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1 Zusammenfassung

Im Rahmen einer BK Virus (BKV)-Reaktivierung kann es bei Nierentransplantat-
empfangern unter medikamentéser Immunsuppression zu BKV-assoziierten
Komplikationen kommen, am haufigsten in Form einer Transplantatnephropathie,

welche zu einem Transplantatverlust fiihren kann.

Die BKV-Infektion ist weit verbreitet und tritt meist bereits in der Kindheit erstmals
und typischerweise asymptomatisch auf. Sie erreicht eine Virus-spezifische
Seropravalenz in der Allgemeinbevdlkerung von tber 90%.

Hinsichtlich der BKV-spezifischen Immunitat bei Kindern und Erwachsenen sowie
ihrer Bedeutung fur Virusreplikation und -assoziierte Komplikationen nach einer
Transplantation ist noch immer wenig bekannt. Man weil3 jedoch, dass Antigen-
spezifische T Zellantworten oftmals besser als Antikorper mit der Intensitat der
Pathogenreplikation und deren Dynamik korrelieren. Daher untersuchten wir zum
einen die Altersabhangigkeit der BKV-spezifischen zellularen Immunitat bei 122
immungesunden Probanden (Alter 1-84 Jahre), 38 Nierentransplantatempfangern
(RTx, mittleres Alter 55,20 + 14,89 Jahre; 14 RTx-BKVpos, 24 RTx-BKVneg) und 25
Hamodialysepatienten (HD, mittleres Alter 61,34 + 17,95 Jahre, Pratransplantations-
Kontrollen) hinsichtlich moglicher Veranderungen der T zellularen Immunitat im

Zusammenhang mit BKV-assoziierten Komplikationen.

Samtliche gewonnene Vollblutproben wurden mit tberlappenden Peptiden von BKV-
Large T- und VP1-Antigen stimuliert und anschlieRend durchflusszytometrisch auf
intrazellular akkumulierte Zytokine (IFNy, IL-2 und TNFa) untersucht. Die
Proliferationsaktivitat der spezifischen T Zellen wurde anhand der abnehmenden
Fluoreszenzintensitat des intrazellularen Fluoreszenzfarbstoffs CFSE ermittelt.
Gleichzeitig wurden gegen BKV gerichtete Antikorpertiter im Serum mithilfe eines
VLP-basierten ELISA bestimmt.

Die gemessenen mittleren Frequenzen BKV-spezifischer CD4 T Zellen waren
altersabhangig (p = 0,006) mit den hochsten Frequenzen innerhalb der Altersgruppe
der 20- bis 30-jahrigen gesunden Kontrollen. 68,4% der untersuchten Personen in
dieser Altersgruppe zeigten eine positive BKV-spezifische zellulare Immunantwort.
Diese Zusammenhange liel3en sich auch hinsichtlich der Proliferationsaktivitdt BKV-

spezifischer T Zellen sowie entsprechender IgG-Antikorpertiter nachweisen. Alle 19
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untersuchten Serumproben von Probanden zwischen 20 und 30 Jahren zeigten
messbare BKV-spezifische Antikorpertiter. Des Weiteren wiesen
Nierentransplantatempfanger mit 57,9% eine statistisch signifikant héhere Préavalenz
BKV-spezifischer T  Zellantworten auf als Alters-angepasste gesunde
Kontrollpersonen (21,7%) oder Hamodialysepatienten (28%) (p = 0,017). Bei
Organempfangern mit einer in der Vergangenheit nachweisbaren BK viramischen
Phase nach der Transplantation waren die mittleren Frequenzen BKV-spezifischer T
Zellen (p = 0,001) und auch die quantitativen IgG-Antikorpertiter (p = 0,027)
signifikant hoher als bei transplantierten Probanden ohne vorangehend messbare
Virusbelastung. Nierentransplantierte  mit  stattgehabter  relevanter BK
Virusproblematik haben mit 43,92 + 17,59% den im Mittel geringsten Anteil
multifunktionaler spezifischer CD4 T Zellen (diese produzieren die Zytokine IFNy,
TNFa und IL-2 simultan) an der CD4 T Zellgesamtpopulation im Vergleich zu den
anderen untersuchten Alters-angepassten Kollektiven (p = 0,011).

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass sich die
BKV-spezifische T zellulare Immunitat mit einer altersabhangigen Dynamik verandert
und dabei bereits im jungen Erwachsenenalter hochpravalent ist. Das Vorhandensein
einer positiven BKV-spezifischen Immunantwort markiert Phasen der aktiven
Virusreplikation. In der Ermittlung BKV-spezifischer T Zellfrequenzen und der
zusatzlichen Charakterisierung ihres Funktionalitatsprofils findet sich mdglicherweise
eine Option der ldentifizierung von Risikopatienten hinsichtlich der Entwicklung BKV-

assoziierter Komplikationen unter iatrogener Immunsuppression.



Summary

Renal transplant recipients under medicamentous immunosuppression are at risk of
developing BK virus-associated complications, most frequently in terms of graft
nephropathy possibly leading to a graft loss.

BK virus infection is widespread and typically asymptomatic during childhood. It
achieves a virus-specific seroprevalence of more than 90 percent in the general

population.

There is only limited knowledge on BK virus-specific immunity in children and adults
as well as its role in viral replication and disease posttransplant. Though, it is known
that antigen-specific T cell responses often correlate more closely than antibodies to

the intensity and dynamic of pathogen replication activity.

Therefore we performed age-dependent analyses of BK virus-specific T cell immunity
among 122 healthy individuals (aged 1-84), 38 renal transplant recipients (RTX,
mean age 55,20 + 14,89 years; 14 RTx-BKVpos, 24 RTx-BKVneg) and 25
hemodialysis patients (HD, mean age 61,34 + 17,95 years, pre-transplant controls) in
respect to possible changes in their T cellular responses to BK virus-associated

complications.

All whole blood samples were stimulated with overlapping peptides of BK virus large
T- and VP1l-antigen followed by flow cytometric analyses of T intracellular
accumulated cytokines (IFNy, IL-2 and TNFa). Proliferation activity of the specific T
cells was measured by diminishing intensity of intracellular fluorescent dye CFSE.
Plasmatic BK virus-specific antibody titers were determined with the aid of VLP-
based ELISA.

The detectable mean frequencies of BKV-specific CD4 T cells were age-dependent
(p = 0,006) with maximum levels in young adults between 20 and 30 years. 68,4% of
the tested persons within this age group had a positive BK virus-specific cellular
immune response. BK virus specific T cell proliferation and respective IgG-antibody
titers showed an equal relationship: within all the 19 analyzed blood samples of
healthy individuals aged 20 until 30 years BK virus-specific antibody titers were

detectable.

In addition, we found a significant higher prevalence of BK virus-specific T cell

responses in renal transplant recipients (57,9%) in contrast to age-matched healthy
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controls (21,7%) or hemodialysis patients (28%) (p = 0,017). Solid organ recipients
with a BK viremic period after transplantation showed significant higher median
frequencies of BK virus-specific T cells (p = 0,001) as well as quantitative 1gG-
antibody titers (p = 0,027) in contrast to transplant recipients without detectable viral

load after transplantation.

Renal transplant recipients with relevant BK viremia show with about 43,92 + 17,59%
the least fraction of multifunctional specific CD4 T cells producing the cytokines IFNy,
TNFa and IL-2 simultaneously in comparison to the other age-matched collectives
(p = 0,011).

In conclusion we could demonstrate, that the BK virus-specific T cellular immunity
varies age-dependently and is highly prevalent already in young adults. Detectable
BK virus-specific immune responses assign phases of active virus replication. The
detection of BK virus-specific T cell frequencies and the additional characterization of
its functional cytokine profiles may help to identify patients at risk for developing BK

virus-associated complications due to iatrogenic immunosuppression.



2 Einleitung

2.1 Die Familie der Polyomaviridae

Die Familie der Polyomaviridae umfasst kleine, hillenlose Viruspartikel mit zirkuléarer
Doppelstrang-DNA mit einer GroéRe von 4800 bis 5500 Basenpaaren. Sie wurden
ursprunglich mit den ahnliche molekulare Charakteristika besitzenden Papillomaviren
in der Familie der Papovaviridae zusammengefasst. Heute werden die Polyoma- und
Papillomaviren aufgrund von in den letzten Jahren entdeckten deutlichen
Unterschieden im Aufbau des Genoms, in den Replikationsvorgangen und der
Molekularbiologie in getrennte Virusfamilien eingeteilt (MODROW et al., 2010). Das
kovalent geschlossene, zirkulare Genom der Polyomaviridae kodiert unter anderem
fur funf Hauptproteine, welche nach dem Zeitpunkt ihrer Genexpression in friihe
sowie spate Virusantigene eingeteilt werden. Die durch den frihen Genomabschnitt
kodierten, nach ihrer GrofRe beziehungsweise ihrem Molekulargewicht benannten
Tumor-Antigene small t- (174 Aminosauren/ca. 20 kD) und Large T-Antigen (708
Aminosauren/ca. 90 kD), sind multifunktionale Regulationsproteine. Die restlichen
drei spater kodierten Virusproteine (VP)1, VP2 und VP3 formen als Strukturproteine
zusammen die fur Polyomaviren (PV) typische lkosaederstruktur der Viruskapside
(MODROW et al., 2010; MES et al., 2010).

Im Jahr 1953 wurde mit dem Mauspolyomavirus der erste Vertreter der Familie der
Polyomaviridae entdeckt und seine, viele Organe betreffende, tumorerzeugenden
Eigenschaften beschrieben, woraus sich die Bezeichnung ,polyoma“ ableitet
(MODROW et al., 2010).

2.2 Das BK Virus — Polyomavirus hominis 1

Das zur Familie der Polyomaviridae gehdrende, selektiv humanpathogene BK Virus
(BKV) konnte im Jahr 1971 erstmalig aus dem Urin eines immunsuppressiv
behandelten sudanesischen Nierentransplantatempfangers isoliert und beschrieben
werden (GARDNER et al., 1971). Dieser trug die Initialen B.K. und zeigte dreieinhalb
Monate nach der Transplantation eine klinisch relevante Ureterstenose. Die
Ureterstenose ist als mdogliche BKV-assoziierte Komplikation nach Nieren-
transplantation in der aktuellen Literatur mehrfach beschrieben (CHANG et al., 2005;
RAJPOOT et al., 2007; KHAN et al., 2011).



Innerhalb der Gattung der SV40-ahnlichen Viren (Familie Polyomaviridae), zu denen
das BKV gezahlt wird, ist ebenso fir das JC, das Kl und das WU Virus der Mensch
als selektive Wirtsspezies identifiziert. Gleiches gilt fir das der Gattung Polyomavirus
angehotrende Merkel-Zell- sowie fur das erst vor kurzem identifizierte Trichodysplasia
spinulosa-assoziierte Polyomavirus (HIRSCH, RANDHAWA, 2009; SHARP et al.,
2009; VAN DER MEIJDEN et al., 2010).

BK Viruskapside messen 42 nm im Durchmesser und zeigen sich sehr resistent
gegen aulere Umwelteinflisse (BOFILL-MAS et al., 2001). Das zirkulare Genom
umfasst 5130 Basenpaare und enthalt unter anderem eine nicht-kodierende
Kontrollregion (NCCR). Durch diese wird die Expression der im Uhrzeigersinn
kodierten frihen Tumorantigene Large T- und small t-Antigen sowie der gegenlaufig
kodierten spaten Kapsidstrukturproteine VP1, VP2, VP3 und dem Agnoprotein
reguliert (HIRSCH, STEIGER, 2003). Das Large T-Antigen und VP1 sind die in der
heutigen Laboratoriumsdiagnostik am haufigsten eingesetzten Antigene fur
qualitative und quantitative Analysen der gegen BKV gerichteten zelluléaren
Immunantwort. Das Large T-Antigen wirkt hauptsachlich im Zellkern. Es dient unter
anderem der Virusreplikation sowie der Regulation der zellularen Onkogenitat. Damit
beeinflusst und steuert es zellulare Erkennungsprozesse durch Veranderung und
Anpassung der exprimierten viralen Oberflachenproteine (PURIGHALLA et al., 1995;
HIRSCH, STEIGER, 2003; COMOLI et al., 2004; WEINREB et al., 2006; BINGGELI
et al., 2007; CHEN et al., 2008; COMOLI et al., 2008; GOSERT et al., 2008; LUO et
al., 2008; BODAGHI et al., 2009). Durch das Hauptkapsidprotein VP1 hingegen
werden die unterschiedlichen BKV-Serotypen geformt. Es beeinflusst interzellulare
Rezeptor-assoziierte Erkennungsprozesse und ist in der Lage, BKV-spezifische
Antikdrper zu neutralisieren. Damit kann es die gegen BKV gerichtete humorale und
auch zellulare Immunantwort modifizieren (SHAH et al., 1973; JIN et al.,, 1993;
RANDHAWA et al., 2002; KNOWLES et al., 2003; RANDHAWA et al., 2006; LUO et
al., 2008; RANDHAWA et al., 2009).

2.2.1 Primarinfektion, Latenzzeit und Reaktivierung

Nach vorwiegend im Kindesalter erfolgender, meist mild (mit leichtem Fieber
und/oder unspezifischer Infektion der oberen Atemwege) bis asymptomatisch
verlaufender Priméarinfektion persistieren BK Viruspartikel u.a. in lymphatischen

Geweben, mononukledaren Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood
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mononuclear cells, PBMCs) sowie in proximalen Nierentubuluszellen. Die
Primarinfektion ist gekennzeichnet durch die Bildung von stark kreuzreaktiven IgM-
und IgG-Antikdrpern gegen virale VP1-Proteine im Rahmen einer Aktivierung der
humoralen Immunantwort (MODROW et al., 2010). Ein positiver anti-BKV-Serostatus
mit gegen BKV gerichteten 1gG-Antikdrpern ist bei mehr als 90% der Kinder,
Jugendlichen und jungen Erwachsenen und auch bei mehr als 80% der
Erwachsenen weltweit zu beobachten (KNOWLES et al., 2003; EGLI et al., 2009a).
Nieren, Lungen, Augen, Leber und Gehirn sind dabei mdgliche
Manifestationsorgane, sowohl im Rahmen der Primarinfektion als auch einer mit
zeitlicher Latenz auftretenden Virusreaktivierung (REPLOEG et al., 2001). In diesem
Zusammenhang gibt es bis heute in der Literatur, trotz seiner Zugehorigkeit zur
Familie der Polyomaviridae, keine Hinweise auf eine Fahigkeit des Virus zur
Auslosung von Tumorerkrankungen. Die Nieren und die ableitenden Harnwege
gelten sowohl bei gesunden, immunkompetenten Personen als auch bei Personen
mit endogener (z.B. Antikdrpermangelsyndrome, Niereninsuffizienz, Diabetes
mellitus) und/oder iatrogen bedingter Immundefizienz (z.B. medikamentdse
Immunsuppression nach Organ-/Gewebetransplantation oder im Rahmen einer
Chemotherapie) als Hauptort der Viruslatenz. Diese Latenz geht einher mit einer
fehlenden oder relativ geringen Virusreplikation sowie intermittierenden
Virusausscheidung im Urin (Virurie) (CHESTERS et al.,, 1983; REPLOEG et al.,
2001; DRACHENBERG et al., 2007). Bei bis zu 10% der gesunden, seropositiven
Personen konnte eine Virusreaktivierung mit niedriger, asymptomatischer BKV-
Ausscheidung im Urin gemessen werden (EGLI et al., 2009b). Die Inzidenz der BK
Virurie nimmt mit zunehmendem Alter der gemessenen Personen zu und erreicht mit
44% ein Maximum in der Gruppe der Uber 80-jahrigen (YOGO et al., 2009). Bei
immunsupprimierten Personen, wie z.B. Empfangern solider Organe, sind dagegen
regelhaft hohe BKV-Replikationslevel und eine wesentlich héhere Viruslast im Urin
nachweisbar (HIRSCH et al., 2002; BRENNAN et al., 2005; FUNK et al., 2008). Bei
Nierentransplantatempfangern entsteht eine BKV-Reaktivierung am héaufigsten in
den Tubulusepithelzellen des Spenderorgans, woraufhin sich das Virus in den
urothelialen Epithelschichten vermehrt und zu Virus-assoziierten Komplikationen
beim Empfanger fihren kann (NICKELEIT et al., 1999; BOHL et al., 2005; FUNK et
al., 2008). Mdogliche Symptome konnen bei Immunsupprimierten von einer
beschwerdefreien Hamaturie bis hin zu einer hamorrhagischen Zystitis reichen
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(REPLOEG et al., 2001), welche am haufigsten durch eine BKV-Infektion verursacht
wird (APPERLEY et al., 1987; GODDARD, SAHA, 1997; VOGELI et al., 1999). Man
konnte dabei sogar einen antiproportionalen Zusammenhang zwischen der
Pravalenz einer BK Virurie und der CD4 T Zellzahl beobachten (DEGENER et al.,
1997). Im peripheren Blut sind zirkulierende BK Viruspartikel ausschlief3lich wahrend
Phasen der Reaktivierung messbar und nicht in Phasen der Viruslatenz (DOLEI et
al.,, 2000). Latentes BKV ist dabei vorrangig in Leukozyten, Zellen des
Bindegewebes, des Uroepithels, von Endothelien sowie in Ependymzellen und
Astrozyten des Gehirns nachweisbar (SHINOHARA et al., 1993; DORRIES, 1998).

2.2.2 Ubertragungswege

Als hauptsachlicher interindividueller Ubertragungsweg gilt bis heute die fakal-
respiratorische Schmierinfektion mit virusbelastetem Urin. Daneben gibt es jedoch
auch Hinweise auf eine Vermehrung von Viruspartikeln im Speichel und eine damit
verbundene orale Ubertragung (JEFFERS et al., 2009). Auch eine mdgliche sexuelle
Ubertragung durch virusbelastete Genitalsekrete und/oder Sperma ist beschrieben
(PETERMAN et al., 1993; MONINI et al., 1996). Da die Primarinfektion mit dem BK
Virus oftmals vor Beginn des Lebensalters mit sexuellen Aktivitaten eintritt, fuhrt der
genitale Ubertragungsweg haufiger zu einer Virusreaktivierung nach der
Primarinfektion im frihen Kindesalter (MONINI et al., 1996). Auch eine vertikale
Ubertragung des Virus von der Mutter auf ihr ungeborenes Kind wurde in der
Literatur beschrieben (BOLDORINI et al., 2011). Schwangere zeigen zum Schutz vor
einer AbstoRung des potentiell immunogenen Embryos/Fetus eine gewisse
Schwachung ihres Immunsystems fir den Zeitraum der Schwangerschaft. Aus
diesem Grund ist bei zirka 50% der schwangeren Frauen eine milde
Virusreaktivierung und Ausscheidung von Viruspartikeln mit dem Urin zu beobachten
(CHANG et al., 1996). Diese Virusreaktivierung lasst sich zu einem gewissen Anteil
auch bei Diabetespatienten nachweisen (KAHAN et al., 1980).

2.2.3 Durch BKYV verursachte Krankheitshilder

Die klinisch bedeutsamsten BKV-induzierten Krankheitsbilder unter endogener oder
iatrogener Immunsuppression sind die PV-assoziierte Nephropathie (PVN) sowie die
PV-assoziierte ha&morrhagische Zystitis (PVHZ) (HIRSCH, RANDHAWA, 2009).

Dabei treten mit einem Anteill von 1-10% die meisten Falle von PVN bei
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Nierentransplantatempfangern auf, wohingegen die PVHZ mit einem Anteil von 5-
15% haufiger bei Patienten nach allogener Stammzelltransplantation beobachtet
werden kann (HIRSCH, STEIGER, 2003; DROPULIC, JONES, 2008).

Man geht davon aus, dass ungefahr 30-50% der Nierentransplantatempféanger mit
starker Virurie eine Viramie (im Blut nachweisbare BK Viruspartikel) mit daraus
resultierender klinisch manifester PVN entwickeln (NICKELEIT et al., 2000; HIRSCH
et al.,, 2002; DRACHENBERG et al, 2007; VISCOUNT et al., 2007). Ein
maoglicherweise durch die medikamentése Immunsuppression mitbedingtes
Ungleichgewicht zwischen Viruslast und BKV-spezifischer Immunabwehr wird dabei
als ein ausschlaggebender Faktor angesehen (HIRSCH, RANDHAWA, 2009).

Daneben kann das BKV auch Ausloser zahlreicher weiterer Komplikationen sein, wie
zum Beispiel Ureterstenosen, Pneumonitiden, hamophagozytischen Syndromen,
Enzephalitiden, Retinitiden, Multiorganversagen und auch der Polyomavirus-
assoziierten multifokalen Leukenzephalopathie (HIRSCH, RANDHAWA, 2009).
Letztere wird jedoch haufiger durch das JC Polyomavirus verursacht (CROWDER et
al., 2005).

Seit den 1990er Jahren konnte eine zunehmende Inzidenz der Replikationsrate der
PV sowohl im Urin als auch im peripheren Blut von Nierentransplantatempfangern
beobachtet werden. In vielen Féllen resultierte diese in einer PV-assoziierten
Nephropathie mit  konsekutiver  Transplantatfunktionsverschlechterung  und
vorzeitigem Transplantatverlust in tUber 50% der Félle. In diesen Fallen entwickelte
sich die PVN mehrere Wochen nach der Progression einer BK Virurie zur
kombinierten Virurie und Viramie. Histologisch handelte es sich dabei am haufigsten
um eine tubulointerstitielle Nephritis (PURIGHALLA et al., 1995; MATHUR et al.,
1997; RANDHAWA et al., 1999; DRACHENBERG et al., 2007). Als maRgeblicher
Hauptrisikofaktor der Ausbildung einer PVN gilt weiterhin die intensivierte iatrogene
Immunsuppression (HIRSCH, 2002; COMOLI et al., 2006).

Mit den standig weiterentwickelten und damit verbesserten Untersuchungsmethoden
zur Friherkennung einer beginnenden Virusvermehrung konnte das Auftreten BKV-
assoziierter Gewebeschaden an renalen Spenderorganen deutlich verringert und die
damit verbundene AbstoRungsrate auf 10% und weniger gesenkt werden
(DRACHENBERG et al., 2004c; WADEI et al., 2006).
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2.3 Die Polyomavirus-assoziierte Nephropathie (PVN)

2.3.1 Risikofaktoren der Entwicklung einer PVN

Die Tatsache, dass eine BKV-assoziierte Nephropathie um vieles haufiger nach
Nierentransplantation als nach der Transplantation anderer solider Organe auftritt,
deutet auf den mehrfach in der Literatur beschriebenen Zusammenhang mit der
Praferenz renalen Gewebes fur die Latenz dieses Polyomavirus hin (HIRSCH,
RANDHAWA, 2009). Neben der BKV-Belastung des transplantierten Spenderorgans
werden auch Faktoren wie eine mogliche Virusreaktivierung durch eine
Gewebeverletzung aufgrund der praoperativen Ischamie angesehen. Als ein
Hauptrisikofaktor gilt zudem ein qualitatives und quantitatives Missverhaltnis
zwischen der BKV-Last und der spezifischen T zellularen Empfangerimmunabwehr
(COMOLI et al.,, 2004; COMOLI et al., 2006; COMOLI et al., 2008; HIRSCH,
RANDHAWA, 2009).

Je nach betrachtetem Transplantationszentrum und den entsprechenden
Studiencharakteristika sind als weitere Risikofaktoren der Entwicklung einer PVN
durch den Organempfanger unter anderem diverse Spendereigenschaften wie zum
Beispiel das weibliche Geschlecht, die Leichennieren- im Vergleich zur
Lebendnierenspende, ein nachweisbarer Reperfusionsgewebeschaden des
Spenderorgans, hohe BKV-spezifische Antikorpertiter als Hinweis auf zuriickliegende
Virusbelastungen und auch die Anzahl der HLA-Missmatches mit dem Empfanger zu
nennen. Auch bestimmte Charakteristika des Organempfangers, wie ein hohes
Lebensalter zum Zeitpunkt der Transplantation, das mannliche Geschlecht und eine
geringe oder fehlende BKV-spezifische T zellulare Immunabwehr, kdnnen das Risiko
des Auftretens BKV-assoziierter Komplikationen nach der Transplantation deutlich
erhéhen (HIRSCH et al., 2005; HIRSCH, RANDHAWA, 2009).

Als weitere relevante Faktoren nach der Transplantation werden die akute
Abstol3ung (im Zeitraum von wenigen Tagen nach der Transplantation) und das
dadurch notwendige eskalierte immunsuppressive Therapieregime, die Hohe der
kumulativen Steroiddosis, die Gabe Lymphozyten-depletierender Antikdrper und
hohe Immunsuppressiva-Serumspiegel beschrieben. Dabei konnten insbesondere
Calcineurininhibitoren in  Kombinationsregimes (Tacrolimus risikobehafteter
hinsichtlich einer PVN als Cyclosporin A) im Vergleich zu mTOR-Inhibitoren als

zuséatzlicher negativer Einflussfaktor identifiziert werden (HIRSCH et al., 2002,
14



HIRSCH et al., 2005; DHARNIDHARKA et al., 2009; HIRSCH, RANDHAWA, 2009;
MANITPISITKUL et al., 2009; PRINCE et al., 2009; SCHOLD et al., 2009).

2.3.2 Diagnostik der PVN

Die klinischen Hinweise auf die Entwicklung einer PVN sind weder eindeutig noch
einheitlich. Meist zeigt sich ein Wiederanstieg des Serumkreatinins nach der initialen
posttransplantionalen Phase fallender renaler Retentionswerte. Das histologische
Korrelat dieses Serumkreatininanstiegs bildet die zunehmende Transplantat-
gewebeverletzung durch aggressive Virus-induzierte Zerstérung epithelialer
Tubuluszellen und der damit einhergehenden Entziindungsreaktion (NICKELEIT et
al., 1999; DRACHENBERG et al., 2001; BUEHRIG et al., 2003; DRACHENBERG et
al., 2004b).

Diagnostisches Mittel der Wahl ist in diesem Zusammenhang die Transplantat-
biopsie. Zum einen kann man das Virus im Transplantatgewebe durch Verwendung
kreuzreaktiver Antikdrper gegen BKV-Proteine wie das Large T-Antigen und das VP1
im Rahmen einer immunhistochemischen Untersuchung nachweisen, zum anderen
den direkten Virusgenom-Nachweis durch eine in situ-Hybridisierung mit BKV-
Nukleinsduren fiuhren. Dabei sollten bei der Organbiopsie mindestens zwei
Gewebeproben entnommen werden um falsch negativen Ergebnissen aufgrund
fokal-assymmetrischer virusinduzierter Organveréanderungen vorzubeugen. Diese
konnten in 10-30% der vero6ffentlichten Biopsieuntersuchungen gezeigt werden
(DRACHENBERG et al., 2004b).

2.3.3 Therapie der PVN

Die Therapie gesicherter BKV-assoziierter Komplikationen nach
Nierentransplantation bei Patienten ohne klinische Zeichen einer resultierenden
akuten Abstol3ungsreaktion und auch im Fall des Verdachts auf eine PVN ist die
Reduktion der medikamentésen Immunsuppression, wodurch die kérpereigene
Viruselimination unterstitzt werden soll (COMOLI et al., 2006; COMOLI et al., 2008).
Die Diagnose ,Verdacht auf das Vorliegen einer PVN® wird gestellt, wenn klinische
Zeichen auf das Vorliegen einer PVN hindeuten, diese durch mehrfach durchgefiihrte
Transplantatgewebebiopsien jedoch nicht bestatigt werden kann (HIRSCH,
RANDHAWA, 2009).
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Eine weitere therapeutische Option fur Patienten mit konstant hoher Serumviruslast
unter konsequent reduzierter oraler Immunsuppression ist die Gabe antiviraler
Substanzen wie das intravenés verabreichte Nukleosid-Analogon Cidofovir oder der
oral verfigbare Pyrimidin-Synthesehemmer Leflunomid. Die zusatzliche Applikation
dieser Medikamente konnte jedoch in keiner bis heute veroffentlichten Studie als der
alleinig verminderten Immunsuppression tber einen langeren Zeitraum als tberlegen
in der Behandlung PV-assoziierter Transplantatschaden gezeigt werden (HIRSCH,
RANDHAWA, 2009).

2.3.4 Diagnostische Pravention PV-assoziierter Komplikationen

Es wird empfohlen, dass Nierentransplantatempfanger unabhéngig von ihrem BKV-
Risikoprofil beziehungsweise von dem Vorhandensein klinischer Hinweise auf das
Vorliegen BKV-assoziierter Komplikationen, in regelmafigen Abstédnden hinsichtlich
einer BK Virusreplikationsaktivitdt getestet werden. Bei unauffalligen Verlaufen
sollten in den ersten zwei Jahren nach der Transplantation in dreimonatigen
Abstédnden Kontrollen erfolgen und in den darauffolgenden drei Jahren einmal
jahrlich (HIRSCH et al., 2005). Mehrere prospektive Beobachtungsstudien konnten
zeigen, dass 20-40% der Nierentransplantatempfanger in den ersten zwei Jahren
nach Transplantation eine hochgradige Virurie entwickeln (HIRSCH et al., 2002;
DRACHENBERG et al., 2004a; BRENNAN et al., 2005; BRESSOLLETTE-BODIN et
al., 2005; DRACHENBERG et al., 2007; GINEVRI et al., 2007; PANG et al., 2007;
VISCOUNT et al., 2007). Die relativ gro3en Zeitintervalle von 3 Monaten orientieren
sich an Untersuchungen, aus denen hervorgeht, dass die durchschnittliche Dauer bis
zum Auftreten histologischer sowie funktioneller Verdnderungen im Sinne einer PVN
etwa 4-12 Wochen (Median 6 Wochen) nach der Diagnose BK Virurie betragt
(HIRSCH, RANDHAWA, 2009).

2.3.4.1 Nachweis von BKV-Nukleinsduren in Urin und Blutplasma

Die PVN kann durch Urin-Untersuchungen auf BKV-Desoxyribonukleinsauren (DNA)
mit einem positiven pradiktiven Wert von mehr als 95% sicher identifiziert werden.
Dabei eignet sich neben dem urinzytologischen Nachweis spezifischer sogenannter
Decoy-Zellen auch eine quantitative Polymerasekettenreaktion (PCR) mit den
Zielsequenzen BKV-DNA oder VP1-mRNA als gleichermalRen zuverlassiges
Diagnoseverfahren (DRACHENBERG et al., 1999; NICKELEIT et al., 1999; DING,
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SUTHANTHIRAN, 2003; HIRSCH et al.,, 2005; DRACHENBERG et al., 2007,
VISCOUNT et al., 2007; YEO et al., 2008). Transplantatempféanger, welche in diesen
Untersuchungen eine hohe Viruslast im Urin aufweisen, sollten zusatzlich auf das
Vorhandensein von BKV-Genom im Blutplasma getestet werden. Diejenigen mit
unter therapeutischen Konsequenzen (siehe Abschnitt 2.3.3) fir mehr als drei
Wochen persistierender hoher BK Viruslast im Blutplasma sollten mit der Indikation
,Verdacht auf das Vorliegen einer PVN® einer Nierenbiopsie zugeflihrt werden
(HIRSCH et al., 2005). Dabei muss ein begleitender Anstieg renaler Retentionswerte
fur die Indikationsstellung nicht zwingend nachweisbar sein (HIRSCH, RANDHAWA,
2009).

2.3.4.2 Nachweis von BKV-spezifischen Antikérpern

Durch die Bestimmung BKV-spezifischer IgG-Antikorper kann sowohl bei
Organspendern als auch -empfangern ein in der Vergangenheit stattgefundener
Kontakt mit BKV nachgewiesen werden. Es existieren jedoch keine standardisierten
Untersuchungsmethoden zum Einsatz dieser Technik in der Transplantationsmedizin
und so wird die routineméRige Antikdrperbestimmung vor der Transplantation und
auch im Verlauf bei Spendern und Empfangern nicht empfohlen (HIRSCH,
RANDHAWA, 2009).

Durch Verwendung verschiedener Nachweismethoden konnten abnehmende
Antikorpertiter mit teilweiser Konversion zu einem wieder negativen BKV-
spezifischen Serostatus bei &lteren Menschen, chronischen Hamodialysepatienten
mit terminaler Niereninsuffizienz sowie unter endogener oder iatrogener
Immunsuppression beobachtet werden (KNOWLES et al., 2003; BODAGHI et al.,
2009; EGLI et al., 2009a). Aus einer weiteren Untersuchung geht ein positiver
Zusammenhang zwischen hohen BKV-spezifischen Spender-IgG-Titern unmittelbar
vor der Organtransplantation und der Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer BK
Virurie beim Empfanger im Vergleich zu BKV-seronegativen Spendern hervor (BOHL
et al., 2005). Auch das Vorliegen niedriger oder nicht vorhandener BKV-spezifischer
Antikorper beim Empfanger wird als relevanter Risikofaktor fur die Entwicklung einer
Virurie betrachtet (GINEVRI et al., 2003; SMITH et al., 2004; BOHL et al., 2005).
Erklart wird dieses mit der medikamentds unterdrickten Fahigkeit zur Bildung einer
BKV-spezifischen IgA-Immunabwehr in der ersten Woche nach der

Organtransplantation. Es wird in diesem Zeitraum des hoéchsten Risikos akuter
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Abstol3ungsreaktionen ein Kompromiss gebildet zwischen iatrogener Unterdriickung
der endogenen Immunabwehr und dem Schutz vor einem Transplantatverlust
(RANDHAWA et al., 2008). Innerhalb dieses Zeitraums nachweisbare IgG- und IgM-
Fraktionen deuten zwar auf eine stattgehabte Exposition mit BKV hin, sind aber nicht
an einer effektiven Virusabwehr beteiligt (ANDREWS et al., 1988; HARIHARAN et
al., 2005; RANDHAWA et al., 2006; GINEVRI et al., 2007; LEUENBERGER et al.,
2007; BOHL et al., 2008; RANDHAWA et al., 2008; BODAGHI et al., 2009). Generell
ist die BKV-spezifische humorale Immunitét nicht in der Lage, den Organempfanger
solitar wirkend vor einer BK Virusreaktivierung und einer ggf. konsekutiven BKV-
assoziierten Transplantatnephropathie zu schitzen (BOGDANOVIC et al., 1998;
HIRSCH et al., 2002).

2.3.4.3 Bestimmung der BKV-spezifischen T zellularen Abwehr

Eine weitere diagnostische Moglichkeit zur Abgrenzung PVN-gefahrdeter
Transplantatempféanger von denen mit geringerem Risiko ist die Bestimmung BKV-
spezifischer T Zellen aus Vollblutproben. Dafir werden PBMCs des
Organempfangers mit BKV-Antigenen, Einzelpeptiden oder Peptidmixen stimuliert
und anschlieRend quantitativ, beispielsweise mittels Durchflusszytometrie oder
.enzyme linked immunospot® (Elispot) Assay, analysiert. Bis heute wurden
dahingehend jedoch keine einheitlichen Nachweisgrenzen definiert, welche
Empfanger mit einem hohen Risiko BKV-assoziierter Komplikationen bis hin zur PVN
von denen durch das eigene Immunsystem geschitzten sicher unterscheiden
(HIRSCH, RANDHAWA, 2009).

Des Weiteren hinderlich fur die Etablierung dieses Verfahrens in der klinischen
Routinediagnostik ist die Tatsache, dass die quantitative BKV-spezifische T Zell-
Immunitat nach Kurzzeitstimulation von PBMC generell ungeféahr 10- bis 50-mal
niedriger messbar ist als im Rahmen bereits etablierter Assays, beispielsweise fur
die Cytomegalie (CMV)- oder Epstein Barr Virus (EBV)-spezifische Immunantwort
(HIRSCH, RANDHAWA, 2009).

Dahingehend konnte bisher lediglich gezeigt werden, dass Organempféanger nach
Uberstandener BK Viramie und PVN eine signifikant hohere T zellulare
Immunabwehr zeigen als diejenigen mit persistierend hoher BK Viruslast im Serum
(HIRSCH, RANDHAWA, 2009). Eine bessere Aussagekraft hat die

Langzeitstimulation von PBMCs mit BKV-spezifischen Antigenen, welche jedoch in
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der Akutsituation, in der oftmals ein direktes therapeutisches Eingreifen notwendig
ist, von eher geringerer klinischer Relevanz sind (HIRSCH, RANDHAWA, 2009).

Aus diesen Grinden ist die standardmafige Diagnostik der BKV-spezifischen
Immunitat bei Nierentransplantatspendern und -empfangern noch nicht etabliert
(HIRSCH, RANDHAWA, 2009).

2.4 Uberblick: Das menschliche Immunsystem

Unter dem Begriff ,Immunsystem® wird das Zusammenspiel verschiedener
Effektorzellen und Molekile verstanden mit dem gemeinsamen Ziel, den
menschlichen Organismus vor schadlichen &ufReren und inneren Einflissen, zum
Beispiel durch Krankheitserreger, zu schitzen. Hierzu muss es das Eindringen von
Pathogenen beziehungsweise eine beginnende Infektion des Korpers erkennen
(immunologische Erkennung) und daraufhin  Immun-Effektorfunktionen  zur
Krankheitseinddmmung und Erregerabwehr zeigen. Des Weiteren missen
immunregulatorische  Komponenten und F&ahigkeiten zur Selbst-Erkennung
vorhanden sein um vor allem Angriffe gegen kérpereigene Strukturen zu vermeiden.
Letztendlich muss ein immunologisches Gedéachtnis entwickelt werden kbnnen um im
Fall einer erneuten Infektion mit einem bekannten Erreger die erforderlichen

Abwehrmechanismen wirksamer und schneller in Gang zu setzen.

Der menschliche Kérper besitzt auf der einen Seite chemische und physikalische
Barrieren in Form von Haut und Schleimh&uten mit darin wirkenden Zellen sowie ein
intrinsisches zellulares Abwehrsystem in Form des programmierten Zelltods
(Apoptose), auf der anderen Seite zwei miteinander in Wechselwirkung stehende
Systeme aus Effektorzellen und deren Signalmolekilen: die sogenannte angeborene
und die erworbene (adaptive) Immunabwehr (MURPHY, 2009).

Zur angeborenen Abwehr gehdren unter anderem phagozytotische Zellen wie zum
Beispiel die Makrophagen, welche innerhalb von Stunden nach Kontakt mit einem
Pathogen reagieren, daneben Granulozyten und natirliche Killerzellen sowie
humorale Komponenten wie das Komplementsystem (siehe unten), Lektine und

Akutphase-Proteine.

Die Auslosung einer adaptiven Immunantwort bei Erstkontakt mit dem infektiosen
Agens bendtigt mehrere Tage und basiert hauptsachlich auf den B und T Lympho-
zyten (B und T Zellen) mit ihren hochgradig spezifischen Zelloberflachen-Antigen-
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rezeptoren sowie deren Antikorpern (Immunglobuline, Ig) und Botenstoffen (Zytokine,
Chemokine) (MURPHY, 2009).

2.4.1 Die zellulare Immunabwehr

2.4.1.1 Entstehung und Reifung

Alle Zellen des Immunsystems gehen aus pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks hervor. Aus diesen entwickeln sich als direkte
Vorlauferzellen der ,weilden Blutzellen® des Immunsystems die lymphatischen und

die myeloiden Zelllinien.

Die gemeinsame myeloide Vorlauferzelle ist unter anderem die Vorstufe der
Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen und der dendritischen Zellen der
angeborenen Immunabwehr. Makrophagen finden sich in fast allen Geweben des
Kdrpers und sind die sich im Gewebe ausdifferenzierende Form der standig im Blut
zirkulierenden Monozyten. Monozyten und Granulozyten bilden zusammen mit den
dendritischen Zellen die Gruppe der Phagozyten, die erste Barriere der angeborenen
Immunitat. Neben ihrer Funktion als sogenannte Fresszellen zur Beseitigung
infizierter Zellen, toter Zellen und Zelltrimmer sezernieren sie auch Signalproteine,
welche die Mitglieder der adaptiven Immunabwehr aktivieren und an den Ort der
Entziindung, den Infektionsherd, locken. Eine dahingehend besondere Rolle in der
Aktivierung von T Zellen spielen die dendritischen Zellen durch Prasentation von
Erregerantigenen auf ihrer Zelloberflache. Makrophagen sowie B Zellen gehdéren
ebenfalls zu dieser Gruppe der antigenprasentierenden Zellen (APZ), welche einen
entscheidenden Verknupfungspunkt zwischen angeborener und adaptiver

Immunabwehr darstellen.

Aus der gemeinsamen lymphatischen Vorlauferzelle im Knochenmark differenzieren
sich die Lymphozyten. Zu diesem Zelltyp gehdren zum einen die Naturlichen Killer-
(NK) Zellen, welche Antigen-unspezifisch auf das Vorhandensein einer Infektion
reagieren und deswegen der angeboren Immunabwehr zugeordnet werden, zum
anderen die hochgradig Antigen-spezifischen B und T Lymphozyten des adaptiven

Immunsystems.

Im menschlichen Korper zirkulieren mit Blut und Lymphflissigkeit zu jedem Zeitpunkt
etwa 1 Milliarde Lymphozyten mit mindestens 102 unterschiedlich spezifischen

Antigenrezeptoren. Aus diesen kann sich nach Kontakt mit dem entsprechenden
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Antigen durch Zellvermehrung im Rahmen einer klonalen Expansion eine suffiziente

Pathogenabwehr bilden.

Dieser Kontakt findet vorrangig in den sekundaren lymphatischen Organen statt. Man
unterscheidet die primaren zentralen lymphatischen Organe Knochenmark und
Thymus, in denen die Lymphozytenbildung stattfindet, von den sekundéren
peripheren lymphatischen Organen. Zu diesen gehodren Lymphknoten, Milz und
mukosale lymphatische Gewebe schleimhautausgekleideter Organe (zum Beispiel

Darm, Atemwege, Urogenitaltrakt).

Lymphozyten, die noch nicht durch einen Antigenkontakt aktiviert wurden, bezeichnet
man als naive B beziehungsweise T Lymphozyten. Erst nach Kontakt mit ihrem
spezifischen Antigen differenzieren sie sich zu funktionellen sogenannten Effektor-
Lymphozyten und |6sen damit die adaptive Immunantwort aus. Effektorlymphozyten
sind zum einen die B Zellen, welche sich nach Bindung eines Antigens an ihren B
Zellrezeptor (BZR) zu Antikdrper-sezernierenden Plasmazellen entwickeln und zum
anderen die T Zellen. Die T zellulare Immunabwehr dient hauptséchlich der
Bekampfung intrazellularer Krankheitserreger, unterstitzt durch B zellulare

Antikorper, welche die sezernierte Form des BZR darstellen.

Im Unterschied zu den B Lymphozyten, welche im Knochenmark entstehen und auch
dort heranreifen, wandern T Lymphozyten nach ihrer Bildung im Knochenmark in den

Thymus um sich dort zu reifen naiven T Lymphozyten zu differenzieren.

Nach Abschluss des Reifeprozesses zirkulieren B und T Lymphozyten durch die
peripheren (lymphatischen) Gewebe um auf ihr spezifisches Antigen zu treffen und
dadurch aktiviert zu werden. Diese Aktivierung erfolgt nachdem zuvor ein Pathogen
von einer dendritischen Zelle aufgenommen wurde und damit die adaptive
Immunantwort eingeleitet wird. Dendritische Zellen besitzen, wie auch Makrophagen
und Neutrophile, sogenannte Mustererkennungsrezeptoren fir regelmafRlig auf den
Oberflachen von Krankheitserregern, nicht aber auf Wirtskorperzellen, vorkommende
Strukturen wie beispielsweise mannosereiche Oligosaccharide, Proteoglykane oder

Lipopolysaccharide in der Bakterienzellwand.
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2.4.1.2 Subgruppen der T zellularen Immunitat

2.4.1.2.1 T zellulare Ko-Rezeptoren und ko-stimulierende Signale

Zur Prasentation von Fremdantigenen existieren zwei Klassen von major
histocompatibility complex (MHC)-Molektlen, die anhand ihrer Funktion und den an
sie bindenen T Zellarten unterschieden werden. Durch die MHC-Klasse-I-Molekiile
(MHC-I) werden den CD8 T Zellen Peptidfragmente auf der Zielzelloberflache
prasentiert, welche aus Proteinen von sich im Cytosol vermehrenden
Krankheitserregern stammen (zum Beispiel Viren). Alle kernhaltigen Korperzellen
tragen MHC-I-Molekule auf ihrer Oberflache, sodass jede potentiell befallene Zelle
zur Erregereindammung eliminiert werden kann. MHC-Klasse-II-Molekile (MHC-II),
welche normalerweise nur auf aktivierungsfahigen Zellen in naivem oder aktiviertem
Zustand exprimiert werden, prasentieren den CD4 T Zellen Peptide von Pathogenen,
die sich in Makrophagenvesikeln vermehren oder durch dendritische Zellen bzw. B

Zellen aufgenommen wurden.

Die in den meisten Geweben vorkommenden phagozytotisch aktiven dendritischen
Zellen suchen, beladen mit Pathogenfragmenten auf ihren Zelloberflachen, periphere
lymphatische Gewebe auf und prasentieren diese Antigene zusammen mit
gleichzeitig exprimierten ko-stimulierenden Oberflachensignalmolekilen den dortigen
T Lymphozyten. Nur durch das Zusammenwirken ihres spezifischen Antigens und
des ko-stimulierenden Signals werden T Lymphozyten dazu angeregt, sich zu
vermehren und zu Effektor-T Lymphozyten zu reifen. Auch die nachfolgende
Sekretion verschiedener Zytokine und Effektormolekile sowie die vermehrte
Produktion von Aktivierungsmarkern, wie beispielsweise CD69, bedarf dieser dualen

Stimulation.

Der Kontakt mit einem Antigen ohne das begleitende ko-stimulierende Molekul fuihrt
zur Inaktivierung naiver T Lymphozyten. In der Folge kommt es entweder zur
klonalen Deletion oder aber die Zellen werden in den Zustand der Anergie versetzt,
so dass trotz Reiz keine Immunantwort induziert wird. Dieser Mechanismus dient

wiederum vor allem dem Schutz von zellularer Autoreaktivitat.

Fur die Austbung dieser T zellularen Funktionen treten die CD4 und CD8
Zelloberflachenproteine in Wechselwirkung mit den MHC-Moleklilen auf den

Zielzellen. CD4 und CD8 fungieren als sog. Ko-Rezeptoren, da sie den T Zellen
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signalisieren, dass die Zielzellen ihr spezifisches Antigen gebunden haben. Der T
Zellrezeptor (TZR) ist fur die Kombination aus MHC-Molekul und gebundenem
Antigen spezifisch, jeder TZR kann entweder an MHC-I oder MHC-II binden.
Welches Molekll gebunden wird, richtet sich nach dem Ko-Rezeptor CD4 oder CD8
auf der T Zelloberflache. In der Folge werden verschiedene Effektormolekile, zum
Beispiel Zytokine, freigesetzt, welche die Zielzelle entweder direkt beeinflussen oder
andere Effektorzellen aktivieren. Man weil3 heute, dass die hochgradig polymorphen
MHC-Antigene auf dem Spenderorgan in der Transplantationsimmunologie im
Rahmen der OrganabstoRung durch den Empfangerorganismus die grof3te Rolle
spielen.

2.4.1.2.2 Signalmolekule der T zellularen Immunitéat

Als Zytokine bezeichnet man im Allgemeinen alle Proteine und Peptide, die von
bestimmten Zellen sezerniert werden um auf andere Zellen in der Umgebung, die
geeignete Rezeptoren besitzen, zu wirken und deren Aktivitat zu steuern. lhre
Sekretion ist meist kurzzeitig und selbstlimitierend. Zu den funktionell bedeutsamsten
von T Zellen produzierten Zytokinen gehoéren Interleukin-2 (IL-2), Interferon-y (IFNy)
und der Tumornekrosefaktor a (TNFa). Diese wurden im Rahmen dieser Arbeit,
neben dem Oberflachenprotein CD69, als Marker der T zellularen Aktivierung und
Reaktivitat behandelt.

CD69 wird nach Aktivierung von T Zellen durch Bindung fremder Antigene an ihre
TZR-Komplexe schnell und nur fur einen kurzen Zeitraum auf den Zelloberflachen
exprimiert. Es stellt somit einen Marker einer kirzlich stattgehabten Aktivierung
dieses Zelltyps dar (GANTEN, 1999). Die T Zellaktivierung wird auch durch die
gleichzeitig vermehrte Freisetzung des immunregulatorischen Zytokins IL-2 aus T

Zellen, im Sinne einer autokrinen bzw. parakrinen Wirkung, angezeigt.

IL-2 bewirkt Uber Bindung an den T zellularen IL-2-Rezeptor den Ubergang von der
zellularen Wachstumsphase zur DNA-Synthesephase im Zellzyklus von CD4 und
CDS8 positiven T Zellen. IL-2 leitet somit die klonale T Zellexpansion nach erfolgter
Zellaktivierung ein. Es ist gleichermal3en an der Induktion des Wachstums und der
Differenzierung von B Zellen beteiligt und stimuliert T und NK Zellen zur Produktion
des inflammationsregulatorisch wirkenden IFNy. IFNy wird hauptsachlich von CD4
THO und TH1 Zellen, zytotoxischen CD8 T Zellen und NK Zellen gebildet. Es wirkt im

Allgemeinen verstarkend sowohl auf die zellulare als auch humorale Immunantwort
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durch Stimulation der MHC-I- und MHC-II-Expression auf zahlreichen Koérperzellen
und besitzt direkte antivirale/-bakterielle und auch antiproliferative Eigenschaften.
IFNy fuhrt zu einer verstarkten Produktion von CD4 Tul Zellen, steigert gleichzeitig
deren Fahigkeit zur Adhasion an vaskulare Endothelzellen und damit ihren Ubertritt
aus der Blutzirkulation an den Ort der Entzindung im peripheren Gewebe. Durch
Makrophagenaktivierung unterstitzt es die Elimination intrazellularer Erreger. Zum
anderen bewirkt es durch Anregung von neutrophilen Granulozyten zur Produktion
von Radikalen und Verstarkung zytotoxisch wirkender NK Zellen, in Synergie mit
dem proinflammatorischen Zytokin TNFa (siehe unten), die Lyse maligner
Tumorzellen. Zur Beendigung der Inflammationsreaktion mit erfolgreicher

Erregerelimination werden in Anwesenheit von IFNy vermehrt Komplementfaktor-

Tabelle 1: Auswahl der fiur diese Arbeit relevanten T zellular exprimierten/sezernierten
Aktivierungsmarker/Zytokine.

Signalmolekil Funktion (Beispiele)

CD69 frih/kurzzeitig exprimierter T zellularer Aktivierungsmarker

IL-2 immunregulatorisch

T Zell-Aktivierung und klonale T Zell-Expansion

Wachstum und Differenzierung B Zellen

Induktion IFNy-Produktion durch T und NK Zellen

IFNy inflammationsregulatorisch

Stimulation MHC-I- und MHC-II-Produktion

antiviral/-bakteriell, antiproliferativ

Aktivierung von Makrophagen, Neutrophilen, NK Zellen

TNFa proinflammatorisch

Wirkung konzentrationsabhangig:

wenig TNFa
Stimulation MHC-I-Produktion

Aktivierung Neutrophile

Phagozyten: proinflammatorische Zytokine

viel TNFa

fieberinduzierend

gerinnungshemmend

sehr viel TNFa

diffuse intravasale Gerinnung mit Verbrauchskoagulopathie

Blutdrucksenkung, Gewebeminderperfusion, Hypoglykamie
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bindende 1gG-Antikérper gebildet, wahrend die Produktion von IgE-Antikdrpern und

auch Tn2-Zellen unterdrickt wird.

Die Reaktionsintensitat der Komponenten des Immunsystems auf das hauptséachlich
von phagozytierenden Zellen der unspezifischen Abwehr (Monozyten/Makrophagen),
aber auch aktivierten T Zellen, NK Zellen und Mastzellen, sezernierte TNFa ist
abhangig von der Menge vorhandener Zytokinmolekile am Wirkort. In geringerer
Menge stimuliert es die zellulare MHC-I-Produktion und aktiviert neutrophile
Granulozyten, somit hemmt es indirekt die intrazellulare Virusreplikation.
Gleichermalen regt es Monozyten und Makrophagen zur Produktion
proinflammatorischer Zytokine an und induziert eine vermehrte Expression
endothelialer Adhasionsmolekiile. In groReren Mengen wirkt TNFa pyrogen durch die
vermehrte Synthese von Prostaglandin- und Akutphase-Proteinen und hemmt
sowohl die intrinsische als auch die extrinsische Gerinnungskaskade. Bei
Anwesenheit sehr groRer Mengen an TNFa tritt der gegenteilige Effekt ein: es wird
eine diffuse intravasale Gerinnung mit konsekutiver Verbrauchskoagulopathie,
Blutdruckabféallen und Gewebeminderperfusion sowie -nahrstoffunterversorgung
induziert (SIEGENTHALER, 2006) (siehe Tabelle 1).

Durch Chemokine, eine andere Proteinklasse mit Signalwirkung, werden
Chemokinrezeptor-tragende Zellen, z.B. Granulozyten und Monozyten, aus dem

Blutkreislauf in entziindetes Gewebe gelockt.

Zytokine werden, neben Chemokinen und anderen biologisch aktiven
Signalmolekilen, auch von den Makrophagen gebildet, wodurch in infizierten
Geweben eine Entzindungsreaktion ausgeldst wird. Die Entzindung kann auch
durch das Komplementsystem verursacht sein, einer Gruppe von Plasmaproteinen,
welche nach Kontakt mit bakteriellen Oberflachen durch proteolytische Reaktionen
fragmentiert werden und sich in dieser Form auf Krankheitserregern, nicht aber auf
Zellen des Wirtes, anlagern und diese dadurch fur phagozytotische Zellen markieren.

2.4.2 Das immunologische Gedachtnis

Werden Antigenfragmente, gebunden an MHC-Molekile, zusammen mit dem
entsprechenden Ko-Stimulus erkannt, wird der den spezifischen Rezeptor tragende
Lymphozyt zunéchst proliferieren um eine ausreichende Menge identischer

Tochterzellen zu erzeugen. Erst dann differenzieren sich diese zu den
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entsprechenden Effektorzellen. Dieser Vorgang dauert bei Antigen-Erstkontakt etwa
vier bis finf Tage. Die meisten der so gebildeten Effektorlymphozyten sterben nach
Ausibung ihrer Effektorfunktion ab. Eine gewisse Anzahl aktivierter B und T
Lymphozyten bleibt jedoch bestehen, auch nachdem das Pathogen aus dem
Wirtsorganismus elimiert werden konnte; sie gehen also nicht durch Apoptose
zugrunde. Diese Gedachtniszellen bilden die Grundlage fur das in der Regel
langanhaltende immunologische Gedachtnis, welches dafir sorgt, dass bei einem
Zweitkontakt mit demselben Pathogen die ausgeléste Immunreaktion schneller und
heftiger eintritt, indem sie sich wesentlich schneller zu Effektorzellen differenzieren
konnen. Sie bilden die Grundlage der langanhaltenden Immunitat nach erstmaligem
Erregerkontakt bzw. nach einer Impfung (TESTI et al., 1989).

2.5 Ziel dieser Arbeit

Die momentane Datenlage hinsichtlich dem Einsatz BKV-spezifischer T Zellen zur
Identifikation von Risikopatienten unter Nierentransplantatempféangern ist divergent.
Man findet zudem in der Allgemeinbevolkerung eine sehr hohe BKV-Seropravalenz,
so dass die Bestimmung des Serostatus ungeeignet scheint. Daher wurde im
Rahmen dieser Arbeit untersucht, inwieweit die quantitative und funktionelle
Bestimmung der BKV-spezifischen T zellularen Immunitat im Verlauf besser mit
veranderten Virusreplikationsfrequenzen und auch -intensitaten korreliert als der

guantitative BKV-Genomnachweis oder die qualitative Antikérperbestimmung.

Hierzu wurde eine detaillierte Charakterisierung der BKV-spezifischen humoralen
und zellularen Immunantwort bei Immungesunden im Altersverlauf und bei Patienten
nach Nierentransplantation durchgefiihrt. BKV-spezifische T Zellen wurden sowohl
qguantitativ als auch funktionell durch Zytokinprofiling und Proliferationsassay

analysiert.
Folgende Fragen wurden im Einzelnen adressiert:

e Unterscheidet sich die BKV-spezifische Immunantwort quantitativ. und
funktionell in verschiedenen Altersgruppen immungesunder Probanden

(Altersgruppen-Analyse)?

e Unterscheidet sich die BKV-spezifische Immunantwort bei
immunsupprimierten Organtransplantierten Patienten mit BKV-assoziierten
Komplikationen quantitativ und funktionell von der bei immunsupprimierten
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Organtransplantierten beziehungsweise chronischen Hamodialyse-Patienten
ohne Infektkomplikationen im Vergleich zu immungesunden Kontrollen

(Risikogruppen-Analyse)?
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3 Material und Methodik

3.1 Gerate und Materialien

Geréate und Materialien

Firma, Firmensitz

96 Lochplatten
Brutschrank (Hera cell 150)
Durchflusszytometer (FACSCanto 1)

Kolbenhubpipetten (10, 20, 100, 200,
1000pl)

MACS Roller (MACSMix)

Mikroskop CKX31

Multipipette plus

Neubauer Zahlkammer
Pipettenspitzen fur Kolbenhubpipetten
Pipettierhilfe (Pipetboy acu)
Préazisions Dispenser Tips (5ml)
ReagiergefalRe (1,5ml)

Rohrchen fur Durchflusszytometrie (5ml
FACS Rohrchen)

Rohrchen Polypropylen (15ml Falcon)
Rohrchen Polypropylen (50ml Falcon)
Serologische Pipette (2, 5, 10, 25ml)
Sterile Werkbank (Hera Safe)

Vortex Mixer 7-2020

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Zentrifuge Labofuge

Brefeldin A (Stock 5mg/ml in Ethanol)

Greiner, Frickenhausen
Heraeus, Hanau
BD Biosciences, Heidelberg

Abimed, Langenfeld

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Olympus, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

neoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg
Sarstedt, Numbrecht

Integra Biosciences, Fernwald
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Sarstedt, Numbrecht

Heraeus, Hanau

neolLab Migge Laborbedarf, Heidelberg
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Sigma, Deisenhofen
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Geréate und Materialien

Firma, Firmensitz

BSA (Bovines Serumalbumin)

CFDA-SE (Vybrant CFDA-SE Cell Tracer
Kit), 10mM Stock in DMSO

DMSO

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Essigsaure

FACS Clean

FACS Flow

FACS Rinse

FCS (fetales Kalberserum)
FicoliteH (Ficoll)

HSA (humanes Serumalbumin)

Lysing-L6sung (10x konzentriert, 1x

Verdinnung mit H2Odest.)

Natriumazid (NaNs) (10% in H2Odest.)
Paraformaldehyd (1% in PBS)

PBS (phosphatgepufferte Salzlésung)
Penicillin-Streptomycin (P/S)

RPMI-Medium 1640 + 1% L-Glutamin
(Gln)

Saponin

Serva, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Biochrom, Berlin

Linaris, Dossenheim

CSL Behring, Marburg

BD Biosciences, Heidelberg

Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
PAA, Colbe

PAA, Colbe

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim
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Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Antikdrper zur Anwendung bei der
Stimulation oder durchflusszytometrischen Farbung sind in Tabelle 2 aufgefuhrt.

Tabelle 2: Eingesetzte Antikdrper mit Angaben zur Herkunft (Klon, Ig-Klasse), Konzentration und
Fluorochrom-Kopplung.

Antikorper lg-Klasse Konzentration Firma,Firmensitz

anti-CD28 L293 IgG1 k 0,5 mg/ml BD Biosciences, Heidelberg
anti-CD49d 9F10 IgG1 k 1,0 mg/ml BD Biosciences, Heidelberg
anti-CD3 APC SK1 IgG1 k 0,05 mg/mi BD Biosciences, Heidelberg
anti-CD4 PE SK3 lgG1 0,003 mg/ml BD Biosciences, Heidelberg
anti-CD4 PE-Cy7 SK3 1gG1 K 0,012 mg/ml BD Biosciences, Heidelberg
anti-CD8 PerCP SK1 lgG1 0,0125 mg/ml BD Biosciences, Heidelberg
anti-CD69 PerCP  L78 lgG1 0,05 mg/mi BD Biosciences, Heidelberg
anti-IL-2 PE MQ1-17H12 I1gG2a nicht bekannt BD Biosciences, Heidelberg
anti-IFNy FITC 4S.B3 1gG1 K 0,5 mg/ml BD Biosciences, Heidelberg
anti-TNFa APC MAb 11 lgG1 0,2 mg/ml BD Biosciences, Heidelberg

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Puffer und Medien sind in Tabelle 3

aufgefuhrt.

Tabelle 3: Puffer und Medien.

Puffer/Medium Zusammensetzung

FACS-Puffer PBS, 5% FCS, 0,5% BSA, 0,07% NaN3)
Saponin-Puffer FACS-Puffer, 0,1% Saponin
Markiermedium RPMI 1% GIn, 1% P/S, 0,5% HSA
Wachstumsmedium RPMI 1% GIn, 1% P/S, 5% FCS

3.2 Messmethode Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie, welche auch unter dem Begriff FACS
(“fluorescence activated cell sorting“)-Analyse bekannt ist, konnen einzelne Zellen,

wie zum Beispiel Subpopulationen von Lymphozyten oder Monozyten, in Blutproben
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durch Ausnutzung ihrer physikalischen sowie Fluoreszenzeigenschaften funktionell

voneinander getrennt und gezahlt werden.

Wahrend des Messvorgangs werden die Zellen nach Aufnahme in ein grol3eres
Flissigkeitsvolumen durch hydrodynamische Fokussierung, das heifl3t Verwandlung
in einen feinen Flussigkeitsstrahl mithilfe einer Dise, an einer Messkapillare durch
einen Hullstrom vereinzelt und beschleunigt, sodass am Messpunkt nur einzelne
Zellen den Laserstrahl passieren. Jede dieser Zellen emittiert dabei
Vorwartsstreulicht (,Forward Scatter” (FSC)), welches mit der ZellgréRe korreliert,
sowie Seitwartsstreulicht (,Side Scatter® (SSC)), das als Mal fur die Zellgranularitat

dient.

Meist werden zusatzlich Fluorochrom-gekoppelte monoklonale Antikorper eingesetzt,
die spezifisch an bestimmte Zelloberflachenmolekiile, wie zum Beispiel CD4 oder
CDS8 auf T Lymphozyten, binden. Durch diese kénnen auch, nach vorangegangener
chemischer Permeabilisierung der Zellmembran, intrazellulare Molekile markiert

werden.

Monochromatisches Licht einer bestimmten Wellenlange (Anregungslicht) hebt die
Elektronen des extra- oder intrazellular gebundenen Antikorper-gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoffs auf ein hoheres Energieniveau. Aus diesem instabilen Zustand
des hdheren Energieniveaus fallen die Elektronen nach kurzer Zeit wieder zurtick auf
das stabile Ausgangsenergielevel und geben dabei eine bestimmte Energiemenge in
Form von Photonen ab (Emissionslicht). Diese Energie wird mittels Photodetektoren
eines optischen Systems gemessen.

Da die verschiedenen eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe trotz gleicher
Anregungswellenlange  unterschiedliche, fir jeden einzelnen  Farbstoff
charakteristische, Emissionswellenlangen besitzen, kénnen bei Einsatz eines
einzelnen Lasers unterschiedliche Farbstoff-gekoppelte Antikdrper gleichzeitig
verwendet werden. Dadurch wird die parallele Untersuchung verschiedener

Zelleigenschaften aus einem Probenansatz ermoglicht.

Bei Verwendung von zwei oder mehr monoklonalen Antikérpern stellt die
Verarbeitungssoftware des Gerats die Daten als zweidimensionales Streuungs- oder
als Konturdiagramm dar. Darin wird auf den einzelnen Achsen die Fluoreszenz eines
Antikorpers gegen die eines zweiten aufgetragen, wodurch eine ein bestimmtes

Oberflachenantigen tragende Zellpopulation weiter subspezifiziert werden kann.
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Bei sehr groRen Gesamtzellzahlen lassen sich mittels der FACS-Analyse
Subquantifizierungen anhand spezifischer Oberflachenmolekile durchfihren, wie
zum Beispiel die Sortierung von Lymphozyten anhand des T Zellrezeptor-
assoziierten CD3 Antigens und dann weitere Unterteilung der T Zellen in CD4 und

CDS8 positive Zellen.

Die Verwendung mehrerer Laser mit unterschiedlichen Anregungswellenlangen
erlaubt zudem die gleichzeitige Analyse mehrerer Parameter in einer Probe,
weswegen oftmals mehr als ein Laser eingesetzt wird. Die im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Fluorochrome Carboxy-Fluorescein-Succinimidyl-Ester/CFSE,
Fluoresceinisothiocyanat/FITC, Phycoerythrin/PE, Peridinin Chlorophyll
Proteinkomplex/PerCP und Phycoerythrin Cyanin 7/PE-Cy7 wurden nach Anregung
durch einen im Durchflusszytometer eingebauten blauen Laser mit einer
Anregungswellenlange  von 488 nm  gemessen, das  Fluorochrom
Allophycocyanin/APC nach Anregung durch einen roten Laser mit einer

Anregungswellenlange von 633 nm (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4:  Zur durchflusszytometrischen Analyse verwendete Fluoreszenzfarbstoffe.

(Emissions-WL=Emissionswellenlange, Anregungs-WL=Anregungswellenlange)

Fluorochrom Emissions-WL Anregungs-WL Laser
Carboxy-Fluorescein-Succinimidyl-Ester CFSE 517 nm 488 nm blau
Fluoresceinisothiocyanat FITC 519 nm 488 nm blau
Phycoerythrin PE 578 nm 488 nm blau
Peridinin Chlorophyll Proteinkomplex PerCP 678 nm 488 nm blau
Phycoerythrin Cyanin 7 PE-Cy7 785 nm 488 nm blau
Allophycocyanin APC 680 nm 633 nm rot

3.3 Quantifizierung Antigen-spezifischer T Zellen aus Vollblut

Mithilfe einer Antigen-spezifischen Stimulation aus Vollblut kénnen die fur einen
bestimmten Stimulus spezifischen Zellen qualitativ sowie quantitativ charakterisiert
werden. Bei diesem Kurzzeitstimulations-Assay werden die interessierenden Zellen,
zum Beispiel T Lymphozyten, direkt aus dem Vollblut des Probanden mit dem

entsprechenden antigenen Stimulus sowie ko-stimulatorisch wirksamen Antikdrpern
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inkubiert. Je Proband werden drei Probenansatze angelegt: das interessierende
Antigen als Stimulus, ein Kontrollantigen als Positivkontrolle und eine Lésungsmittel-

Negativkontrolle.

Um die als Reaktion auf den Stimulus spezifisch produzierten und sezernierten
Zytokine intrazellular anzureichern und dadurch zellgebunden messen zu kdnnen,
wird allen Probenanséatzen nach zwei Stunden Inkubationszeit das Lacton-
Antibiotikum Brefeldin A (BFA) hinzugegeben. Diese Substanz blockiert intrazellular
den retrograden Transport von Proteinen und Proteinbestandteilen aus dem Golgi-
Apparat in das Endoplasmatische Retikulum (ER), was zu einer Akkumulation
sekretorischer Peptide/Proteine im ER fuhrt. Damit wird erreicht, dass die
interessierenden Zytokine fur die durchflusszytometrischen Analysen nicht sezerniert

werden und sich somit in der Zelle anreichern.

Nach insgesamt sechs Stunden Inkubation und Fixierung der Zellen sowie
anschlieBender Zellmembranpermeabilisierung kdnnen die spezifisch produzierten,
intrazellular gehaltenen Zytokine und andere Zelltyp-charakterisierende Marker durch
den Einsatz von Fluorochrom-gekoppelten monoklonalen Antikdrpern detektiert
werden. Antigen-spezifische T Zellen werden im Rahmen dieser Messmethode
ublicherweise durch Verwendung einer Kombination aus einem Aktivierungsmarker
(zum Beispiel CD69), aus bestimmten Oberflachenmolekilen (zum Beispiel CD3 und
CD4 oder CD8) und durch Zytokine (zum Beispiel IFNy, IL-2) charakterisiert.

3.3.1 Die verwendeten Antigene

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Induktion einer Antigen-spezifischen
Aktivierung und Zytokinproduktion BKV-Large T-Antigen sowie ein VP1-Peptidmix
verwendet. Als Negativkontrolle diente das Lésungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO)
und als Positivkontrolle das zu den Superantigenen gehdrende Staphylococcus
aureus Enterotoxin B (SEB) (siehe Tabelle 5). SEB ist in der Lage, gleichzeitig an die
VB-Region des T Zellrezeptors auf T Lymphozyten und an MHC-II-Molekule auf APZ
zu binden und dadurch zahlreiche T Zellen Antigen-unabhangig direkt zu aktivieren.
Das heil3t, SEB muss nicht erst den T Zellen nach vorheriger Fragmentierung in
einzelne Peptide auf APZ an MHC-II-Molekile gebunden, prasentiert werden um
eine massive Zytokinproduktion hervorzurufen. Dieser Mechanismus hat den Vorteil,

dass durch den Einsatz von SEB als Positivkontrolle festgestellt werden kann, ob ein
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Proband generell in der Lage ist, auf einen eingesetzten Stimulus mit einer

adaquaten Immunantwort zu reagieren.

Tabelle 5: Zur spezifischen Stimulation eingesetzte Antigene.

Antigene Stockldésung Firma, Firmensitz

Uberlappende Peptide von 0,625 pg/ul in DMSO  JPT Peptide Technologies, Berlin
BKV-VP1/Large T-Antigen

Staphylococcus aureus 1 mg/mlin H20 Sigma, Steinheim
Enterotoxin B (SEB)

3.3.2 Die Durchfuhrung

3.3.2.1 Vollblut-Stimulation

Zunachst wurden 1 pg/ml Vollblut anti-CD28-Antikdrper sowie 1 pg/ml Vollblut anti-
CD49d-Antikorper vorgelegt (siehe Tabelle 2). Danach wurde das bendétigte
Vollblutvolumen fur drei Probenansatze pro Proband hinzupipettiert und grindlich
durchmischt. AnschlieRend wurden je 450 pl Vollblut bei erwachsenen Probanden
und je 300 ul bei Kindern (bei diesen wurden die Antigenmengen auf das kleinere

Volumen angepasst) auf die einzelnen Réhrchen verteilt.

Die Stimulation erfolgte mit tGberlappenden Peptiden von BKV-VP1 und Large T-
Antigen in der Konzentration 4,11 pg Peptidmischung/ml Vollblut (Peptidmischung in
Losungsmittel DMSO). Als Positivkontrolle diente 2,5 pug/ml Vollblut Staphylococcus
aureus Enterotoxin B (SEB) (siehe Tabelle 5).

Nach Durchmischung der Proben wurden diese 2 Stunden aufrecht im Brutschrank
bei 37°C und 6% CO2-Gehalt mit lose aufgeschraubten Deckeln inkubiert. Es folgte
die Zugabe von 10 ug/ml Vollblut Brefeldin A (BFA) und danach eine Inkubation fur

weitere 4 Stunden.

3.3.2.2 Fixierung der Zellen

Nach Ablauf der insgesamt 6-stindigen Inkubationszeit im Brutschrank wurden
jeweils 100 pl/ml Vollblut 20 mM EDTA in H20Odest hinzupipettiert und die Rohrchen
jeweils fur 10 Sekunden auf dem Vortex-Mixer (Vortex) grindlich durchmischt. Es

folgte eine weitere Inkubation fir 15 Minuten bei Raumtemperatur (RT) und im
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Anschluss an diese wurden den Proben jeweils 9 ml/ml Vollblut Lysing-Losung
hinzugefugt und danach kurz auf dem Vortex gemischt. Nach erneuter 10-minutiger
Inkubation bei RT wurden die Proben fir 10 Minuten bei 353 x g (1300
Umdrehungen/Minute (U/min)) zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand
vorsichtig abgesaugt. Die in den Rohrchen verbleibenden Zellpellets wurden nun mit
jeweils 2 ml FACS-Puffer gewaschen. Nach der zweiten Zentrifugation fur 10
Minuten bei 353 x g und anschlieRendem Absaugen des Uberstands erfolgte die
Aufnahme in 400 pl FACS-Puffer je R6hrchen und Lagerung im Kihlschrank bei 4°C

bis zur weiteren Verwendung innerhalb von maximal 72 Stunden.

3.3.2.3 FACS-Farbung

Fur jede einzelne Farbung wurden 200 ul Zellsuspension auf FACS-Rohrchen verteilt
und jeweils 2 ml Saponin-Puffer hinzupipettiert. Nach 10-mindtiger Inkubationszeit
bei RT wurden die FACS-Ro6hrchen fir 10 Minuten bei 353 x g zentrifugiert und
anschlieRend der Uberstand abgesaugt. Nun erfolgte die Zugabe von 50 pl
Antikdrper-Mischung (siehe Tabelle 6) je Probe. Nach erneutem kurzen
Durchmischen auf dem Vortex wurden die Proben fur 30 bis 45 Minuten bei RT im
Dunkeln inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 3 ml FACS-Puffer je
Roéhrchen, Zentrifugation fur 10 Minuten bei 353 x g sowie wiederum Absaugen des
Uberstands. Nun wurden zu den verbliebenen Zellpellets jeweils 300 pl PBS/1%
Paraformaldehyd (PFA) hinzugefigt, kurz auf dem Vortex durchmischt und die
FACS-Ro6hrchen schliel3lich sofort gemessen oder im Kuhlschrank bei 4°C bis zur

durchflusszytometrischen Messung innerhalb von maximal 24 Stunden aufbewabhrt.
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Tabelle 6: Zusammensetzung  der  Antikérpermischung  fur  die FACS-Farbung im
Kurzzeitstimulations-Assay.

Antikérper Fluoreszenzmarker Konzentration Menge in pl
anti-CD4 PE-Cy7 0,012 mg/ml 0,5
anti-CD69 PerCP 0,05 mg/ml 2

anti-IL-2 PE nicht bekannt 2

anti-IFNy FITC 0,5 mg/ml 0,5
anti-TNFa APC 0,2 mg/ml 0,15
Saponin 5% 1
FACS-Puffer 43,85
gesamt 50

3.3.2.4 Durchflusszytometrische Messung und deren Auswertung nach der

Kurzzeitstimulation

Alle Messungen und deren Auswertung erfolgten am FACS Canto |I-

Durchflusszytometer unter Verwendung der FACS Diva Software Version 6.1.3.

Bei den BKV-spezifischen Stimulationen aus Vollblutproben wurden pro Ansatz
mindestens 10000 CD4 T Zellen durchflusszytometrisch erfasst und anschlie3end
unterschiedliche Zellen-einschlieRende Messregionen (sogenannte Gates) zur
Auswertung angelegt (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Analyse der intrazellularen IFNy,
IL-2 und TNFa-Farbung. Ausgehend von der Gesamtlymphozytenpopulation im Probanden-Vollblut
werden aktivierte CD4 T Zellen anhand der Eigenschaft IFNy zu produzieren in IFNy-positive und
IFNy-negative CD4 T Zellen getrennt. Diese beiden Zellsubpopulationen kdnnen dann getrennt
voneinander bezlglich ihres IL-2- und TNFa-Signals untersucht werden. (FSC=Vorwartsscatter;
SSC=Seitwartsscatter).
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3.4 Proliferations-Assay

Alle Schritte dieser Untersuchung bis zur Ernte und Farbung der Zellen erfolgten

unter sterilen Bedingungen.

Im Rahmen der Langzeitstimulation wurden isolierte PBMCs in einem

Wachstumsmedium (siehe Tabelle 3) in 96-Lochplatten Uber 7 Tage kultiviert.

Die Beobachtung des Vitalitdtserhalts mit kontinuierlicher Zellteilung erfolgte in
regelmaRigen Abstdnden unter mikroskopischer Kontrolle. Bei sehr starker,
Lochvolumen-bedingter, wachstumsbehindernder Proliferation wurden die Zellen
daraufhin im Verhaltnis 1:2 gesplittet, indem die Zellen zunachst durch Auf- und
Abpipettieren des Wachstumsmediums vom Gefal3boden geldst und im Anschluss zu
gleichen Teilen auf zwei Lécher in der Lochplatte verteilt wurden. Die urspringliche
Volumenmenge pro Loch wurde durch Zugabe frischen Wachstumsmediums
sichergestellt. Alle SEB-Ansatze wurden an Tag 3 in oben beschriebener Weise im
Verhéltnis 1:2 gesplittet.

3.4.1 Isolierung von PBMCs uber Ficoll-Gradienten

Mithilfe eines Gradienten, welcher durch die Verwendung von synthetisch
hergestellten Polysacchariden (Ficoll) wahrend eines Zentrifugationsschrittes erzeugt
wird, kdnnen PBMCs aus Vollblutproben isoliert werden.

Bei der Zentrifugation bildet sich zwischen Serum im oberen Teil des Réhrchens und
roten Blutbestandteilen und toten Zellen mit héherer Dichte im unteren Teil eine
weilde Intermediérschicht aus mononukleéaren Zellen. Diese Schicht muss separat
durch vorsichtiges Absaugen in ein neues Gefal3 tberfuhrt werden, Serum- und/oder

Erythrozytenbestandteile sollen zurtickbleiben.

Zu Beginn wurden 7-12 ml heparinisiertes Vollblut unter sterilen Bedingungen in ein
50 ml fassendes Falcon-Réhrchen tberfihrt und mit PBS/0,02% EDTA (PBS-EDTA)
auf ein Gesamtvolumen von 35 ml aufgefullt. Nach kurzem manuellen Durchmischen
wurde die Losung mit 13 ml Ficoll langsam unterschichtet und nachfolgend bei
1303 x g (2500 U/min) ohne Bremse zentrifugiert. Die entstandene
Intermediarschicht wurde mithilfe einer 5 ml-Pipette vorsichtig abgehoben und in ein
neues steriles Falcon-Rohrchen gegeben. Es wurde erneut mit PBS-EDTA auf ein
Gesamtvolumen von 50 ml aufgefillt und gut gemischt. Nach Zentrifugation fir 10

Minuten bei 676 x g (1800 U/min) wurde der fliilssige Uberstand abgesaugt und
38



verworfen und das Zellpellet vom R6hrchenboden geldst. Nach einem Waschschritt
mit PBS-EDTA wurde erneut fur 10 Minuten bei 300 x g (1200 U/min) zentrifugiert.
Nachdem der Uberstand erneut abgesaugt und verworfen wurde, wurde das vom
Roéhrchenboden geldste Zellpellet in 1 ml PBS/0,1% HSA aufgenommen und diese
Losung in ein neues steriles 15 ml fassendes Falcon-R6hrchen tberfihrt.

3.4.2 Markierung der PBMCs mit CFSE

Bei Carboxy-Fluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester (CFDA-SE) handelt es sich um
einen membrangangigen, nicht zytotoxischen Fluoreszenzfarbstoff. Nach Eintritt in
die Zelle wird von diesem durch intrazellulare Esterasen die Diacetat-Gruppe
abgespalten, woraufhin das entstandene Carboxy-Fluorescein-Succinimidyl-Ester
(CFSE) zum Ladungsausgleich kovalent an freie Aminogruppen zytoplasmatischer
Proteine bindet und damit in der Zelle fixiert ist. Mit jeder mitotischen Zellteilung wird
der Farbstoff, dessen Gesamtmenge konstant bleibt, zu gleichen Teilen an die
entstehenden Tochterzellen weitergegeben, sodass sich die Fluoreszenzintensitat
pro Zelle dabei jeweils auf die Halfte reduziert. Somit nimmt die Fluoreszenzintensitat
innerhalb der entstehenden Zellpopulation gleichen Ursprungs logarithmisch ab.
Dieser Abfall ermoglicht es, zur Beurteilung von Proliferationsaktivitaten die Zellzahl
in den einzelnen  Teilungsstadien  durchflusszytometrisch  bei  einer

Emissionswellenlange von 517 nm zu erfassen.

3.4.2.1 Durchfuhrung der Markierungsreaktion

Im ersten Schritt wurde 1 ml Zellsuspension (1-50 x 10® PBMC) mit dem gleichen
Volumen 2 x Labeling-Losung (PBS, 0,1% HSA, 10 uM CFSE) vermischt und danach
fur 10 Minuten liegend bei 37°C auf einem MACS Roller im Dunkeln gedreht.

Diese Markierungsreaktion wurde durch Zugabe von 13 ml Markiermedium (siehe
Tabelle 3) beendet. Im Anschluss wurden die Zellen fir 10 Minuten bei 353 x g
zentrifugiert und der Uberstand danach abgesaugt. Das am Ro6hrchenboden
verbliebene Zellpellet wurde geldst und in 15 ml Markiermedium aufgenommen. Die
Suspension wurde erneut fur 5 Minuten liegend auf dem MACS Roller im Dunkeln
gedreht und anschlieRend fir 10 Minuten bei 353 x g zentrifugiert. Es wurde der
Uberstand abgesaugt und verworfen, das Zellpellet vom Rohrchenboden gelost und
wieder in 15 ml Markiermedium resuspendiert. Das Ganze wurde letztmalig auf dem
MACS Roller im Dunkeln bei 37°C fur 5 Minuten gedreht und 10 Minuten bei 353 x g
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zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand wieder abgesaugt und das vom
Rohrchenboden geldste Zellpellet in 4 ml Wachstumsmedium aufgenommen.

Von der so hergestellten Zellsuspension wurden 5 pl im Verhéltnis 1:10 mit 3%-iger
Essigsaure verdunnt und die Zellzahl anschlieBend mit Hilfe einer Neubauer-

Zahlkammer und durch Verwendung der folgenden Formeln bestimmt:
Zellen/ml = Mittelwert (Zellen) x Kammerfaktor (104) x Verdinnungsfaktor (hier 10)
Zellengesam: = Zellen/ml x vorgelegtes Volumen (hier 4 ml).

Es wurden dafir die Zellen in 16 Kleinquadraten (4 x 4 Gro3quadrate) der Neubauer-

Kammer ausgezahlt.

3.4.3 Stimulation CFSE-markierter Proben

Die im vorangegangenen Schritt hergestellte Zellsuspension wurde zuerst fir 10
Minuten bei 353 x g zentrifugiert und das vom Rohrchenboden geldste Zellpellet in
ein entsprechendes Volumen Wachstumsmedium aufgenommen, sodass in dieser

Losung 600000 PBMCs/30 pl Wachstumsmedium vorlagen.

Nun wurden pro Ansatz 30 pl dieser Zellsuspension in ein Loch einer 96-Lochplatte
gegeben und jeweils mit 30 ul eines Stimulantien-enthaltenden Wachstumsmediums
vermischt. Es ergibt sich daraus pro Loch ein Gesamtvolumen von 60 pl, welches die
Stimulantien in den Konzentrationen 4,11 pg/ml  Vollblut BKV-Antigen
beziehungsweise 2,5 ul/ml Vollblut SEB (Positivkontrolle) beinhaltet. Als
Negativkontrolle diente — wie im Kurzzeitstimulations-Assay — das L&sungsmittel

DMSO in entsprechender Konzentration (0,66%/ml).

Die beflllte 96-Lochplatte wurde daraufhin Gber Nacht bei 37°C und 5% CO2 im
Brutschrank inkubiert. Am darauffolgenden Tag (Tag 1) wurden 240 ul
Wachstumsmedium zu jedem Ansatz hinzupipettiert (Gesamtvolumen jeweils 300 pl).
An Tag 3 wurden die mit SEB stimulierten Probenansatze wegen der bei diesem

Stimulanz zu erwartenden starken Proliferation 1:2 gesplittet.

3.4.4 Ernte und Farbung CFSE-markierter stimulierter Proben

An Tag 7 der Untersuchung wurden zunéchst vorsichtig 150 upl Medium
abgenommen (Uberstand) und bei -80°C fiir eventuelle spatere Analysen von im

Rahmen der Proliferation freigesetzten Zytokinen eingefroren.
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Die sich in den verbleibenden 150 pl Wachstumsmedium befindenden Zellen wurden
resuspendiert und in FACS-Ro6hrchen uberfuhrt. AnschlieRend wurden eventuell
zurlckgebliebene Zellen durch zweimaliges Spilen mit je 200 ul PBS ebenfalls in die
FACS-RoOhrchen Ubertragen. Nach Zugabe von jeweils 100 pl/ml 20 mM EDTA in
H20dest. in jedes FACS-RoOhrchen wurden die Ansatze fur 10 Sekunden auf dem

Vortex gut durchmischt.

Nach Inkubation der Anséatze fur 15 Minuten bei RT im Dunkeln wurden je Réhrchen
2 ml FACS-Puffer hinzugefiigt und diese dann fur 10 Minuten bei 353 x ¢
zentrifugiert. Im darauffolgenden Schritt wurden die Zellen nach Absaugen des
Uberstandes in jeweils 50 pl Antikdrpermischung aufgenommen (siehe Tabelle 7)
und fir 30 bis 45 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach erfolgte die erneute
Zugabe von 3 ml FACS-Puffer je Ansatz und Zentrifugation fir 10 Minuten bei
353 x g. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen fir die folgende
durchflusszytometrische Analyse in jeweils 300 ul PBS/1% PFA aufgenommen.

3.4.5 Durchflusszytometrische Messung und deren Auswertung nach der
Zellkultur

Alle Messungen und deren Auswertung erfolgten am FACS Canto |I-
Durchflusszytometer unter Verwendung der FACS Diva Software Version 6.1.3.

Bei den Proliferations-Assays wurden pro Ansatz 10000-100000 CD3 positive Zellen
durchflusszytometrisch erfasst und eine Gating-Strategie zur Auswertung festgelegt
(siehe Abbildung 2).

Tabelle 7: Zusammensetzung der Antikérpermischung fir die FACS-Farbung im Proliferations-
Assay.

Antikdrper Fluoreszenzmarker Menge in pl
anti-CD4 PE 4

anti-CD8 PerCP 6

anti-CD3 APC 1
FACS-Puffer 39

gesamt 50
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Abbildung 1: Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Analyse der Proliferation von
Lymphozytensubpopulationen. Innerhalb der Gesamtlymphozytenpopulation im Probanden-Vollblut
werden CD3 positive T Zellen eingegrenzt und diese Subpopulation anhand der vorhandenen
Oberflachenmarker CD4 und CD8 aufgetrennt. Die Proliferation dieser T Zellsubpopulationen wird mit
Hilfe des CFSE (Carboxy-Fluorescein-Succinimidyl-Ester)-Signals in separaten Histogrammen
graphisch dargestellt. (FSC=Vorwartsscatter; SSC=Seitwartsscatter)

3.5 Bestimmung des BKV-spezifischen Serostatus

Der Nachweis BKV-spezifischer Antikérper (IgM und 1gG) erfolgte in 1:400
verdiinntem Probandenplasma. Im verwendeten ELISA dienten 50 ng gebundene
BKV-ahnliche Partikel (BKV-like particles, VLP) als Antigene. Diese wurden aus
gereinigten VP1-produzierenden Baculovirus-infizierten SF9 Zellen nach Lyse und
Gradientenzentrifugation gewonnen. Eine positive BKV-spezifische
Antikorperreaktion war dabei definiert als Uberschreiten des Grenzwerts von 0,110
bei einer optischen Dichte (OD) 492 nm nach Abzug von nicht-VLP-exprimierenden
Lysaten (Negativkontrolle) (GINEVRI et al., 2007).

Die im Rahmen dieser Arbeit rekrutierten Serumproben wurden durch die
Arbeitsgruppe um Prof. H. Hirsch (Institut fir Transplantationsvirologie der

Universitat Basel) analysiert.
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3.6 Patienten und Probandenkollektiv

Alle Vollblutproben wurden in Zusammenarbeit mit den kooperierenden Abteilungen
der Universitatskliniken des Saarlandes Homburg/Saar (Klinik fur Innere Medizin 1V -
Nieren- und Hochdruckkrankheiten; Kliniken fir Kinder- und Jugendmedizin) nach
Aufklarung mit Einverstandnis des jeweiligen Probanden beziehungsweise der
erziehungsberechtigten Personen fur dieses Projekt gesammelt. Die Studie wurde

nach Genehmigung durch die saarlandische Ethikkommission durchgefuhrt.

Es wurde ein Gesamtkollektiv von 185 Probanden untersucht (siehe Tabelle 8).
Dieses setzte sich zusammen aus 122 gesunden Kontrollen (Alter 27,60 + 21,21
Jahre, 1-84 Jahre) sowie 38 Nierentransplantatempfangern (RTX; Alter 55,20 + 14,89
Jahre, 28-74 Jahre), von denen bei 14 Probanden (RTX-BKVpos; Alter 61,79 + 10,78
Jahre) zurickliegend eine BKV-Reaktivierung nachgewiesen werden konnte
(Nachweiskriterien siehe Abschnitt 3.7). Bei den Ubrigen 24 Organempfangern war
zum Zeitpunkt der Untersuchung in der Vergangenheit weder eine klinisch manifeste
BK-Virurie noch -Viramie aufgetreten (RTX-BKVneg; Alter 51,36 + 15,78 Jahre), sie

erflllten keines der unter Abschnitt 3.7 zusammengefassten Kriterien.

Alters-angepasst zu den 38 Nierentransplantatempfangern wurde aus der
Gesamtheit der 122 immungesunden Kontrollen ein Kollektiv aus 23
Kontrollpersonen (Kontrollen; Alter 56,32 + 16,04 Jahre) zusammengestellt sowie 25
Hamodialysepatienten (HD; Alter 61,34 + 17,95 Jahre, 24-83 Jahre) als Vor-
Transplantationskontrollen eingeschlossen (siehe Tabelle 9).

Tabelle 8: Das untersuchte Gesamtkollektiv (n = 185) mit Eigenschaften der Subgruppen.

Subgruppe Eigenschaften Alter mittleres Alter

122 Kontrollen gesunde Individuen 1-84 Jahre 27,60 = 21,21 Jahre

38 RTx Nierentransplantatempfanger 28-74 Jahre 55,20 + 14,89 Jahre
24 RTx-BKVneg ohne nachgewiesene BK Viramie 51,36 + 15,78 Jahre
14 RTx-BKVpos mit nachgewiesener BK Viramie 61,79 + 10,78 Jahre

25 HD Hamodialysepatienten 24-83 Jahre 61,34 + 17,95 Jahre

(RTx = Nierentransplantatempfanger, RTx-BKVneg/pos = Nierentransplantatempfanger ohne/mit
klinisch manifeste(r) BKV-Reaktivierung, HD = Hadmodialysepatienten).
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Tabelle 9: Eigenschaften der Alters-angepassten Probandenkollektive.

Kollektiv Kontrollen HD RTx-BKVneg RTx-BKVpos
Anzahl 23 25 24 14

Alter (Jahren) 56,32 +16,04 61,34+17,95 51,36+15,78 61,79+ 10,78
Zeitraum seit Tx (Monate) n.b. n.b. 24,78 +27,06 18,20 + 19,79

Zeitraum seit klinisch manifester
BKV-Reaktivierung (Monate) n.b. n.b. n.b. 14,17 + 17,26

(Tx = Transplantation, HD = Hamodialysepatienten, RTx-BKVneg/pos = Nierentransplantatempféanger
ohne/mit klinisch manifeste(r) BKV-Reaktivierung, n.b. = nicht bestimmbar).

Die Proliferationsaktivitat BKV-spezifischer T Zellen wurde anhand der
Vollblutproben von 29 immungesunden Kontrollpersonen (Alter 36,47 + 24,04 Jahre),
11 RTx-BKVpos-Patienten (Alter 61,36 =+ 11,75 Jahre), 11 RTx-BKVneg-Patienten
(Alter 57,44 = 14,57 Jahre) sowie 10 HD-Patienten (Alter 66,03 + 15,04 Jahre)

untersucht.

Die Analyse BKV-spezifischer IgG- und IgM-Antikoérper erfolgte in Serumproben von
154 Probanden (116 gesunde Kontrollen, 22 H&amodialysepatienten und 16
Nierentransplantatempfanger (11 RTx-BKVneg, 5 RTx-BKVpos).

3.7 Nachweiskriterien einer manifesten BKV-Reaktivierung

Kriterien flr das Vorliegen einer klinisch manifesten BKV-Reaktivierung wurden wie
folgt definiert: 1. durch den Nachweis von mehr als 10* BKV-DNA-Kopien/ml Plasma
oder mehr als 10" BKV-DNA-Kopien/ml Urin in mindestens zwei aufeinanderfolgend
untersuchten Proben oder 2. durch den Nachweis von mehr als 10 BKV-DNA-
Kopien/ml Plasma oder mehr als 107 BKV-DNA-Kopien/ml Urin in einer untersuchten
Probe in Kombination mit einem nicht auf andere Ursachen zurtckfihrbaren
zeitnahen Anstieg des Serumkreatinins oder 3. durch den Nachweis von mehr als
10° BKV-DNA-Kopien/ml Plasma und mehr als 10%° BKV-DNA-Kopien/ml Urin in
Kombination mit einem zeithahen Serumkreatinin-Anstieg, welcher sich unter
reduzierter bzw. umgestellter immunsuppressiver Therapie rucklaufig prasentiert
oder 4. durch das Vorliegen einer Biopsie-gesicherten BKV-assoziierten
Nephropathie (BKVN).
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3.8 Statistische Analysen

Alle statistischen Berechnungen wurden mithilfe von GraphPad Prism® durchgefihrt.
Zur Analyse gepaarter, nicht-parametrischer Daten wurde der Friedman-Test
(ANOVA) eingesetzt, fur ungepaarte, nicht-parametrische Daten der Kruskal-Wallis-
Test (ANOVA). Die Korrelationsanalysen erfolgten mit dem Spearman-Test. Bei
samtlichen durchgefihrten Auswertungen wurde ein Signifikanzwert von p<0,05 als

Bestatigung der statistischen Signifikanz der Testergebnisse angenommen.

3.9 Software

Die in Tabelle aufgefiihrte Software kam im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz.

Tabelle 10: Software

Software Firma, Firmensitz

GraphPad Prism Version 5.02 GraphPad, La Jolla (San Diego, CA)
BD FACSDiva Software Version 6.1.3 BD Biosciences, Heidelberg

Microsoft Office Microsoft, Redmond (USA)

Endnote X4 Adept Scientific GmbH, Frankfurt/Main
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4 Ergebnisse

Zur Charakterisierung der Altersabhangigkeit der BKV-spezifischen T zellularen
Immunantwort wurden zum einen immungesunde Kontrollpersonen hinsichtlich ihrer
BKV-spezifischen Immunantwort untersucht. Diese wurde anschliefend mit der
zellularen BKV-spezifischen Immunitat von Nierentransplantatempfangern mit oder
ohne nachgewiesene/r BKV-Reaktivierung nach Transplantation verglichen. Ziel
dessen war, Aussagen Uber deren Risiko der Ausbildung von Virus-assoziierten
Komplikationen unter Immunsuppression treffen zu kobnnen. Als Vor-
Transplantationskontrollen wurde zusétzlich ein Kollektiv von Hamodialysepatienten
untersucht, welches im Zusammenhang mit ihrer chronischen Nierenerkrankung -
wie die medikamentds immunsupprimierten Organempfanger - ebenfalls als

immundefizient eingestuft wird.

Zur Charakterisierung der Funktionalitat der detektierbaren BKV-spezifischen T
Zellen wurde zum einen Zytokinexpressionsprofile der entsprechenden
Zellpopulation untersucht. Mithilfe der Durchflusszytometrie ist es mdoglich, die
Expression mehrerer Zytokine simultan zu messen und damit die entsprechenden
Zytokin-exprimierenden T Zellpopulationen funktionell voneinander zu trennen und
hinsichtlich ihrer immunologischen Funktion naher zu charakterisieren. Zum anderen
wurde die Fahigkeit BKV-spezifischer T Zellen zur Proliferation untersucht. Der
Auswertungsalgorithmus der BKV-spezifischen zellularen und humoralen
Immunantwort sowie die jeweils untersuchten Probanden- und Patientenkollektive

sind in Abbildung 3 dargestellt.
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Gesamtkollektiv (n = 185)

gesunde Kontrollen Risikogruppen
(n=122; 1-84 Jahre) (n = 86; 24-84 Jahre)

Analyse nach Altersgruppen Risikoadaptierte Analyse
(in Jahren; 0-10, 10-20, (HD, RTx-BKVneg, RTX-BKVpos
20-30, 3040, 40-60, =60) + altersangepasst 23 gesunde

Kontrollen aus n = 122)

Quantitative Analyse:
CD4 T Zell-Zytokinexpression
IgG- und IgM-Antikdrpertiter

Funktionalitdisanalyse:
CD4 T Zell- Zytokinexpressionsprofile
CD4 und CD8 T Zellproliferationsaktivitat

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Auswertungsalgorithmus der BKV-spezifischen
zellularen und humoralen Immunantwort.
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Abbildung 4: Durchflusszytometrische Analyse der BKV-spezifischen CD69 positiven IFNy-
produzierenden CD4 T Zellen. Dargestellt sind die CD4 T Zellen aus dem Vollblut einer 24-jahrigen
Nierentransplantatempfangerin nach Stimulation mit dem Lésungsmittel DMSO als Negativkontrolle,
Uberlappenden Peptiden von BKV-VP1 und BKV-Large T-Antigen sowie dem bakteriellen
Superantigen SEB als Positivkontrolle nach der durchflusszytometrischen Messung. Aktivierte, CD69
positive IFNy-produzierende CD4 T Zellen zeigen sich jeweils im rechten oberen Quandranten der
Diagramme (keine nachweisbaren aktivierten Zellen in der Negativkontrolle; in der BKV-Antigenprobe
sowie in der Positivkontrolle sind aktivierte CD4 T Zellen deutlich nachweisbar).

4.1 Durchflusszytometrischer Nachweis der BKV-spezifischen Immunitat:
errechneter Grenzwert IFNy-produzierender CD69 positiver CD4 T Zellen

Zur Untersuchung der BKV-spezifischen T zellularen Immunantwort wurden ein
durchflusszytometrischer Assay zur Analyse der spezifischen Zytokininduktion
(Kurzzeitstimulation) aus Vollblutproben verwendet. Dazu wurde zum einen ein
Gemisch aus Uberlappenden 15-ermer-Peptiden des BKV-Large T- und BKV-VP1-
Antigens als Stimulanz der BKV-spezifischen Immunantwort und zum anderen das
Lésungsmittel DMSO als Negativkontrolle sowie das polyklonale Superantigen SEB

als Positivkontrolle eingesetzt.

Die Ko-Expression des Aktivierungsmarkers CD69 und des Zytokins IFNy nach 6-
stundiger Stimulation der Vollblutproben diente dabei der Auslese spezifischer CD4 T
Zellen aus der Gesamtpopulation aller messbaren T Zellen des jeweiligen
Probanden. Abbildung 4 verdeutlicht als reprasentatives Beispiel, dass sich BKV-
spezifische T Zellen mithilfe der Kurzzeitstimulation und den dabei eingesetzten
BKV-Antigenen qualitativ nachweisen und anhand ihrer Funktionalitdt quantitativ
detektieren lassen (hier 0,058%). Im Gegensatz dazu finden sich in der
Negativkontrolle keine bzw. nur vereinzelte CD4 T Zellen (DMSO, rechter oberer

Quadrant des Diagramms, hier 0,001%), wahrend in der Positivkontrolle
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erwartungsgemal eine grof3e Subpopulation aktivierter CD4 T Zellen nachweisbar ist
(SEB, rechter oberer Quadrant, hier 4,747%).

Der Grenzwert, welcher eine positive BKV-spezifische T zellulare Immunantwort
definiert, wurde anhand der natirlichen Streuung aller vorhandenen Messungen aus
DMSO-versetzten Proben BKV-negativer Kontrollpersonen definiert. Dieser
Grenzwert lasst auf der dargestellten Berechnungsgrundlage eine Unterscheidung
derjenigen Personen mit BKV-spezifischer Immunabwehr nach stattgehabter
Virusexposition von Virus-naiven Personen zu. Hierzu wurden die Negativkontrollen,
das heil3t nur mit dem Ldsungsmittel DMSO als Stimulanz versetzte Proben, aller
351 bis zu diesem Zeitpunkt gemessenen Probanden (von denen insgesamt 185 in
diese Arbeit eingeschlossen wurden) ausgewertet. Aus allen 351 Proben wurde ein
Median des prozentualen Anteils reaktiver CD4 T Zellen an allen CD4 T Zellen mit
0,0031% berechnet. Jeder einzelne der bestimmten Werte fur die Negativkontrollen,
welcher oberhalb dieses errechneten Medians lag, wurde, nach vorheriger
Logarithmierung, am logarithmierten Median gespiegelt. AnschlieRend wurde aus
den oberhalb des Medians liegenden logarithmierten Ausgangswerten und den
unterhalb liegenden, gespiegelten Werten der Mittelwert mit Standardabweichung
bestimmt. Der errechnete Grenzwert ergab sich schlie3lich mit 0,027% durch die
Summe aus diesem Mittelwert und der zweifachen Standardabweichung nach
erfolgter Delogarithmierung. Lag demnach der Anteil BKV-spezifischer IFNy-
produzierender CD69 positiver CD4 T Zellen bei = 0,027% der Gesamtpopulation
von CD4 T Zellen, war bei der untersuchten Person von einem stattgehabten Kontakt

mit dem BK Virus auszugehen.
4.2 Altersabhangigkeit der BKV-spezifischen Immunantwort
4.2.1 Quantitative Analyse reaktiver CD4 T Zellen und Antikorpertiter

Zur naheren Charakterisierung der Altersabhéangigkeit der BKV-spezifischen
zellularen  Immunantwort  immungesunder  Kontrollpersonen  wurden 122
immungesunde Probanden in 6 Altersgruppen eingeteilt (>0 bis <10 Jahre (27/122,
22,1%), >10 bis <20Jahre (30/122, 24,6%), >20 bis <30Jahre (19/122, 15,6%), >30
bis <40Jahre (15/122, 12,3%), >40 bis <60Jahre (19/122, 15,6%), >60 Jahre (12/122,
9,8%)).
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Abbildung 5: Altersabhangigkeit der BKV-spezifischen T Zellantwort. Darstellung der reaktiven
CD4 T Zellen gegen BKV-Antigen (A) und gegen SEB als Positivkontrolle (B) aller 122 gesunder
Kontrollen nach Altersgruppen. (DL = errechneter Grenzwert (0,027%) = hellgriin gestrichelte Linie,
rot = Mediane)

Die Auswertung der BKV-spezifischen Immunantwort der 122 gesunden Kontrollen
zeigte einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen dem Alter der
Probanden und der Frequenz spezifischer reaktiver CD4 T Zellen (p < 0,0059 fur
BKV, Abbildung 5A). Unter der Annahme einer BKV-Primarinfektion in der Kindheit
wird dabei eine Zunahme der Frequenz BKV-spezifischer CD4 T Zellen vom
Kindesalter bis in das junge Erwachsenenalter beobachtet. Maximale Frequenzen
finden sich in der Altersgruppe der 20-30-jahrigen, wo 68,4% der untersuchten
Personen eine positive CD4 T zellulare Immunantwort oberhalb des errechneten
Grenzwerts zeigen. Des Weiteren liegt nur innerhalb dieser Gruppe der Median mit
0,042% oberhalb des errechneten Grenzwerts von 0,027%. Mit Beginn der dritten
Altersdekade ist die messbare Anzahl BKV-spezifischer CD4 T Zellen erneut deutlich
regredient (Abbildung 5A). Demgegeniber waren SEB-reaktive CD4 T Zellen bei
allen Probanden nachweisbar. Auch diese zeigten einen Frequenzanstieg im frihen
Kindesalter (Abbildung 5B).

Die Nachweisgrenze fur das Vorliegen einer humoralen Immunitat gegen BKV nach
vorangegangenem Viruskontakt wurde durch die Arbeitsgruppe um Egli in
umfangreichen Serumanalysen von 400 immungesunden Probanden bei ODao2
0,110 festgelegt (EGLI et al., 2009a). ODao2 bezeichnet dabei die bei einer
Wellenlange von 492 nm gemessene optische Dichte des untersuchten Materials.
Innerhalb unserer Analysen liegen die Mediane der anti-BKV-IgG Titer in allen

Altersgruppen der gesunden Kontrollen oberhalb der Nachweisgrenze von ODag2
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Abbildung 6: Altersabhangigkeit der BKV-spezifischen humoralen Immunantwort. Darstellung
der BKV-spezifischen (A) IgG Titer und (B) IgM Titer aller 122 gesunden Kontrollen nach
Altersgruppen. Die hellgrin gestrichelte Linie markiert den Grenzwert der positiven serologischen
Immunantwort (Nachweisgrenze ODag2 0,110) (EGLI et al., 2009a), orange = Mediane.

0,110 als Ausdruck der aus der Literatur bekannten sehr hohen BKV-

Durchseuchungsrate in der Allgemeinbevdlkerung.

Wie fur die Fraktion der reaktiven BKV-spezifischen CD4 T Zellen gezeigt (Abbildung
5A) finden sich die hdchsten BKV-1gG-Antikorpertiter ebenso in der Altersgruppe der
20-30-jahrigen (Median ODa92 0,4681). Auch hier sind die Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen von statistischer Signifikanz (p = 0,0050, Abbildung 6A).

Eine anti-BKV-IgM-Seropositivitat ist innerhalb der gesunden Kontrollen nur in 6 von
122 Féallen (4,9%) nachweisbar. In allen Altersgruppen liegt der Median der IgM-
Antikorpertiter unterhalb der Nachweisgrenze (maximaler Median ODag2 0,0762 in
der Gruppe der 20-30-jahrigen) als Ausdruck fehlender akuter BKV-Primarinfektionen
oder -Reaktivierungen der untersuchten Kollektive zum Zeitpunkt der Messungen.
Die Unterschiede zwischen den Altersgruppen sind zudem nicht statistisch signifikant
(p = 0,8141, Abbildung 6B).

Der oben beschriebene Zusammenhang zwischen den detektierbaren BKV-
spezifischen CD4 T Zellen und den entsprechenden anti-BKV-IgG Titern in der
Gruppe der 20-30-jahrigen gesunden Kontrollen (19/122, 15,6%) spiegelt sich in der
durchgefiihrten Korrelationsanalyse dieser Messgréf3en wider: es lasst sich ein
deutlicher linearer Zusammenhang zwischen den spezifischen CD4 T Zellen und den
spezifischen Antikorpertitern innerhalb des Kollektivs der 122 gesunden Kontrollen
nachweisen (Korrelationskoeffizient r = 0,5428). Diese Korrelation ist von
statistischer Signifikanz (p < 0,0001, Abbildung 7).
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Abbildung 7: Korrelation der reaktiven CD4 T Zellen mit den BKV-lgG-Antikdrpertitern im
Serum. Die hellgriin gestrichelte vertikale Linie markiert die Antikbrpernachweisgrenze von ODag2
0,110, die hellgriin gestrichelte horizontale Linie den errechneten CD4 T Zellgrenzwert von 0,027%.

4.2.2 Funktionalitat der detektierbaren reaktiven CD4 T Zellen

4.2.2.1 Zytokinexpressionsprofile

Der Anteil dreifach Zytokin-positiver CD4 T Zellen an der Fraktion detektierbarer
BKV-spezifischer CD4 T Zellen ist innerhalb des Kollektivs gesunder Kontrollen am
groliten. Sie produzieren die Zytokine IFNy sowie gleichzeitig IL-2 und TNFa.
Reprasentative Messungen BKV- und SEB-reaktiver CD4 T Zellen eines gesunden
Probanden sind in Abbildung 8A und C gezeigt. Der Anteil dreifachpositiver BKV-
spezifischer CD4 T Zellen ist innerhalb der untersuchten gesunden Kontrollen mit
62,26% = 19,98% groRer als der Anteil IFNy-einfach- und IFNy-TNFa-doppelt
positiver (22,54% * 22,36%) bzw. IL-2-einfach- und IL-2-IFNy-doppelt positiver CD4
T Zellen (15,20% + 9,71%, Abbildung 8B). Diese Verteilung unterschied sich deutlich
von dem Zytokinprofil SEB-reaktiver CD4 T Zellen, bei denen der Anteil dreifach-

positiver Zellen am geringsten war (Abbildung 8D).
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Abbildung 8: Dominanz multifunktionaler BKV-spezifischer T Zellen bei Immungesunden.
Durchflusszytometrische und prozentuale quantitative Darstellung der CD4 T zellularen singuléren
bzw. simultanen Expression von IL-2, TNFa und IFNy nach BKV Stimulation (A/B) und SEB-
Stimulation (C/D) innerhalb des Kollektivs gesunder Kontrollen (n = 122).

4.2.2.2 Proliferation spezifischer T Zellen

Neben der Analyse der Zytokinprofile BKV-spezifischer T Zellen wurde zudem deren
Fahigkeit zur Proliferation charakterisiert. Abbildung 9A zeigt ein reprasentatives
Beispiel einer Messung, in der die proliferierten reaktiven CD4 T Zellen aus dem
Vollblut einer 59-jahrigen Nierentransplantatempfangerin nach Anlage von
Zellkulturen mit den Stimulanzien DMSO als Negativkontrolle, Uberlappenden
Peptiden von BKV-VP1 und BKV-Large T-Antigen sowie SEB als Positivkontrolle,
dargestellt sind. Der Antell proliferierender Zellen aus der
Gesamtlymphozytenpopulation ist durch Abnahme der CFSE-Fluoreszenz

abgrenzbar und wurde zudem sowohl fiir CD4 als auch fur CD8 T Zellen gemessen.
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Abbildung 9: Durchflusszytometrische Analyse der Proliferation BKV-spezifischer T Zellen.
Repréasentative Messung der Proliferation anhand der Abnahme des CFSE-Signals (A). Darstellung
des prozentualen Anteils proliferierter reaktiver CD4 T Zellen (B/C) und CD8 T Zellen (D/E) von 29
immungesunden Kontrollpersonen nach Stimulanz (BKV-Antigen (B/D), Positivkontrolle SEB (C/E))
und Altersgruppen. Die hellgriin gestrichelten Linien markieren die Nachweisgrenze der aktiven
Proliferation, welche bei der Positivkontrolle SEB bei 0%, d.h. es proliferieren nur reaktive T Zellen,
und bei dem BKV-Antigen bei 1% (um falsch positive Ergebnisse, z.B. durch Verunreinigungen, zu
vermeiden) liegt. (rot/blau = Mediane) (CFSE = Carboxy-Fluorescein-Succinimidyl-Ester)
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Zur besseren Vergleichbarkeit und zur Analyse einer Altersabhéngigkeit wurden die
mittels Proliferationsanalyse untersuchten 29 gesunden Kontrollen in 3 Altersgruppen
eingeteilt (0-20 Jahre (8/29, 27,6%), 20-40 Jahre (10/29, 34,5%), >40 Jahre (11/29,
37,9%).

Dabei ist die Proliferationsfahigkeit nach entsprechender Stimulation der
detektierbaren BKV-spezifischen CD4 T Zellen in der Altersgruppe der 20-40-
jahrigen jungen Erwachsenen signifikant grol3er (Median 3,8867%) als in der Gruppe
der 0-20-jahrigen bzw. der alter als 40-jahrigen gesunden Kontrollen (p = 0,0321,
Abbildung 9B), wahrend keine Unterschiede in der Proliferation SEB reaktiver CD4 T
Zellen zu detektieren waren (Abbildung 9C).

Fur die BKV-spezifischen CD8 T Zellen konnte im Gegensatz zu den reaktiven CD4
T Zellen lediglich eine Tendenz zu héheren Proliferationsleveln in der Altersgruppe
der 20-40-jahrigen nachgewiesen werden, der Median liegt mit 0,7492% unterhalb
der Nachweisgrenze von 1%. Die Altersgruppen unterscheiden sich weder nach
BKV- (p = 0,3936, Abbildung 9D) noch nach SEB-Stimulation (Abbildung 9E).

4.3 Risikoadaptierte Analyse der BKV-spezifischen Immunantwort

4.3.1 Quantitative Analyse reaktiver CD4 T Zellen und Antikdrpertiter

Zur Beurteilung des Einflusses einer stattgehabten BKV-Reaktivierung unter
medikamentéser Immunsuppression nach Nierentransplantation auf die BKV-
spezifische zellulare Immunantwort wurden Vollblutproben von insgesamt 86
Probanden untersucht: 24/86 (27,9%) Nierentransplantatempfanger ohne
stattgehabte BKV-Reaktivierung nach oben beschriebener Definition (siehe 3.6.2)
und 14/86 (16,3%) Nierentransplantatempfanger mit nachgewiesener BKV-
Reaktivierung nach o.b. Definition (siehe 3.6.2). Zudem wurden 25 (29,1%)
Hamodialysepatienten als Pra-Transplantationskontrollen sowie 23 (26,7%) gesunde
Kontrollen aus dem Gesamtkollektiv der 122 gesunden Kontrollpersonen Alters-

angepasst hinzugezogen (siehe Tabelle 9).

Hierbei zeigen Nierentransplantatempfanger nach Kklinisch relevanter BKV-
Problematik die hochsten CD4 T Zellfrequenzen im Vergleich mit den anderen
Risikogruppen. Nur innerhalb dieses Kollektivs liegt der Median mit 0,1053%
oberhalb des errechneten Grenzwerts von 0,027%. Bei Nierentransplantatempfanger

ohne stattgehabte BKV-Komplikation finden sich im Median 0,014% reaktive
55



CD4 T Zellen, bei Hamodialysepatienten mit im Median 0,011% die niedrigste
Frequenz BKV-spezifischer CD4 T Zellen und bei den gesunden Kontrollen im
Median 0,016%. Dabei sind die Unterschiede zwischen den untersuchten Kollektiven
von statistischer Signifikanz (p = 0,0002, Abbildung 10A), wahrend keine
Unterschiede in der Frequenz SEB-reaktiver CD4 T Zellen detektierbar waren
(Abbildung 10B).
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Abbildung 10: Hohe Frequenz BKV-spezifischer CD4 T Zellen bei Patienten mit BKV-
Reaktivierung. Graphische Darstellung des Anteils reaktiver CD4 T Zellen gegen BKV als Stimulanz
(B) sowie gegen die Positivkontrolle SEB (B) in den einzelnen Kollektiven gesunde Kontrollen
(Kontrollen, n = 23), Hamodialysepatienten (HD, n = 25) und Nierentransplantatempféanger ohne (RTx-
BKVneg, n = 24) bzw. mit klinisch relevanter BK Virus-Reaktivierung (RTx-BKVpos, n = 14).
(DL = errechneter Grenzwert (0,027%), rot = Mediane)

Auch die parallel bestimmten BKV-spezifischen IgG-Antikérpertiter demonstrieren
den Zusammenhang zwischen der detektierbaren BKV-spezifischen Immunitat und
einer vorangegangenen BKV-Reaktivierung (Abbildung 11A). Bei
Nierentransplantatempfangern mit einer stattgehabten BKV-Reaktivierung (11/71
(15,5%)) lassen sich statistisch signifikant hdéhere anti-BKV-IgG-Titer nachweisen
(Median ODag2 0,8861; p = 0,0029) als bei Nierentransplantatempfangern ohne BKV-
Problematik in der Vergangenheit (15/71 (21,1%), Median ODag2 0,2643), den
immunologisch gesunden Kontrollen (23/71 (32,4%), Median ODa492 0,1568) oder den
Hamodialysepatienten (22/71 (31,0%), Median ODag2 0,1630).

Die detektierbaren anti-BKV-IgM Titer stellten sich mit einer Tendenz zu héheren
Antikdrperleveln in der Gruppe der Nierentransplantatempfanger mit nachgewiesener
BKV-Reaktivierung im Vergleich zu den anderen Kollektiven dar, der Median lag mit
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Abbildung 11: Hohe Antikdrpertiter bei Patienten mit BKV-Reaktivierung. Graphische
Darstellung der BKV-spezifischen 1gG- (A) und IgM- (B) Antikdrpertiter in den einzelnen Kollektiven
gesunde Kontrollen (Kontrollen, n = 23), Hamodialysepatienten (HD, n = 22) und

Nierentransplantatempfanger ohne (RTx-BKVneg, n = 15) bzw. mit klinisch relevanter BK Virus-
Reaktivierung (RTx-BKVpos, n = 11). (hellgrin gestrichelte Linie = Grenzwert der positiven
serologischen Immunantwort (Nachweisgrenze ODa4g2 0,110) (EGLI et al., 2009a), orange = Mediane)

ODag2 0,1041 knapp oberhalb der Nachweisgrenze einer akuten oder subakuten BKV-
Problematik (Nierentransplantatempfanger ohne BKV-Reaktivierung Median ODag
0,0692, Hamodialysepatienten Median OD.g, 0,0568, gesunde Kontrollen Median
ODa.g, 0,0664, Abbildung 11B). Vier der 11 Probanden im Kollektiv der Nieren-
transplantatempfanger nach BKV-Problematik zeigten eine BKV-spezifische IgM-
Aktivitat deutlich und einer der 11 Probanden knapp oberhalb der festgelegten
Grenze von ODug,. Diese Messergebnisse kdnnten Ausdruck einer zeitlichen Latenz
von weniger als vier Wochen zu der klinisch manifesten BKV-Reaktivierung der
entsprechenden Nierentransplantatempfanger sein. Die Unterschiede zwischen den
untersuchten Kollektiven zeigten in diesem Zusammenhang statistische Signifikanz
(p = 0,0309).

4.3.2 Funktionalitat der detektierbaren reaktiven CD4 T Zellen bei

Risikokollektiven

4.3.2.1 Zytokinexpressionsprofile

Interessanterweise war der Anteil der multifunktionalen dreifach Zytokin-positiven
CD4 T Zellen an den detektierbaren BKV-spezifischen CD4 T Zellen mit 43,92% +
17,59 bei Nierentransplantatempfangern mit vorangegangener BKV-Reaktivierung

(14/86 (16,3%)) am geringsten im Vergleich zu den Nierentransplantatempfangern
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Abbildung 12: Verlust multifunktioneller BKV-spezifischer CD4 T Zellen bei Patienten mit
BKV-Reaktivierung.  Zytokinprofile mit  Darstellung des prozentualen Anteils  (mit
Standardabweichung) der IL-2 einfach oder doppelt (weiR), IFNy- und/oder TNFa-einfach oder
doppelt (grau) sowie der IL-2- IFNy-TNFa- dreifach positiven (schwarz) CD4 T Zellen an der
Gesamtheit der detektierbaren BKV- und SEB-spezifischen CD4 T Zellen unterteilt nach den
einzelnen Risikogruppen (Nierentransplantatempféanger ohne nachgewiesene BK Virdmie und
Nierentransplantatempfanger mit nachgewiesener BK Viramie) und Kontrollen (Kontrollen,
Hamodialysepatienten (HD)).

ohne nachweisbare BKV-Reaktivierung (24/86 (27,9%)) mit 56,28% * 22,43% IFNy-
TNFa-IL-2-positiven CD 4 T Zellen, den Hamodialysepatienten (25/86 (29,1%)) mit
67,04% = 11,10 und den gesunden Kontrollen (23/86 (26,7%)) mit 65,99% + 20,05%
IFNy-TNFa-IL-2-positiven CD4 T Zellen (Abbildung 12).

Die Ergebnisse zeigen, dass diese Abnahme dreifach Zytokin-positiver CD4 T Zellen
mit einer Zunahme der IFNy- und/oder TNFa-einfach oder doppelt positiven CD4 T

Zellen (31,38% =+ 18,75) bzw. IL-2 einfach oder doppelt positiven CD4 T Zellen
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(24,70% = 8,81) nach klinisch manifester BKV-Problematik vergesellschaftet zu sein
scheint.

4.3.2.2 Proliferation spezifischer T Zellen

Beim Vergleich der BKV-spezifischen Proliferation zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Risikogruppen (CD4 p = 0,1644;
CD8 p = 0,0499, Abbildung 13).

Die Proliferationsaktivitdit der BKV-spezifischen CD4 T Zellen ist bei
Nierentransplantatempfangern nach stattgehabter BKV-Reaktivierung mit im Median
6,638% deutlich hoher als bei denen ohne BKV-Reaktivierung (Median 0,7103%),
den Hamodialysepatienten (Median 0,7552%) und den gesunden Kontrollen (Median
1,2725%), wobei dieser Unterschied weder nach BKV Stimulation (Abbildung 13A)
noch nach SEB Stimulation statistische Signifikanz erreicht (Abbildung 13B).

Spezifische CD8 T Zellen zeigen lediglich ein Trend zu hoéheren Proliferationsleveln
in der Gruppe der Nierentransplantatempfanger mit nachgewiesener BKV-
Reaktivierung (Median 1,147%) im Vergleich zu den restlichen Gruppen
(Nierentransplantatempfanger ohne  BKV-Reaktivierung  Median  0,1135%,
Hamodialysepatienten Median 0,1049%, Kontrollen Median 0,3924%, Abbildung
13C). Demgegeniiber waren keine signifikanten Unterschiede in der Proliferation
SEB-reaktiver CD8 T Zellen zu beobachten (Abbildung 13D).
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Abbildung 13: Keine Unterschiede in der BKV-spezifischen T Zellproliferation. Darstellung
des prozentualen Anteils proliferierter reaktiver CD4 T Zellen (A/B) oder CD8 T Zellen (C/D) nach
Stimulation mit BKV-Antigen (A/C) oder der Positivkontrolle SEB (B/D) bei Risikogruppen (RTx-
BKVneg n = 11, RTx-BKVpos n = 11) und Kontrollen (Immungesunde Kontrollen n = 9, HD n = 10).
Die hellgruin gestrichelten Linien markieren die Nachweisgrenze der aktiven Proliferation, welche bei
der Positivkontrolle SEB bei 0%, d.h. es proliferieren nur reaktive T Zellen, und bei dem BKV-Antigen
bei 1% (um falsch positive Ergebnisse, z.B. durch Verunreinigungen, zu vermeiden) liegt.
(rot = Mediane)
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5 Diskussion

Die BK Virusreplikation ist eine der infektiocsen Hauptkomplikationen in der
Nachsorge immunsupprimierter Nierentransplantatempfanger, die zu einer
vorzeitigen  Transplantatfunktionsverschlechterung in mehr als 50% der
beschriebenen Falle fuhrt (HIRSCH, STEIGER, 2003; HIRSCH et al., 2005;
VASUDEV et al., 2005). Im Gegensatz dazu verursacht das BK Virus keine
relevanten Schaden bei immunkompetenten Personen, obwohl auch bei diesen in
regelmaliigen Abstanden Reaktivierungen begleitet von leichten Virurien auftreten
(POLO et al., 2004; ZHONG et al., 2007).

Ziel dieser Arbeit war zum einen eine detaillierte quantitative sowie funktionelle
Charakterisierung BKV-spezifischer T Zellen immungesunder Personen. Hierzu
wurde eine groRe Kohorte mit weiten Altersgrenzen untersucht. Grundlage der
spezifischen Immunitat ist die weltweit sehr hohe BKV-Durchseuchungsrate
innerhalb der Bevoélkerung mit mehr als 90% im Kindes-, Jugend- und jungen
Erwachsenenalter und immer noch ca. 80% der Erwachsenen (KNOWLES et al.,
2003). Dabei weisen 20- bis 30-jahrige gesunde Personen maximale Level BKV-
spezifischer CD4 T Zellen auf, die mit zunehmendem Lebensalter wieder
kontinuierlich fallen, bis weit unter die Nachweisgrenze in vielen alteren getesteten
Individuen. Die messbaren BKV-spezifischen Antikorpertiter der untersuchten
Personen verhalten sich gleichsinnig, in Ubereinstimmung mit der hierzu bislang
veroffentlichten Literatur (KNOWLES et al., 2003; EGLI et al., 2009a).

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind dahingehend von besonderem klinischen
Interesse, als dass sie einen Zusammenhang zwischen der abnehmenden BKV-
spezifischen Immunitat  und einer  gesteigerten  Vulnerabilitst  von
Nierentransplantatempfangern gegeniiber BKV-assoziierten Komplikationen im Alter
nahelegen. Dieser konnte sowohl in groRen Single-center Studien (RAMOS et al.,
2002), Registeranalysen (DHARNIDHARKA et al.,, 2009) und auch zuletzt im
Rahmen einer prospektiven, randomisierten, kontrollierten klinischen Studie, in der
eine Tacrolimus- mit einer Cyclosporin-basierten Immunsuppression nach
Erstnierentransplantation verglichen wurde (HIRSCH et al., 2013), belegt werden.
Das allgemein bessere Ansprechen jlngerer transplantierter Patienten auf eine
Reduktion der medikamentdsen Immunsuppression als antivirale Therapie der ersten

Wahl resultiert moglicherweise ebenfalls aus den Alters-abhéngig hdheren
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Frequenzen eigener BKV-spezifischer T Zellen zum Zeitpunkt der Transplantation
und aus deren besserer Proliferationskapazitat. Dies mag hingegen nicht fur die
insgesamt geringe Zahl an BKV-naiven Patienten zutreffen, welche erst nach der
Transplantation die Primarinfektion durchmachen und folglich erst dann eine

spezifische Immunantwort aufbauen.

Zum anderen konnte diese Arbeit zeigen, dass Nierentransplantatempfanger im
Zustand nach klinisch relevanter BKV-Problematik unter medikamentoser
Immunsuppression zum Zeitpunkt der Messungen signifikant hohere Frequenzen
BKV-spezifischer CD4 T Zellen und Antikdrper aufweisen als Alters-angepasste
gesunde Kontrollpersonen, Hamodialysepatienten und auch
Nierentransplantatempfanger ohne bisherige BKV-assoziierte Komplikation.
Bemerkenswert dabei ist, dass diese Uberzahl an spezifischen T Zellen nicht, wie bei
immungesunden Personen, zum Grof3teil multifunktional ist, sondern der Anteil
dieser dreifach Zytokin-positiven CD4 T Zellen bei Organempféangern nach relevanter
BKV-Problematik sogar signifikant geringer ist. Hieraus lasst sich die besondere

Bedeutung einer intakten T Zellfunktion in der Kontrolle der BK Viruslast ableiten.

Der nachgewiesene Alters-abhéngige Verlauf spezifischer Antikorpertiter steht im
Einklang mit den Ergebnissen hierzu bisher veroffentlichter Arbeiten mit Kindern und
Erwachsenen, welche allesamt eine generell niedrige Pravalenz BKV-spezifischer
Antikdrper bei Kindern zeigten (GINEVRI et al., 2007; BODAGHI et al., 2009; ALI et
al., 2011). Die Erwachsenen wiesen die hochsten Antikorpertiter bei den 20-40-
jadhrigen Probanden auf, die mit weiter steigendem Lebensalter dann wieder
abnahmen (KNOWLES et al., 2003; EGLI et al., 2009a). Des Weiteren scheint ein
proportionaler Zusammenhang zwischen der quantitativen BKV-Replikation und den
spezifischen IgG und insbesondere auch IgM Titern bei Nierentransplantat-
empfangern zu bestehen (RANDHAWA et al., 2006; GINEVRI et al., 2007; BOHL et
al., 2008; SCHACHTNER et al., 2011).

Quantitative Messungen von Frequenz und Funktionalitat der spezifischen T Zellen
sind, ebenso wie Grenzwerte, nicht direkt vergleichbar, da die entsprechenden
bislang durchgefuhrten Studien zur zellularen Immunitdt sehr heterogen sind in
Bezug auf Studiendesign, Auswertung, Probenmaterial, verwendete Stimulanzien,
Stimulationszeitraum und/oder Patientensubgruppenanalyse (BABEL et al., 2011).

Dennoch scheint es auch hier einen positiven Zusammenhang zwischen der BKV-
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Replikation und -spezifischen T Zellfrequenzen zu geben (GINEVRI et al., 2007,
SCHACHTNER et al., 2011; SCHACHTNER et al., 2013). Dabei richtet sich die T
Zellantwort bei Transplantierten, der aktuellen Literatur zufolge, vorrangig gegen
strukturelle (Oberflachen-)Antigene wie VP1-3 (SCHACHTNER et al., 2011;
SCHACHTNER et al., 2013). Anscheinend ist die hohere Frequenz BKV-spezifischer
T Zellen auf hohere Ilokale und/oder systemische Virusreplikationslevel
zurlckzufihren. Demgegeniuber konnte die intermittierend nachweisbare leichte
Virurie bei immunkompetenten Personen (POLO et al., 2004; ZHONG et al., 2007)
die kontinuierlich ricklaufige BKV-spezifische T Zellantwort mit zunehmendem
Lebensalter, und damit Abstand zur Primé&rinfektion, erklaren. Somit wirde die
guantitative spezifische Immunitat indirekt die Virusbelastung des Individuums durch

das Ausmal3 der viralen Replikation widerspiegeln.

BekanntermalRen zeigt BKV einen Tropismus fur renale Tubulusepithelzellen und
verwendet deren Wirtspolymerase flur seine Replikation (HIRSCH, STEIGER, 2003).
Demzufolge stinde die Virusvermehrung in direktem Zusammenhang mit der
Regenerationskapazitat dieses Zelltyps. Bei heranwachsenden immungesunden
Personen ist diese am starksten ausgepragt. Bei Erwachsenen tritt eine solche
Hyperregeneration epithelialer Tubuluszellen dahingegen héufig im Zusammenhang
mit Ischamie und Reperfusionsschaden, beispielsweise nach Nierentransplantation,
auf. Mdglicherweise kommt es dadurch begleitend zur gesteigerten Virusreplikation
mit systemischer Ausbreitung, aggraviert durch die obligate Einnahme
immunsuppressiver Medikamente. Der bei BKV nachweisbare Alters-abhéngige
Ruckgang der Antigen-spezifischen T zellularen Immunitat konnte bereits fur andere
persistierende Pathogene, wie z.B. dem Varizella zoster Virus, gezeigt werden
(SADAOKA et al., 2008; WEINBERG et al., 2010; SCHUB et al., 2014). Dort fihrte
eine Reexposition Aalterer Erwachsener mittels Zoster-Schutzimpfung zu einer
erneuten Induktion einer signifikanten T Zellantwort (WEINBERG et al., 2010). Durch
eine wiederholte Auseinandersetzung mit dem Pathogen kann also méglicherweise
auch auf das BK Virus eine effektive sowohl humorale als auch zellulare

Immunantwort, unabhangig vom Lebensalter, reetabliert werden.

In dieser Arbeit war der Anteil BKV-spezifischer T Zellen zum einen in der Gruppe
immungesunder junger Erwachsener und zum anderen in der der

immunsupprimierten Nierentransplantatempfanger nach klinisch relevanter BKV-
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Problematik am hdchsten messbar. Diese Zellen unterscheiden sich jedoch deutlich
in ihrer Funktionalitat. Die Nierentransplantatempfanger zeigen dahingehend einen
signifikanten Verlust dreifach Zytokin-positiver sowie deutlichen Anstieg einfach

Zytokin-exprimierender CD4 T Zellen.

Man weil3 bereits, dass die T zellulare Multifunktionalitat eine entscheidende Rolle in
der Abwehr klinisch relevanter Infektionen mit z.B. Mykobakterium tuberculosis,
Influenzavirus, mit dem humanen Immundefizienzvirus (HIV), Hepatitis C Virus oder
Cytomegalievirus spielt (SEMMO et al.,, 2005; KANNANGANAT et al., 2007a;
KANNANGANAT et al., 2007b; SEDER et al., 2008; SESTER et al., 2008; SESTER
et al.,, 2011; SCHMIDT et al.,, 2012). Dass man BKV-spezifische T Zellen anhand
ihrer Zytokinexpressionsmuster und Funktionalitat verschiedenen Phasen der viralen
Replikation und ihnen damit einer mogliche Funktion in der Viruselimination
zuordnen kann, wurde in &hnlicher Weise auch fir CD154-exprimierende IFNy-
TNFao-doppelt positive CD4 T Zellen mit Granzym-assoziiertem zytotoxischen
Potential gezeigt (ZHOU et al., 2007). Bei den genannten Erregern ist der Verlust der
zellularen Multifunktionalitat unter anderem mit einer gesteigerten Expression
inhibitorischer Rezeptoren vergesellschaftet. Nahere phanotypische Analysen bei
Patienten mit BKV-assoziierten Komplikationen wurden dahingehend bislang noch
nicht durchgefihrt. Der Funktionalitatsverlust BKV-spezifischer T Zellen von
Patienten mit Virus-assoziierten Komplikationen lief3 sich in unseren Untersuchungen
nur fur diesen Zelltyp zeigen, denn die Funktionalitdt SEB-reaktiver T Zellen, welche
Zelltypen anderweitiger Spezifitdten einschliel3en, war unverandert.

Es ist aktuell auch noch nicht geklart, ob die funktionelle Beeintréachtigung der BKV-
spezifischen T zellularen Immunantwort Ursache oder Folge einer gesteigerten
viralen Replikation ist. Bei Patienten unter anhaltender CMV-Replikation kann man
einen anergen T Zellph&notyp nachweisen, der gekennzeichnet ist durch eine
eingeschréankte Funktionalitat sowie die gesteigerte Expression des inhibitorischen
Rezeptors PD-1 noch vor Auftreten einer messbaren Viramie (SESTER et al., 2008;
DIRKS et al., 2013). Die T zellulare Anergie kann in diesem Zusammenhang als ein
Ausloser einer gesteigerten viralen Replikation betrachtet werden. Auch eine
gewisse Zeit nach eingetretener Viruskontrolle findet man noch immer einen
relevanten Anteil spezifischer T Zellen mit eingeschrankter Funktionalitat (SESTER

et al., 2008). Dieser Aspekt konnte auch fir das BK Virus durch andere
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Arbeitsgruppen bestatigt werden (TRYDZENSKAYA et al.,, 2011). Moglicherweise
dient dabei die quantitative Zunahme spezifischer T Zellen in Patienten mit einer
BKV-assoziierten  Problematik der Kompensation ihrer eingeschrankten
Funktionalitat. In der Tat waren steigende Frequenzen BKV-spezifischer T Zellen als
Antwort auf eine Reduktion des immunsuppressiven therapeutischen Regimes als
einzige sinnvolle und effektive Behandlungsmethode BK viraler Komplikationen
(HIRSCH, 2005; HIRSCH, RANDHAWA, 2009; HIRSCH et al., 2013) in vielen Fallen
mit einer suffizienten Viruskontrolle assoziiert (BINGGELI et al., 2007; GINEVRI et
al., 2007; COMOLI et al., 2008).

Eine mdgliche Limitation dieser Arbeit ist ihr Querschnittsdesign. Deswegen lassen
die erhobenen Daten keine Schlussfolgerungen hinsichtlich Veranderungen der T
zellularen Funktionalitdt vor Auftreten einer manifesten Virdmie zu. Der klinische
Nutzen der zellularen Multifunktionalitat in der zielgerichteten Steuerung
therapeutischer Interventionen ist durch die Tatsache, dass BKV-spezifische T Zellen
vor und in den ersten Wochen nach einer Transplantation generell nur niedrig
messbar sind, deutlich erschwert. Aus diesem Grund sind BKV-spezifische T Zellen
vermutlich weniger gut als beispielsweise die CMV-spezifische zellulare Immunitéat

(SESTER et al., 2008) zur Pradiktion Virus-assoziierter Komplikationen geeignet.

Andersherum kénnte man den Verlust der zellularen Funktionalitdt aufgrund des
Anstiegs BKV-spezifischer T Zellen bei aktiver Virusreplikation und/oder nach
Reduktion der immunsuppressiven Therapie als Korrelat einer unzureichenden
Viruskontrolle betrachten. Dass ein groRer Anteil polyfunktionaler Antigen-
spezifischer T Zellen besonders bei Patienten nach rascher BKV-Elimination
nachgewiesen werden konnte, unterstreicht diese These (TRYDZENSKAYA et al.,
2011). Zytokinprofile ermdglichen somit das immunologische Monitoring von
transplantierten Patienten in der Viramie, die damit dem Risiko der Entwicklung einer
Polyomavirus-assoziierten Nephropathie ausgesetzt sind. Die klinische Bedeutung
ergibt sich aus der direkten therapeutischen Konsequenz in Form einer Reduktion
der Immunsuppression fur alle Patienten mit nachgewiesener BKV-assoziierter
Problematik, auch wenn der Anteil an Patienten mit Progression zur Polyomavirus-
assoziierten Nephropathie gering ist (HIRSCH, RANDHAWA, 2009, 2013). Die

Immundiagnostik kdonnte somit zu einer besseren Identifizierung dieser
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Risikopatienten Dbeitragen. Gleichzeitig ware durch die in wenigeren Fallen
notwendige Herabsetzung der immunsuppressiven Medikation das allgemeine Risiko

einer Transplantatabstof3ung deutlich verringert.

Hinsichtlich ihrer technischen Gegebenheiten ist die durchflusszytometrische
Analyse mittels Vollblutassay grundsétzlich fir den Einsatz in der klinischen Routine
geeignet. Nichtsdestotrotz sind im Bereich der Immundiagnostik der BKV-Infektion
weitere longitudinale Studien notwendig um ihre Einsatzméglichkeiten zu erweitern,
insbesondere um Patienten mit direktem Therapieansprechen (ricklaufige
Viramie/Virurie) von denen mit verzégertem oder gar fehlendem Ansprechen zu
differenzieren und damit diejenigen Patienten mit hohem Risiko fur die Entwicklung
einer Polyomavirus-assoziierten Nephropathie maéglichst frihzeitig identifizieren zu

kdnnen.

Zusammenfassend konnte diese Arbeit zeigen, dass die am hochsten messbaren
Frequenzen BKV-spezifischer T Zellen in zeitlichem Zusammenhang mit einer BKV-
Primarinfektion in jungen immunkompetenten Erwachsenen oder einer BKV-
Reaktivierung in immunsupprimierten Nierentransplantatempfangern zu beobachten
sind. Dabei sind é&ltere Transplantatempfanger aufgrund der mit steigendem
Lebensalter abnehmenden zellularen Immunitat einem erhdhten Risiko einer BKV-
Reaktivierung und daraus maoglicherweise resultierender Komplikationen ausgesetzt.
Trotz quantitativer Gemeinsamkeiten unterscheiden sich die jungen Erwachsenen
deutlich von den Transplantatempfangern nach BKV-Problematik hinsichtlich der
Funktionalitat ihrer BKV-spezifischen Immunantwort. Aus diesem Grund sind
zellulare Zytokinprofile ein moglicherweise vielversprechendes Instrument zur
Unterscheidung einer immunologisch kontrollierten BKV-Infektion von einer
unkontrollierten Virusreplikation und konnten somit der Risikoabschatzung einer

Polyomavirus-assoziierten Nephropathie dienen.
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anti-BKV-IgM-Titer BKV-spezifischer IgM-Antikdrpertiter

APC Allophycocyanin

APZ antigenprasentierende Zelle(n)

BFA Brefeldin A

BKV BK Virus, B.K.=Initialen des ersten Patienten mit

nachgewiesener BKV-Infektion

BKVN BKV-assoziierte Nephropathie

BSA bovines Serumalbumin

BZR B Zellrezeptor

°C Grad Celcius

CD Cluster of differentation

CFDA-SE Carboxy-Fluorescein-diacetat-Succinimidyl-Ester
CFSE Carboxy-Fluorescein-Succinimidyl-Ester

CMV Cytomegalievirus

CO2 Kohlendioxid

DL detection limit, Nachweisgrenze der positiven BKV-

spezifischen zellularen Immunantwort

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure(n)EBV

EBV Epstein Barr Virus

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA enzyme linked immunosorbent assay
Elispot enzyme linked immunospot assay(s)
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FACS
FCS
FITC

FSC

GlIn
HD
HSA
IFNy
g
IL-2

JC Virus

kD

Kl Virus

Ko

Kontrollen

Mg
MHC-I-(Molekal)
MHC-I1-(Molekil)
pl

UM

mi

mM

Endoplasmatisches Retikulum
fluorescence activated cell sorting
fotales Kalberserum
Fluoresceinisothiocyanat

forward scatter, Vorwartsstreulicht
g-Zahl, Gravitationsbeschleunigung auf der Erdoberflache
Glutamin

Hamodialysepatienten

humanes Serumalbumin
Interferon-y

Immunglobulin

Interleukin-2

J.C.=Initialen des ersten Patienten mit im Jahr 1971
nachgewiesener JC Virus-Infektion

Kilodalton

nach dem Karolinska Institute (Solna, Schweden), wo es

zuerst isoliert werden konnte, benanntes Polyomavirus
gesunde Kontrollpersonen

gesunde Kontrollpersonen, Subkollektiv aus gesunden

Kontrollen

Mikrogramm

Haupthistokompatibilitditskomplex Klasse I-Molekdl
Haupthistokompatibilitaitskomplex Klasse II-Molekdl
Mikroliter

Mikromol

Milliliter

Millimol
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MRNA
mTor-Inhibitor
NaNs

n.b.

NCCR

NK Zellen

nm

ODa4a2

P
PBMC(s)
PBS
PCR

PE
PE-Cy7
PerCP
PFA

P/S

PV
PVHZ
PVN
RPMI-Medium
RT

RTX

RTX-BKVneg

messenger Ribonukleinséure

mammalian Target of Rapamycin-Inhibitor
Natriumazid

nicht bestimmbar

nicht-kodierende Kontrollregion

Naturliche Killerzellen

Nanometer

die bei einer Wellenlange von 492nm gemessene optische

Dichte eines untersuchten Materials
Signifikanzniveau

peripheral blood mononuclear cell(s)
phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerasekettenreaktion(s-Diagnostik)
Phycoerythrin

Phycoerythrin Cyanin 7

Peridinin Chlorophyll Proteinkomplex
Paraformaldehyd

Penicillin-Streptomycin
Polyomavirus/-viren
Polyomavirus-assoziierte hamorrhagische Zystitis
Polyomavirus-assoziierte Nephropathie
“‘Roswell Park Memorial Institute”-Medium
Raumtemperatur
Nierentransplantatempfanger

Nierentransplantatempfanger ohne nachgewiesene BKV-

Reaktivierung
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RTX-BKVpos Nierentransplantatempfanger mit nachgewiesener BKV-
Reaktivierung

SEB Staphylococcus aureus Enterotoxin B

sog. sogenannt(e,er,es)

SSC side scatter

SV40 Simian Virus 40

Tul Zellen T Helferzellen 1

Th2 Zellen T Helferzellen 2

Trnl7 Zellen T Helferzellen 17

TNFa Tumornekrosefaktor a

Treg regulatorische T Zellen

TX Transplantation

TZR T Zellrezeptor

VLP virus like particles, Virus-ahnliche Partikel

VP Virusprotein

WU Virus nach der Washington Universitat (Washington, USA), wo es

erstmals isoliert werden konnte, benanntes Polyomavirus



