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Vorbemerkung
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Auswertung der Daten wurde ich von Frau Dr. rer. nat. Tina Schmidt und Frau Univ.-Prof. Dr.

rer. nat. Martina Sester betreut.

Der Text und die Abbildungen dieser Dissertationsschrift sind daher in weiten Teilen eine

deutsche Reproduktion der Originalarbeiten.



Verzeichnis der Abkiirzungen

Tabelle 1: Abkiirzungsverzeichnis

Abklrzung | Bedeutung

ABO AB Null

Ag Antigen

AK Antikorper

APC Antigen prasentierende Zelle

APC Allophycocyanin (Fluorochrom)

BSA Bovines Serumalbumin

CD Cluster of Differentiation

cmv Cytomegalovirus, Cytomegalievirus

Cco, Kohlenstoffdioxid

DNA Deoxyribonucleic Acid, Desoxyribonukleinsaure
EDTA Ethylendiamintetraacetat, Ethylendiamintetraessigsaure
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ER Endoplasmatisches Retikulum

FACS fluorescence-activated cell sorting, Durchflusszytometrie
FCS Fetales Kalberserum

FITC Fluorescein Isothiocyanate

FSC Forward Scatter

H,0 dest Aquadest, destilliertes Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

i.v. intravenos

IFN Interferon

IgG Immunglobulin G, Gammaglobulin

IgM Immunglobulin M

IGRA Interferon-Gamma Release Assays

IL Interleukin

IQR Interquartilbereich

K Cohens Kappa

Ko Kontrolle

Konz. Konzentration

MHC Major Histocompatibility Complex, Haupthistokompatibilitatskomplex
n GroRe der Grundgesamtheit

n.b. nicht bekannt

NaN; Natriumazid

nm Nanometer




Abkiirzung | Bedeutung

p p-Wert, Signifikanzwert

PBS Phosphate Buffered Saline, Phosphatgepufferte Salzlésung
PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion
PD-1 Inhibitory Receptor Programmed Death-1

PE Phycoerythrin

PE-Cy7 Phycoerythrin Cyanin 7

PerCP Peridinin Chlorophyll

PFA Paraformaldehyd

pp65 Phosphoprotein 65

QNAT Quantitative Nucleic Acid Testing

RE/ml Relative Einheit pro Milliliter

RPMI Zellkulturmedium fiir normale und neoplastische Leukozyten
RT Raumtemperatur

SEB Staphylococcus Enterotoxin B

SsC Side Scatter

TCR T-Zell-Rezeptor

TH T-Helferzelle

TNF Tumornekrosefaktor

U International Unit, Internationale Einheit

U/min Umdrehungen/min, min™, Drehzahl




1. Zusammenfassung

Cytomegalievirus spezifische T-Zell-immunitat in frither Kindheit und im Erwachsenenalter
zur ldentifizierung des Infektionsstatus bei potentieller passiver humoraler Immunitat

Die Diagnose des CMV-Infektionsstatus wird indirekt Gber den Nachweis einer CMV
spezifischen serologischen Analyse getroffen. Da CMV spezifische Immunglobuline der Klasse
G (IgG) transplazentar Ubertragen werden, kann bei Kindern im Alter bis 18 Monaten die
serologische Analyse auf CMV spezifische IgG falsch positive Werte annehmen. Ahnliches gilt
bei Patienten nach Gabe von Plasmapraparaten. Da CMV spezifische T-Zellen nicht
transplazentar ibertragen werden, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob sich
CMV spezifische T-Zellen bei Kindern nachweisen lassen und ob diese als Alternative zur
Serologie bei fraglich passiver Immunitdt herangezogen werden kénnen. Darliber hinaus
sollte eine umfangreiche funktionelle Charakterisierung der zelluldren Immunitat bei Kindern

vorgenommen werden.

Hierzu wurden 59 Erwachsene (Mitter) und 168 Kinder auf CMV spezifische 1gG und CMV
spezifische CD4" T-Zellen untersucht. Des Weiteren wurde ein 40 Jahre alter
Hamodialysepatient vor, wahrend und nach ABO inkompatibler Nierentransplantation
untersucht, der eine therapeutische Infusion von humanen Immunglobulinen erhielt. Die
Identifikation der spezifischen CD4" T-Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie nach CMV
spezifischer und polyklonaler Stimulation durch eine Induktion von Interferon-y (IFN-y),
Interleukin-2 (IL-2), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-17
(IL-17). Die Bestimmung der CMV-IgG erfolgte mit einem Standard ELISA (enzyme-linked

immunosorbant assay).

Die CMV spezifische serologische und die zelluldare Analyse zeigten bei Erwachsenen und
ilteren Kindern, die tiber 18 Monate alt waren, eine hohe Ubereinstimmung. In der Gruppe
der Kinder, die unter 18 Monate alt waren, wurden 17 von 30 Kindern in beiden Tests
negativ getestet. Interessanterweise hatten acht von 13 seropositiven Kindern bereits
nachweisbare CMV spezifische T-Zellen, wahrend lediglich fiinf von 13 Kindern T-Zell negativ
waren und folglich von einer passiven Antikorper-immunitat auszugehen ist. CMV spezifische
T-Zellen unterschieden sich bei jungen Kindern im Zytokinprofil von den CMV spezifischen T-

Zellen &lterer Probanden. Interessanterweise waren die polyklonalen Effektor T-Zell-
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Frequenzen bei jungen Kindern mit nachweisbarer CMV spezifischer T-Zell-Immunitat hoher

als bei jungen Kindern ohne CMV spezifische T-Zell-Immunitat.

Bei dem exemplarisch untersuchten Hamodialysepatienten lagen sowohl die CMV
spezifischen IgG-Antikorpertiter als auch die CMV spezifischen T-Zell-Frequenzen zunéchst
unter der Nachweisgrenze. Nach der therapeutischen Infusion von humanen
Immunglobulinen hatte der Patient temporar nachweisbare CMV spezifische 1gG, blieb
jedoch CMV T-Zell negativ, was die passive Antikdrperimmunitdat dokumentierte.
Interessanterweise erlitt der Patient im weiteren Verlauf eine transplantatassoziierten CMV-
Primarinfektion, in deren Folge sich dauerhaft CMV spezifische T-Zellen und Antikdrper

detektieren lielRen.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass CMV spezifische T-Zellen bereits im friihen
Kindesalter nachweisbar sind und bei sehr jungen Kindern das Gesamtrepertoire an Effektor-
T-Zellen dominieren. Dariiber hinaus wird deutlich, dass die Mehrheit der serologisch
positiven Kinder unter 18 Monaten bereits eine CMV-Infektion durchlaufen hat, sodass das
Ausmall der passiven Immunitdt in dieser Altersklasse bislang Uberschatzt wurde. Die
Quantifizierung CMV spezifischer T-Zellen stellt daher eine Alternative zur Serologie zur
Bestimmung des CMV-Infektionsstatus bei fraglich passiver Antikdrperimmunitat dar, die
sowohl bei Kindern unter 18 Monaten als auch bei Patienten nach Gabe von
Plasmapraparaten angewandt werden kann. In der klinischen Praxis konnen diese Ergebnisse
zu einer genaueren Risikoeinschdatzung beziiglich einer CMV-Infektion im Rahmen einer
Transplantation beitragen und zu einer praziseren Auswahl eines Therapiealgorithmus

fuhren.



Summary

Cytomegalovirus-specific T cell immunity in early childhood and adulthood to identify the
infection status in individuals with potential passive humoral immunity

The diagnosis of CMV infection status is made indirectly through the detection of CMV-
specific serologic analysis. Because CMV-specific IgG immunoglobulins (IgG) are transmitted
transplacentally, serological analysis may yield falsely positive results in children below the
age of 18 months. Likewise, falsely positive titers may occur in patients after administration
of plasma products. As CMV-specific T cells are not transmitted transplacentally, this thesis
investigated whether CMV-specific T cells can be detected in children and whether they can
be used as an alternative to serology to define the CMV infection status in cases with
potential passive immunity. In addition, an extensive functional characterization of cellular

immunity in children should be performed.

A total of 59 adults (mothers) and 168 children were tested for CMV-specific IgG and CMV-
specific CD4" T cells. Moreover, a 40 year old hemodialysis patient was analysed before and
after ABO incompatible kidney transplantation, who received human immunoglobulins. The
identification of specific CD4" T cells was performed by flow cytometry after CMV-specific
and polyclonal stimulation by the induction of interferon-y (IFN-y), interleukin-2 (IL-2), tumor
necrosis factor-a (TNF-a), interleukin-4 (IL-4) and interleukin-17 (IL-17). Serological analysis
of CMV IgG antibodies was carried out using a standard enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA).

CMV-specific serological and T cell analysis showed a high level of agreement in adults and
children above the age of 18 months. Among infants below the age of 18 months, 17 out of
30 were tested negative in both assays. Interestingly, among the 13 CMV IgG seropositive
children, eight already showed detectable CMV-specific T cells, while only five out of 13 had
no T cells which may be considered as passive antibody immunity. The cytokine profile of
CMV-specific T cells in young children differed from that observed in children and adults.
Interestingly, the polyclonal effector T cell frequency in young children with detectable CMV-
specific T cell immunity was higher than the polyclonal T cell frequency in young children

without CMV-specific T cell immunity.

In the hemodialysis patient, both the CMV-specific IgG antibody titers and the CMV-specific

T cell frequencies were below the detection limit prior to transplantation. After therapeutic
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infusion of human immunoglobulins, CMV-specific 1gG were temporarily detectable,
whereas CMV T cells remained below detection limit, which documented passive antibody
immunity. Interestingly, the patient later underwent a transplant-associated CMV primary
infection, which resulted in the induction of both CMV-specific T cells and antibodies which

remained permanently detectable.

In summary, this thesis shows that CMV-specific T cells are already detectable in early
childhood and in very young children, and even dominate the full repertoire of effector T
cells in early childhood. Moreover, it became evident that the majority of seropositive
infants below 18 months has already undergone a CMV infection, which indicates that the
extent of passive immunity in this age group was overestimated so far. The quantification of
CMV-specific T cells therefore provides an alternative to serology for the determination of
CMV infection status in individuals with potential passive immunity, which may be applicable
in both children under 18 months and in patients after administration of plasma products. In
clinical practice, these results may contribute to a more accurate determination of the CMV
infection in the setting of transplantation and to a more precise selection of the clinical

therapy algorithm.
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2. Einleitung

2.1 Das humane Cytomegalievirus

Das humane Cytomegalievirus (HCMV bzw. CMV) ist ein umhiilltes DNA-Virus aus der Familie
der Herpesviridae (Humanes Herpesvirus 5) (GROR, 2006). Dieses Virus ist die Ursache der
Cytomegalie, einer weltweit verbreiteten Erkrankung, die vorwiegend immundefiziente
Patienten beeintrachtigt oder als konnatale Infektion klinische Bedeutung hat (GORTNER et
al., 2012).

Abhédngig vom soziobkonomischen Status sind in Deutschland 40-90% der Bevolkerung mit
CMV infiziert (MODROW et al., 2010). Europder werden bei einem niedrigen sozialen Status
im frilhen Lebensalter mit CMV infiziert, in dem Dreijdhrige zu 20-60% und 30-jahrige zu
uber 90% CMV spezifische Antikorper aufweisen. Bei hohem Sozialstatus weisen nur 10-20%
der europaischen Drei- und 40-50% der europdischen 30-jahrigen CMV spezifische

Antikorper auf (GROR, 2006).

Nach einmaliger Infektion persistiert CMV wie die Mitglieder der Familie der Herpesviridae
lebenslang in Lymphozyten (GROR, 2006) und vermutlich auch in vielen Organen in einem
latenten Zustand, aus dem es sowohl sporadisch als auch in Phasen der Immunsuppression
reaktivieren kann (MODROW et al., 2010; SESTER et al., 2008a). Die Ubertragung von CMV
kann horizontal Gber Speichel, Muttermilch, Urin und andere Korperflissigkeiten, sowie
Uber Blutprodukte und transplantierte Organe erfolgen. Ebenso ist eine vertikale
Ubertragung diaplazentar und sub partu méglich. Die Inkubationszeit einer Primarinfektion
durch Korpersekrete betragt ca. 4-8 Wochen, nach Organtransplantation 4 Wochen bis 4
Monate und nach Bluttransfusion 3-12 Wochen (GORTNER et al., 2012). Die Primarinfektion
mit CMV verlduft bei immunkompetenten Personen oft klinisch inapparent. Selten treten
mononukleosedhnliche Symptome bei negativer EBV (Epstein-Barr-Virus)-Serologie auf
(BOCKER et al., 2008). Gelegentlich findet man Leuko- und Thrombozytopenien sowie
atypische CD8" T-Lymphozyten und eine erniedrigte CD4" T-Lymphozytenzahl (MODROW et
al., 2010).

Das Cytomegalievirus spielt eine bedeutende Rolle bei Transplantat-Empfiangern und
verursacht trotz Verfligbarkeit effektiver antiviraler Medikamente eine hohe Rate von

Todesfallen (KOTTON et al., 2013; KOTTON et al., 2010). Nach Nierentransplantation, also
12



unter starker Immunsuppression, kann eine CMV-Infektion Ausdruck in einer Chorioretinitis
oder einer schweren interstitiellen Pneumonie finden. Todliche Verlaufe sind darunter
haufig. Seltener leiden Transplantatempfanger unter einer ulzerativen Gastroenteritis oder
Enzephalitis (GROR, 2006). CMV ist ebenfalls in der Lage im Verlauf nach Transplantation
eine Transplantationsvaskulitis zu verursachen, die histologisch einer AbstoRungsreaktion
entspricht und zum Transplantatverlust fihren kann (MODROW et al.,, 2010). Die
Ubertragung einer CMV-Infektion findet bei Transplantat-Empfingern im Wesentlichen {ber
das Transplantat selbst statt. Klinisch betrachtet ist CMV die haufigste Ursache viraler
Komplikationen bei Organempfangern und stellt damit eine Hauptquelle von Morbiditat und

Mortalitat dar (KOTTON et al., 2013; KOTTON et al., 2010).

Unter Schwangerschaft tritt eine CMV-Primarinfektionen der Mutter in bis zu 2-6% der Falle
auf (MODROW et al.,, 2010). Dadurch werden ca. 30% der Feten infiziert. In der
Bundesrepublik sind das ein Prozent aller Neugeborenen, wobei knapp 10% dieser Kinder bei
Geburt bereits symptomatisch sind (Mikrozephalie, periventrikuldre Verkalkungen,
Chorioretinitis, Hepatosplenomegalie). 10%  zeigen Spatmanifestationen mit
psychomotorischer Retardierung, Taubheit und neurologischen Defiziten (DIEDRICH et al.,
2007). CMV ist somit der haufigste virale Erreger fir Embryo- und Fetopathien. Mit der
hormonellen Umstellung im Rahmen einer Schwangerschaft geht eine Aktivierung von CMV
aus der Latenz einher. Die transplazentare Ubertragung, die zu einer Schiadigung des Feten
fihren kann, ist bei einer Reaktivierung jedoch selten. Die Infektion von Saduglingen und
Kleinkindern nach der Geburt erfolgt durch die Muttermilch, weil nahezu alle seropositiven
Matter wahrend der Stillphase CMV reaktivieren und in der Milch ausscheiden (MODROW et
al., 2010). Der Virusnachweis kann wahrend der Friihschwangerschaft mittels PCR aus
Chorionzotten und Fruchtwasser, ab der 22. Schwangerschaftswoche aus fetalem EDTA-Blut
und Amnionflussigkeit erfolgen (DIEDRICH et al., 2007). Die konnatale Infektion durch CMV
wird mittels Erregernachweis in der 1. (-3.) Lebenswoche diagnostiziert und ist erst
bewiesen, wenn andere Ursachen einer konnatalen Infektion ausgeschlossen sind und der
Erregernachweis mit der klinischen Symptomatik in Einklang steht. Aus Urin, Speichel, Blut
und anderen Koérperflissigkeiten kann CMV isoliert und das Antigen pp65 sowie das Genom
nachgewiesen werden (GORTNER et al.,, 2012). Eine CMV-Infektion kann ebenfalls
serologisch nachgewiesen werden, wobei eine Primarinfektion durch Serokonversion

(Neuerscheinen von IgG-Antikdrper gegen CMV) und IgM-Antikérper nachgewiesen wird. Die
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persistierende Infektion zeichnet sich durch einen dauerhaften IgG-Antikorpernachweis aus.
Eine Reaktivierung geht mit einem Titeranstieg von IgG-Antikbrpern und evtl. einem

erneuten Nachweis von IgM-Antikdrpern einher (GROR, 2006).

Die Cytomegalievirusinfektion wird bei immundefizienten Patienten (einschlieRlich Patienten
unter Immunsuppression) mit Ganciclovir therapiert. Foscarnet kommt bei einem Nachweis
von resistenten Stammen zum Einsatz (GORTNER et al., 2012). Bei hamatogener Streuung
des Virus bei Transplantierten, bei akuten Infektionen in der Friihschwangerschaft, sowie bei
Verdacht auf perinatale Infektionen erfolgt eine Verabreichung von
Hyperimmunglobulinpraparaten (MODROW et al.,, 2010). Bei Sauglingen mit einer
symptomatischen konnatalen CMV-Infektion ist ebenfalls ein Therapieversuch mit
Ganciclovir sinnvoll. Ob eine asymptomatische konnatale Infektion therapiert werden sollte,
ist noch unklar (GORTNER et al., 2012), da alle antiviralen Substanzen schwerwiegende
unerwinschte Arzneimittelwirkungen verursachen konnen. Ein Impfstoff steht bisher nicht

zur Verfligung (KOTTON et al., 2013; MODROW et al., 2010).

2.2 Die Cytomegalievirus-Infektion im Setting der Transplantation

2.2.1 Das CMV-Infektionsrisiko nach Transplantation

Das Risiko einer CMV-Primdrinfektion oder -Reaktivierung nach Transplantation wird
wesentlich durch den CMV-Status von Transplantat-Empfanger und -Spender bestimmt.
Unter den Bedingungen einer Immunsuppression durch Transplantation ist das Risiko fiir
CMV abhéngige Komplikationen am geringsten bei CMV negativen Transplantatempfangern
eines CMV negativen Organs. Ein moderates Risiko besteht, wenn der
Transplantatempfanger CMV positiv ist, vernachlassigbar ist dann ob er ein Transplantat
eines CMV positiven oder negativen Spenders erhalt. Am hdchsten ist das Risiko wenn ein
CMV negativer Patient ein Organ eines CMV positiven Spenders erhalt (KOTTON et al., 2010).
Die korrekte Bestimmung des CMV-Infektionsstatus von Spender und Empfanger sowie die
Einordung in eine der Risikogruppen ist essentiell bei der Auswahl der therapeutischen
Strategie, sodass der Organempfianger je nach Spender-Empfianger-Konstellation eine

prophylaktische, eine praemptive oder eben keine Therapie erhalten kann.
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2.2.2 Die Diagnostik der CMV-Infektion

Das klinisch etablierte Routineverfahren zur Bestimmung des CMV-Status ist die serologische
Analyse CMV spezifischer Antikérper bei Spender und Empfanger (FISHMAN, RUBIN, 1998).
Diese Analyse sollte moglichst durch Bestimmung CMV spezifischer IgG-Antikdrpertiter
vorgenommen werden, da dieser Parameter im Ergebnis spezifischer ist als eine Bestimmung
von IgM-Antikdrpern (LAZZAROTTO et al., 1997; SEED et al., 2009). Weil der CMV-Status von
Spender und Empfanger einen direkten Einfluss auf das Infektionsrisiko sowie auf die
individuell daraus abgeleitete Praventionsstrategie nach einer Transplantation hat, sollte der
Test eine hohe Sensitivitat sowie Spezifitdt aufweisen. Die serologischen Tests, die zurzeit
zur Anwendung kommen, unterscheiden sich diesbeziiglich voneinander und sind bislang
nicht standardisiert (KOTTON et al., 2013). Im Setting der Transplantationsvorbereitung wird
der Serostatus bereits auf der Warteliste bestimmt und sollte bei CMV seronegativen
Empfangern erneut durchgefihrt werden, wenn viel Zeit zwischen dem
Pratransplantationsscreening und dem Transplantationszeitpunkt verstrichen ist.
Grundsatzlich ist die Aussagekraft der Serologie eingeschrankt, wenn Spender oder
Empfanger kurz zuvor Bluttransfusionen erhalten haben. Im Rahmen einer Bluttransfusion
kdnnen Antikorper passiv Ubertragen werden, was falsch positive Werte in der serologischen
Testung zur Folge haben kann (PREIKSAITIS et al., 2002). Konkret kénnte ein falsch positiver
Serostatus bei CMV negativen Organspendern nach Polytrauma oder bei
Transplantatempfangern nach akutem Leberversagen auftreten, die Plasmapraparate
erhalten haben (SESTER et al., 2003). Der Effekt von Bluttransfusionen auf die CMV-Serologie
von Organspendern wurde durch Screening mittels CMV-IgG-ELISA nachgewiesen und zeigte
in 40% der Falle falsch positive Werte, die durch passive Antikérper hervorgerufen wurden.
Demgegenliber konnte nachgewiesen werden, dass ein verdiinnender Effekt von
Bluttransfusionen zur Folge haben kann, dass Antikorpertiter unter die Nachweisgrenze
sinken, sodass bei Patienten mit eigentlich positivem CMV-Infektstatus ein falsch negativer
CMV-Serostatus gemessen wird (PREIKSAITIS et al., 2002). Ahnlich verhilt es sich bei
therapeutischen Anwendungen von Immunglobulinen, sodass es sinnvoll erscheint, die vor
Transfusion bestimmten serologischen Ergebnisse bei der Beurteilung des Serostatus mit zu
bericksichtigen und den serologischen Status vor und nach Transfusion gegenulberzustellen
(KOTTON et al., 2010). Generell konnen Antikorpertiter in der Ndhe der Nachweisgrenze eine
prazise Diagnostik des CMV-Status mittels Serologie erschweren (SESTER et al., 2003). Eine
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frihere Untersuchung unserer Arbeitsgruppe zeigte, dass auf der Basis einer einmaligen
Screening-Untersuchung mittels Serologie 2,1% der Patienten aufgrund grenzwertiger
Antikorpertiter als falsch negativ bezliglich eines CMV-Infekts eingeordnet wurden (SESTER
et al., 2003). Diese Fehleinschatzung kann in der klinischen Praxis unmittelbar in einem

Anstieg des Infektionsrisikos fiir Transplantatempfanger resultieren.

Betrachtet man die Situation nach Transplantation, bei der die Diagnose einer aktiven CMV-
Infektion im Vordergrund steht, verliert die Serologie ihren Stellenwert (KOTTON et al.,
2010). Ungeeignet fir die Routinediagnostik der CMV-Infektion sind des Weiteren auch die
Blutkultur (KOTTON et al., 2010), die Urinkultur (PILLAY et al., 1993), die kulturelle
Anzlichtung aus einer bronchioloalveoldren Lavage (BUFFONE et al., 1993; STORCH et al.,
1993), sowie der pp67-Test (Phosphoprotein 67-Test) (CALIENDO et al., 2002; GERNA et al.,
2003), denn diese Verfahren liefern keine hinreichend aussagekraftigen Ergebnisse, um im
Posttransplantationsmanagement eine klinische Entscheidung ausreichend stiitzen zu
kdnnen (KOTTON et al., 2010). Allein der pp65-Nachweis, und die quantitative Messung der
Virus-DNA  (quantitative  nucleic acid testing, QNAT) sind im  klinischen
Posttransplantationsmanagement nitzlich. Diese beiden Tests sind weitgehend verfiigbar
und zeigen eine gute, wenn auch nicht absolute Korrelation (CALIENDO et al.,, 2002;

CALIENDO et al., 2000; PIIPARINEN et al., 2004).

2.2.3 Pravention und Therapie der CMV-Infektion

Zur Pravention der CMV-Infektion nach Transplantation werden derzeit zwei Strategien
eingesetzt, eine universelle Prophylaxe oder eine praemptive Therapie (KOTTON et al., 2013;
KOTTON et al.,, 2010). Die universelle Prophylaxe sieht eine Verabreichung antiviraler
Medikamente vor, obwohl keine Hinweise fiir eine Virusreplikation bestehen (KOTTON et al.,
2013). Die Prophylaxe soll bereits in der friihen Posttransplantationsphase begonnen
werden und fir einen Zeitraum von 3-6 Monaten weitergefiihrt werden (KOTTON et al.,
2013). Die praemptive Therapie hingegen zeichnet sich dadurch aus, dass eine virale
Replikation durch Monitoring in regelmaBigen Intervallen schon friih in asymptomatischem
Status erkannt wird. Mit diesem Wissen erhalten nur die Patienten gezielt eine
Pharmakotherapie, die Hinweise auf aktive Virusvermehrung zeigen, wodurch nicht mehr
alle Patienten unerwiinschten Arzneimittelwirkungen ausgesetzt werden missen und Kosten

flr Arzneimittel eingespart werden kénnen. Im Vergleich zur Prophlaxe ist die praemptive
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Therapie hingegen aufwendiger in der Diagnostik, da Reaktivierungsereignisse nur durch
regelmaRige Viruslastmessungen friihzeitig erkannt werden konnen (KOTTON et al., 2013;

KOTTON et al., 2010).

Sowohl die Prophylaxe als auch das praemptive Therapieschema sind bisher gute Mittel, um
eine CMV-Erkrankung zu verhindern. Bei CMV negativen Empfangern eines CMV positiven
Organs wird bevorzugt die prophylaktische Therapie empfohlen, mit der eine
Primarinfektion im Idealfall verhindert werden kann. Die prophylaktische antivirale Therapie
ist bei dieser Konstellation mit einem besseren Transplantatiiberleben und klinischen
Outcome verbunden (KOTTON et al., 2010). Die praemptive Therapie wird ausschlieBlich nur
dann empfohlen, wenn der Transplantatempfianger einem wochentlichen Viruslast-
Monitoring unterzogen werden kann. Lediglich dann scheint ein praemptives
Therapieregime, in dem Patienten mit Reaktivierungsereignissen medikamentds behandelt

werden, erfolgreich zu sein (KOTTON et al., 2013; KOTTON et al., 2010).

2.2.4 Die CMV-Infektion im Setting der padiatrischen Transplantation

Bei kindlichen Organtransplantatempfangern stellt die CMV-Infektion ebenfalls einen
Hauptgrund fir Morbiditat und Mortalitat dar (KOTTON et al., 2013; KOTTON et al., 2010).
Kinder sind genauso wie Erwachsene gefdahrdet, nach Transplantation eine primare CMV-
Infektion zu entwickeln, in jungen Jahren ist jedoch die Wahrscheinlichkeit dafiir viel groBer,
da meist noch kein Kontakt zu diesem Virus bestand (KOTTON et al., 2013; KOTTON et al.,
2010). Innerhalb von zwei Jahren nach Transplantation erlitten 10-20% der
lebertransplantierten Kinder in insgesamt funf Zentren in den USA eine CMV-Erkrankung
(GREEN et al., 2006). Das Risiko fir eine CMV-Infektion bei CMV negativem Empfianger eines
ebenso negativen Organs besteht durch Umweltkontakte in der gesamten
Posttransplantationsphase (KOTTON et al., 2010). Der Nachweis der CMV-Infektion erfolgt
bei Kindern &hnlich wie bei Erwachsenen. Es ergeben sich lediglich Einschrankungen
aufgrund von kleineren Blutmengen, die bei jungen Patienten fiir diagnostische Zwecke zur

Verfiigung stehen (KOTTON et al., 2010).

Bei der Interpretation der Ergebnisse der serologischen Testverfahren zur Bestimmung des
CMV-Statuts muss zusatzlich beachtet werden, dass Kinder unter 18 Monaten
moglicherweise passive mitterliche Antikorpertiter tragen, die sie diaplazentar erworben
haben und ihnen in den ersten Monaten nach Geburt als Nestschutz dienen (KOTTON et al.,
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2010). Folglich kann eine Serologie in diesem Alter aufgrund von passiven miutterlichen
Antikorpertitern falsch positiv sein (KOTTON et al., 2010). Die internationalen Konsensus
Guidelines empfehlen daher bei kindlichen Transplantatempfangern grundsatzlich von der
hochsten  Risikokonstellation auszugehen und eine entsprechende Pravention
durchzufiihren. Dementsprechend sollten Spender in einem Alter unter 18 Monaten
konsequent als CMV positiv eingestuft werden. Kindliche Organempfinger unter 18
Monaten sollten jedoch stets CMV negativ eingestuft werden, auch wenn serologisch CMV

spezifische Antikdrper nachweisbar sind (KOTTON et al., 2010).

Die Wahl der Behandlungsstrategie (Prophylaxe versus praemptive Therapie) ist bei Kindern
dadurch erschwert, dass die Datenlage bei péadiatrischen Transplantationen begrenzt ist.
Schwierigkeiten bereiten auch unerwiinschte Arzneimittelwirkungen sowie
Resistenzentwicklungen des Cytomegalievirus. Einzelne Fallberichte deuten bereits auf eine
rapide Zunahme von Ganciclovir-Resistenzen hin. Bezliglich der beschriebenen Resistenzlage
in diesem jungen Alter fehlen jedoch Untersuchungen an grofReren Patientenkollektiven,
sodass bisher nicht feststeht wie ausgepragt die Resistenzlage gegen Ganciclovir tatsachlich
ist. Die zurzeit verfuigbaren Alternativen sind dhnlich wie im Erwachsenenbereich Foscarnet
und Cidofovir. Aufgrund nephrotoxischer unerwiinschter Arzneimittelwirkungen ist die
Anwendung dieser Medikamente jedoch limitiert. Darlber hinaus gibt es zusatzliche
therapeutische Optionen, zu denen keine Daten im pdadiatrischen Bereich vorliegen. Dazu

gehoren der Einsatz von Maribavir, Leflunomid und Artesunate (KOTTON et al., 2010).

2.3 Immunologische Grundlagen

Primdre lymphatische Organe wie Thymus oder Knochenmark sind Orte der
antigenunabhangigen T- bzw. B-Lymphozyten-Reifung. Die antigenspezifische Aktivierung
findet erst in sekunddren lymphatischen Organen, wie Lymphknoten, Milz und in Mukosa

assoziierten Lymphgeweben statt (GROR, 2006).

Die Erkennungsstruktur der T-Zellen flir Pathogene ist der T-Zell-Rezeptor (TCR), der
Fremdantigene in Form von Peptiden im Kontext mit MHC-Molekilen auf der Zelloberfldche
von Antigen prasentierenden Zellen erkennt. Dieser T-Zell-Rezeptor ist aus einem
heterodimeren Membranprotein aufgebaut und tritt in zwei Formen auf, der ap- oder der
y6-Form, wobei allein die ap-Form eine Bedeutung fir die spezifische Immunitdt hat (GROR,
2006). Mit diesem TCR ist ein Heterotrimer (CD3) verbunden. Dieser sendet ein Signal in das
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Zellinnere, wenn der T-Zell-Rezeptor Fremd-Peptide im Kontext mit MHC-Molekiilen auf der
Zelloberflache erkennt. B-Zell-Rezeptoren bestehen aus monomeren, membranstdandigen

IgM-Molekilen und sind in der Lage freie Antigene zu erkennen (GROR, 2006).

Professionell antigenprasentierende Zellen (APC) exprimieren MHC-Klasse-lI-Molekdle,
welche der Prasentation extrazellularer Antigene dienen, die (ber Phagozytose oder
Rezeptor vermittelte Endozytose aufgenommen wurden. Im Phagosom werden diese
Antigene nach einem Zusammenschluss mit Lysosomen in Peptidfragmente gespalten. Die
Fusion fuhrt zu einem Phagolysosom, welches anschliefend mit einem Endosom verschmilzt.
Endosomen sind MHC-II-haltig. Das MHC-1I-Molekul wird mit Peptidfragmenten einer Lange
von 10-12 Aminosduren beladen und zur Zelloberflaiche transportiert, wo es mit dem
kostimulatorischen Protein B7 durch CD4" T-Zellen erkannt wird. Auch B-Zellen kénnen
Antigene Uber den membranstdandigen B-Zell-Rezeptor aufnehmen und nach Prozessierung

in MHC-1I-Molekulen auf der Zelloberflache prasentieren (GROR, 2006).

Kernhaltige Koérperzellen bis auf intakte Neurone exprimieren MHC-Klasse-I-Molekiile (GROR,
2006). Die Beladung von MHC-Klasse-I-Molekilen mit Fremdpeptidfragmenten erfolgt im
endoplasmatischen Retikulum. Eine wesentliche Voraussetzung dafiir ist die aktive
Neusynthese der viralen Proteine, die nur in infizierten Zellen stattfindet, in denen virale
Gene im Rahmen der Virusreplikation exprimiert und in Proteine translatiert werden. Die
Antigene werden durch das Proteasom zu ca. 9 Aminosaure langen Peptiden gespalten.
Diese werden dann in das endoplasmatische Retikulum transportiert und an MHC-Klasse-I-
Molekiile gebunden. Der gebildete Komplex gelangt tGber Golgi-Vesikel und das Trans-Golgi-
Netzwerk an die Zelloberflache und wird in der Membran verankert, wo er von CD8"* T-Zellen
erkannt wird (GROR, 2006; MODROW et al., 2010). Auch bei der Aktivierung der CD8" T-
Zellen ist ein kostimulatorisches Signal von Seiten der antigenprasentierenden Zelle neben
der Wechselwirkung zwischen T-Zell-Rezeptor mit MHC-Peptid-Komplex von zentraler
Bedeutung. Diese Kostimulation wird vermittelt durch die Interaktion von B7-Proteinen oder
CD40-Proteinen auf APCs mit den entsprechenden Liganden auf den T-Zellen (CD28-Protein
bzw. CD40-Ligand). Nur wenn sowohl Antigen spezifische als auch kostimulatorische Signale
vorliegen, kommt es zu einer T-Zell-Aktivierung, die vermittelt Uiber die Ausschittung von

Zytokinen wie z.B. IL-2 eine Proliferation und somit eine klonale Expansion Antigen
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spezifischer T-Lymphozyten auslost. Fehlt das kostimulatorische Signal, werden die T-Zellen

funktionell anergisiert (MODROW et al., 2010).

Werden Peptidfragmente im Rahmen der spezifischen Immunantwort auf MHC-Klasse-II-
Molekiilen prasentiert entwickeln sich CD4" T-Zellen zu antigenspezifischen T-Helferzellen
(THO). Unter Anwesenheit zahlreicher Zytokine wie IL-2, IL-4, oder IFN-y (GROR, 2006), die
durch naive T-Helferzellen bei ihrem primaren Antigenkontakt gebildet werden (MODROW
et al.,, 2010), kommt es zur weiteren Differenzierung dieser Zellen (GROR, 2006). Eine
Untergruppe der T-Effektor-Zellen, die als Reaktion auf eine Infektion gebildet werden, sind
die TH17-Zellen. TH17-Zellen verlassen die Lymphknoten und migrieren zu den peripheren
Infektionsherden, wo sie Antigen spezifisch stimuliert werden. Dies geht mit einer Sekretion
von Zytokinen der IL-17-Familie einher. IL-17 wirkt an Infektionsherden, indem es lokal
Zellen dazu veranlasst Zytokine und Chemokine freizusetzen, die wiederum neutrophile
Zellen anlocken. TH17-Zellen produzieren ebenfalls IL-22, welches mit IL-17 kooperativ wirkt
und mit diesem zusammen die Expression von antimikrobiellen Peptiden induziert. So
wirken pathogenspezifische TH17-Zellen als effiziente Verstdrker des angeborenen
Immunsystems in einer frilhen Phase an Infektionsherden (BEDOYA et al., 2013; MURPHY et
al., 2009; ZUNIGA et al., 2013).

Stark wirksame TH1- oder TH2-Reaktionen entstehen bei einer langer andauernden Infektion,
wenn die spezialisierte Aktivitdit dieser T-Zell-Untergruppen erforderlich ist, um
Krankheitserreger vollstandig zu beseitigen. Durch das Voranschreiten der Immunantwort
werden Zytokine gebildet, die naive T-Zellen auf die TH1- oder die TH2-Untergruppen
festlegen (MURPHY et al., 2009). Sind IL-12 und IFN-y vorhanden (MURPHY et al., 2009),
kommt es zur Entwicklung von TH1-Zellen, TH2-Zellen bilden sich, wenn IL-4 und IL-6
vorhanden sind. Zytokine aktivieren letztlich die Transkriptionsfaktoren, die zu einer TH1-
oder TH2-Entwicklung flihren. IFN-y hemmt dabei die Proliferation von TH2-Zellen (MURPHY
et al., 2009). TH2-Zellen produzieren IL-4, IL-5, IL-6 und auch IL-10. Diese Zytokine kdnnen B-
Zellen aktivieren und damit eine humorale Immunantwort durch antikérperproduzierende
Plasmazellen auslosen (GRORB, 2006). TH1-Zellen bilden IFN-y, IL-2 und TNF-B und fordern
damit die Aktivierung weiterer T-Helferzellen, sowie die Aktivierung einer zelluldaren
Immunitdt in Form von Makrophagen und zytotoxischen T-Zellen, die sich gegen

intrazellulare Erreger wie Viren richten kdnnen (MODROW et al., 2010). TH2-Zellen hemmen
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dariiber hinaus durch IL-10-Bildung eine TH1-Antwort an, wahrend sie die eigene TH2-

Antwort fordern (GROR, 2006).

Fiir eine endgtltige B-Zell-Aktivierung werden noch weitere als die bisher beschriebenen
Faktoren bendtigt. Mittels ihres B-Zell-Rezeptors muss die B-Zelle das Antigen binden und
aufnehmen, damit es durch MHC-1I-Molekiile auf ihrer Oberflache prasentiert werden kann.
Eine passende TH2-Zelle erkennt dann mit ihrem T-Zell-Rezeptor dieses Peptidfragment,
wobei es gleichzeitig zu einer Wechselwirkung zwischen dem CD40-Ligand der TH2-Zelle und
dem Glykopeptid CD40 der B-Zelle kommt. Letztlich fiihrt die TH2-Zell vermittelte
Aktivierung zur Differenzierung von der B-Zelle in eine Plasmazelle, die Antikérper in
|6slicher Form sezerniert. Wenn der Organismus zum ersten Mal durch einen Erreger infiziert
wird, wird zunachst IgM gebildet, im Verlauf der Infektion kommt es zu einem
Immunglobulin-Klassenwechsel, der durch einen Ubergang in eine IgG-Produktion
gekennzeichnet ist. Nach Kontrolle der Infektion verbleiben einige B-Zellen in Form von
Gedachtniszellen dauerhaft im Organismus. Diese immunologische Speicherung von
Information ermoglicht bei einem sekunddren Erregerkontakt eine sehr viel schnellere
Reaktion als bei Erstkontakt. Hier reicht allein schon die Bindung des B-Zell-Rezeptors an ein
MHC-II gebundenes Antigen, um eine Aktivierung der Gedachtniszelle auszulésen und eine

Antikorperproduktion erneut in Gang zu setzen (GROR, 2006).

Innerhalb von T-Zellen kommt es zur Differenzierung von zwei Typen von Gedachtniszellen,
die unterschiedliche Aktivierungsmerkmale aufweisen. Effektorgedachtnis-Zellen kénnen
sehr schnell zu T-Effektor-Zellen heranreifen und nach einer erneuten Stimulation grol3e
Mengen IFN-y, IL-4 und IL-5 sezernieren. Demgegeniiber brauchen zentrale Gedachtniszellen

langer um sich zu T-Effektor-Zellen zu differenzieren (MURPHY et al., 2009).

Die Expansion von T-Helfer- und zytotoxischen T-Zellen mit hochaffinen T-Zell-Rezeptoren
sowie die Differenzierung von Antikdrper produzierenden Plasmazellen erfolgt in
sekunddren Lymphorganen nach Kontakt mit einem Erreger. Mit Ausnahme der
transplazentar lGbertragenen Viren findet dieser Kontakt erst nach der Geburt statt. Wird ein
Embryo in Utero infiziert, kann er ab der 22. Schwangerschaftswoche selbst IgM- und auch
IgG-Antikorper bilden und es gibt Hinweise, dass eine CMV Infektion in Utero auch bereits
eine Differenzierung von CD4" und CD8" T Zellen induzieren kann (HUYGENS et al., 2014).

Ansonsten wird dem Neugeborenen wihrend der Schwangerschaft ein primarer spezifischer
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Schutz durch mitterliche Antikoérper, eine sogenannte Leihimmunitdt, Gbertragen. Eine
Voraussetzung fur den Antikorpertransfer ist die grofRflachige Auflésung der maternalen
Plazentaanteile. Dadurch kann das maternale Blut direkt die von der Chorionmembran
umgebenen fetalen Kapillaren, die fiir Antikérper der Subklasse 1gG durchldssig sind,
umspiilen (MODROW et al., 2010). Diese maternalen passiven Antikorper werden nach und
nach abgebaut, man geht jedoch davon aus, dass die mutterlichen Antikorper bis zu 18

Monate postpartal im kindlichen Organismus persistieren konnen (KOTTON et al., 2010).

2.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Der CMV-Infektionsstatus wird durch die CMV-Serologie ermittelt, die in aller Regel
zuverldssige Testergebnisse liefert. Unsicherheit bei der Serologie besteht allerdings bei
Antikorpertitern in der Nahe des diagnostischen Grenzwertes oder bei Transplantat-
Spendern oder -Empfangern, bei denen eine passive Antikorperimmunitdt nicht
auszuschlieBen ist. Hierzu zdhlen Kinder unter 18 Monaten aufgrund matterlicher
Antikorpertiter (Nestschutz) sowie Erwachsene nach Gabe von Antikérperprdparaten
(Abbildung 1). In dieser Situation ist die Einordnung in eine der oben genannten
Risikogruppen erschwert, sodass in der klinischen Praxis immer das hochste Risiko
angenommen werden sollte (KOTTON et al., 2010). Bislang wurde noch nicht untersucht,
inwieweit die Analyse CMV spezifischer T-Zellen bei Patienten mit passiver Immunitat zu
einer exakteren Bestimmung des CMV-Status beitragen konnte. Dies wurde in den CMV-
Konsensus-Guidelines als ein wichtiges Forschungsziel definiert (KOTTON et al., 2010), das im
Rahmen dieser Arbeit aufgegriffen wurde. Diese Intention erscheint vielversprechend, da T-
Zellen weder plazentar noch bei therapeutischer Gabe von Antikdrperpraparaten ibertragen

werden.

Weil darlber hinaus bislang unzureichend untersucht ist, inwieweit die bei Erwachsenen
etablierten Verfahren zum Nachweis einer zelluldren Immunitat auch bei Kindern zuverlassig
funktionieren und eingesetzt werden kdnnen, sollte im Rahmen dieser Arbeit auch eine
umfangreiche Charakterisierung der CMV spezifischen und polyklonalen Immunfunktion bei
Kindern im Altersverlauf im Vergleich mit Erwachsenen durchgefiihrt werden. Bei allen
Probanden wurde zudem die CMV-Serologie ermittelt, um die Aussagekraft der zelluldren

und humoralen Immunitat zur Bestimmung des CMV-Status direkt zu vergleichen.
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Abbildung 1. Grafische Darstellung der Ubertragbarkeit von Antikérpern und TH1-Zellen wihrend der
Schwangerschaft und durch Plasmapriparatgabe. Ubertragung von miitterlichen Antikérpern auf das Kind
wahrend der Schwangerschaft (A) und durch Plasmaprédparate (B). Ein Transfer von TH1-Zellen findet weder

unter Schwangerschaft noch liber Plasmapraparate statt. Zeichnung von Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Martina Sester.

SchlieB8lich sollte die Bedeutsamkeit der CMV spezifischen T-Zell-Analyse im Vergleich zur
Serologie zur Identifikation des CMV-Infektionsstatus auch bei Erwachsenen mit passiver
Immunitdt evaluiert werden. Dies erfolgte am Beispiel eines CMV seronegativen
Hamodialysepatienten, der aufgrund einer ABO inkompatiblen Nierentransplantation eine

therapeutische Infusion humaner Immunglobuline erhielt.

Folgende Fragen wurden im Einzelnen behandelt
» Sind CMV spezifische CD4" T-Zellen bei CMV seropositiven Probanden im Kindesalter
nachweisbar und ist die CMV spezifische CD4" T-Zell-Analyse mit der CMV

spezifischen IgG-Analyse bei Probanden ohne passive Immunitat vergleichbar?

» Sind CMV spezifische CD4" T-Zellen bereits im Nabelschnurblut nachweisbar und wird

ein mutterlicher CMV-IgG-Antikorpertiter in allen Fallen auf das Kind Gbertragen?

« Kdénnen CMV spezifische CD4" T-Zellen bei seropositiven Kindern unter 18 Monaten

einen positiven CMV-Status anzeigen?

e Welches Zytokin ist das beste Readout-Zytokin zum Nachweis CMV spezifischer CD4"

T-Zellen bei Kindern?
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Existiert ein Unterschied in der polyklonalen Immunfunktion der TH1-, TH2- und

TH17-Zellen bei Kindern im Altersverlauf?

Ist die CMV spezifische CD4" T-Zell-Analyse unter den Bedingungen einer passiven

Antikorpergabe der serologischen Nachweismethode (iberlegen?
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3. Material und Methodik

3.1 Gerate und Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate und Materialien sind in Tabelle 2-4 gelistet.

Tabelle 2: Gerate

Gerate

Firma, Firmensitz

Brutschrank (Hera cell 150)
Durchflusszytometer (FACSCanto 1)
Kolbenhubpipetten

(10, 20, 100, 200, 1000ul)
Multifunktionaler Plattenleser (Victor X4)
Multipipette plus

Pipettenspitzen fiir Kolbenhubpipetten
Pipettierhilfe (Pipetboy acu)

Prazisions Dispenser Tips (5ml)
ReagiergefdaRe (1,5ml)

Rohrchen fiir die Durchflusszytometrie

(5ml FACS Réhrchen)

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

Vortex Mixer 7-2020

Zentrifuge Laborfuge

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau
BD Biosciences, Heidelberg

Abimed, Langenfeld

PerkinElmer, Rodgau
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht
Integra Biosciences, Fernwald
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, NiUmbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner, Frickenhausen

Sarstedt, Nimbrecht

Heraeus, Hanau

neolab Migge Laborbedarf, Heidelberg
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau
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Tabelle 3: Chemikalien und Kits

Chemikalien und Kits

Firma, Firmensitz

Anti-CMV-ELISA-Kit (IgG)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Brefeldin A

DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
FACS Clean

FACS Flow

FACS Rinse

FCS (fetales Kalberserum)

Lysing-Losung (10x konzentriert, 1x

Verdinnung mit H,0 dest.)
Natriumazid (NaNs)
Paraformaldehyd

PBS (phosphatgepufferte Salzlosung)
Penicillin-Streptomycin
RPMI-Medium 1640 + 1% L-Glutamin

Saponin

Euroimmun, Liibeck

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Sigma, Steinheim

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

BD Biosciences, Heidelberg

Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
PAA, Colbe

PAA, Célbe

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Tabelle 4: Puffer und Medien

Puffer und Medien

Zusammensetzung

Brefeldin A-Stocklosung
FACS-Puffer

Natriumazid (NaNs)-Losung

5mg/ml in Ethanol
PBS, 5% FCS, 0,5% BSA, 0,07% NaNs

10% in H,0 dest.
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Puffer und Medien Zusammensetzung

Paraformaldehyd-Stocklosung 5g in 200ml PBS, pH 7,4-7,6

Saponin-Stocklésung 2g Saponin in 39,7ml sterilem PBS + 0,28 ml

10%iges NaNs

Saponin-Puffer FACS-Puffer, 0,1% Saponin

Zellkulturmedium RPMI, 1% Glutamin, 1% Penicillin-

Streptomycin, 5% FCS

3.2 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper sind in Tabelle 5 und Tabelle 6 gelistet.

Tabelle 5: Kostimulatorische Antikorper

Antikorper Klon | lIgKlasse | Konzentration | Firma, Firmensitz
anti-CD28 1293 |IgGlk 0,5mg/ml BD Biosciences, Heidelberg
anti-CD49d 9F10 |IgGlk 1mg/ml BD Biosciences, Heidelberg

Tabelle 6: Zur durchflusszytometrischen Analyse verwendete Antikdrper

Antikorper Fluorochrom Klon Ig Klasse Konzentration
anti-CD4 PE-Cy7 SK3 1gG1 k 0,012mg/ml
anti-CD69 PerCP L78 IgG1 0,05mg/ml
anti-IFN-y FITC 4S.B3 IgG1 k 0,5mg/ml
anti-TNF-a APC MAb 11 IgG1 0,2mg/ml
anti-IL-2 PE MQ1-17H12 IgG2a n.b.*
anti-IL-4 PE 8D4-8 IgG1 0,2mg/ml
anti-I1L-17 AlexaFluor647 SCPL1362 IgG1 k n.b.*

*n. b.: Konzentrationsangaben des Herstellers sind nicht bekannt; alle Antikérper wurden von der Firma BD

Biosciences bezogen.
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3.3 Antigene

Die Antigene zur spezifischen Stimulation sind in Tabelle 7 gelistet.

Tabelle 7: Antigene

Antigene Firma, Firmensitz

CMV-Ag: Stockkonz. n. b. (in H,0 angelost Virion/Serion, Wirzburg
und gelagert bei -70°C); Endkonz. 32 pl/ml

Ko-Ag: Stockkonz. n. b. (in H,0 angel6st Virion/Serion, Wirzburg
und gelagert bei -70°C); Endkonz. 32 pl/ml

SEB: Staphylococcus aureus Enterotoxin B Sigma, Steinheim

(Stock 1mg/ml in H,0, Endkonz. 2,5ug/ml)

3.4 Software

Die verwendete Software ist in Tabelle 8 gelistet.

Tabelle 8: Software

Software Verwendungszweck

BD FACSDiva Software 6.1.3 Messung und Auswertung der
durchflusszytometrischen Daten

EndNote X5/ X7 Literaturverwaltung

Graph Pad Prism 5.03 statistische Auswertung, graphische
Darstellung

Microsoft Office Access 2003 Datenverwaltung

Microsoft Office Excel 2003/2007/2010 statistische Auswertung

Microsoft Office Word 2003/2007/2010 Textverarbeitung

PowerPoint 2003/2007/2010 graphische Darstellung/Prasentation

WorkOut Software 2.5 Messung und Auswertung der ELISA-Daten
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3.5 Probanden- und Patienten-Kollektiv

Die demografischen Daten der Probanden und Patienten zeigt Tabelle 9.

Tabelle 9: Demografische Daten der Probanden und Patienten

Probanden/Patienten n (%) Alter (Jahre) | weibliches

Geschlecht (%)

Kinder < 18 Jahre 168 (100) | 7,02+6,37 | 56,0
Kinder > 18 Monate 109 (64,9) | 10,68 +4,90 | 57,8
Kinder < 18 Monate (kein Nabelschnurblut) | 30(17,9) 0,48+0,51 |53,3

Nabelschnurblut (Neugeborene) 29 (17,3) 0 51,7
Miutter 59 (100,0) | 29,67 +5,78 | 100,0
Hamodialysepatient vor und nach ABO 1 40 mannlich

inkompatibler Nierentransplantation

Die Daten zu diesen Probanden/Patienten gingen in die Originalpublikationen zu dieser Arbeit ein (RITTER et
al., 2013; SCHMIDT et al., 2012).

Insgesamt wurden 168 Kinder im Alter von 0-18 Jahren analysiert. Dieses Kollektiv setzt sich
zusammen aus 29 Nabelschnurblutproben von Neugeborenen, 30 Kindern, die zum
Zeitpunkt der Blutentnahme jinger als 18 Monate alt waren und 109 Kindern im Alter von
18 Monaten bis 18 Jahren. Die Nabelschnurblutproben wurden nach Losung der Plazenta aus
dem Uterus post partum aus der Nabelschnur entnommen. In der Nabelschnur zirkuliert
ausschlieBlich Blut, welches dem kindlichen Kreislauf entstammt (DIEDRICH et al., 2007).
Daher wird der ermittelte Immunstatus des Nabelschnurblutes in dieser Studie mit dem

kindlichen Immunstatus gleichgesetzt.

Bis zu einem Alter von 18 Monaten konnen im kindlichen Blutkreislauf miitterliche
Antikorper persistieren (KOTTON et al., 2010). Daher wurde in Zusammenhang mit den in
dieser Studie eingeschlossenen Kindern unter 18 Monaten und Neugeborenen das Blut der
59 Miitter dieser Kinder analysiert. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme bestand weder bei den
Muttern noch bei den Kindern die Symptomatik oder der Verdacht einer akuten CMV-

Infektion oder CMV-Reaktivierung.

Zusatzlich wurde ein Hamodialysepatient in die vorliegende Studie eingeschlossen, bei dem
eine ABO inkompatible Nierentransplantation durchgefiihrt wurde (Tabelle 9). Dessen CMV

spezifische Immunantwort wurde sowohl vor und nach Verabreichung von humanen
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Immunglobulinen (Privigen, Behring 0,35g/kg, hergestellt aus dem Plasma menschlicher

Spender), sowie nach Transplantation im Verlauf analysiert.

Potentielle Trager passiver CMV spezifischer Antikdrper wurden in der Gruppe der Kinder
unter 18 Monate, den Nabelschnurblutproben sowie bei dem Hamodialysepatienten
vermutet. Mitter und Kinder (iber 18 Monate waren von diesem Verdacht ausgeschlossen

und dienten in der vorliegenden Studie als Kontrollgruppen.

In den kooperierenden Abteilungen am Universitatsklinikum des Saarlandes (Klinik flr
Kinder- und Jugendmedizin, Klinik fiir  Frauenheilkunde, Geburtshilfe und
Reproduktionsmedizin, Klinik fiir Innere Medizin IV) wurden die Blutentnahmen fir diese
Studie durchgefiihrt. Die Blutprobengewinnung bei den Kindern erfolgte zusammen mit
einer Routine-Blutentnahme. Vor jeder Blutentnahme wurden die Probanden/Patienten,
beziehungsweise deren Erziehungsberechtige ausfiihrlich aufgeklart und ihr Einverstandnis
schriftlich festgehalten. Vor Beginn der Studie lag das Ethikvotum der Arztekammer des

Saarlandes vor (26/07 inclusive Amendment).

Die im Rahmen der Studie durchgefihrten Analysen erfolgten prospektiv.

3.6 Quantifizierung Antigen spezifischer T-Zellen aus Vollblut

Die Quantifizierung Antigen spezifischer T-Zellen erfolgt direkt aus dem Vollblut anhand der
Zytokin-Induktion nach Stimulation mit spezifischen Antigenen. Die durch T-Zell-Stimulation
erhaltene Zytokin-Induktion wird durch einen spezifischen Stimulus in Kombination mit
kostimulatorisch wirksamen Antikorpern erreicht, die zu einer Steigerung des spezifischen
Signals beitragen. Fir jede Probandenprobe wird ein kommerziell verfligbares Lysat CMV
infizierter Fibroblasten (CMV-Antigen), ein entsprechendes Kontroll-Antigen nicht infizierter
Fibroblasten, welches als Negativkontrolle dient, sowie eine Positivkontrolle als Stimulus
verwendet. Zur Positivkontrolle wird das zu den Superantigenen gehoérende Staphylococcus
aureus Enterotoxin B (SEB) eingesetzt. SEB bindet direkt an VB-Ketten des T-Zellrezeptors
(TCR) von T-Lymphozyten und gleichzeitig an die MHC II-Molekiile auf Antigen
prasentierenden Zellen (APCs) und fiihrt als Folge dessen zu einer Antigen unabhédngigen
polyklonalen Stimulation von T-Zellen mit resultierender sehr starker Zytokinproduktion.
Superantigene sind die potentesten Aktivatoren der menschlichen T-Lymphozyten. Daher ist
durch diesen Stimulus erkennbar, ob ein Proband grundsatzlich in der Lage ist, eine Reaktion

zu bilden. Um die spezifisch induzierten Zytokine, die als Reaktion auf die Stimulation
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gebildet werden, Zell assoziiert analysieren zu kénnen, erfolgt nach 2h die Zugabe von
Brefeldin A. Brefeldin A interferiert im retrograden Transport vom Golgi-Apparat zum
Endoplasmatischen Retikulum (ER). Daher kommt es zur Anreicherung von sekretorischen
Proteinen (zum Beispiel von Interferon-y oder anderen Zytokinen) im ER, die dann in der

spateren durchflusszytometrischen Analyse intrazellular nachgewiesen werden kénnen.

3.6.1 Antigen spezifische T-Zell-Stimulation im Vollblut

Alle Konzentrationsangaben zur Stimulation beziehen sich auf 1ml heparinisiertes Vollblut.
Zunachst wird das bendétigte Blutvolumen mit je 1ug/ml kostimulatorischem Antikorper anti-
CD28 und anti-CD49d durchmischt. AnschlieRend werden pro Stimulation 300ul Blut (Kinder
<18 Monate) bzw. 450ul Blut (dltere Kinder und Erwachsene) auf je drei Polypropylen-
Rohrchen verteilt. Pro Stimulationsansatz wird das jeweilige Antigen zupipettiert (32 pl/ml
Ko-Ag; 32 ul/ml CMV-Ag; 2,5 pug/ml SEB). Nach grindlichem Mischen folgt im Brutschrank
eine 2 stiindige Inkubation bei 37°C und 5% CO, der aufrecht stehenden R6hrchen mit lose
angeschraubten Deckeln. Nach anschlieRender Zugabe von 10ug/ml Brefeldin A werden die
Proben erneut gemischt und weitere 4 Stunden bei 37°C und 5% CO, aufrecht mit lose

angeschraubten Deckeln im Brutschrank inkubiert.

3.6.2 Fixierung der stimulierten Proben

Um Zell-Zell-Interaktionen zu l6sen werden die stimulierten Proben mit 2mM EDTA versetzt,
10sec auf dem Vortex-Mixer durchmischt und anschlieBend 15min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Danach werden 9ml Lysing-Lésung pro ml Vollblut hinzugegeben und kurz
gemischt, um Erythrozyten zu lysieren und Leukozyten zu fixieren. Nach 10 mindtiger
Inkubation erfolgt eine Zentrifugation der Proben fiir 7min bei 1300 Umdrehungen pro
Minute (U/min). AnschlieBend wird der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet durch
kraftiges Bewegen des Polypropylen-Réhrchens auf einem Metallgitter von der Gefallwand
gelost und in 2ml FACS-Puffer resuspendiert (Waschschritt). Die Proben werden erneut 7min
bei 1300U/min zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wird das Zellpellet wiederum
gelost, in 400ul FACS-Puffer aufgenommen und bis zur durchflusszytometrischen Farbung

(max. 72h spéter) bei 4°C im Kihlschrank gelagert.

3.6.3 Durchflusszytometrische Farbung mit Fluorochrom gekoppelten Antikorpern
Um eine homogene Zellsuspension zu erreichen, werden die Proben kurz durchmischt. In der
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vorliegenden Studie wurden pro Stimulationsansatz zwei Farbungen durchgefihrt. Generell
werden pro Farbung 200ul Zellsuspension auf die FACS Rohrchen verteilt und durch Zugabe
von 2ml Saponin-Puffer permeabilisiert. Nach 10 mindtiger Inkubation bei RT wird der
Ansatz 7min bei 1300U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und pro Probe 50ul
der entsprechenden Antikdrper-Mischung hinzupipettiert. Zunachst werden die Zellen nach
CMV spezifischer Stimulation sowie Negativ- und Positivkontrolle mit Antikérpern gegen CD4,
CD69, IL-2, IFN-y und TNF-a markiert (s. Tabelle 10, Farbung 1). Bei den Probanden, die in
der daraus resultierenden Messung mehr als 0,03% CMV spezifische Zellen (definiert als
Anteil IFN-y’/CD69" Zellen an Gesamt-CD4® T-Zellen) aufweisen und bei allen SEB-
Stimulationsansatzen, werden zusatzlich 200ul Zellsuspension mit einem Antikérpermix aus
anti-CD4-, anti-CD69-, anti-IL-4- und anti-IL-17-Antikérpern gefarbt (s. Tabelle 10, Farbung 2).
Nach erneutem Durchmischen werden die Proben 30-45min im Dunkeln bei RT inkubiert,
anschlieBend 3ml FACS-Puffer zugegeben und erneut 7min bei 1300U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wird erneut abgesaugt. Danach werden jeweils 150ul 1% PFA hinzugefiigt,
gemischt und die Proben bis zur durchflusszytometrischen Messung bei 4°C maximal 24

Stunden gelagert.

Tabelle 10: Farbeansatze (Farbung 1 und Farbung 2)

Komponenten Farbung 1 | Fluorochrom Menge [pl]
anti-CD4 Antikorper Pe-Cy7 0,5
anti-CD69 Antikorper PerCP 2

anti-IL-2 Antikorper PE 2
anti-IFN-y Antikorper FITC 0,5
anti-TNF-a Antikorper APC 0,15
Saponin 5% 1

FACS Puffer 43,85
Gesamt 50
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Komponenten Farbung 2 | Fluorochrom Menge [ul]
anti-CD4 Antikorper Pe-Cy7 0,5
anti-CD69 Antikorper PerCP 2

anti-1L-4 Antikorper PE 2
anti-IL-17 Antikorper AlexaFluor647 2,5
Saponin 5% 1

FACS Puffer 42
Gesamt 50

3.7 Durchflusszytometrie/FACS

Die englische Bezeichnung fir Durchflusszytometrie lautet fluorescence-activated cell
sorting, abgekiirzt FACS. Mit ihrer Hilfe kann man Zellen charakterisieren, sowohl quantitativ
als auch qualitativ. In der vorliegenden Arbeit werden Zellen aus Vollblut stimuliert, fixiert
und anschlieBend gefarbt. Nach dieser Vorarbeit werden die Zellen dem
Durchflusszytometer prasentiert. Dieses saugt die angebotene Zellsuspension mittels eines
Stahlrohrchens an. Im Innern des Gerdts wird die angesaugte Suspension mit einem
gewissen Druck durch eine Kapillare gepresst, sodass ein Strom von einzelnen Zellen
entsteht. Den Messbereich mussen die Zellen vereinzelt durchstromen, denn hier treffen
verschiedene Laserstrahlen die Zellen, wodurch es an der Zelle zu einer Streuung des
auftreffenden Lichts kommt. Die GroRe der Zellen wirkt sich auf das Vorwartsstreulicht (FSC
= Forward Scatter) aus. Die Komplexitat der Zelle (GroRe und Struktur des Zellkerns, Menge
der Vesikel) hat Auswirkungen auf das Seitwartsstreulicht (SSC = Side Scatter). Mit der
Streulicht-Analyse (FSC, SSC) kdnnen ungefarbte Zellen gut voneinander unterschieden
werden. Zellbruchstiicke zeigen eine geringe Vorwartsstreuung, weil sie kleiner sind als
erhaltene Zellen und kdnnen so leicht abgegrenzt werden. GrolRe raue Granulozyten, die in
ihrem Inneren viele Vesikel aufweisen, flihren zu einer anderen Lichtstreuung als die kleinen
glatten Lymphozyten, die wenige Vesikel besitzen. Wenn Zellen Fluorochrom gekoppelte
Antikorper gebunden haben, kommt es neben der Streuung des auftreffenden Lichts zu
einer Aussendung von Fluoreszenzimpulsen. Eine genaue Identifizierung von Lymphozyten

erfolgt im Rahmen dieser Arbeit (iber Fluorochrom gekoppelte Antikérper, die gegen
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spezifische Marker dieser Zellpopulation gerichtet sind. Die in der vorliegenden Arbeit

verwendeten Antikorper sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Wenn eine mit Fluorochrom gekoppeltem Antikdrper beladene Zelle den Messbereich des
Durchflusszytometers durchstrémt, werden die Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch
das Anregungslicht auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Das Emissionslicht wird
ausgesendet, wenn die Elektronen daraufhin auf ihr urspringliches Energieniveau
zurlickfallen. Photodetektoren erfassen dieses Emissionslicht, der Computer analysiert die
Information. Zelltyp spezifische Marker gegen die Fluorochrom gekoppelte Antikorper
gerichtet sind, kbnnen membranstandige Rezeptoren wieCD4 oder CD8 oder intrazellulare
Zytokine sein. Bestandteile aus dem Zellinneren konnen natirlich erst nach
Permeabilisierung der Zellmembran charakterisiert werden. Bei der Interpretation
ausschlaggebend ist der Anteil der Zellmarker auf oder in der T-Zelle, als auch die
Expressionsdichte in beiden Bereichen. Die verwendeten Fluorochrome besitzen zum Teil
gleiche Anregungswellenldngen aber unterschiedliche Emissionswellenlangen. Ein Laser
reicht aus um unter Verwendung von verschiedenen Fluorochrom gekoppelten Antikdrpern
mehrere Zelleigenschaften zu analysieren. Mehrere Laser mit verschiedenen
Anregungswellenldngen, wie es fir moderne FACS-Gerate (blich ist, erlauben eine noch
detailliertere Zell-Analyse. Tabelle 11 listet die in dieser Arbeit verwendeten Fluorochrome

mit ihren im Laboralltag verwendeten Abkirzungen auf.
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Tabelle 11: Anregungs- und Emissionswellenldangen der in dieser Arbeit verwendeten Fluorochrome

Fluorochrom Wellenldnge (nm)
Kurzbezeichnung Name Anregung Emission
AlexaFluor 647 650 668
APC Allophycocyanin 650 660
EITC Fluoresceinisothiocyanat 494 520
PE Phycoerythrin 496 578
PE-Cy7 Phycoerythrin Cyanin 7 496 785
PerCP Peridinin Chlorophyll Protein 482 678

Die Auswertung der erhobenen Parameter erfolgte mit der BD FACS Diva Software. Zur
Darstellung mehrerer Parameter pro Zelle dienen Standardpunktdiagramme (Dotplots), die
gemal ihrer zwei Achsen zwei unterschiedliche Zellmarker darstellen. In Dotplots wird fir
jede Zelle ein Punkt gesetzt. Mit einer Auswertstrategie ist es moglich die einzelnen Dotplots
in ihrer Darstellung miteinander zu verkniipfen und in eine Hierarchie einzubauen (MURPHY

et al., 2009).

3.7.1 Messung und Auswertung am Durchflusszytometer

Die Proben wurden im Durchflusszytometer FACS Canto Il gemessen. Dabei wurden pro
Probe 10000-50000 CD4" T-Zellen erfasst. Die anschlieBende Auswertung der erhaltenen
Daten erfolgte mit der FACS Diva Software (Version 6.1.3) unter Anwendung verschieden
erstellter Strategien (Abbildung 2). Die gemessenen Leukozyten kann man zunéchst tGber den
Vorwarts- und Seitwarts-Scatter in Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten unterteilen.
In der vorliegenden Arbeit werden CMV spezifische CD4" T-Zellen als IFN-y/CD69 doppelt
positiv definiert. Probanden ab einer Frequenz von 0,03% CMV spezifischer Zellen werden
als CMV positiv angesehen. Die CMV spezifischen CD4" T-Zellen (IFN-y*/CD69") wurden mit
Hilfe der in Abbildung 2 dargestellten Strategie auf ihre Fahigkeit zur Produktion der
Zytokine IL-2 und TNF-a untersucht. Die Expression der Zytokine IL-2 und TNF-a wurde auch
in CD69"/IFN-y "8aen) cpa* T_7ellen untersucht, sodass abschlieRend ermittelt werden
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konnte, wie viele CD4" T-Zellen alle drei Zytokine, zwei Zytokine oder lediglich eines der

Zytokine exprimieren.
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Abbildung 2. Auswertstrategie der durchflusszytometrischen Analyse der intrazelluldren IFN-y-, IL-2- und
TNF-a-Firbung. Bei der Lymphozytenpopulation beginnend werden die CD69, IFN-y positiven CD4" T-Zellen
sowie die IFN-y negativen CD4" T-Zellen so aufgeteilt, dass diese Subpopulationen separat voneinander
bezlglich ihres TNF-a- und IL-2-Signals analysiert werden kénnen. (FSC: Vorwartsscatter; SSC: Seitwartsscatter).
Die Gatingstrategie wurde von (SCHUB, 2011) ibernommen.

Die Auswert-Strategie zu Farbung 2 (s. Tabelle 10) ist in Abbildung 3 dargestellt. Dabei
werden ausgehend von den Lymphozyten CD4" T-Zellen zur weiteren Analyse eingegrenzt. In
Analogie zu Firbung 1 wird untersucht, ob sich unter den aktivierten (CD69 positiven) CD4"

T-Zellen eine IL-4- und/oder IL-17-Produktion detektieren lasst.
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Abbildung 3. Auswertstrategie zur durchflusszytometrischen Analyse der intrazellularen IL-4- und IL-17-
Fiarbung CD4" T-Zellen nach Antigen spezifischer Stimulation. Ausgehend von der Lymphozytenpopulation
werden alle CD4 positiven T-Zellen bezlglich ihrer IL-4-Produktion und ihrer IL-17-Produktion untersucht.
AuRerdem ist die IL-4- gegen die IL-17-Produktion aufgetragen. (FSC: Vorwartsscatter; SSC: Seitwartsscatter).

3.8 Quantitativer Anti-CMV-IgG-ELISA

Mit einem enzyme-linked immunosorbent assay konnen in Serumproben befindliche
Antikorper detektiert werden. Dazu macht sich der ELISA den Mechanismus der Antigen-
Antikorper-Reaktion zu Nutze. Auf dem Boden einer Mikrotiterplatte haften Virusantigene,
an die im Serum vorhandene Antikorper spezifisch binden. Die gebundene Antikdrperklasse
wiederum (hier Immunglobulin G (IgG)) wird durch anschlieRend zugegebene Enzym
gekoppelte Anti-Human-Antikérper gebunden. Wenn diesem gebundenen Enzym
gekoppelten Antikorper ein Enzymsubstrat zur Verfliigung gestellt wird, kommt es zu einer
Enzym katalysierten Reaktion (Farbumschlag), mit der der Serumantikérper nachgewiesen
werden kann. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Anti-CMV-ELISA von Euroimmun
weist anti-CMV spezifische 1gGs mit Peroxidase markierten Anti-Human-IgGs nach. Eine

zunachst farblose Chromogen/Substrat-Losung wird von der Peroxidase in eine blaufarbene
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Losung umgewandelt. Die abschliefRende Zugabe einer Stopplosung fihrt zu einer

Umwandlung in eine gelbe Losung, die im Photometer gemessen wird (MURPHY et al., 2009).

3.8.1 Durchfiihrung des quantitativen Anti-CMV-IgG-ELISA

Heparinisiertes Vollblut wird 10min bei 3000U/min zentrifugiert. Um das gewonnene Serum
Uber einen langeren Zeitraum lagern zu kdnnen, wurden die Proben bei -20°C eingefroren.
Zur Durchfiihrung des ELISA missen die Serumproben wieder aufgetaut werden. Es werden
10ul der jeweiligen Serumprobe mit 1000ul Probenpuffer verdinnt. Jeweils 100ul Kalibrator,
Positiv-, Negativkontrolle und verdiinnte Probe wird in die Reagenzgefdlle einer
Mikrotiterplatte Gberfiihrt. Diese sind mit CMV-Antigen beschichtet. Die Mikrotiterplatte
wird so 30min bei RT inkubiert. Danach werden die ReagenzgefdaRRe entleert und mit jeweils
300ul gebrauchsfertigem Waschpuffer versehen. Nach nur 30-60sec wird der Waschpuffer
entfernt. Dieser Waschschritt wird dreimal durchgefihrt. Damit keine Waschpufferreste auf
der Mikrotiterplatte haften bleiben, wird sie ausgeklopft. Je 100ul Peroxidase markiertes
Anti-Human-1gG vom Kaninchen (Enzymkonjugat) wird in die ReagenzgefdRe pipettiert und
30min bei RT inkubiert. Danach wird die Mikrotiterplatte erneut dreimal gewaschen. Nun
werden jeweils 100yl Trimethylbenzidin/H,0, (Chromogen/Substrat-Lésung) den
ReagenzgefdaRen hinzugesetzt und 15min bei RT inkubiert. Zum Schluss muissen jeweils 100l
0,5M Schwefelsdure (Stopplosung) auf die Mikrotiterplatte gegeben werden. Die Messung

der Proben soll innerhalb von 30min nach Abstoppen erfolgen.

3.8.2 Messung und Auswertung am multifunktionellen Plattenleser

Die Messungen erfolgen mit einer Wellenlange von 450nm im multifunktionellen
Plattenleser Victor X4. Die Referenzwellenldnge liegt dabei zwischen 620nm und 650nm. Mit

der WorkOut Software Version 2.5 erfolgt die Auswertung der erhobenen Daten.

3.9 CMV-DNA-Analyse

Die CMV-DNA des Patienten nach Transplantation wurde im Rahmen der klinischen
Routinediagnostik im Institut fur Virologie mittels quantitativer Polymerase Kettenreaktion
(PCR) bestimmt (Cobas Amplicor, Roche Diagnostics, Mannheim). Das klinisch relevante

Detektionslimit betrug 400 Kopien/ml.
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3.10 Statistische Analysen

Mit dem GraphPad Prism-Programm 5.03 wurden die erhobenen Daten der vorliegenden
Studie statistisch ausgewertet. Der Mann Whitney Test wurde fiir den Vergleich zweier
Gruppen ungepaarter nicht parametrischer Werte verwendet. Der Kruskal-Wallis-Test mit
Dunn’s Post-Test wurde fir den Vergleich von mehr als zwei Gruppen ungepaarter nicht
parametrischer Werte herangezogen. Der Spearman-Test diente der Korrelationsanalyse. Die
Analyse der Ubereinstimmung zwischen Serologie und T-Zellen erfolgte mittels Kappa-

Statistik (LANDIS, KOCH, 1977). Alle p-Werte <0,05 werden als signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1 Nachweis CMV spezifischer CD4" T-Zellen bei CMV seropositiven Probanden ohne

passive Antikorpertiter

Zunichst wurde die Methodik zum Nachweis CMV spezifischer CD4" T-Zellen bei Miittern
und Uber 18 Monate alten Kindern mit bekanntem IgG-Serostatus evaluiert. Diese
Altersgrenze wurde gewahlt, da ab einem Alter von 18 Monaten keine passiven mitterlichen
Antikorper mehr zu erwarten sind (KOTTON et al., 2010). Hierzu wurde heparinisiertes
Vollblut mit CMV-Antigen versetzt und Uber einen Zeitraum von 6 Stunden stimuliert. CMV
spezifische Zellen wurden als CD69/IFN-y doppelt positive CD4" T-Zellen charakterisiert.
Parallel wurde jeweils der CMV-IgG-Serostatus mittels ELISA bestimmt. Eine Stimulation mit
Kontroll-Antigen diente als Negativkontrolle. Zur Ermittlung der Frequenzen CMV
spezifischer CD4" T-Zellen wurde die Frequenz reaktiver T-Zellen in der Negativkontrolle
jeweils von der Frequenz nach spezifischer Stimulation subtrahiert. Eine Stimulation mit
Staphylococcus aureus Enterotoxin B (SEB) diente als Positivkontrolle, die eine Beurteilung
der generellen Immunreaktivitat erlaubte. Reprasentative Beispiele eines 17-jahrigen CMV
seropositiven Kindes und einer CMV seropositiven Mutter sind in Abbildung 4A dargestellt,
bei denen 0,43% und 1,05% CMV spezifische CD4" T-Zellen nachweisbar waren. Abbildung
4B zeigt das Beispiel eines 8-jahrigen CMV seronegativen Kindes und einer CMV
seronegativen Mutter, bei denen keine CMV spezifischen CD4" T-Zellen detektierbar waren.
Die deutliche Reaktion auf SEB zeigt jedoch, dass die Zellen beider Probanden grundsatzlich

zur Zytokinproduktion in der Lage waren.

4.2 Deutliche Ubereinstimmung des T-Zell-Tests mit dem Nachweis CMV spezifischer

IgG-Antikorper bei Probanden ohne passive humorale Immunitét

Im Folgenden wurden groBere Kollektive an Probanden analysiert, um die Aussagekraft der
CMV spezifischen T-Zell-Messung mit der Serologie zur Bestimmung des CMV-
Infektionsstatus zu vergleichen. Hierzu wurden zunachst 59 Erwachsene (Mditter) und 109
Kinder Uber 18 Monate herangezogen, da in diesen Gruppen keine passive

Antikorperimmunitat zu erwarten war.
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Abbildung 4. Nachweis CMV spezifischer CD4" T-Zellen bei CMV seropositiven Probanden. Die dargestellten
Ergebnisse stehen stellvertretend fiir 109 Kinder tGiber 18 Monate und 59 Erwachsene (Mitter), bei denen ein
passiv positiver Antikdrperstatus nicht zu erwarten war. Die Ergebnisse der Vollblutstimulation mit Kontroll-
Antigen, CMV-Antigen und Staphylokokkus aureus Enterotoxin B (SEB) bei (A) CMV seropositiven Probanden
und (B) CMV seronegativen Probanden sind als Dotplots dargestellt. CMV spezifische CD4" T-Zellen waren
lediglich bei seropositiven Probanden nachweisbar. Die Prozentangaben in den Dotplots zeigen die Frequenzen
der CD69/IFN-y doppelt positiven CD4" T-Zellen an. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation zu dieser
Arbeit (RITTER et al., 2013).

Beim qualitativen Vergleich beider Methoden zeigte sich in beiden Kollektiven eine hohe
Ubereinstimmung (Abbildung 5). Unter den Kindern wiesen 24 (22,0%) sowohl CMV
spezifische 1gG als auch T-Zellen auf, wahrend 85 (78,0%) Ubereinstimmend in beiden
Testverfahren negative Ergebnisse zeigten. Diskordante Ergebnisse traten nicht auf
(Abbildung 5A, K=1,0; 100% Sensitivitat, 100% Spezifitat). Auch unter den Mittern war eine
sehr deutliche Ubereinstimmung in den Ergebnissen beider Testverfahren zu verzeichnen.
Verglichen mit Kindern waren Mitter zu einem hoheren Prozentsatz serologisch positiv
(51,7%, Abbildung 5B) und in allen Proben CMV seropositiver Mitter konnten auch CMV
spezifische T-Zellen nachgewiesen werden. Interessanterweise wiesen zwei Mitter klar
detektierbare CMV spezifische T-Zellen auf, obwohl die jeweiligen CMV-IgG-Titer unter der
Nachweisgrenze lagen. Folglich weist die etablierte serologische Testung in der Gruppe der
Miutter eine Sensitivitdt von 100% und eine Spezifitdt von 92,9% auf (K=0,93, Abbildung 5B).
Im Folgenden wurde ebenfalls eine quantitative Analyse CMV spezifischer CD4" T-Zell-
Frequenzen bei Mittern und Kindern in Abhéangigkeit des Serostatus vorgenommen
(Abbildung 5C). Hierbei lagen die Frequenzen CMV spezifischer T-Zellen bei allen CMV

seropositiven Kindern iber der Nachweisgrenze, der Median der Frequenzen bei Kindern

war jedoch signifikant geringer (0,38%; Interquartilbereich (IQR) 1,50%) als der der Mitter
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(0,95%; IQR 1,51%; p=0,005; Abbildung 5C). Bei den CMV-IgG negativen Probanden lagen die
Frequenzen bei allen Kindern (n=85) und 26/28 Mittern unterhalb der Nachweisgrenze.
Interessanterweise waren die Frequenzen CMV spezifischer T-Zellen bei den beiden Mittern
mit negativem lgG-Status geringer als die der CMV-IgG positiven Miitter (Abbildung 5C, 0,10%
beziehungsweise 0,23%). Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass CMV spezifische T-
Zellen in dhnlicher Weise wie die Serologie zur Bestimmung des CMV-Infektionsstatus
herangezogen werden kénnen. Der Nachweis CMV spezifischer T-Zellen bei 2 von 28
seronegativen Mittern koénnte sogar auf eine hohere Sensitivitdat des T-Zell-Tests zur

Diagnose eines positiven CMV-Infektionsstatus hinweisen.
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Abbildung 5. Kongruente Ergebnisse zwischen Serologie und T-Zell-Test bei Probanden ohne passive
Immunitat. CMV-Status-Analyse durch den Vergleich zwischen Serologie und T-Zell-Test bei (A) Kindern Gber
18 Monaten und (B) Erwachsenen (Mitter). In beiden Gruppen war eine passive Immunitat unwahrscheinlich.
(C) Jedes Symbol steht fir einen Probanden, die Linien bilden die medianen Frequenzen der CMV spezifischen
CD4" T-Zellen ab. Ergebnisse tiber 0,03% CMV spezifischer CD4" T-Zellen wurden positiv bewertet. Die Probe
einer seronegativen Mutter mit einer Uberschiefenden Reaktivitat in der Negativ-Kontrolle wurde aus dieser
Analyse ausgeschlossen, da der T-Zell-Status nicht eindeutig bestimmbar war. Abbildung reproduziert aus
Originalpublikation zu dieser Arbeit (RITTER et al., 2013).

4.3 Kein Nachweis CMV spezifischer CD4" T-Zellen in Nabelschnurblut reifer, gesunder

Neugeborener

Da anzunehmen ist, dass sich CMV spezifische T-Zellen bei gesunden Neugeborenen erst im
Verlauf nach Geburt im Zuge eines CMV-Erstkontaktes entwickeln, sollten bei Neugeborenen

allenfalls passiv transferierte Antikérper der Mutter, nicht jedoch CMV spezifische T-Zellen
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nachweisbar sein. Daher wurden im Folgenden 29 Nabelschnurblutproben als weitere
Kontrollen fiir eine Gruppe von Kindern untersucht, bei denen keine CMV spezifische T-
Zellen zu erwarten sind. Hierzu wurden die Ergebnisse mit dem Serostatus der zugehérigen
Mdtter (n=28, davon eine Zwillingsmutter) verglichen. Wie erwartet konnten in keiner der
Nabelschnurblutproben CMV spezifischen T-Zellen detektiert werden (Abbildung 6). Um
herauszufinden, ob unter diesen T-Zell negativen Nabelschnurproben auch Trager eines
passiven Antikorpertiters gegen CMV vorhanden sind, wurde zusatzlich der Serostatus
untersucht. EIf der 29 untersuchten Nabelschnurproben zeigten CMV spezifische IgG
(Abbildung 6A), die ausnahmslos bei CMV seropositiven Mittern zu finden waren. Es zeigte
sich weiterhin, dass es keine seropositive Mutter gab, bei der der Titer passiv libertragener
CMV spezifische IgG im zugehdrigen Kind unter der Nachweisgrenze lag. Folglich zeigten alle
Miutter-Nabelschnur-Paare denselben Serostatus (Abbildung 6B). Dies zeigt, dass ein
existierender mitterlicher CMV-IgG-Antikorpertiter in allen Fallen auf das Kind Gbertragen
wurde, sodass bei allen Kindern CMV seropositiver Mitter unmittelbar nach Geburt von

einem passiven Antikorpertiter auszugehen ist.

A T-Zellen Nabelschnurblut B Serologie Miitter
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Abbildung 6. In Nabelschnurblutproben gesunder Neugeborener konnten keine CMV spezifischen CD4" T-
Zellen nachgewiesen werden. (A) Vergleichende Analyse zwischen CMV spezifischer humoraler und zelluldrer
Immunitat bei Neugeborenen (Nabelschnurblut). (B) Vergleich der Serologie zwischen Neugeborenen
(Nabelschnurblut) und dazu gehérenden Miuttern. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation zu dieser
Arbeit (RITTER et al., 2013).

4.4 CMV spezifische CD4" T-Zellen lassen bei seropositiven Kindern unter 18 Monaten

einen tatsachlich positiven CMV-Status erkennen

Im Folgenden wurden Kinder unter 18 Monaten rekrutiert, bei denen der tatsachliche CMV-
Status aufgrund der potentiell passiven mitterlichen Immunitat nicht eindeutig zu
bestimmen ist. Hierzu wurden insgesamt 30 Kinder unter 18 Monate vergleichend auf CMV

spezifische T-Zellen und Antikorper getestet (Abbildung 7). 17 Kinder (56,7%) waren
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seronegativ und keines dieser Kinder wies CMV spezifische T-Zellen auf. Bei 13 Kindern
konnte ein positives serologisches Ergebnis detektiert werden. Von diesen 13 Kindern waren
bereits in acht Fallen (61,5%) schon CMV spezifische T-Zellen nachweisbar. Demgegeniiber
waren bei 5/13 serologisch positiven Kindern keine CMV spezifischen T-Zellen messbar, was
auf das Vorliegen einer passiven Immunitdt schlieBen lasst (Abbildung 7A).
Originalmessungen eines dieser Kinder (1,1 Monate) sowie der zugehdrigen Mutter (Alter
24,7 Jahre) sind reprasentativ fir alle flinf Kinder mit passiv mitterlichem Antikorpertiter in
einer Dotplot-Darstellung visualisiert (Abbildung 7B). Diese zeigt deutlich, dass die Mutter
CMV spezifische CD4" T-Zellen aufweist, wihrend dies beim Kind nicht der Fall ist. Eine
generell eingeschrankte Immunreaktivitdit bei dem Kind ist auszuschlieBen, da nach
Stimulation mit SEB eine deutliche T-Zell-Reaktion messbar war (Abbildung 7B). Weiterhin ist
beispielhaft ein serologisch positives Mutter-Kind-Paar dargestellt, bei dem sowohl bei dem
9,7 Monate alten Kind als auch bei der Mutter (26,8 Jahre) CMV spezifische T-Zellen messbar
waren (Abbildung 7C). Interessanterweise waren seropositive Kinder, die bereits eine CMV
spezifische zelluldre Immunantwort aufwiesen, tendenziell etwas dlter als seropositive, bei
denen keine CMV spezifische T-Zell-Antwort nachweisbar war (0,81+0,60 vs. 0,56+0,68
Jahre); wenngleich der Unterschied nicht statistisch signifikant war (p=0,50), passt diese
Beobachtung zu der Tatsache, dass eine CMV-Infektion mit zunehmendem Lebensalter

wahrscheinlicher wird.

4.5 IFN-y ist in allen Altersgruppen das beste Readout-Zytokin bei der CMV spezifischen
CD4" T-Zell-Analyse

Die bisher vorgestellten Ergebnisse charakterisieren CMV spezifische CD4" T-Zellen {iber den
Nachweis der IFN-y-Produktion in aktivierten CD69 positiven Zellen. Probanden, die nach
CMV spezifischer Stimulation keine CD69/IFN-y positiven Zellen aufwiesen, wurden
hinsichtlich des T-Zell-Status als CMV negativ eingestuft. Neben der CMV spezifischen
Stimulation diente die polyklonale Stimulation mit SEB dem Nachweis, dass CMV negative
Probanden grundsatzlich in der Lage waren, CD69/IFN-y positive Zellen zu bilden. Bei den
meisten Nabelschnurproben und einigen Kindern unter 18 Monaten lag nach polyklonaler
Stimulation mit SEB jedoch ebenfalls keine IFN-y-Produktion vor. Diese Beobachtungen
lieRen daher den Verdacht aufkommen, dass Zellen von Probanden der jungen Altersgruppe

eine generell eingeschrankte Fahigkeit zur Zytokinproduktion aufweisen.
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Abbildung 7. Bei potentiell bestehender passiver miitterlicher Inmunitat (Kinder unter 18 Monate) kann der
CMV-Infektionsstatus durch Analyse CMV spezifischer CD4" T-Zellen bestimmt werden. (A) Vergleichende
Analyse zwischen humoraler und zelluldrer Immunitat bei Kindern unter 18 Monaten. (B) Stellvertretendes
Beispiel eines Kindes unter 18 Monate mit vermuteter passiver Immunitat (seropositiv, T-Zell negativ) und
seiner serologisch sowie T-Zell positiven Mutter. (C) Stellvertretendes Beispiel eines Kindes (unter 18 Monate)
und seiner Mutter, die beide serologisch und T-Zell positiv sind. Die Prozentangaben in den Dotplots beziffern
die Frequenzen der CD69/IFN-y doppelt positiven CD4" T-Zellen. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation
zu dieser Arbeit (RITTER et al., 2013).
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Daraufhin analysierten wir, inwieweit nach CMV spezifischer Stimulation andere Zytokine
wie TNF-a, IL-2, IL-4 und IL-17 induziert werden. Neben TH1-Zellen werden dadurch auch
TH2- und TH17-Zellen erfasst. Es sollte untersucht werden, ob die zusatzliche Analyse dieser
Zytokine besonders in der jungen Altersgruppe zu einem Anstieg der Sensitivitat des lber
IFN-y definierten T-Zell-Tests flihren kann. Abbildung 8 stellt die Ergebnisse dieser CMV
spezifischen Zytokinanalyse grafisch in den verschiedenen Altersgruppen dar. Es zeigt sich,
dass die Probanden, die nach CMV spezifischer Stimulation IFN-y produzieren, auch in den
meisten Fallen ein positives Ergebnis fir TNF-a und IL-2 (TH1-Zytokine) aufweisen
(Abbildung 8B). Demgegeniiber war in der Gruppe derer, die kein IFN-y produzieren, auch
keine starke Produktion von TNF-a und IL-2 nachweisbar (Abbildung 8A, 25 von 27 Mittern
und 83 von 85 Kindern). Folglich bietet weder TNF-a noch IL-2 eine zusatzliche, von IFN-y
unabhangige Evidenz fiir eine Prasenz CMV spezifischer T-Zellen bei Probanden, die keine
IFN-y-Produktion aufweisen (Abbildung 8B). IFN-y scheint daher in allen Altersgruppen ein
sehr gutes Readout-Zytokin zur Identifizierung CMV spezifischer T-Zellen zu sein. Nach CMV
spezifischer Stimulation zeigte eine qualitative Analyse von dreifach (IFN-y, IL-2, TNF-a),
zweifach und einfach Zytokin positiven Zellen, dass die CMV spezifische T-Zell-Antwort in
allen Altersgruppen durch IFN-y dominiert wird (Abbildung 8C, schwarze Balken).
Interessanterweise zeigten CMV reaktive T-Zellen von Kindern unter 18 Monaten, bei denen
anzunehmen ist, dass die zeitliche Nahe zum CMV-Primarinfekt am groRten ist, einen
geringeren Prozentsatz an multifunktionalen, dreifach positiven und einen gleichzeitig
héheren Prozentsatz von IFN-y einfach positiven T-Zellen (Abbildung 8C, rechts unten).
Weiterhin zeigt ein Vergleich der medianen T-Zell-Frequenzen (iber die verschiedenen
Altersgruppen, dass der Anteil Zytokin produzierender CMV spezifischer T-Zellen bei jungen
Kindern am geringsten ist und mit zunehmendem Alter signifikant ansteigt (Abbildung 8B,

p=0,0008 fiir IFN-y positive T-Zellen).

In der Gruppe derer, die IFN-y produzieren, wurde eine CMV spezifische IL-4-Produktion nur
bei 15 von 32 Mittern, bei 9 von 21 Kindern tber 18 Monaten und bei keinem der Kinder
unter 18 Monaten beobachtet (Daten nicht gezeigt). Eine CMV spezifische IL-17-Produktion

war generell nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 8. In allen Altersgruppen ist IFN-y das beste Readout-Zytokin zum Nachweis einer CMV
spezifischen CD4" T-Zell-Immunitit. Dargestellt ist die CMV spezifische Bildung von IFN-y, TNF-a und IL-2 bei
Muttern und allen Kindern bis 18 Jahre, die nach CMV spezifischer Stimulation nicht (A) oder mit (B) einer IFN-
v-Produktion reagieren. Der prozentuale Anteil CMV spezifischer T-Zellen, die IFN-y, TNF-a oder IL-2
produzieren, steigt mit zunehmendem Alter an (IFN-y: p=0,0008, TNF-a: p=0,0003, IL-2: p=0,0001). Jeder Punkt
reprasentiert einen Studienprobanden, die medianen Frequenzen CMV spezifischer CD4" T-Zellen sind durch
horizontale Linien dargestellt. (C) Der Zytokin-Vergleich unter CMV reaktiven CD4" T-Zellen offenbart die
Dominanz IFN-y positiver T-Zellen (schwarze Balken zeigen die CMV spezifischen Subpopulationen, die eine
IFN-y-Produktion mit oder ohne gleichzeitige Generierung von IL-2 und/oder TNF-a aufweisen). Die Daten sind
als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Von den acht Kindern unter 18 Monaten mit nachweisbarer
CMV spezifischer Immunitat, standen nur sieben flr diesen zusatzlichen Zytokinprofiltest zur Verfligung, da von
einem Kind nicht geniligend Blut entnommen werden konnte. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation zu
dieser Arbeit (RITTER et al., 2013).

4.6 Kinder unter 18 Monaten mit CMV spezifischer CD4" T-Zell-Immunitit weisen im
Vergleich zu T-Zell immunologisch negativen Kindern derselben Altersgruppe
starkere polyklonale Reaktionen der TH1- und TH17-Zellen auf

Um zu analysieren, inwieweit Nabelschnurblutproben oder Proben einiger Kinder unter 18

Monaten generell in ihrer Reaktivitdit auf andere Stimuli eingeschrankt sind, wurde die
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Induktion der Zytokine IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-17 und IL-4 nach polyklonaler Stimulation mit
SEB analysiert (Abbildung 9). Die Auswertung der T-Zell-Reaktivitat erfolgte wie zuvor in den
verschiedenen Altersgruppen und separat fiir Probanden, die auf Basis des Nachweises von
IFN-y nach CMV spezifischer Stimulation keine CMV spezifischen CD4" T-Zellen aufwiesen
(weilRe Punkte) und fiir Probanden, bei denen CMV spezifische T-Zellen nachweisbar waren
(schwarze Punkte). Unten den Kindern unter 18 Monaten, die nach CMV spezifischer
Stimulation keine IFN-y-Produktion zeigten, waren die SEB reaktiven T-Zellen in der Lage
TNF-a und IL-2 zu bilden, wahrend die SEB induzierte IFN-y-Produktion in dieser Gruppe
wesentlich geringer war. Demgegeniiber wiesen die Kinder derselben Altersgruppe mit
nachweisbarer zelluldrer Immunitat gegen CMV signifikant hohere T-Zell-Frequenzen SEB
reaktiver Zellen auf. Diese Unterschiede galten nicht nur fur IFN-y, sondern auch fiir TNF-a,
IL-2 und IL-17, wahrend keine Frequenzdifferenz fir IL-4 produzierende Zellen gefunden
wurde (Abbildung 9). Bei Kindern tGber 18 Monaten und Erwachsenen (Mutter) wurde kein
Unterschied in der Frequenz SEB reaktiver T-Zellen zwischen CMV positiven und negativen
Probanden gefunden. Diese Beobachtungen lassen schlieRen, dass eine CMV-Infektion in
friher Kindheit zur Induktion von TH1- und TH17-Zellen beitragt, die sich nach polyklonaler

Stimulation detektieren lasst.
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Abbildung 9. Neugeborene mit CMV spezifischer CD4" T-Zell Immunitit zeigen stirkere polyklonale
Reaktionen der TH1- und TH17-Zellen. Nach Stimulation mit SEB wurde der prozentuale Anteil von IFN-y, TNF-
a, IL-2, IL-17 und IL-4 positiven CD4" T-Zellen bei Probanden bestimmt, die eine Reaktion nach einer CMV
spezifischen Stimulation zeigen (schwarze Punkte), beziehungsweise diese nicht zeigen (Kreise). Jedes Symbol
stellt einen Probanden, die Linien die medianen Frequenzen dar. Unter den acht Kindern unter 18 Monaten mit
nachweisbarer CMV spezifischer Immunitat, standen nur sieben von acht Proben fiir die Analyse von TNF-a und
IL-2 und nur sechs von acht Proben fiir die Analyse von IL-17 und IL-4 zur Verfligung. Abbildung reproduziert
aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (RITTER et al., 2013).
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4.7 ,Proof of principle“: Die CMV spezifische CD4" T-Zell-Immunitit erlaubt auch die

Identifizierung des CMV-Status bei Erwachsenen mit passiver Immunitat

Im Falle der zuvor untersuchten seropositiven Kinder unter 18 Monaten ohne Nachweis CMV
spezifischer T-Zellen ist von einer passiven miutterlichen Antikdrperimmunitat auszugehen.
Im Folgenden wurde ein 40-jahriger urspringlich CMV seronegativer Himodialysepatient vor
und nach ABO inkompatibler Transplantation einer Niere seiner CMV seropositiven Mutter
untersucht. Bei diesem Patienten wurde ein passiver Antikdrperstatus temporar durch
therapeutische Gabe von humanen Immunglobulinen induziert. Diese Situation war geeignet,
um die Bedeutung der CMV spezifischen T-Zellen zur Bestimmung des exakten CMV-Status
bei Erwachsenen mit passiver Immunitat im Setting der Transplantation zu evaluieren.
Dariiber hinaus erlitt der Patient im weiteren Verlauf eine Transplantat assoziierte CMV-

Primarinfektion, wodurch ein tatsachlich positiver CMV-Status erreicht wurde.

Vor Transplantation erhielt der Organempfanger Rituximab (einmalige Gabe 28 Tage vor
Transplantation) und eine einmalige Gabe von 0,35g/kg Korpergewicht humanes
Immunglobulin (30g/86kg, Privigen, Behring, Marburg, Deutschland, einen Tag vor
Transplantation). Fir drei Monate wurde eine Valganciclovirprophylaxe durchgefiihrt. Das
immunsuppressive Therapieregime bestand aus Basiliximab, Tacrolimus, Mycopenolat

mofetile und Steroiden.

Die Analyse der CMV spezifischen zellularen und humoralen Immunitdt sowie der CMV-
Viruslast vor und im Verlauf nach Gabe von humanen Immunglobulinen und nach
Transplantat assoziierter CMV-Primarinfektion ist in Abbildung 10 und Abbildung 11
zusammengefasst. Originalmessungen charakteristischer Zeitpunkte im Verlauf vor und nach
Gabe von humanen Immunglobulinen und Primarinfektion sind mittels Dotplots dargestellt

(Abbildung 10).

Urspriinglich wies der Patient sowohl in der Serologie als auch im T-Zell-Test ein negatives
Ergebnis auf (Abbildung 10, #1). Einen Tag nach Gabe von humanen Immunglobulinen war
eine tempordre Konversion im Antikdrperstatus messbar (Abbildung 10, #2, passive
Immunitat), wahrend CMV spezifische T-Zellen erwartungsgemaR unter der Nachweisgrenze
blieben. Dass in dieser Zeit grundséatzlich eine spezifische T-Zellreaktion nachweisbar ist,

zeigen die Reaktivitdaten der T-Zellen nach SEB-Stimulation.
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Abbildung 10. Durch die Analyse CMV spezifischer CD4" T-Zellen kann der tatsichliche CMV-Infektionsstatus
ermittelt werden. Originalmessungen CMV spezifischer T-Zellen eines 40-jahrigen zunachst CMV seronegativen
mannlichen Patienten (A) 25 Tage vor und (B) einen Tag nach Infusion von humanen Immunglobulinen
(Privigen, Behring 0,35g/kg), sowie (C) 10,5 Wochen nach CMV-Primarinfektion durch Nierentransplantation.
Die 59-jahrige Organspenderin wurde vor der Transplantation CMV seropositiv getestet. Die Prozentangaben in
den Dotplots beziffern die Frequenzen der CD69/IFN-y doppelt positiven CD4" T-Zellen. Abbildung reproduziert
aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (SCHMIDT et al., 2012).

Im weiteren Verlauf erlitt der Patient einen CMV-Primarinfekt (3,25 Monate nach Ende einer
dreimonatigen Valganciclovir-Prophylaxe), der mit einem Anstieg in der Viruslast auf bis zu
4000 Kopien/ml assoziiert war (Abbildung 11). Als diagnostisches Zeichen eines tatsachlich
positiven CMV-Status entwickelte der Patient sowohl eine CMV spezifische zelluldre und —
leicht verzogert — eine humorale Immunitat, die im weiteren Verlauf stabil erhalten blieb

(Abbildung 10, #3 und Abbildung 11).

Zusammenfassend bestédtigte die fehlende zelluldre Immunitdt im Sinne eines ,proof-of-
principle“ das bekanntermaflen durch passiven Transfer falsch positive Ergebnis der
serologischen Testung.
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Abbildung 11. Vergleichende Analyse von CMV spezifischer CD4" T-Zell-lmmunitit mit der CMV-Serologie bei
einem Nierentransplantierten mit temporar passiver Immunitit und anschlieBendem CMV-Primarinfekt.
Gegenlbergestellt ist der zeitliche Verlauf der CMV spezifischen zellularen und humoralen Immunitat sowie die
CMV spezifische Viruslast. Nach CMV-Primérinfektion wurden CMV spezifische CD4* T-Zellen vor CMV
spezifischen Antikérpern der Klasse G nachgewiesen. Die grauen Bereiche stellen den Zeitraum der antiviralen
Prophylaxe mit Valganciclovir dar. Die mit #1-3 beschrifteten Zeitpunkte beziehen sich auf die Darstellung der
CMV spezifischen CD4" T-Zell-Immunitdt in Abbildung 10. Die relativen CMV spezifischen Antikorper-Titer
wurden gemaR der Herstellerangaben in RE/ml angegeben; die gestrichelte Linie zeigt die Obergrenze fur
negative Ergebnisse an (16 RE/ml). Der klinisch relevante Grenzwert fiir einen CMV-DNA-Nachweis sind 400
Kopien/ml. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (SCHMIDT et al., 2012).
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5. Diskussion

5.1 Die CMV spezifische CD4" T-Zell-Analyse zur Demaskierung einer passiven Immunitit

Kinder tragen nach Organtransplantation unter Immunsuppression das gleiche Risiko wie
erwachsene Transplantatempfanger eine CMV-Primarinfektion oder eine CMV-Reaktivierung
einer vorbestehenden Infektion zu entwickeln. Das Risiko wird dabei hauptsachlich vom
CMV-Infektionsstatus des Spenders und des Empfangers bestimmt (KOTTON et al., 2013).
Vor einer geplanten Transplantation kommt demnach der Bestimmung des CMV-
Infektionsstatus von Transplantat-Spender und -Empfanger eine grofRe Bedeutung fir die
Wahl der therapeutischen Strategie zu. Dazu wird eine CMV spezifische serologische Testung
der an der Transplantation beteiligten Patienten durchgefiihrt. Die serologische Analyse ist
eine in der klinischen Praxis etablierte diagnostische Untersuchung, die allerdings bei jungen
Kindern aufgrund moglich vorhandener passiver miitterlicher Antikorpertiter zu falsch
positiven Ergebnissen flihren kann. In der vorliegenden Arbeit wurde daher evaluiert,
inwieweit die Bestimmung der CMV spezifischen zelluldren Immunitdt eine genauere
diagnostische Methode zur Bestimmung des CMV-Infektionsstatus bei Kindern mit passiver
Immunitit darstellt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sich CMV spezifische CD4" T-
Zellen grundsétzlich bei Kindern nachweisen lassen und dass die Prasenz CMV spezifischer
CD4" T-Zellen bei Kindern iiber 18 Monaten sehr gut mit dem CMV-Serostatus
Ubereinstimmt. Bei seropositiven Kindern unter 18 Monaten, deren Antikorpertiter
potentiell auf eine passive mitterliche Immunitat zurtickzufiihren sein kénnte, zeigte der T-
Zell-Test, dass bereits mehr als 60% dieser Kinder nachweisbare CMV spezifische T-Zellen
besallen. Dies lasst schlieBen, dass bereits die Mehrheit der seropositiven Kinder tatsachlich
eine eigene spezifische Immunitdt aufgebaut hat, sodass das AusmaR der passiven
Immunitat in dieser Altersgruppe bislang vermutlich Gberschatzt wurde. Die Ergebnisse
dieser Arbeit weisen zusatzlich darauf hin, dass eine passive Immunitat vermutlich lediglich
bis zu einem Alter von 12, anstatt 18 Monaten angenommen werden sollte. Innerhalb der 13
seropositiven Kinder unter 18 Monate waren bereits vier Kinder (iber 12 Monate alt und bei
allen vier Kindern war bereits eine CMV spezifische zelluldire Immunitat nachweisbar.
Demgegenliber zeigten lediglich vier der neun seropositiven Kinder unter 12 Monaten eine
nachweisbare CMV spezifische T-Zellantwort, wahrend die Abwesenheit spezifischer T-Zellen

bei flinf von neun Kindern auf eine passive mutterliche Immunitat schlieBen lasst. Eine
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dhnliche Dynamik der Abnahme mitterlicher Antikorpertiter innerhalb von neun bis elf
Monaten wurde bereits zuvor bei der humoralen Immunitat gegen Masernviren beschrieben
(LEURIDAN, VAN DAMMIE, 2007). Vor diesem Hintergrund erscheint die aktualisierte Version
der internationalen CMV-Konsensus-Empfehlungen sinnvoll, auch im Setting der
Transplantation lediglich bei seropositiven Kindern unter 12 Monaten eine passive
Antikorperimmunitat anzunehmen (KOTTON et al., 2013), wahrend die Erstversion der
Guidelines aus dem Jahre 2010 empfahl, bis zu einem Alter von 18 Monaten von der
Moglichkeit passiver miutterlicher Antikérper auszugehen (KOTTON et al.,, 2010). In den
neuesten internationalen Konsensus-Empfehlungen sowie in Empfehlungen deutscher
Fachgesellschaften werden die Ergebnisse dieser Arbeit bereits als vielversprechende
Moglichkeit beschrieben, bei Kindern unter 12 Monaten den tatsiachlichen CMV-
Infektionsstatus tber den Nachweis CMV spezifischer T-Zellen zu ermitteln (KLIEM et al.,

2015; KOTTON et al., 2013).

Neben der Anwendung bei Kindern kénnte die Analyse CMV spezifischer CD4" T-Zellen
zukunftig generell in allen klinischen Situationen Anwendung finden, in denen serologische
Untersuchungsergebnisse keine zuverldssige Einschatzung des CMV-Infektionsstatus
erlauben. Wenngleich die serologische Bestimmung des CMV-Status in den meisten
klinischen Situationen bei Erwachsenen eine zuverldssige diagnostische Untersuchung
darstellt, um den tatsachlichen CMV-Infektionsstatus zu ermitteln, zeigt das Beispiel eines
CMV seronegativen nierentransplantierten Patienten, bei dem nach einer Antikorper-
Infusion eine passiv erworbene positive CMV-Serologie vorlag, dass der tatsachliche CMV-
Infektionsstatus durch Analyse CMV spezifischer CD4" T-Zellen auch bei Erwachsenen
praziser ermittelt werden kann als durch die Serologie (SCHMIDT et al., 2012). Das Konzept
zur genaueren Bestimmung des CMV-Infektionsstatus durch CMV spezifische T-Zellen bei
Personen mit passiver Immunitat ist in Abbildung 12 zusammengefasst, die einem

Kommentar zur Publikation dieser Arbeit entnommen wurde (EMERY, 2013).
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Abbildung 12. Konzept zur Bestimmung des CMV-Infektionsstatus durch CMV spezifische T-Zellen bei
Personen mit passiver Immunitdt. Dargestellt ist ein Blutgefd (braune Struktur) mit CMV spezifischen
Immunglobulinen (IgG), die entweder mutterlicher (blau) oder kindlicher (rot) Herkunft sind. CD4" T-Zellen sind
grin und Cytomegalieviren sind mit einem schwarzen Kreuz dargestellt. (A) Bei einem CMV infizierten Kind
fUhrt die Anwesenheit kindlicher und mutterlicher 1gG zu einem positiven Ergebnis im Antikorper-lgG-Assay.
Zudem kann die Prasenz CMV spezifischer T-Zellen durch die Induktion von Zytokinen nach Stimulation mit
CMV-Antigenen in vitro nachgewiesen werden (IFN-y, IL-2 und TNF-a, hier dargestellt als gelbe, blaue und rote
Punkte). (B) Die Blutprobe eines Kindes, das mitterliche Antikérper (blau), aber keine CMV spezifischen T-
Zellen enthalt, wie es bei nicht infizierten Kindern zu erwarten ist, fihrt zu einem positivem Ergebnis im IgG-
Assay und einem negativen Ergebnis im T-Zell-Test. Das Konzept ldsst sich auch auf die Situation einer Person
mit passiv transfundierter Antikdrperimmunitat Gbertragen, bei der passiv transfundierte Antikérper blau und
autolog gebildete Antikorper rot dargestellt sind. Die Abbildung wurde mit Genehmigung des Verlages (Wiley)
einem Kommentar von Prof. Vincent Emery zur Publikation dieser Arbeit entnommen (EMERY, 2013).

5.2 Die Bedeutung der exakteren Bestimmung des CMV-Infektionsstatus fiir die

Risikoabschadtzung einer CMV-Infektion nach Transplantation

Generell bestimmt der Gber die Serologie ermittelte CMV-Infektionsstatus bei Organspender
und -empfanger das Risiko einer CMV-Reaktivierung oder -Primarinfektion nach
Transplantation und hat folglich unmittelbare Auswirkungen auf die Wahl der CMV-
Behandlungsstrategie (Tabelle 12). Wenn sowohl Organempfanger als auch -spender CMV
negativ sind (Fall 1), besteht kein Risiko fir eine CMV-Infektion, sodass in dieser
Konstellation keine CMV praventive Strategie empfohlen wird (KOTTON et al., 2010). Wenn
hingegen ein CMV negativer Organempfanger ein Organ eines CMV positiven Spenders
erhalt, tragt der Empfanger ein hohes Risiko eine CMV-Infektion zu entwickeln (Fall 2). Daher
wird in diesem Fall eine drei bis sechs monatige Valganciclovir-Prophylaxe empfohlen
(KOTTON et al., 2010). Ein moderates Risiko fiir die Entwicklung einer CMV-Infektion tragen

CMV positive Organempfanger, die ein Organ eines CMV positiven oder negativen Spenders
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erhalten (Fall 3 und 4). Bei moderatem Risiko sollte entweder eine drei bis sechs monatige

Valganciclovir-Prophylaxe oder eine praemptive Therapie durchgefihrt werden (KOTTON et

al., 2010).

Tabelle 12: Prdaventive Strategien auf Basis des CMV-Infektionsstatus bei Organempfinger und

Organspender
CMV-Status Empfanger negativ positiv
CMV-Status Spender negativ positiv negativ positiv
Risiko fiir CMV- kein Risiko hohes Risiko moderates moderates
Komplikationen Risiko Risiko
praventive Strategien keine Prophylaxe Prophylaxe Prophylaxe
(Medikamentenregime®) Therapie (3-6 Monate (3(-6) Monate | (3(-6) Monate
Valganciclovir) | Valganciclovir) | Valganciclovir)
oder oder
praemptive praemptive
Therapie Therapie
(Valganciclovir | (Valganciclovir
oder i.v. oder i.v.
Ganciclovir) Ganciclovir)
Fall 1 2 3 4

“aufgefiihrt sind die gebrauchlichsten Medikamentenregime (fiir weitere Optionen siehe (KOTTON et al.,
2010)). Tabelle reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (SCHMIDT et al., 2012).

Aktuell empfehlen Guidelines aufgrund der Unsicherheiten bei der Interpretation von
serologischen Testergebnissen bei jungen Kindern, die potentiell Trager einer passiven
matterlichen humoralen Immunitat sein kénnten, im Rahmen von Transplantationen stets
das hochste CMV-Infektionsrisiko fiir den Organempfanger anzunehmen (KOTTON et al.,
2013). Das bedeutet, dass serologisch positiv getestete Organspender unter 18 Monaten als
CMV positiv, serologisch positiv getestete Organempfanger unter 18 Monaten hingegen als
CMV negativ eingestuft werden sollten. Falsch positive serologische Testergebnisse sind
dabei nicht nur bei jungen Kindern, sondern auch bei Erwachsenen nach therapeutischer
Gabe von Antikorperpraparaten moglich. Daher empfehlen Guidelines bei unsicheren
serologischen Testergebnissen in jeder Altersgruppe von einem positiven CMV-

Infektionsstatus bei Organspendern und von einem negativen CMV-Infektionsstaus bei

Organempfangern auszugehen (KOTTON et al., 2010). Die Mdoglichkeit zur exakteren
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Bestimmung des CMV-Infektionsstatus durch die Analyse CMV spezifischer CD4" T-Zellen bei
Kindern und Erwachsenen mit potentiell passiven Antikorpertitern ist daher von
unmittelbarem praktischen Nutzen. Die CMV spezifische T-Zell-Analyse ermdglicht daher
durch die exaktere Definition des CMV-Infektionsstatus eine zielgerichtetere Wahl der
Therapiestrategie, was zusatzlich zur Verminderung von Nebenwirkungen und Kosten einer

antiviralen Therapie beitragt.

Wenn ein falsch positiver, weil passiver Antikdrperstatus mittels eines serologischen Assays
nicht von einem tatsachlich positiven Antikdrperstatus unterschieden werden kann,
resultiert eine inaddaquate Einschatzung des CMV-Infektionsrisikos und Zuordnung zu einer
inaddaquaten CMV-Praventions-Strategie. Wie sich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf
eine Verbesserung der Risikobewertung in solchen Empfanger-Spender-Konstellationen
auswirken, bei denen ein unklarer CMV-Serostatus vorliegen kénnte, ist im Folgenden
anhand der in Tabelle 12 dargestellten Falle illustriert. Wenn die Existenz von passiven
Antikorpertitern nicht sicher ausgeschlossen werden kann, wiirde ein CMV negativer
Organempfanger féalschlich als CMV positiv eingestuft werden und in die Risikogruppe mit
moderat hohem Risiko eingeordnet werden (Tabelle 12, Fall 3 oder4). Sollte in dieser
Konstellation der Spender des Organs tatsdchlich CMV negativ sein, wiirde der Patient eine
prophylaktische CMV-Therapie erhalten. Unter Zuhilfenahme der zelluldren Diagnostik
wirde jedoch erkannt werden, dass der Organempfanger CMV negativ ist, ein Organ eines
CMV negativen Spenders bekommt und daher keine praventive CMV-Therapie bendtigt. In
Kombination mit einem tatsachlich CMV positiven Spender kénnte der eigentlich CMV
negative Organempfanger trotz seines sehr hohen Risikos fiir die Entwicklung einer CMV-
Infektion unter Umstanden nur eine praemptive CMV-Therapie erhalten. Ein solcher Fall
kdnnte auch zu einer zunehmenden medikamentds induzierten viralen Resistenz fihren
(COUZI et al., 2012). Ein CMV negativer Organempfianger eines falsch klassifizierten CMV
positiven Organspenders wiirde ebenfalls in die falsche Risikogruppe eingeordnet werden
(Fall 2 statt 1). Die serologische Testung allein kann also sowohl zu einer Unterschatzung als
auch zu einer Uberschitzung des tatsiachlichen CMV-Infektionsrisikos bei Empfingern und

Spendern mit passiver Immunitat fihren.

Diese Unsicherheiten in der Bewertung der serologischen Testergebnisse bestehen nicht nur

bei Kindern unter 18 Monaten, sondern auch wenn Organspender oder Organempfanger vor
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Transplantation Transfusionen von Blutprodukten erhalten, beziehungsweise vor einer
Transfusion keine serologischen Tests durchgefiihrt wurden, auf die bei weiteren
Untersuchungen Bezug genommen werden kann und einen Hinweis auf den tatsadchlichen
CMV-Infektionsstatus geben. Eine Transfusion von Blutprodukten erfolgt zwar nicht im
Rahmen jeder Transplantation, ist in diesem klinischen Bereich jedoch hadufig. Im Rahmen
von Transplantationen werden Blutprodukte am haufigsten bei Lebertransplantationen
durchgefiihrt, gefolgt von Transplantationen des Herzens und der Lunge (TRIULZI, 2002). An
der Pittsburgh University wurden bei Lebertransplantationen beispielsweise im Mittel 13
Units ,fresh frozen plasma“ im Rahmen eines Primarlebertransplantationsverfahrens
transfundiert (TRIULZI, 2002). Auch bei Organspendern ist der Prozentsatz von falsch
positiven Antikorpertitern nach Transfusionen hoch. Falsch positive serologische Ergebnisse
wurden in Uber 40% der Fdlle gefunden, wenn nach Transfusion Serumproben zur
Bestimmung des CMV-Serostatus entnommen wurden (PREIKSAITIS et al., 2002). Obwohl
passive Antikorpertiter im Vergleich zu echten Antikdrpertitern haufig niedriger sind, kdnnen
geringere Titer auch bei tatsdchlich CMV positiven Patienten vorliegen, die durch
transfusionsbedingte Hamodilutionseffekte entstanden sind (PREIKSAITIS et al., 2002).
Guidelines empfehlen grundsatzlich, dass Spender-Empfanger-Konstellationen mit
unsicheren serologischen Ergebnissen stets der héchsten CMV-Risikogruppe zugeordnet
werden sollten (KOTTON et al.,, 2010). Bei Patienten, die multiple Transfusionen erhalten
haben, sind daher unsichere Ergebnisse in der serologischen Testung ein klinisch relevantes

Problem.

5.3 Quantitative und qualitative Charakterisierung CMV spezifischer CD4* T-Zellen

Studien zur Analyse CMV spezifischer T-Zellen wurden bisher vorwiegend bei
immunkompetenten und immungeschwachten Erwachsenen durchgefiihrt (GILLESPIE et al.,
2000; KHAN et al., 2002; POURGHEYSARI et al., 2007; SESTER et al., 2008a; SESTER et al.,
2001; SESTER et al., 2005; SESTER et al., 2008b). Die CMV spezifische Immunantwort bei
Kindern ist hingegen nur unzureichend untersucht (APPAY et al., 2002; KOMATSU et al., 2006;
MILES et al., 2007; TU et al.,, 2004). Mit der vorliegenden Arbeit wurde dahingehend eine

Licke geschlossen.

Mediane Frequenzen CMV spezifischer CD4" T-Zellen zeigen bei immungesunden Probanden

einen altersabhangigen Anstieg um etwa 1-2% (PORTEVIN et al., 2015; POURGHEYSARI et al.,
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2007; SESTER et al., 2001; TU et al.,, 2004). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass sowohl die
Frequenz als auch das Funktionsprofil CMV spezifischer T-Zellen bei jungen Kindern mit
einem erst kiirzlich zuriickliegenden CMV-Primarinfekt vereinbar sind. CMV spezifische T-
Zell-Frequenzen waren bei jlingeren Kindern am geringsten und stiegen mit zunehmendem
Alter an. Ahnliches wurde auch bei 13 serologisch positiv getesteten Kindern im Alter von
1,5-4 Jahren beobachtet, bei denen der Prozentsatz CMV reaktiver CD4" T-Zellen geringer
war als bei Erwachsenen (TU et al., 2004). Hinsichtlich der Funktionalitat waren bei jingeren
Kindern vorwiegend IFN-y einfach positive T-Zellen zu beobachten, wéhrend &ltere Kinder
und Erwachsene eine Dominanz multifunktionaler T-Zellen zeigten. Interessanterweise hat
die stattgehabte CMV-Infektion bei Kindern unter 18 Monaten auch einen direkten Einfluss
auf die Gesamtmenge der Effektor-T-Zellen, denn diese Arbeit demonstriert, dass polyklonal
stimulierbare Effektor-T-Zellen bei den Kindern am hochsten sind, bei denen auch eine
eigene CMV spezifische Immunitat vorliegt. Demgegeniiber sind die entsprechenden
Frequenzen polyklonal aktivierbarer T-Zellen bei Kindern ohne Nachweis einer eigenen CMV
spezifischen Immunitat geringer. Aus dieser Beobachtung konnte schlieBen, dass der
Nachweis polyklonaler Effektor-T-Zellen in der frilhen Kindheit als Spiegel erster natirlicher
Auseinandersetzungen mit Pathogenen angesehen werden kann. Die CMV-Infektion scheint
in dieser Hinsicht zu den ersten Infektionen zu zdhlen, die in nennenswertem Male Effektor-
T-Zellen induzieren. Unterschiede in der Frequenz polyklonaler Effektor-T-Zellen zwischen
CMV negativen und positiven Probanden bestehen bei dlteren Kindern und Erwachsenen
nicht mehr. Bei ihnen ist anzunehmen, dass bereits Immunantworten gegen eine Vielzahl
von Infektionen und Impfungen Uber die Zeit akkumulierten, sodass der Einfluss der CMV-

Infektion auf die polyklonale T-Zell-Antwort an Dominanz verliert.

Bei Kindern unter 18 Monaten kénnte das geringe AusmaR an durchlebten Infektionen auch
eine wichtige Auswirkung auf die Interpretation von diagnostischen T-Zell-Test-Verfahren
haben. In den letzten Jahren wurden kommerzielle IFN-y basierte in vitro Tests zur Detektion
einer spezifischen zelluldren Immunantwort gegen Mycobacterium tuberculosis entwickelt
(MACK et al.,, 2009). Die Sekretion von IFN-y nach Stimulation mit mycobakteriellen
Antigenen wird bei diesen Tests als Readout-Zytokin verwendet, das liber einen ELISA oder
einen ELISPOT (enzyme-linked immuno spot) zur Identifizierung einer spezifischen
Immunantwort herangezogen wird (MACK et al.,, 2009). Wie bei der in dieser Arbeit

angewandten durchflusszytometrischen Methode wird auch bei IFN-y release assays (IGRAs)

59



eine polyklonale Stimulation mit Mitogen als Positivkontrolle der generellen T-Zell-
Reaktivitat durchgefihrt. Ist bei dieser Mitogenstimulation keine Reaktion zu beobachten, so
ist das Gesamtergebnis bei zusatzlicher Abwesenheit einer T-Zell-Antwort gegen
mykobakterielle Antigene nicht schliissig zu interpretieren. Erste Studien zur Anwendung
dieser Tests bei Kindern liegen bereits vor (BASU ROY et al.,, 2012; DETJEN et al., 2007;
KAMPMANN et al.,, 2009; LIGHTER et al.,, 2009; MARKOVA et al., 2011), bei denen
insbesondere bei Kindern unter 5 Jahren eine hoher Anteil unschlissiger Ergebnisse
beschrieben wurde, die aufgrund der fehlenden Mitogenreaktion nicht eindeutig als negativ
einzustufen waren (BERGAMINI et al., 2009; FERRARA et al., 2006; HAUSTEIN et al., 2009).
Dies bedingt, dass der Wert der IGRAs bei jungen Kindern kontrovers diskutiert wird (DIEL,
NIENHAUS, 2015; MACK et al., 2009). Da bei Neugeborenen eine Dominanz von TH2-Zellen
beschrieben wurde (PRENDERGAST et al., 2012), lag die Frage nahe, ob eventuell neben IFN-
y andere Zytokine als Readout-System bei jungen Kindern geeigneter sind. Im Rahmen dieser
Arbeit zeigte sich jedoch, dass CMV spezifische T-Zellen zwar auch andere Zytokine wie TNF-
o und IL-2 produzieren konnen, dass diese Zytokine jedoch nicht besser als IFN-y geeignet
sind, eine CMV spezifische T-Zell-Antwort zu detektieren. Eine CMV spezifische IL-4 oder IL-
17 Produktion war nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse lassen
schlieBen, dass eine fehlende IFN-y-Reaktivitat nach Antigen spezifischer oder polyklonaler
Stimulation bei Sduglingen nicht notwendigerweise ein Testversagen darstellt, sondern der
natlirliche Ausdruck einer noch kurzen Infektionsgeschichte ist. Wenn eine Immunschwache
als andere Ursache einer fehlenden Reaktivitat ausgeschlossen werden kann, kann dies
vermutlich eher auf einen tatsdchlich negativen CMV-Infektionsstatus hinweisen. Mit
zunehmendem Alter steigt dann die Reaktivitat gegen Antigen spezifische oder polyklonale
Stimuli, die das Ausmal} der Immunantwort gegen eine Vielzahl von Erregern, einschliefRlich

CMV widerspiegelt.

5.4 Vergleich zwischen CMV spezifischer CD4" T-Zell-Analyse und weiteren Assays zum

Nachweis einer CMV-Infektion

Wie schon friihere Studien an Erwachsenen verdeutlichten (SESTER et al., 2003), zeigt die
vorliegende Arbeit, dass die Analyse CMV spezifischer T-Zellen mit der serologischen Analyse
vergleichbar oder sogar noch aussagekraftiger in der Definition des tatsachlichen CMV-

Infektionsstatus ist. Dies wird deutlich durch den Umstand, dass CMV spezifische CD4" T-
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Zellen bei zwei Erwachsenen detektierbar waren, obwohl CMV-IgG-Antikdrpertiter bei
diesen Probanden unterhalb der Nachweisgrenze waren. Dies lasst auf eine hohere
Sensitivitat des T-Zell-Verfahrens schlieBen, wenngleich die Sensitivitat der serologischen
Antikorperbestimmung durch den zusédtzlichen Gebrauch weiterer ELISA-Testverfahren

erhoht werden kann (LAGROU et al., 2009).

Bei Patienten mit potentiell passiven Antikorpertitern gibt es neben der serologischen
Analyse und der T-Zell-Testung noch weitere Assays zum direkten Nachweis einer CMV-
Infektion, die insbesondere bei Immungeschwéachten oder Kleinkindern bei Verdacht auf
CMV-Primarinfekt oder -Reaktivierung angewandt werden. Dazu gehoren die Analyse der
CMV-Viruslast im Urin oder Speichel, sowie die Bewertung der IgM- oder IgG-Aviditat bei
vorhandenen CMV spezifischen Immunglobulinen. Da insbesondere Kleinkinder
langanhaltend Virus ausscheiden (ADLER, 1992; TU et al.,, 2004), ist ein positiver
Virusnachweis ein sicheres Zeichen einer Infektion. Allerdings kann ein negatives
Testergebnis eine Infektion nicht sicher ausschlieBen, da die Virusausscheidung nicht
notwendigerweise kontinuierlich auftritt. Die Analyse CMV spezifischer Immunglobuline der
Klasse IgM hat eine zu geringe Sensitivitdt, um zu einer Identifizierung von CMV infizierten
Kindern beizutragen (MELISH, HANSHAW, 1973; SCHLESINGER et al., 2003; VILIBIC-CAVLEK
et al.,, 2012). Die Testung der CMV-IgG-Aviditat kann durchgefiihrt werden, um zwischen
miutterlichen passiven IgG mit hoher Aviditdt und CMV spezifischen IgG mit geringer Aviditat
bei kirzlich erworbener CMV-Infektion bei Kindern zu unterscheiden (VILIBIC-CAVLEK et al.,
2012). Bei jungen Kindern, die sich gerade mit CMV infiziert haben, kann es jedoch sein, dass
miutterliche und kindliche CMV-IgG mit hoher und geringer Aviditat gleichzeitig existieren. In
dieser Situation scheint die Sensitivitat des Aviditatstests nicht ausreichend hoch zu sein, um
Antikorper mit geringer Aviditat sicher zu identifizieren (VILIBIC-CAVLEK et al., 2012). In der
vorliegenden Studie war es nicht moglich diese Art der Analysen zusatzlich zum T-Zell-Test
und zur Serologie durchzufiihren, da dann grofRere Blutvolumina gebraucht worden waren

als im Rahmen dieser Studie zur Verfliigung standen.

5.5 Limitationen

Eine Schwache der vorliegenden Studie besteht darin, dass die Untersuchungen zur
Charakterisierung der CMV spezifischen T-Zellen bislang lediglich bei immungesunden

Kindern durchgefiihrt wurde und daher noch keine Erfahrungswerte zur Anwendung der T-
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Zell-Analyse bei padiatrischen Patienten im Setting einer Transplantation vorliegen. Um
beurteilen zu kdnnen ob die CMV spezifische T-Zell-Analyse auch bei padiatrischen Patienten
mit Komorbiditaten anwendbar ist, missen weitere Untersuchungen folgen. Dass CMV
spezifische T-Zellen bei padiatrischen Transplantatempfangern nachweisbar sind, hat bereits
eine kleine Studie zeigen konnen (PATEL et al., 2012). Um den Nutzen und die Grenzen der
CMV spezifischen T-Zell-Analyse neben der serologischen Testung bei sehr jungen Kindern
im Setting einer Transplantation bewerten zu kénnen, sind jedoch Studien mit gréReren
Fallzahlen nétig. Hierzu haben wir im Jahr 2014 eine Kollaboration mit der University of
Alberta initiiert, die das Verfahren bei Kindern auf der Transplantationswarteliste evaluiert.
Die Anwendung des Testverfahrens bei Erwachsenen wurde bislang lediglich in einem Fall als
»proof of principle” beschrieben, sodass der Einsatz des T-Zell-Tests in dieser Situation

ebenfalls in gréBeren Studien evaluiert werden sollte.

Es muss weiterhin untersucht werden, ob die Anwendung des beschriebenen T-Zell-Tests bei
kritisch kranken Transplantatempfangern oder Organspendern moglicherweise durch eine
fortschreitende T-Zell-Anergie oder durch einen unspezifischen Zytokinsturm limitiert sein
kdnnte. Hier geben positive Kontrollstimulationen die Méglichkeit zur Unterscheidung, ob
eine generelle T-Zell-Anergie vorliegt oder ob es sich tatsachlich um ein echt negatives
Testergebnis handelt. Eine kdrzlich durchgefihrte Studie unserer Arbeitsgruppe zum
Vergleich serologischer und T zellularer Verfahren bei Organspendern, bei der ich ebenfalls
experimentell beteiligt war, zeigte in der Tat, dass Erreger spezifische T-Zellen auch nach
Eintreten des Hirntodes nachgewiesen werden kénnen, dass jedoch in erhohtem Malle auch

unschlissige Ergebnisse auftraten (SCHMIDT et al., 2014).

5.6 Schlussfolgerungen und Ausblick

T-Zell basierte Immunitatstests werden zunehmend beim Monitoring infektioser
Komplikationen nach Transplantationen verwendet (CROUGH, KHANNA, 2009; SESTER et al.,
2008a). Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die CMV spezifische
CD4" T-Zell-Analyse Potential einer neuartigen Anwendung zur Beurteilung des tatsichlichen
Infektionsstatus bei Patienten mit potentiell passiver Immunitdt bietet, die sowohl bei
Kindern mit matterlicher Immunitat als auch bei Erwachsenen nach passiver Gabe von

Antikorperpraparaten evaluiert wurde.
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Der T-Zell-Test, der in dieser Arbeit angewandt wurde, kann sehr gut in die klinische Praxis
integriert werden. Innerhalb von einem Arbeitstag konnen CMV spezifische T-Zellen aus
einem kleinen Volumen von weniger als einem Milliliter mit Hilfe eines Standard-
Durchflusszytometriegerates quantifiziert und funktionell charakterisiert werden. Folglich
kann der Test bei prospektiven Studien angewendet werden und die Grundlage fir ein
antivirales Management bei Erwachsenen und Kindern mit potentiell passiver Immunitat
bilden. Wie schon bei Erwachsenen evaluiert (DIRKS et al., 2013; SESTER et al., 2008a;
SESTER et al., 2001), kann der vorliegende Test ebenfalls longitudinal zur Messung der
individuellen CMV spezifischen Immunitat zur Vorhersage von Virus-Reaktivierungs-

ereignissen nach Transplantation bei Kindern angewendet werden.
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