltransplantation in der Universitatsklinik fir Kinder-
und Jugendmedizin Tubingen ergab am Tag 100 post-TX 29 %. Die Mediane Zeit des ersten hCMV-DNA-
Nachweises betrug 25,5 Tage.
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