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1 Einleitung

Das humane Cytomegalovirus (HCMV) erhielt seinen Namen durch die mikroskopisch

erkennbare Vergroferung infizierter Zellen (Zytomegalie).

Es wird in die Familie der Herpesviridae eingereiht, mit denen es viele
Gemeinsamkeiten aufweist, wie eine sehr dhnliche Morphologie, die Féhigkeit zu
lebenslanger Latenz im menschlichen Korper mit Episoden endogener Reaktivierung
und eine hohe Durchseuchungsrate. Als Hauptvertreter der Subfamilie der -
Herpesvirinae wird es vor allem gekennzeichnet durch eine hohe Wirtsspezifitit und

einen langsamen Vermehrungszyklus mit Riesenzellbildung (Bienz, 1993).

1.1 Epidemiologie des humanen Cytomegalovirus

Die Durchseuchung mit dem humanen Cytomegalovirus variiert weltweit in
Abhingigkeit vom soziodkonomischen Standard eines Landes (Krech, 1973). Wéhrend
in vielen Landern Afrikas und Asiens die Pravalenz HCMV-spezifischer Antikorper im
Erwachsenenalter mit bis zu 100% angegeben wird, liegt sie in den westlichen
Industrielindern zwischen 40 und 70% (Lamberson & Dock, 1992). Die Ubertragung
kann diaplazentar, durch Muttermilch, durch Schmier- oder Tropfcheninfektion, durch
Bluttransfusionen oder Organtransplantationen und sexuell erfolgen. (Britt & Alford,
1996, Hamprecht et al., 2001). Das Virus ist in Speichel, Tranen, Blut, Muttermilch,
Vaginalsekret und Sperma nachweisbar. (Jahn et al., 1988, Pass, 1985)

1.2  Klinik der HCMV-Infektion

Bei immunkompetenten Menschen verlduft die Primarinfektion mit dem humanen
Cytomegalovirus meistens symptomlos. In einzelnen Fillen kann es zu einem
mononukleosedhnlichen Krankheitsbild mit Lymphadenopathie und leichter Hepatitis
kommen (Alford & Britt, 1993). Auch eine endogene Reaktivierung ist bei diesen
Personen im allgemeinen inapparent und kann nur durch die Virusausscheidung in

verschiedenen Organen erkannt werden.



Die konnatale Infektion mit dem humanen Cytomegalovirus ist die haufigste
angeborene Virusinfektion. Kommt es wéhrend der Schwangerschaft zu einer
Primirinfektion der Schwangeren, infizieren sich etwa 30 % der Feten, wovon 10 %
erkranken. War die Mutter schon vor der Schwangerschaft seropositiv, kommt es in
etwa 10 % der Fille zu einer Reaktivierung, die selten in einer Erkrankung des
Neugeborenen resultiert. Eine Reinfektion seropositiver Miitter mit einem anderen
HCMV-Stamm kann jedoch zu intrauteriner Transmission des Virus und
symptomatischer Infektion des Neugeborenen fiihren (Boppana et al., 2001). Die
Auswirkungen einer konnatalen Infektion konnen Frithgeburt, Hepatitis mit
prolongiertem Ikterus, Hepatosplenomegalie, thrombozytopenische Purpura,
interstitielle Pneumonie, Chorioretinitis und Mikrozephalie mit zentralnervose
Schadigungen sein (Boppana et al., 1992). Die Letalitit der symptomatischen
konnatalen CMV-Infektion betragt etwa 30 % (Jones & Isaacs, 1995). Bei einem grof3en
Anteil der Uberlebenden tritt als Spitfolge vor allem Schwerhérigkeit auf (Dahle et al.,
2000). Peri- und Postnatal ist das Erkrankungsrisiko geringer fiir das Kind. Postnatal
spielt zunichst die Ubertragung von HCMV durch die Brustmilch einer seroposotiven
Mutter beim Stillen eine wichtige Rolle. Wiahrend reifgeborene Kinder fast nie
Symptome entwickeln, kann eine postnatale HCMV-Infektion bei Frithbegorenen in
Einzelfillen zu schweren Krankheitsbildern bis hin zur Sepis fiihren (Hamprecht et al.,
2001). Jenseits des Sduglingsalters werden HCMV-Infektionen iiberwiegend durch
direkten Kontakt mit infektiosem Speichel oder Urin iibertragen und verlaufen bei
immunkompetenten Menschen fast immer symptomlos.Bisweilen jedoch kann ein
mononukleosedhnliches Krankheitsbild auftreten (Klemola et al., 1969, Zanghellini et
al., 1999). Nach primiarer HCMV-Infektion bei gesunden Erwachsenen wird das Virus
tiber einige Monate im Urin ausgeschieden und nur iiber einen kurzen Zeitraum tliber

Speichel und genitale Sekrete (Klemola et al., 1969, Zanghellini et al., 1999).

Bei immunsupprimierten Patienten ist die HCMV-Infektion eine gefiirchtete
Komplikation. Betroffen sind Menschen mit angeborenen und erworbenen
Immundefekten (z.B. AIDS) sowie Patienten unter immunsuppressiver Therapie. Das
Virus besitzt die Fahigkeit, im Organismus hidmatogen durch infizierte Makrophagen
und infizierte zirkulierende Endothelzellen zu disseminieren (Grefte et al., 1994,

Sinzger & Jahn, 1996). Durch seinen breiten Zelltropismus kann nahezu jedes Organ



befallen werden (Sinzger et al., 1995). Diesem breiten Zell- und Organtropismus
entspricht eine Vielzahl von Manifestationen, von Fieber und mononukleosedhnlichem
Krankheitsbild bis hin zu Leukopenie, Retinitis (Augsburger & Henry, 1978),
Enzephalitis, Osophagitis, Gastritis, Kolitis (Foucar et al., 1981), Hepatitis (Paya et al.,
1989) und interstitieller Pneumonie (Ramsey et al., 1980) mit einer Letalitdt von 50 %.
Retinitis und gastrointestinale Ulzerationen sind die hdufigsten Manifestationen der

HCMV-Erkrankung bei AIDS-Patienten (Hamprecht & Jahn, 1994).

Eine besondere Bedeutung erhilt das humane Cytomegalovirus in Zusammenhang mit
Organtransplantationen. Das Spenderorgan stellt eine wichtige Infektionsquelle dar.
Zudem begiinstigt die immunsuppressive Therapie der Patienten einen Ausbruch der
Erkrankung. Dariiber hinaus scheint die HCMV-Infektion bei Transplantatempfingern
die AbstoBung des Organs zu begiinstigen. Studien zeigen, dass
TransplantatabstoBungen bei HCMV-positiven Nierentransplantierten viel hiaufiger
auftreten als bet HCMV-negativen Patienten. (Tong et al., 2002, von Willebrand et al.,
1986) Dariiber hinaus zeigen mehrere Studien bet HCMV-positiven Patienten eine
Assoziation mit einer progressiven Gefafisklerose, einer Hauptmanifestation chronischer
TransplantatabstoBungen bei Herztransplantaten (Everett et al., 1992, Grattan et al.,
1989, Loebe et al., 1990, McDonald et al., 1989, Valantine, 1999, Waldman, 1998).
Allerdings gibt es auch Studien, die diesen Zusammenhang in Frage stellen (Gulizia et
al., 1995, Nadasdy et al., 1994, Stovin et al., 1989). Unklar sind auch die Mechanismen,
wie eine HCMV-Infektion TransplantatabstoBungen begiinstigen konnte. Im
allgemeinen haben Patienten mit einer primdren HCMV-Infektion eine schlechtere

Prognose als Patienten mit rekurrenter Infektion (Rubin, 1990).

1.3 Aufbau und Replikation von HCMV

Infektiose Partikel des humanen Cytomegalovirus enthalten eine core-Region mit dem
viralen Genom aus doppelstrangiger DNA, welche durch assoziierte Proteine dicht
aufgerollt ist. Mit 235 kbp (Chee et al., 1990) tragt HCMV das groBte Genom unter den
humanpathogenen Herpesviren. Dieses besteht aus zwei einmalig vorkommenden
Sequenzen von unterschiedlicher Lange, der unique long (Up) und der unique short (Us)

Region (Mocarski & Courcelle, 2001). Diese beiden Regionen werden durch zweifach



vorhandene Sequenzen gleicher Struktur flankiert. Je nach Lage spricht man von den
internal repeats (innerhalb des Genoms) und den terminal repeats (am Ende des
Genoms). Die beiden unique-Regionen konnen jeweils auch umgekehrt angeordnet sein,

was zu vier Isomeren fiihrt, die etwa gleich hdufig vorkommen (Mocarski, 1993).

Die core-Region ist in ein icosaedrisches Kapsid verpackt. Dieses Nukleokapsid ist von
einer amorphen Masse aus Strukturproteinen umgeben, dem Tegument (Wright et al.,
1964). Zu den Hauptbestandteilen des Teguments gehdren unter anderem die Proteine
pp150 und pp65, die sehr stark immunogen wirken (Jahn et al., 1987). Diese
Komponenten werden von einer zelluldren Lipid-Doppelmembran umhiillt, die eine

grofle Anzahl viraler trigt Glykoproteine (Britt & Mach, 1996, Spaete et al., 1994).

Zusitzlich zu den Virionen werden von HCM V-infizierten Zellen noch zwei weitere
Partikel produziert, die jedoch nicht infektios sind. Sogenannte ,,Dense bodies* haben
kein Nukleokapsid und enthalten vor allem das Tegumentprotein pp65 (Klages et al.,
1989). Sie werden etwa in gleicher Anzahl wie infektiose Virionen hergestellt. Daneben
treten in kleineren Mengen sogenannte ,,non infectious enveloped particels* auf, die
zwar ein Kapsid enthalten, denen jedoch die DNA fehlt (Irmiere & Gibson, 1983). Die
einzelnen Stimme humaner Cytomegaloviren weisen eine groBe Ahnlichkeit
untereinander auf. Antikorper, die gegen einen Stamm geziichtet wurden, reagieren in
aller Regel auch mit anderen Stammen (Mocarski, 1993). Allerdings existieren auch
stammspezifische neutralisierende Antikorper, die heterogene Stimme von HCMV

nicht zu neutralisieren vermdgen (Klein et al., 1999).

Am Anfang des Replikationszyklus von HCMYV steht das Anheften des Virus an die
Wirtszelle (Adsorption), durch anschlieBendes Verschmelzen der Virushiille mit der
Zellmembran (Penetration) gelangt das Virion in die Zelle. Nach dem Eintritt (Entry)
wird das Nukleokapsid direkt zum Zellkern transportiert, in den es die virale DNA
einschleust (Uncoating). Hierauf folgt eine streng regulierte Kaskade der
Genexpression. Bereits 20-30 Minuten nach Virusexposition kann in der Zelle die
Expression der viralen ,,sehr frithen* (immediate early) Gene nachgewiesen werden
(Michelson et al., 1977). Die Genprodukte der ,,sehr frithen* Gene sind Regulatoren
sowohl der viralen Genexpression, als auch von Genexpression in der Wirtszelle

(Spector, 1996, Stenberg, 1996). Die ,,frithen* (early) Gene werden hauptsichlich fiir



die DNA-Replikation und den DNA-Stoffwechsel benétigt. Die ,,spiaten (late) Gene
codieren fiir Strukturproteine. Die fertigen Strukturproteine werden vom Zytoplasma in
den Kern transportiert, wo sie zusammengebaut und mit DNA beladen werden. Diese
Nukleokapside akkumulieren im Zellkern und fiihren zu lichtmikroskopisch sichtbaren
Strukturen, dem sogenannten Eulenaugen-Phdnomen. Die Kapside werden mit
Tegument verkleidet und an der inneren Kernmembran umbhiillt (Mocarski, 1993). Die
Virionen werden in Vesikeln iiber den Golgi-Apparat zur Zelloberfldche transportiert
und dort per Exozytose freigesetzt (Eggers et al., 1992). Erst 48-72 Stunden nach der
Infektion konnen infektiose Virusnachkommen nachgewiesen werden; das ist im

Vergleich zu anderen Herpesviren langsam (Mocarski, 1993).

1.4 Pathogenese von HCMV-Infektionen

Die Neuinfektion mit HCMYV erfolgt durch Kontakt mit infizierten
Kérperausscheidungen oder durch Ubertragung infizierter Blutzellen von einem zumeist
symptomlos infizierten Menschen (Pass, 2001). Bei der intrauterinen Infektion, die -
obgleich selten - wegen ihrer schwerwiegenden Komplikationen gefiirchtet ist, wird ein
himatogener Transmissionsmodus angenommen (Arvin, 1997). ZahlenmifBig
bedeutsamer ist die Ubertragung durch infizierte Brustmilch wihrend der Stillzeit, die
jedoch selten mit einer Symptomatik einhergeht (Pass, 1985). Fiir die ebenfalls meist
asymptomatische horizontale Transmission im Kleinkindalter werden tiberwiegend
Schmier- und Kontaktinfektionen durch infektiosen Speichel und Urin angenommen
(Adler, 1988). Im Erwachsenenalter kommt hierzu méglicherweise noch ein sexueller
Ubertragungsweg durch kontaminierte Genitalsekrete (Pass, 2001). Neben diesen
natiirlich auftretenden Ubertragungen kommen auch iatrogene Infektionen vor,
insbesondere durch kontaminierte Blutkonserven (Bowden, 1995) und durch die
Transplantation infizierter Organe (Pass, 2001). Durch Abtrennung der Leukozyten lasst
sich die Infektiositit von Blutkonserven weitgehend reduzieren (Bowden et al., 1995,
Gilbert et al., 1989). Auf welchen Zellen die Infektiositét transplantierter Organe beruht,

ist nicht bekannt.

Ebenso ist ungeklirt, in welchen Zellen nach erfolgter Ubertragung die

Primérreplikation von HCMV stattfindet. Prinzipiell kommen hierfiir neben den
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Epithelzellen der infizierten Schleimhaute auch ortsstindige Makrophagen in Frage.
Beide Zelltypen wurden als Zielzellen einer permissiven HCMV-Infektion identifiziert
(Sinzger et al., 1995, Sinzger et al., 1996). Makrophagen konnten zudem auch an der
hidmatogenen Verbreitung von HCMV beteiligt sein, die schlielich zu einer
systemischen Ausbreitung des Virus mit multiplen Organmanifestationen fithren kann
(Sinzger & Jahn, 1996). Neben Makrophagen konnen auch permissiv infizierte
Endothelzellen (Grefte et al., 1993) und abortiv infizierte Granulozyten (Grefte et al.,
1994, Mazeron et al., 1993) zur himatigenen Aussaat von HCMV beitragen. Produktiv
infizierte Endothelzellen scheinen sich im Verlauf der Virusreplikation von der
Gefalwand zu 16sen und als zytomegale Zellen im Blutstrom zu zirkulieren (Grefte et
al., 1995). Granulozyten unterstiitzen selbst keine Virusvermehrung (Grefte et al.,

1994), konnen aber offensichtlich infektidses Virus passiv transportieren.

In infizierten Organen stethen HCMYV mit Epithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten,
glatten Muskelzellen und Makrophagen eine Vielzahl von Zielzellen fiir die
Ausbreitung im Gewebe zur Verfiigung (Sinzger & Jahn, 1996). Aufgrund dieses
breiten Zelltropismus kann nahezu jedes Organ von HCMV befallen werden (Bissinger
et al., 2002). Auf welche Weise ein infiziertes Organ funktionell oder strukturell
geschidigt wird war immer wieder Gegenstand von Diskussionen. Ergebnisse aus
einem Tiermodell zur CMV-assoziierten interstitiellen Pneumonie allogen
Knochenmark-transplantierter Mause hatten zu der Hypothese gefiihrt, das
Cytomegalovirus selbst stofle ein immunpathologisches Geschehen nur an, sei aber an
der Entwicklung der Entziindungsreaktion in der Folge nicht mehr beteiligt (Grundy et
al., 1987). In vivo-Befunde in betroffenen Organen beim Menschen haben jedoch eine
teils massive Replikation und Herdbildung von HCMV in entziindlich verdnderten
Arealen gezeigt, insbesondere auch in der Lunge von Patienten mit HCMV-assoziierter
Pneumonie (Sinzger et al., 1995). Aus Zellkulturmodellen ist bekannt, dass die
Infektion mit HCMV meist lytisch verlduft (Halwachs Baumann et al., 1998, Kahl et al.,
2000, Riegler et al., 2000, Sinzger et al., 1999). Daher ist eine direkt zellschiddigende
Wirkung von HCMV auch in infizierten Organen anzunehmen. Vor diesem Hintergrund
darf die entziindliche Reaktion eher als Versuch zur Eliminierung des Virus interpretiert
werden denn als ein immunpathologisches Geschehen. Neuere Befunde im Maus-

System stiitzen diese Sicht, denn es wurde gezeigt, dass die infiltrierenden
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Lymphozyten in der Lunge spezifisch gegen CMV gerichtet waren, nicht jedoch gegen
korpereigene Antigene (Podlech et al., 2000).

Im Kontext der Kontroverse iiber die immunpathologischen oder direkt zytopathogenen
Mechanismen einer HCMV-Infektion wurde insbesondere auch infizierten
Endothelzellen eine zentrale Rolle zugewiesen. Berichte tiber die Induktion der
Adhisionsmolekiile ICAM-1 (Craigen & Grundy, 1996, Sedmak et al., 1994) und
ELAM-1 (Span et al., 1991) in infizierten Zellkulturen fiihrten zu der Hypothese,
infizierte Endothelzellen konnten {iber eine Hochregulierung entsprechender
Adhésionsmolekiile inflammatorische Zellen ins umliegende Gewebe lenken und so zu
einer Entziindungsreaktion beitragen. Im transplantierten Organ konne auf diese Weise
eine Abstossungsreaktion durch Immunzellen des Spenders getriggert werden
(Waldman, 1998). Gestiitzt wurde diese Hypothese durch den Nachweis einer
verstiarkten Expression von ICAM-1 in infiziertem Gewebe (Lautenschlager et al.,
1996). Ob die erhohte Expression von Adhédsionsmolekiilen direkt in infizierten Zellen
auftrat oder vielmehr in den infiltrierenden inflammatorischen Zellen, wurde in dieser

Analyse nicht differenziert.

1.5 HCMV-spezifische Immunreaktionen

Wihrend der Primérinfektion mit HCMV werden IgM- und IgG- Antikorper gebildet,
diese sind jedoch vermutlich nicht entscheidend an der Viruskontrolle beteiligt
(Modrow & Falke, 1997). Viel mehr scheint die zelluldre Immunantwort dabei eine
tragende Rolle zu spielen, vor allem zytotoxische T-Lymphozyten, aber auch Natiirliche
Killerzellen. Dies erklért auch die Tatsache, dass bei Patienten mit Schwéchen in
diesem Zweig der Immunantwort das grof3te Risiko besteht, an einer HCM V-Infektion
zu erkranken (Mocarski, 1993). Trotzdem scheinen neutralisierende Antikorper in der
Lage zu sein, die virdmische Ausbreitung zu kontrollieren und vor einer Neuinfektion
zu schiitzen. Jedoch kann keines der beiden Systeme eine latente Infektion verhindern
(Modrow & Falke, 1997). Ob dabei eine echte Latenz vorliegt oder eine lebenslange
Replikation aufrechterhalten wird, die sich mit der gleichzeitigen Elimination infizierter

Zellen die Waage hilt, ist bisher ungeklart (Mocarski, 1993).

Das humane Cytomegalovirus interferiert seinerseits mit dem Immunsystem. Am besten

untersucht wurde dabei die immunevasive Komponente. So wird MHC I in HCM V-
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infizierten Zellen deutlich runterreguliert (Ahn et al., 1996, Jones et al., 1996, Waldman
et al., 1998, Wiertz et al., 1996a, Wiertz et al., 1996b). Ein virales MHC I Homolog
scheint des weiteren die Funktion der natiirlichen Killerzellen zu inhibieren (Farrell et
al., 1997, Reyburn et al., 1997). Auch das Komplementsystem wird Veroffentlichungen
zufolge durch das HCMV gehemmt (Spear et al., 1995, Spiller et al., 1997, Spiller et al.,
1996). Es wird dariiber hinaus berichtet, dass HCMV in der Lage ist, die Apoptose der
Wirtszelle zu inhibieren (Zhu et al., 1995). Andere Mechanismen des humanen
Cytomegalovirus, der Immunantwort seines Wirtes entgegen zu wirken, werden
vielfdltig diskutiert (Hengel et al., 1998). Andererseits deuten die Assoziation von
HCMYV mit Transplantatabstofungen und Léasionen in HCMV-positiven Geweben, die
nicht durch das Virus direkt verursacht wurden, auf mdgliche immunstimulatorische

Eigenschaften von HCMV hin.

Die Adhésionsmolekiile ICAM-1, VCAM-1 sowie ELAM-1 werden bei
TransplantatabstoBungen und anderen immunologischen Vorgéngen vermehrt
exprimiert (Elangbam et al., 1997, Stolpe & Saag, 1996). Eine wichtige Aufgabe von
ELAM-1, ICAM-1 und VCAM-1 besteht in der Vermittlung von Zell-Zellkontakten
zwischen Leukozyten und Endothelzellen. Uber eine lockere Bindung an ELAM-1
konnen Leukozyten iiber das Endothel rollen, um festere Bindungen an ICAM-1 oder
VCAM-1 zu ermdglichen. Binden endothelstindiges ICAM-1 oder VCAM-1 an ihre
Liganden auf einem Leukozyten, kommt es zu einem festen Anheften mit nachfolgender
Extravasation und Migration des Leukozyten ins Gewebe. So konnen cytotoxische
Zellen, die gegen HCMV-infizierte Zellen gerichtet sind, genauso in das Gewebe
gelangen wie solche, die allogenes Gewebe erkennen. Vermutlich fiihren diese
Interaktionen im Falle von ICAM-1 auch zur Ausschiittung von ICAM-1 induzierenden
sowie von chemotaktischen Substanzen (Stolpe & Saag, 1996). Auf diese Weise wird
das Entstehen eines inflammatorischen Infiltrates weiter verstarkt. ICAM-1 wird auf
vielen endothelialen und epithelialen Zelllinien, Makrophagen, Lymphozyten,
dendritischen Zellen, hdmatopoetischen Vorlduferzellen und Fibroblasten exprimiert
(Stolpe & Saag, 1996, Wang & Springer, 1998). ICAM-1 kann in Verbindung mit MHC
(major histocompatibility complex) Klasse II CD4-positive Helferzellen aktivieren.
AuBerdem ist ICAM-1 in der Lage, sowohl auf CD8-positive zytotoxische T-

Lymphozyten, als auch auf Killerzellen kostimulatorisch zu wirken (Stolpe & Saag,



13

1996). Eine endotheliale VCAM-1 Expression wird meist entziindungsbegleitend
beobachtet. (Postigo et al., 1993). Auch auf nicht vaskuldren Zellen ist VCAM-1
induzierbar. Dazu gehdren dendritische Zellen, hepatische Kupfferzellen, epitheliale
Zellen in der Niere, Knochenmarkstromazellen, synoviale Zellen, embryonale
Myozyten (Postigo et al., 1993) und Zellen der glatten Gefafmuskulatur (Braun et al.,
1999). Auch zéhlen einige Autoren extravillose Trophoblasten und Trophoblasten-
Riesenzellen dazu (Bowen & Hunt, 1999, Zygmunt et al., 1998). ELAM-1 wird fast
ausschlieBlich auf Cytokin-aktivierten Endothelzellen exprimiert. In vitro wird nur eine
transiente Expression iiber einen Zeitraum von ca. 2-8 Stunden beobachtet (Elangbam et
al., 1997). Sowohl ICAM-1 als auch VCAM-1 konnen vor allem durch TNF-o (Tumor
nekrosis factor- o), Interferon-y und Interleukin-1 induziert werden (Elangbam et al.,

1997, Lee & Benveniste, 1999, Postigo et al., 1993).

Uber die Adhisionsmolekiile ELAM-1, ICAM-1 und VCAM-1 wird also die
Immunantwort zum Ort des Geschehens gelenkt. Zu der Frage eines moglichen
Einflusses der HCMV-Infektion auf die Expression von Adhdsionsmolekiilen gibt es
bisher keine eindeutigen Ergebnisse. In Zellkultur fanden einige Autoren eine
Hochregulierung von ICAM-1 in HCMV-infizierten Endothelzellen (Sedmak et al.,
1994, Shahgasempour et al., 1997, Waldman et al., 1998), Fibroblasten (Craigen &
Grundy, 1996, Grundy & Downes, 1993, Grundy et al., 1993, Ito et al., 1995) und
anderen Zellen (Ibrahim et al., 1993, Larcher et al., 1997, Stuart et al., 1997, van Dorp
et al., 1993). Teilweise betrug die ICAM-1 Expression in infizierten
Endothelzellkulturen das zehnfache, verglichen mit nicht infizierten Kontrollkulturen.
Die VCAM-1 und ELAM-1 Expression wurde durch eine HCMV-Infektion nicht
verdndert (Sedmak et al., 1994). In vivo sind die Ergebnisse wesentlich uneinheitlicher.
In Gewebeschnitten zeigte sich eine Mehrexpression von ICAM-1 und VCAM-1 in
HCMV-infizierten Lebertransplantatbiopsien verglichen mit nicht infizierten Biopsien
(Einsele et al., 1994, Lautenschlager et al., 1996). Eine vermehrte ELAM-1 Expression
in Zusammenhang mit einer HCMV-Infektion der Organe konnte nicht beobachtet
werden (Lautenschlager et al., 1996). In myokardialen HCMV-infizierten Biopsien
wurde eine VCAM-1 Mehrexpression gegeniiber HCMV-negativen Biopsien
beobachtet, wihrend die ICAM-1 Expression in diesen Biopsien keine Verdnderungen

aufwies. Die ELAM-1 Expression war in diesen Untersuchungen ebenfalls vermehrt,
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wenn auch meist dezent und fokal (Allen et al., 1996, Koskinen, 1993). Ungeklart bei
den bisherigen in vivo Untersuchungen ist, in welchen Zelltypen (Parenchym- ,
Endothel- oder Entziindungszellen) die verdnderte ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1
Expression beobachtet wurde. Da symptomatische HCMV-Infektionen meist bei
immunschwachen Patienten vorkommen, ist auch nicht ausgeschlossen, dass andere

Pathogene die Expression der Adhdsionsmolekiile ebenfalls beeinflusst haben konnten.

Erstaunlicherweise fehlen in vivo bisher Befunde auf Einzelzelleben. Es ist unklar, ob
die geschilderten Phanomene in den HCMV-infizierten oder in nicht infizierten Zellen
stattfinden. Dies Unterscheidung wére aber Voraussetzung, um zu kldren, ob direkte
virale Effekte oder immunpathologische Phdnomene vorliegen. Beispielsweise im Falle
von akuten oder chronischen TransplantatabstoBungen hat diese Frage auch klinische
Relevanz. Wie bereits beschrieben, scheint eine HCMV-Infektion akute AbstoBungen
und die progressive GefaBsklerose von Transplantaten zu begiinstigen. Eine vermehrte
Expression der Adhdsionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 werden sowohl bei akuten
TransplantatabstoBungen (Herskowitz et al., 1994, Park et al., 2000, Tanio et al., 1994,
Zhang et al., 2000), als auch bei der progressiven Gefaf3sklerose von Transplantaten
(Denton et al., 2000, Labarrere et al., 1997) beobachtet. Eine erhohte ELAM-1
Expression wurde eher transient im Vorfeld von akuten AbstoBungen beobachtet.
(Briscoe et al., 1995, Ferran et al., 1993) Die zugrunde liegenden
Pathogenesevorstellungen konnte so auch die therapeutischen Strategien beeinflussen.
Bei einem immunvermitteltem Geschehen wéren neben antiviralen Substanzen auch der
Einsatz von immunmodulierenden Agenzien sinnvoll, beispielsweise um Expression

oder Funktionalitat der Adhdsionsmolekile zu beeinflussen.
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2 Fragestellung

HCMYV interagiert auf vielfache Weise mit dem Immunsystem seines Wirtes. Es ist
unklar, wie weit neben bekannten immunevasorischen Mechanismen auch immun-
stimulatorische Eigenschaften eine Rolle spielen. In dieser Arbeit sollte die Frage
geklart werden, ob die HCMV-Infektion in vivo mit einer verstarkten Expression der

Adhésionsmolekiile ICAM-1, VCAM-1 oder ELAM-1 assoziiert ist.

Die physiologische Aufgabe von ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1 besteht darin,
Immunzellen ins Gewebe zu lenken. Eine Hochregulierung der Adhasionsmolekiile
ICAM-1, VCAM-1 oder ELAM-1 wiirde eine Verstirkung der Immunantwort in
HCMV-infiziertem Gewebe bedeuten. Dies wire fiir das Virus von Nachteil, da es die
Elimination von HCMV durch das Immunsystem fordern wiirde. Fiir den Wirts-
organismus hétte die vermehrte Expression der Adhésionsmolekiile unter Umstinden
eine Steigerung von Gewebeschidden zur Folge. Ein wichtiger Aspekt ist, dass in
HCMV-infizierten Transplantaten auch vermehrt Immunzellen, die gegen das
korperfremde Gewebe gerichtet sind, in das Organ gelangen und dadurch

AbstoBungsreaktionen begiinstigt wiirden.

Eine Hochregulierung von Adhésionsmolekiilen durch HCMV direkt miisste auch
therapeutische Uberlegungen beeinflussen. Zum Beispiel kénnten neben einer
konsequenten antiviralen Therapie auch Immunsuppressiva und Agenzien gegen die
vermehrt exprimierten Adhédsionsmolekiile zum Einsatz kommen. In Zellkultursystemen
wurde eine Hochregulierung von ICAM-1 in HCMV-positiven Zellen beobachtet. In
vivo gibt es bislang keine Ergebnisse auf Einzelzellebene, somit auch keine Unter-
suchungen zu direkten Einfliissen von HCMV auf die Expression der Adhésions-

molekile.

Das Besondere dieser Arbeit ist, dass erstens die Untersuchungen in vivo durchgefiihrt
wurden. Dafiir wurden Biopsate verschiedener Organe und Plazentagewebe verwendet.
Zweitens liegt hier erstmalig eine Analyse auf Einzelzellebene, also direkt in den
HCMV-infizierten Zellen, vor. Hierzu wurden mit Hilfe immunhistochemischer
Methoden entweder zwei Antigene (das immediate-early-Antigen von HCMYV und eines

der untersuchten Adhisionsmolekiile) im gleichen Praparat dargestellt oder einzelne
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Antigene in direkt aneinandergrenzenden Serienschnitten kenntlich gemacht. Die
Verwendung von Plazentagewebe bot mehrere Vorteile. Einerseits konnte die
Expression von ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1 auch in der Umgebung von HCM V-
infizierten Zellen beurteilt werden, da die Zotten der Plazenta kleine voneinander
abgetrennte Einheiten darstellen. Andererseits konnten so andere infektiose Einfliisse
weitgehend ausgeschlossen werden, da HCVM das einzige Pathogen in diesem Organ

war.

Der Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Analyse der Expression von ICAM-1 in
infiziertem Gewebe, da verschiedene Untersucher in Zellkultur eine Hochregulierung
durch HCMV beschrieben hatten. Zudem war auch in Gewebeproben HCMV-infizierter
Patienten eine Mehrexpression von ICAM-1 berichtet worden, ohne diese jedoch auf
einzelne infizierte Zellen zu beziehen. Eine vergleichbare Hochregulierung von ELAM-
1 und VCAM-1 wurde von der Mehrzahl der Untersucher in Zellkultur nicht gefunden.
Da jedoch in Gewebeproben HCMV-infizierter Patienten die Expression dieser
Adhésionsmolekiile vereinzelt berichtet worden war, wurden auch sie in die Analyse

mit einbezogen.

Insgesamt sollten diese in-vivo-Untersuchungen der Expression von
Adhisionsmolekiilen in HCMV-infiziertem Gewebe einen Beitrag leisten, die
Pathogenese von HCMV-Organinfektionen besser zu verstehen, und so theoretische
Konzepte zur Behandlung einer HCMV-Infektion zu iiberpriifen und gegebenenfalls zu

erganzen.



3 Material und Methodik

3.1 Materialien

3.1.1 Gewebe:
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Es wurden Gewebeschnitte von verschiedenen Patienten und aus unterschiedlichen

Organen verwendet, aus Organen des Magen-Darmtraktes, aus der Lunge und aus der

Plazenta. Die Patienten hatten verschiedene Grunderkrankungen. Die Gewebe lagen als

Serienschnitte vor. Alle Schnitte waren formalinfixiert und in Paraffin eingebettet.

Organ

Osophagus, Antrum, Duodenum
Duodenum und Antrum
Wangenschleimhaut

Ileum und Kolon

Sigma

Rektum

Magen und Osophagus

Kardia

Kolon

Lunge und Osophagus

Entnahmeart

Biopsate
Biopsate
Biopsate
Biopsate
Resektat
Biopsate
Biopsate

Biopsate

Biopsate

Biopsate

Grunderkrankung

HIV-positiver Patient

HIV-positiver Patient

Zustand nach Karzinom im Mund
Unbekannt; Patient mit Ileocolitis
Patient mit floridem Morbus Crohn
Unbekannt; Patientin mit Kolitis
Unbekannt; Patienten mit Osophagitis

Patient mit Kardiakarzinom in der

Vorgeschichte
Patientin nach Lebertransplantation

Zwei HIV-positive Patienten
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Lunge Biopsate HIV-positiver Patient

Plazenta Gewebeschnitte Zwei Patientinnen mit HCMV-Villitis

3.1.2 Antikorper:

Die Primérantikdrper waren monoklonal. Der Antikorper gegen HCMV markierte das
immediate-early-Antigen, das wenige Stunden nach Infektion einer Zelle mit HCMV
darstellbar wird. So wurden nahezu alle HCMV-infizierten Zellen erfasst. Bei der
Markierung der Adhisionsmolekiile [CAM-1 und VCAM-1 wurden unterschiedliche
Antikdrperklone verwendet und die Farbeergebnisse miteinander verglichen. Alle

Antikorper waren paraffingingig.

Spezifitit Spezies Firma

Monoklonaler Anti-Human CMV LLE.A. Maus Argene Biosoft, Varilhes,
(immediate-early-Antigen); clone E 13 Frankreich

Monoklonaler Anti-Human CD54 Maus Chemikon International Inc.,
(ICAM-1); clone W-CAM-1 Temecula, CA, USA
Monoklonaler Anti-Human CD54 Maus Novocastra Laboratories Ltd.,
(ICAM-1); clone 23G12 Newcastle, UK

Monoklonaler Anti-Human CD106 Maus DAKO, Carpinteria, CA, USA

(VCAM-1); clone 1.4C3

Monoklonaler Anti-Human CD106 Maus Novocastra Laboratories Ltd.,
(VCAM-1); clone 1.4C3 Newcastle, UK
Monoklonaler Anti-Human CD62E (E- Maus Novocastra Laboratories Ltd.,

selectin); clone 16G4 Newcastle, UK
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Monoklonaler Anti-Human von Kaninchen

Willebrand-Faktor (Faktor VIII)

Anti-Mouse, biotinyliert Kaninchen
(Sekundédrantikdrper)
Nonimmunserum Kaninchen

3.1.3 Reagenzien:

Xylol
Methanol

Ethanol absolut

PBS: 137 mol/l NaCl; 2,7 mol/l KCI; 7,3 mol/l Na,HPOy;

1,5 mol/l KH,PO4

Tris-Puffer 0,05 mol/l, pH 7,6
Wasserstoffperoxid 30 % H202
Mayers Hdmalaunldsung
Protease Typ 24

Target Retrieval Solution

Strept AB Complex/AP (1 ml Streptavidin, 1 ml
biotinylierte Alkalische Phosphatase)

Strept AB Complex/HRP (1 ml Streptavidin, 1 ml

biotinylierte Meerrettich Peroxidase)

Sigma Fast™ ; 3,3’-Diaminobenzidine Tablet (DAB-

™ot A __ O __ 1 _4_uN 0 TToo__ YV__A._._ _ _._ M™M_____*A_ mMm_1_1_1

DAKO, Carpinteria, CA, USA

DAKO, Carpinteria, CA, USA

DAKO, Carpinteria, CA, USA

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
DAKO, Carpinteria, CA, USA

DAKO, Carpinteria, CA, USA

DAKO, Carpinteria, CA, USA

Sigma, St. Louis, USA
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Peroxidase Substrat) + Urea Hydrogen Peroxide Tablet

Sigma Fast™ Fast Red; Fast Red TR/ Naphtol ASMX
Tablet + Tris buffer Tablet

3.1.4 Gerite:

Feuchte Kammer; Sigma humid chamber (H6644)
Schiittelglaser
Inkubator; Stericult 200

Vortex— Genie 2

pH-Meter; 761 Calimatic

Magnetriihrer

Wasserbad

Polyvar Light Microscope

3.2 Immunhistochemische Farbungen

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA
Glaswerk, Wertheim
Labotect, Gottingen

Scientific industries, Bohemia,

NY, USA
Knick, Berlin

Janke & Kunkel GmbH & Co
KG@G, Staufen

Memmert, Schwabach

Cambridge Instruments, Nussloch

Die im folgenden beschriebene immunhistochemische Farbung wurde zur Darstellung

einzelner Antigene durchgefiihrt. Sie fand Anwendung bei Positiv- und

Negativkontrollen und bei Farbung verschiedener Antigene in aufeinanderfolgenden

Priparaten in Serienschnitten.



21

3.2.1 Gewebevorbehandlung
Entparaffinieren:

Die Objekttrager mit den in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden zunichst 30
Minuten lang bei 50° C erwédrmt, dann sofort zwei mal je 15 Minuten in Xylol
behandelt. AnschlieBend wurden die Praparate in 100 %igem Ethanol zwei mal je 1

Minute dehydriert.
Blockieren der endogenen Peroxidase:

Die Férbereaktion mit Peroxidase kann auch durch gewebestidndigen Peroxidase
katalysiert werden, was zu einem unspezifischen Fiarbeergebnis fiihren wiirde. Um dies
zu verhindern wurde die endogene Peroxidase irreversibel mit Wasserstoffperoxid
blockiert. Dafiir wurden die Préparate 20 Minuten in einer Losung von Methanol und 30
%igem Wasserstoffperoxid im Verhiltnis 50:1 belassen. Dieser Schritt entfiel bei

Féarbung mit Alkalischer Phosphatase.
Rehydrieren:

In einer absteigenden Alkoholreihe (je 1,5 Minuten in 90 %igem, 70 %igem und
50%igem Ethanol, dann 1,5 Minuten im destillierten Wasser) wurden die
Gewebeschnitte schrittweise rehydriert. AnschlieBend wurde das Wasser gegen PBS-

Puffer ausgetauscht.
Antigendemaskierung:

Im folgenden werden verschiedene Methoden der Antigendemaskierung beschrieben,

die alternativ, abhidngig vom jeweiligen Primérantikdrper, angewandt wurden.

Protease:

Fiir die Darstellung der CMV— Antigene immediate early und early, des
Adhisionsmolekiils ICAM-1 (Antikdrper von Chemikon) und des Zellmarkers
Faktor VIII konnten durch die Gewebeandauung mit Protease 24 gute
Féarbeergebnisse erzielt werden. Hierfiir wurde die 0,1%ige Proteaseldsung direkt
auf die Gewebeschnitte pipettiert und 5 Minuten lang bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden die Préparate 5 Minuten in PBS-Puffer

gewaschen.
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Target Retrieval Solution von DAKO:

Bei der immunhistochemischen Darstellung von VCAM-1 (Antikérper von
DAKO) wurde dieses Detergenz benutzt, um Epitope des Antigens freizusetzen.
Die Prédparate wurden hierfiir in der Target retrieval Losung pH 6,1 in einem
Wasserbad von 95-99 °C 30 Minuten lang inkubiert. Daran schloss sich eine
Abkiihlungszeit von 20 Minuten bei Raumtemperatur und danach wurde 5

Minuten im PBS-Puffer gewaschen.

EDTA:

Zur besseren Darstellung der Antikorper gegen ICAM-1 und VCAM-1 von Novo
Castra wurden 1,6 1 einer 1 mM EDTA-L6sung mit pH 8 hergestellt und diese in
einem Schnellkochtopf zum Kochen gebracht. Nun wurden die Préparate hinein-
gegeben und 4 Minuten bei geschlossenem Deckel in der kochenden Losung

belassen. Es schloss sich 5-miniitiges Waschen in PBS-Puffer an.

3.2.2 Immunfirbung
Absittigen unspezifischer Bindungsstellen mit Nonimmunserum:

Um unspezifische Antikorperbindungen zu vermeiden wurde mit einem
Nonimmunserum vom Kaninchen blockiert. Dazu wurde eine 1:10 mit PBS verdiinnte
Losung des Nonimmunserums auf die Gewebeschnitte pipettiert und 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das Serum abgekippt und die Reste entfernt

und sofort der nichste Schritt angeschlossen.
Priméarantikorper:

Ein monoklonaler Antikérper der Maus sollte nun an das darzustellende Antigen

binden. Der jeweilige Antikorper wurde in PBS-Puffer verdiinnt.

Verdiinnung der einzelnen Antikdrper:

E13 1:1000 oder 1:4000, je nach

Fixierung
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Faktor VIII 1:50

ICAM-1 (chemikon) 1:250 oder 1:1000, je nach

Gewebeart und Fixierung

ICAM-1 (Novo Castra) 1:25
VCAM-1 (DAKO) 1:50
VCAM-1 (Novo Castra) 1:50
E-Selectin 1:50 oder 1:25, je nach Gewebe

Die Inkubationszeit betrug 90 Minuten in einer feuchten Kammer bei 37 °C,

anschlieend wurde fiir 5 Minuten in PBS-Puffer gewaschen.
Sekundérantikorper:

An den Primidr-Antikdrper wurde ein Kaninchenantikorper gegen Méuseantikdrper
gebunden, welcher mit 2 Molekiilen Biotin gekoppelt war. Dieser wurde in einer
Losung von Nonimmunserum und PBS (siehe 3.2.5) verdiinnt. Abhdngig vom Priparat
betrug die Verdiinnung 1:400 oder 1:800. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten
bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer wurde 50 Minuten in PBS-Puffer
gewaschen, wenn eine Peroxidase-Farbung folgte oder. in Tris-Puffer, wenn eine

Féarbung mit Alkalischer Phosphatase durchgefiihrt werden sollte.
Streptavidin-Biotin-Komplex:

Uber die Biotinmolekiile am Sekundérantikrper wurden nun Streptavidin-Biotin-
Komplexe gebunden, welcher mit dem Enzym Peroxidase, bzw. Alkalische Phosphatase
gekoppelt war. Der Komplex wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und

anschlieBend 5 Minuten in PBS- oder Tris-Puffer gewaschen.
Féarbung:

Bei diesem Schritt wurde dem jeweiligen Enzym ein Substrat beigegeben, bei dessen

Umsetzung durch das Enzym ein farbiger Niederschlag an der Stelle entstand, an der
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das Enzym {iber Biotin, Sekundér- und Primarantikérper an das gesuchte Antigen

gebunden war.

Peroxidase:

Diese Farbung fand Anwendung bei der Darstellung der CMV-Antigene. Als
Substrat der Peroxidase wurde Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB)
verwendet. Die DAB-Tabletten wurden in 1 ml destillierten Wasser aufgelost.
Diese Losung wurde auf die Gewebeschnitte pipettiert und das Férbeergebnis,
welches sich in einem braunen Niederschlag zeigte, unter dem Mikroskop
kontrolliert. Bei befriedigender Signalintensitdt oder nach 15 Minuten Inkubation

wurde die Farbung durch Spiilen mit PBS-Puffer abgebrochen.

Alkalische Phosphatase.

Mit dieser Methode wurden die Antigene ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1, der
Endothelmarker Faktor VIII und LCA angeférbt. Mit Fast Red Farbetabletten und
1 ml destilliertem Wasser wurde eine Losung hergestellt und diese wurde dann
auf die Praparate pipettiert. Im Mikroskop konnte die Intensitit der Rot-Féarbung
tiberwacht werden. Die Farbung wurde nach mikroskopischer Kontrolle durch

Spiilen mit Tris-Puffer abgebrochen.

Eine spezifische Darstellung des HCMV-Antigens zeigte sich in einer ausschlieBlich
nukledr lokalisierten Farbung. Eulenaugenzellen unter den Signal-positiven Zellen
bestitigten, dass auch Zellen in einem spéten Stadium der HCMV-Infektion dargestellt
wurden. Die Adhédsionsmolekiile ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1 zeigten bei der
Markierung ein zytoplasmatisches Signal. Eine spezifische Farbung duflerte sich in der
vornehmlichen Darstellung von Geféflendothelien und in einem heterogenen Signal.
Das heif3t, dass Signal-positive Zellen mit unterschiedlicher Intensitét gefdarbt waren,

wobei von den verschiedenen Zelltypen niemals alle Zellen positiv waren.

3.2.3 Gegenfirbung

Zundchst wurden die Praparate fiir 5-10 Minuten im flieBenden Leitungswasser
gewaschen, anschlieBend 1 Minute in destilliertem Wasser und danach wurden die

Objekttrager fiir ca. 20 Sekunden in Himalaun gegengefarbt. Dieses farbt Chromatin
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blau. Dann wurden die Préparate wieder 5-10 Minuten in Leitungswasser und 1 Minute
in destilliertem Wasser gewaschen. Zum Schluss folgte das Eindeckeln der Préparate

mit Glycerolgelatine.

3.3 Immunhistochemische Doppelfarbungen:

Zur gleichzeitigen Darstellung zweier Antigene im gleichen Priaparat wurde an eine
immunhistochemische Fiarbung des ersten Antigens mit DAB eine zweite Farbung mit
Alkalischer Phosphatase angeschlossen. Nach Schritt 3.2.9. (vor der Gegenférbung)
wurde nochmals Nonimmunserum aufpipettiert (Schritt 3.2.5.) und weiterhin die
gleichen Arbeitsschritte (3.2.6. -3.2.10.) im Tris-Puffer ausgefiihrt. Statt Peroxidase war
nun Alkalische Phosphatase an den Streptavidin-Biotin-Komplex gekoppelt, zur
Féarbung wurden Fast Red Tabletten von Sigma verwendet. Der erste Priméarantikorper
war gegen HCMV-Antigene gerichtet, so dass durch die DAB-Farbung HCMV
infizierte Zellen einen braunen Zellkern aufwiesen. Der zweite Primarantikdrper
markierte entweder die Adhédsionsmolekiile ICAM-1 oder VCAM-1 oder den
Endothelmarker Faktor VIII. Durch die Fast Red Farbung erschienen dann entweder
Endothelzellen oder die Expression des jeweiligen Adhésionsmolekiils wurde durch ein
rotes Zytoplasmasignal. Dadurch war es moglich in einem Préparat infizierte
Endothelzellen zu identifizieren, bzw. auf Einzelzellebene den Zusammenhang
zwischen HCMV-Infektion und Expression des jeweiligen Adhédsionsmolekiils zu

betrachten.

Die umgekehrte Farbung, das hei3t zuerst Farbung des Adhédsionsmolekiils [CAM-1
bzw. VCAM-1 mit DAB und anschlieender Darstellung des HCMV-Antigens mit Fast
Red, wurde als Kontrolle durchgefiihrt. Sie sollte sicherstellen, dass Signale des zweiten
Primérantikdrpers nicht durch eine unvollstindige Bindung des ersten
Sekundarantikorpers oder des Streptavidin-Biotin-Peroxidase Komplexes zustande

gekommen waren.
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4 Ergebnisse

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit war zu untersuchen, ob HCMYV in vivo direkt
die Expression der Adhdsionsmolekiile I[CAM-1, VCAM-1 oder ELAM-1 in seiner
Wirtszelle beeinflussen kann. Alternativ wire denkbar, dass die Expression dieser
beiden Adhdsionsmolekiile in der unmittelbaren Umgebung HCMV-infizierter Zellen
im Vergleich zu nicht infizierten Arealen verdndert ist. Dies konnte im Rahmen
immunologischer Vorgénge in HCMV-infiziertem Gewebe auftreten. In situ Analysen
zeigen zwar eine [ICAM-1 Mehrexpression in HCM V-infizierten Zellen, in vivo gibt es
zu dieser Frage jedoch keine Untersuchungen auf Einzelzelleben. Es ist entscheidend,
dies zu differenzieren, um zu kliren, ob Verdnderung der ICM-1, VCAM-1 oder
ELAM-1 Expression direkte virale Effekte zugrunde liegen. Die Untersuchungen in
dieser Arbeit wurden in Biopsaten humaner Organe, also in vivo, durchgefiihrt. Im
Vergleich zu Kultursystemen bietet dieses Vorgehen die Chance, die klinische Relevanz
immunologischer Vorgénge widerzuspiegeln. Es wurden in einer retrospektiven
Analyse Gewebeschnitte von Patienten mit akuter HCMV-Infektion untersucht. Alle
Gewebeschnitte waren formalinfixiert und in Paraffin eingebettet. Das humane
Cytomegalovirus kann sich in einer Vielzahl von Organen und Zelltypen vermehren.
Um diesem Umstand gerecht zu werden, wurden Schnitte aus Lunge, Osophagus,
Magen, Duodenum, Ileum, Kolon, Rektum und Plazenta von unterschiedlichen
Patienten in dieser Arbeit verwendet. Mit Hilfe immunhistochemischer Verfahren
wurden die Adhésionsmolekiile [CAM-1 und VCAM-1 dargestellt. HCMV-infizierte
Zellen wurden durch Fiarbung des immediate-early-Antigen von HCMV kenntlich
gemacht. Da dieses Antigen schon sehr bald nach Infektion einer Zelle exprimiert wird,
werden dadurch nahezu alle HCM V-infizierten Zellen detektiert. Zur Klérung
raumlicher Zusammenhénge wurde die Markierung der Antigene wurde in
aneinandergrenzenden Serienschnitten durchgefiihrt. Dartiber hinaus wurden simultan
im selben Priparat HCMV-infizierte Zellen neben einem der Adhédsionsmolekiile
ICAM-1 oder VCAM-1 mit unterschiedlichen Farben dargestellt. Uber beide Methoden
konnte die Expression von ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1 in HCMV-infizierten
Zellen direkt beurteilt und mit nicht infizierten Nachbarzellen verglichen werden. Diese

Untersuchungen auf Einzelzellebene erlaubten Aussagen dariiber, ob beobachtete
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Phianomene direkte virale Effekte sind. Des weiteren konnte so auch die ICAM-1,
VCAM-1 und ELAM-1 Expression in der Umgebung HCMV-infizierter Zellen im
Vergleich zu nicht infizierten Gewebearealen untersucht werden. Insbesondere wurden
hierfiir Schnitte der Plazenta herangezogen. Dort stellen die Zotten der Plazenta kleine,
gut voneinander abgegrenzte Funktionseinheiten dar. Die Plazenta war zudem in
besonderer Weise geeignet. Erstens ist HCMV hier das einzige Pathogen. Zweitens wird
die HCMV-Plazentitis nicht antiviral behandelt. In diesem Organ sind also Einfliisse
durch Therapie und andere Krankheitserreger gering. Zur Darstellung von
Leukozyteninfiltraten wurden weitere angrenzende Serienschnitte mit dem
Leukozytenantigen LCA geférbt. Dies sollte Hinweise auf die Funktionalitit der

Adhésionsmolekiile geben.

4.1 Verteilung HCMV-infizierter Zellen

Zur Darstellung infizierter Zellen wurden Antikorper gegen die sehr frithen (immediate
early) Antigene verwendet. Diese Antigene werden innerhalb weniger Stunden nach der
Infektion einer Zelle durch das humane Cytomegalovirus detektierbar, frither als neu
synthetisierte Virus DNA bei der in-situ-Hybridisierung. Sie sind im Zellkern lokalisiert
und vorwiegend als Transaktivatoren der frithen (early) Gene wichtig. Die Markierung
sehr frither Antigene ist geeignet um nahezu alle infizierten Zellen zu erfassen, da diese

in allen Phasen des viralen Replikationszyklus nachweisbar sind.

In allen HCMV-positiven Gewebeschnitten zeigte sich nach Farbung der sehr frithen
Antigene eine typische Zellkernfarbung. Unter den markierten Zellen fanden sich
sowohl morphologisch unauffillige Zellen als auch Riesenzellen und Eulenaugenzellen,
welche Zellen in einem spéten Stadium der Infektion darstellen. Es waren zwischen 1
und 2000 Zellen pro Préparat infiziert. Die infizierten Zellen lagen entweder einzeln im
Gewebe verstreut oder waren zu Herden gruppiert. Die Verteilung war heterogen.
Morphologisch konnten sie als Darm- (Abb. 9 A,B) und Alveolarepithelzellen
(Abb.11), Endothelzellen (Abb. 10, 12B), glatte Muskelzellen oder Trophoblasten
identifiziert werden. Des weiteren waren darunter Stromazellen (Abb. 1-8, 12A, 14), bei
denen es sich um Makrophagen, Fibroblasten oder andere mesenchymale Zellen

handeln konnte (Sinzger et al., 1995, Sinzger & Jahn, 1996, Sinzger et al., 1996).
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Eine immunhistochemische Doppelfarbung mit Antikérpern gegen das sehr friithe
HCMV-Antigen (immediate-early-Antigen) und gegen den Endothelmarker Faktor
VIII, sollte speziell die HCMV-Infektion von Endothelzellen verifizieren.
Endothelzellen als Grenzschicht zwischen Blutkreislauf und Gewebe sind besonders
interessant im Hinblick auf ihre ICAM-1 und VCAM-1 Expression, da an diesen Zellen
die Leukozyten aus dem Blutkreislauf ins Gewebe rekrutiert werden. Der Antikdrper
gegen Faktor VIII farbte spezifisch die Gefdlrénder, keine nicht-endothelialen Zellen
wurden markiert. In den untersuchten Préparaten waren von den infizierten Zellen

zwischen 2 und 12 % Endothelzellen.

4.2 Expression von ICAM-1 in HCMV-infizierten Zellen direkt und in der Umgebung
HCMV-infizierter Zellen.

Es sollte geklirt werden, ob in HCM V-infizierten Zellen und Geweben eine
Mehrexpression von ICAM-1 stattfindet und ob dies aufgrund direkter viraler Effekt
geschieht. Dazu wurde Expression von ICAM-1 in HCMV-infizierten Geweben und in
den infizierten Zellen direkt untersucht. Die Expression des Adhédsionsmolekiils ICAM-
1 (CD54) wurde mit Hilfe spezifischer monoklonaler Antikdrper sichtbar gemacht.
Sowohl in HCMV-negativen Kontrollen (Abb.13), als auch in allen untersuchten
HCMV-positiven Gewebeschnitten stellte sich ein charakteristisches Bild dar. Die
Farbsignale waren immer heterogen im gesamten Gewebe verteilt. Es gab weder Stellen
ganz ohne Signal, noch Areale, in denen jede einzelne Zelle gefarbt erschien. Allerdings
stachen des ofteren Regionen durch eine stirkere Anfarbung hervor. Die
Signalintensitdt war von Zelle zu Zelle verschieden. Nach morphologischer Beurteilung
waren folgende Zelltypen vorwiegend angefarbt: Endothelzellen, Alveolarepithelzellen,
Trophoblasten, Bindegewebszellen. Dabei waren aber nie alle Zellen eines Zelltyps
gefarbt, auch war die Signalintensitit sehr variabel. Durchgéngig negativ stellten sich
Zellen des Fettgewebes und Darmepithelzellen dar. Diese Charakteristika sprechen

zusammen flir eine spezifische Anfirbung von ICAM-1.

4.2.1 ICAM-1 Expression in den einzelnen HCMV-infizierten Zellen.

Zunichst sollte geklart werden, ob HCMYV einen direkten Effekt auf die ICAM-1
Expression in infizierten Zellen hat. Dazu wurde die ICAM-1 Expression auf

Einzelzellebene in HCMV-infizierten Zellen analysiert. Hierzu wurden durch
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Doppelfarbungen im gleichen Schnitt simultan die sehr friithen Antigene von HCMV
und ICAM-1 dargestellt (Abb. 1-3,5,9-12). Auf diese Weise lie3 sich auf
Einzelzellebene die ICAM-1 Expression infizierter Zellen beurteilen. Bei
Doppelfarbungen besteht die Gefahr ungeniigender Séttigung von Primér- oder
Sekundirantikorper wahrend der ersten Farbung. Werden solche freien Bindungsstellen
im Verlauf der zweiten Farbung der Doppelfarbung abgesittigt, kommt es zu falsch
positiven Signalen. Zur Kontrolle solcher Artefakte wurden Einfachfarbungen in
nebeneinander liegenden Serienschnitten mit Markierung von HCMV und ICAM-1
angefertigt (Abb. 6-8). AuBerdem wurden bei Doppelfarbungen sowohl HCMV zuerst
gefarbt und anschlieBend ICAM-1, als auch in umgekehrter Reihenfolge (Abb.4). Zur
Auswertung wurden HCMV-infizierte Zellen aufgesucht. Die ICAM-1 Expression
HCMV-infizierter Zellen wurde dann im Vergleich zu umliegenden nicht infizierten
Zellen beurteilt. Auf Einzelzellebene stellten sich die Ergebnisse wie folgt dar: Die
ICAM-1 Expression HCMV-infizierter Zellen unterschied sich kaum von der ICAM-1
Expression umliegender nicht infizierter Zellen (Abb. 1-12). Mit minimalen
Schwankungen zwischen einzelnen Préparaten betrug der Prozentsatz der HCM V-
infizierten Zellen mit erkennbar erhdhter ICAM-1 Expression weniger als 1,5 %,
gemessen an allen HCMV-infizierten Zellen. Dabei lieen sich in jedem Préparat nicht
infizierte Zellen finden, die eine dhnlich starke oder sogar stirkere ICAM-1 Expression
aufwiesen. Unter den HCMV-infizierten Zellen mit erhdhter ICAM-1 Expression waren
Endothelzellen, Stromazellen (Abb.1A, 2A) Trophoblasten und Alveolarzellen, kein
Zelltyp hatte einen besonders hohen Anteil daran. /n vivo fand sich keine relevante,
fassbare Mehrexpression oder Hochregulierung von ICAM-1 in HCMV infizierten
Zellen.

4.2.2 ICAM-1 Expression in der Umgebung HCMV-infizierter Zellen

Es sollte geklart werden, ob ein lokaler Zusammenhang zwischen der HCMV-Infektion
eines Gewebes und der ICAM-1-Expression in der Umgebung infizierter Zellen besteht.
Hierfiir wurde insbesondere die Plazenta herangezogen. Die Zotten der Plazenta stellen
einzelne, gut voneinander abgegrenzte Funktionseinheiten dar. Zotten mit HCM V-
infizierten Zellen wurden aufgesucht; sie werden im Folgenden als HCMV-positive

Zotten bezeichnet. Die ICAM-1-Expression dieser HCMV-positiven Zotten wurde im
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Vergleich zu nicht HCMV-infizierten Nachbarzotten beurteilt (Abb. 1-8). Lokale
Anderungen der ICAM-1 Expression in HCMV-negative Nachbarzellen von HCM V-

infizierten Zellen konnten auf diese Weise erfasst werden.

Anders als auf Einzelzellebene stellte sich die Situation auf Zottenebene dar. In der
Plazenta konnte ein lokaler Zusammenhang zwischen der Infektion einer Zotte und
einer verstiarkten ICAM-1 Expression erkannt werden. In ungefahr 50% der infizierten
Zotten wurde im Vergleich zu nicht infizierten Nachbarzotten eine ICAM-1
Mehrexpression beobachtet, die sich meist nicht auf die infizierten Zellen direkt bezog,
aber oft in deren ndherer Umgebung zu finden war (Abb.1,2,3A,4,5,7). In vielen Féllen
wies das Endothel dieser Zotten eine deutlich starkere ICAM-1 Expression auf als das
Endothel nicht infizierter Nachbarzotten (Abb. 4,6,8), daneben zeigten meist auch
Trophoblasten (Abb. 4,6) und Stromazellen (Abb. 1,2,3A,4,5,7) ein intensiveres [CAM-
1 Signal. In den Gefdlen mit starker ICAM-1 Expression, sowohl in infizierten als auch
in nicht infizierten Zotten, fanden sich haufig adhérierende Leukozyten (Abb. 6,8). Dies
wurde in ICAM-1 positiven GefidBBen beobachtet, die im angrenzenden Serienschnitt
VCAM-1 positiv gefarbt waren, aber auch in VCAM-1 negativen. Somit scheinen die
angefiarbten ICAM-1 Molekiile eine fiir die Anheftung und Extravasion der Leukozyten

ausreichende Funktion zu besitzen.

4.3 Expression von VCAM-1 in HCMV-infizierten Zellen direkt und in der
Umgebung HCMV-infizierter Zellen.

Die VCAM-1 Expression sollte in HCMV-infizierten Zellen direkt und deren
Umgebung analysiert werden. Es wurde untersucht, ob eine etwaige Anderung der
Expression von VCAM-1 auf einem direkten Effekt von HCMV beruht. Die Expression
des Adhisionsmolekiils VCAM-1 (CD106) wurde mit Hilfe spezifischer monoklonaler
Antikorper dargestellt. Als HCMV-negative Kontrolle dienten Schnitte aus der Tonsille.
Hier wurde neben dem Endothel einiger Gefdfle auch sehr schwach das Kryptenepithel
angefarbt, von dem bekannt ist, dass es VCAM-1 exprimiert. In den HCMV-positiven
Préparaten lieB sich in fast allen Féllen eine zarte Farbung ausmachen, die sich jedoch
meist auf einzelne Geféalle beschrinkte. Aus dem Vergleich aufeinanderfolgender

Serienschnitte ging ein deutlicher Unterschied zwischen der Farbung des ICAM-1
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Antigens und der VCAM-1 Farbung hervor, welcher sich in der Lokalisation der
Signale, der gefarbten Zelltypen und der Intensitét der Signale zeigte. Zelltypen die ein
positives Signal fiir VCAM-1 zeigten waren vor allem Endothelzellen, daneben Zellen
der glatten GefaBmuskulatur, Stromazellen (Abb.15B) und Trophoblasten (Abb.15B) in
der Plazenta. Dies spricht fiir eine spezifische Farbung von VCAM-1.

4.3.1 VCAM-1 Expression auf Einzelzellebene in HCMV-infizierten Zellen

Um zu beantworten, ob HCMV einen direkten Effekt auf die VCAM-1 Expression in
infizierten Zellen hat, wurde die VCAM-1 Expression auf Einzelzellebene in HCM V-
infizierten Zellen analysiert. In Doppelfarbungen wurden hierfiir im gleichen Schnitt
simultan die sehr frithen Antigene von HCMV und VCAM-1 dargestellt. Auf
Einzelzellebene konnte so die VCAM-1 Expression infizierter Zellen beurteilt werden.
Es wurden auch Einfachfirbungen in nebeneinanderliegenden Serienschnitten mit
Markierung von HCMV und VCAM-1 angefertigt (Abb.15) . Diese dienten in erster
Linie dazu, Artefakte die durch eine Doppeltdarbung entstehen konnten auszuschlief3en.
AuBlerdem wurden bei Doppelfarbungen die unterschiedlichen Antigene, also das sehr
frithe Antigen von HCMV und das Adhésionsmolekiil VCAM-1 in unterschiedlicher
Reihenfolge angeférbt. Bei der Auswertung wurden wie bei der Untersuchung der
ICAM-1 Expression HCMV-infizierten Zellen aufgesucht. Die VCAM-1 Expression
HCMV-infizierter Zellen wurde dann im Vergleich zu umliegende nicht infizierten
Zellen beurteilt. Auf Einzelzellebene war die Mehrzahl der HCM V-infizierten Zellen
VCAM-1 negativ oder wies eine schwache VCAM-1 Expression auf, die sich jedoch
nicht von der VCAM-1 Expression umgebender Zellen abhob (Abb.15) . Sehr vereinzelt
gab es HCMV-infizierte Zellen, die ein schwach positives Signal fiir VCAM-1 zeigten,
wihrend in umgebenden Zellen kein Signal fiir VCAM-1 detektiert werden konnte.
Insgesamt hatten diese Zellen einen Anteil von unter 1 % bezogen auf alle HCMV-
infizierten Zellen. Darunter waren sowohl Stromazellen, Endothelzellen als auch
Trophoblasten in der Plazenta. /n vivo konnte eine deutliche VCAM-1 Mehrexpression
in HCMV-infizierten Zellen nicht beobachtet werden. Aufgrund der insgesamt sehr
zarten Farbung von VCAM-1 ist es mdglich, dass eine schwache VCAM-1
Mehrexpression in HCVM-infizierten Zellen mit dieser Methode nicht detektiert wurde.
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4.3.2 VCAM-1 Expression in der Umgebung HCMV-infizierter Zellen

Der lokale Zusammenhang zwischen der HCMV-Infektion eines Gewebes und der
VCAM-1 Expression in der Umgebung HCMV-positiver Zellen wurde wie auch schon
im Falle von ICAM-1 vor allem in der Plazenta untersucht. Dort dienen die Zotten als
einzelne, gut voneinander abgrenzbare Funktionseinheiten. HCMV-positive Zotten
wurden aufgesucht, anschlieBend wurde dann die VCAM-1 Expression dieser HCM V-

infizierten Zotten im Vergleich zu nichtinfizierten Nachbarzotten beurteilt.

In der Plazenta konnte auf Zottenebene hin und wieder ein lokaler Zusammenhang
zwischen der HCMV-Infektion einer Zotte und der VCAM-1 Expression dieser Zotte
beobachtet werden. Dieser war jedoch nicht so stark ausgepriagt wie im Falle von
ICAM-1. Nur ungeféhr 20% aller HCM V-infizierten Zotten in der Plazenta zeigten eine
Mehrexpression von VCAM-1, bezogen auf die gesamte Zotte und nicht allein auf die
infizierten Zellen direkt (Abb.15) . Daran waren Stromazellen und zum GroBteil

Endothelzellen beteiligt, teilweise auch der Trophoblast.

4.4 ELAM-1 Expression in einzelnen HCMV-infizierten Zellen und in der Umgebung
HCMV-positiver Zellen

Zusammenhédnge von HCMV-Infektion und ELAM-1 Expression sollten sowohl auf der
Ebene einzelner HCMV-infizierter Zellen untersucht werden, als auch in der Umgebung
von HCMV-positiven Zellen. So sollte geklirt werden, ob die HCMV-Infektion direkt
die Expression von ELAM-1 beeinflusst. Zusitzlich sollte beantwortet werden, ob in
der Umgebung von HCMV-infizierten Zellen eine vermehrte ELAM-1 Expression
beobachtet wird. Hierfiir wurden Serienschnitte mit Hilfe monoklonaler Antikérper
gegen humanes E-Selectin (E62E) angeférbt. Die Serienschnitte grenzten direkt an mit
HCMYV immediate-early-Antigen gefarbte Schnitte an. Auf diese Weise konnten die
HCMV-infizierten Zellen aufgesucht werden und im angrenzenden Serienschnitt die
ELAM-1 Expression in diesen Zellen direkt und in deren Umgebung beurteilt werden.
Das Farbemuster von ELAM-1 stellte sich zart in GefaBwéanden (Abb.14) und in den
Trophoblasten der Plazenta dar. Hin und wieder fanden sich adhérierende Leukozyten
an den ELAM-1 gefirbten GefaBwénden. Auf Einzelzellebene, sowie in der lokalen

Umgebung gab es keine Korrelation zwischen HCMV-Infektion und ELAM-1
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Mehrexpression (Abb.14). Vereinzelte HCMV-infizierte Zellen zeigten eine vermehrte
ELAM-1 Farbung, der iiberwiegenden GroBteil war jedoch ELAM-1 negativ. Es gab
somit keinen Anhalt fiir eine Assoziation von ELAM-1 Expression in HCMV-
infizierten Zellen direkt. In der Ndhe von ELAM-1 exprimierenden Arealen fanden sich
selten auch HCMV-infizierte Zellen (Abb.14). Auch hier gab es keine Korrelation
zwischen HCMV-Infektion und ELAM-1 Expression in der Umgebung. Dies legt nahe,
dass es weder in HCMV-infizierten Zellen direkt, noch in deren Umgebung einen

Einfluss von einer HCMV-Infektion auf die ELAM-1 Expression gibt.

4.5  Verteilung von Leukozyteninfiltraten

Zusiétzlich sollte untersucht werden, ob es eine Korrelation zwischen HCMV-Infektion,
Expression der Adhédsionsmolekiile [CAM-1 und VCAM-1 und Leukozyteninfiltraten in
der Umgebung gibt. Um Leukozyteninfiltrate sichtbar zu machen wurden Farbungen
mit Antikorpern gegen das ,,leucocyte common antigen™ (LCA) angefertigt. Dieser
Zellmarker wird auf allen himatopoetischen Zellen exprimiert (Janeway et al., 1999).
Um die Leukozyteninfiltrate sowohl zu HCMV-infizierten Zellen als auch zur
Expression von ICAM-1 und VCAM-1 in Beziehung zu setzen, wurden in
angrenzenden Serienschnitten der Plazenta LCA angefarbt. Durch die eindeutige
Abgrenzbarkeit der Zotten der Plazenta untereinander konnten die Leukozyteninfiltrate
eindeutig HCMV-positiven oder -negativen Zotten sowie stark oder schwach ICAM-1
bzw. VCAM-1 exprimierenden Zotten zugeordnet werden. Die LCA-Férbung zeigte ein
zytoplasmatisches Signal. Viele der markierten Zellen lagen innerhalb der Lumina von
Blutgefafie (Abb.8C). Allerdings fanden sich auch immer wieder im Stroma der
Plazentazotten LCA-positive Zellen (Abb. 6C,7C). Diese Zellen waren sowohl einzeln
oder als Infiltrat zu beobachten. Von den HCMV-infizierten Zotten waren etwa 75% im
Stroma LCA-positiv (Abb.6-8). Dies zeigt, dass die HCMV-Infektion einer Zelle auch
meist ein inflammatorisches Infiltrat nach sich zieht. Unter den LCA-negativen HCMV-
positiven Zotten befinden sich auch friih HCMV-infizierte Zotten, wo die
Immunantwort noch nicht weit fortgeschritten ist. Unter den umliegenden HCMV-
negativen Zotten fanden sich auch etwa 65% LCA-positive Zotten. Hierunter fallen
auch diejenigen Zotten, in denen durch die Immunantwort HCMV bereits eliminiert

wurde. Wiahrend in fast allen ICAM-1-positiven Zotten auch mindestens 2 Leukozyten
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im Stroma beobachtet wurden, waren etwa 80% der LCA-positiven Zotten auch
ICAM-1-positiv. Es gab einige ICAM-1-negative Zotten mit Leukozyteninfiltrationen,
jedoch kaum LCA-negative Zotten, die ICAM-1 exprimierten. Dies zeigt, dass ICAM-1
Expression und Leukozyteninfiltrate eng zusammenhingen und spricht insbesondere
auch fiir die Funktionalitdt beim Rekrutieren von Leukozyten der angefarbten ICAM-1
Molekiile. Im Falle von VCAM-1 bot sich ein dhnliches Bild, wenn auch nicht ganz so
deutlich ausgepragt.
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5 Diskussion

Der Hauptaspekt dieser Arbeit war zu untersuchen, ob in vivo das humane
Cytomegalovirus einen direkten Einfluss auf die Expression der Adhasionsmolekiile
ICAM-1 und VCAM-1 in seinen Wirtszellen hat. Die vorliegende immun-
histochemische Analyse HCMV-infizierter Gewebe von akut infizierten Patienten zeigt,
dass HCMV-infizierte Zellen im Vergleich zum umgebenden Gewebe keine erkennbare
Mehrexpression der Adhisionsmolekiile ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1 aufweisen.
Die Expression dieser Adhdsionsmolekiile scheint somit in vivo keine direkte
Modulation durch HCMV zu erfahren. Fiir alle untersuchten Adhésionsmolekiile zeigte
sich jedoch eine Mehrexpression in der Umgebung von Infektionsherden verglichen mit
nicht infizierten Gewebsarealen. Da dies fast ausschlieBlich in Assoziation mit
entziindlichen Infiltraten auftrat, handelt es sich vermutlich um eine indirekte

Auswirkung der HCMV-Infektion.

In vitro gibt es teilweise gegensitzliche Berichte. In Zellkultursystemen wurde eine
Hochregulierung von ICAM-1 in HCMV-infizierten Zellen von mehreren Autoren
beschrieben. Untersucht wurden sowohl Endothelzellen (Sedmak et al., 1994, Waldman
et al., 1998), als auch Fibroblasten (Craigen & Grundy, 1996, Grundy & Downes, 1993,
Grundy et al., 1993, Ito et al., 1995), Lungenepithelzellen (Ibrahim et al., 1993),
proximale Tubulusepithelzellen (van Dorp et al., 1993), Pigmentepithelzellen der Retina
(Larcher et al., 1997) und Keratinozyten der Kornea (Stuart et al., 1997). Diese
Hochregulierung wurde als direkter viraler Effekt postuliert, der nicht durch antivirale
Therapie verhindert wird (Craigen & Grundy, 1996) und mit dem Fortschreiten der
Virusreplikation zunimmt (Waldman et al., 1998). Die Mehrexpression von ICAM-1 in
HCMV-infizierten Endothelzellen in Kultur betrug das 10-fache der ICAM-1
Expression nicht infizierter Endothelzellen (Sedmak et al., 1994). Im Gegensatz dazu
anderte sich die VCAM-1-Expression in kultivierten Endothelzellen (Sedmak et al.,
1994) und die VCAM-1 Expression in Pigmentepithelzellen der Retina (Larcher et al.,
1997) nach Infektion mit dem humanen Cytomegalovirus nicht. Fiir die ELAM-1-

Expression ind Endothelzellkulturen existieren widerspriichliche Berichte (Larcher et
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al., 1997, Scholz et al., 1996, Sedmak et al., 1994, Span et al., 1991), wobei die
Mehrzahl der Autoren keinen Einfluss der HCMV-Infektion auf die ELAM-1-
Expression in infizierten Zellkulturen fand. Wéhrend im Falle von VCAM-1 und
ELAM-1 die in-vivo-Befunde der vorliegenden Arbeit mit den Zellkulturbefunden der
meisten Autoren im Einklang sind, stehen die Ergebnisse zur ICAM-1 Expression in
HCMV-infizierten Zellen im Gegensatz zu Kulturergebnissen. Diese Diskrepanzen
konnen auf verschiedenen Faktoren beruhen. Kultivierte Zellen unterscheiden sich in
vielen Punkten von Zellen in vivo, daher konnen sie sich auch anders verhalten. Die
verwendeten Laborstimme von HCMYV unterscheiden sich genetisch vom Wildtyp
(Mocarski, 1993), so konnten unterschiedliche Eigenschaften der verschiedenen
HCMV-Stidmme ein unterschiedliches Verhalten der Kulturstimme, verglichen mit dem
Wildtyp, bedingen. In vivo liegt eine wesentlich komplexere Situation vor. Wéhrend
Kulturansitze sich meist auf ein oder zwei Zelltypen beschrianken, haben in vivo eine
Vielzahl von Zellen, Cytokinen und anderen Faktoren Einfluss auf die Expression der
Adhésionsmolekiile. Durch solch unterschiedliche Einfliisse konnte ein in vitro
vorhandener Effekt von HCMV auf die Expression von Adhisionsmolekiilen in vivo
tiberlagert werden. Die Expression von Adhdsionsmolekiilen wird ohnehin im Zuge
einer normal ablaufenden Immunreaktion auf das Virus stimuliert. Diese Stimulation
der Expression von ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1 konnte auch auf nicht infizierte
Zellen stark genug sein, dass eventuell vorhandene direkte Effekte auf infizierte Zellen
durch HCMV daneben nicht hervortreten. Ein weiterer Hinweis gegen die direkte
HCMV-induzierte Mehrexpression von ICAM-1 oder VCAM-1 fand sich in solchen
HCMV-positiven Arealen, die keine Expression von ICAM-1 oder VCAM-1 in nicht
infizierten Zellen aufwiesen. Dort zeigten HCMV-infizierte Zellen fast nie eine [CAM-

1 oder VCAM-1 Expression.

Wihrend also auf Einzelzellebene ein Effekt von HCMYV auf die ICAM-1, VCAM-1
und ELAM-1 Expression in infizierten Zellen nicht nachweisbar war, wurde hiufig in
HCMV-infizierten Gewebearealen eine deutliche Mehrexpression besonders von
ICAM-1 und VCAM-1 beobachtet. Diese fand sich in nicht infizierten Zellen in der
Umgebung von HCMV-positiven Zellen. Am besten konnte dies in der Plazenta
nachvollzogen werden, da dort die Zotten voneinander abgegrenzte Einheiten bilden, so

dass man dort die Beziehung zwischen HCMV-Infektion und
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Adhisionsmolekiilexpression in derselben Zotte am besten nachvollziehen kann.
Allerdings fand sich auch in allen iibrigen Organen eine hdufige Kolokalisation von
HCMYV-Infektion und einer vermehrten ICAM-1 und auch VCAM-1 Expression in
denselben Gewebearealen, aber nicht auf Einzelzellebene. Im Falle von ELAM-1 lief3
sich auf lokaler Ebene keine eindeutige Korrelation feststellen. Dies ist moglicherweise
auf die nur transiente ELAM-1 Expression in Endothelzellen zuriickzufiihren. Bisherige
hierzu ver6ffentlichte in vivo-Daten bezogen sich auch auf lokale Infektionsherde oder
auf gesamte Organe, ohne jedoch gezielt auf Einzelzellebene infizierte Zellen zu
untersuchen. In Biopsien von Herztransplantaten wurde bei Patienten wiahrend
dokumentierter HCMV-Infektion eine deutlich hohere VCAM-1 Expression und eine
dezente ELAM-1 Expression gefunden verglichen mit HCMV-negativen Patienten
(Allen et al., 1996). Der Anstieg der VCAM-1 Expression fand in zeitlichem Bezug
zum Beginn der HCMV-Antigendmie statt (Koskinen, 1993). Eine Modulation der
ICAM-1 Expression wurde in dieser Analyse nicht beobachtet. In Biopsien aus
Lebertransplantaten von Patienten mit klinischer HCMV-Infektion wurde eine ICAM-1
Induktion beobachtet, vor allem in vaskulédren und sinusoidalen Endothelzellen
(Lautenschlager et al., 1996) und in Hepatozyten (Einsele et al., 1994). Eine I[CAM-1
Hochregulierung wurde allerdings auch bet HCMV-negativen Patienten mit
TransplantatabstoBung oder bakterieller Sepsis detektiert. Des weiteren wurde eine
VCAM-1 Induktion sowohl bei HCMV-positiven als auch -negativen Patienten mit
TransplantatabstoBung beschrieben (Lautenschlager et al., 1996). Die beobachtete
lokale Mehrexpression von ICAM-1 und VCAM-1 in HCMV-infizierten
Gewebearealen findet sich im Einklang mit den bisherigen in vivo Ergebnissen. Da in
HCMV-infizierten Zellen selbst keine Hochregulierung der ICAM-1, VCAM-1 oder
ELAM-1 Expression stattfindet, scheint es sich dabei nicht um einen direkten Effekt
von HCMYV zu handeln. Es ist jedoch gut mdglich, dass die Mehrexpression von ICAM-
1 und VCAM-1 in der Umgebung HCMV-infizierter Zellen im Zuge der
physiologischen Immunantwort gegen HCMV zustande kommt. Dafiir spricht
auBerdem, dass in ICAM-1 positiven Gewebearealen, etwas weniger deutlich auch in

VCAM-1 positiven Arealen, fast immer Leukozyteninfiltrate vorhanden waren.

Grundsatzlich konnte auch eine zu niedrige Sensitivitdt des immunhistochemischen

Nachweisverfahrens die Diskrepanz zwischen den vorliegenden in-vivo-Befunden und
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den Literaturberichten iiber eine Hochregulierung von ICAM-1 in infizierten Zellen
erklaren. Durch die Einbeziehung von Positiv-und Negativ-Kontrollen, insbesondere
aber durch die entsprechende Wertung interner Kontrollen kann dies jedoch nahezu
ausgeschlossen werden. Anforderungen an die Methode waren, dass untersuchte
Antigene spezifisch und mit ausreichender Empfindlichkeit nachweisbar sind.
Kontrollen der Farbung der Adhdsionsmolekiile ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1
wurden in HCMV-negativen und —positiven Geweben durchgefiihrt. Heterogenitét
sowohl bei der Verteilung des Signals, als auch bei der Intensitit der Farbung und
eindeutige Endothelassoziation waren Hauptkriterien fiir das Vorliegen einer
spezifischen Anfarbung. Daneben war wichtig, dass ausschlieBlich Zelltypen gefarbt
waren, die bekannterweise das jeweils untersuchte Adhédsionsmolekiil exprimieren.
Zusitzlich wurden Farbungen mit verschiedenen Antikorperklonen angefertigt und
verglichen. Die Expression von ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1wurde somit
spezifisch erfasst. Die Zuverlédssigkeit der HCMV-Féarbung wurde in HCMV-positiven
Préparaten iiberpriift. Mit dem Klon E13 lag ein in der Immunhistochemie sehr gut
ausgetesteter Antikdrper gegen das immediate-early-Antigen von HCMV vor. In
HCMV-positiven Geweben fanden sich rein zellkerngebundene Signale. Unter den
markierten Zellen waren auch sogenannte ,,Eulenaugenzellen®, die spét infizierte
HCMV-positive Zellen darstellen. Somit wurden spezifisch die HCMV-infizierten
Zellen erfasst. Des weiteren war es wichtig sicherzustellen, ob auch
Intensitdtsunterschiede in der Expression von ICAM-1 und VCAM-1 mit ausreichender
Empfindlichkeit erfasst wurden. Die ICAM-1 Expression infizierter Endothelzellen in
Kultur unterschied sich von der Expression nicht infizierter Kulturen um das zehnfache
(Sedmak et al., 1994), ein solcher Effekt wire auf jeden Fall detektiert worden. In jedem
Préparat konnten dezente Abstufungen der ICAM-1 Expression in verschiedenen Zellen
beobachtet werden. In der Umgebung HCM V-infizierter Zellen fanden sich meist ein
oder mehrere nicht infizierte Zellen, die eine stdrkere ICAM-1 Expression aufwiesen als
infizierte Zellen. In allen VCAM-1 geférbten Préparaten fanden sich nicht HCM V-
infizierte Zellen mit deutlicher Markierung von VCAM-1. Wie auch im Fall von ICAM-
1 konnten meist nicht infizierte Zellen mit starkerer VCAM-1 Expression, verglichen
mit HCVM-infizierten Zellen, beobachtet werden. Dies spricht dafiir, dass

Intensititsunterschiede in der Expression von ICAM-1 und VCAM-1 mit ausreichender
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Empfindlichkeit detektiert werden konnten. Allerdings waren die VCAM-1 Farbungen
sehr dezent, so dass geringfiigige Differenzen eventuell nicht erfasst werden konnten.
Passagere Effekte, wie die Hochregulierung eines Adhdsionsmolekiils ausschlie8lich in
einer bestimmten Phase des Replikationszyklus wurden ausgeschlossen durch die
Verwendung von Antikorpern gegen das ,,immediate early* Antigen von HCMV,
welches infizierte Zellen in allen Stadien der Virusreplikation markiert. Bei in vivo
Untersuchungen miissen zusétzliche Einfliisse auf die Expression der
Adhésionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 bedacht werden, wie zusétzliche Pathogene
oder Therapieeinfliisse. In dieser Arbeit wurden Gewebeproben unterschiedlicher
Patienten mit verschiedenen Grundkrankheiten verwendet. Es bot sich in allen
untersuchten Gewebeproben etwa das gleiche Bild. Nennenswerte Unterschiede der
ICAM-1 oder VCAM-1 Expression infizierter Zellen konnten zwischen den einzelnen
Priparaten nicht festgestellt werden. Der Plazenta kommt hierbei eine wichtige
Bedeutung zu. Bei der HCMV-Plazentitis spielen andere Pathogene kaum eine Rolle,
auch wird die HCMV-Plazentitis nicht antiviral behandelt. Eine Mehrexpression von
ICAM-1 oder VCAM-1 in HCM V-infizierten Zellen konnte nicht beobachtet werden.
Die Ubereinstimmung der Befunde in den Geweben aller akut HCMV-infizierter
Patienten, sowie in den intrauterin infizierten Plazenten spricht gegen eine Verfalschung
der Ergebnisse durch zusétzliche Einfliisse, wie andere Pathogene oder medikamentdse
Therapie. Gestiitzt werden diese Ergebnisse noch durch neuere Zellkultur-
Untersuchungen auf mRNA-Ebene. In HCMV-infizierten Fibroblasten wurde keine
vermehrte Transkription der Gene von ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1 gefunden.
(Browne et al., 2001)

Interaktionen zwischen dem humanen Cytomegalovirus und dem Immunsystem seines
Wirtes kommen eine wichtige Bedeutung zu bei der Frage, durch welche Mechanismen
das Virus Einfluss auf Entziindungsreaktionen hat. Bet HCMV-positiven Patienten
scheinen TransplantatabstoBungen und progressive Gefdf3sklerose des Transplantats
signifikant hiufiger aufzutreten (Waldman, 1998). Auch wurden manche Organschéden,
besonders in der Lunge, eher auf Infiltrate mit Entziindungszellen zuriickgefiihrt, als auf
Lasionen durch das Virus direkt (De Jong et al., 1998, Fishman & Rubin, 1998). Dies
wirft die Frage auf, ob HCMV immunstimulatorische Eigenschaften besitzt, zum

Beispiel iiber eine Hochregulierung der Adhésionsmolekiile ICAM-1, VCAM-1 und



40

ELAM-1, die am GefdBBendothel zu einer Leukozytenrekrutierung fithren. Eine
Induktion von Adhésionsmolekiilen durch HCMV in infizierten Zellen wiirde diese zu
einem Fokus fiir Immunzellen machen und somit der Elimination des Virus aus dem
Organismus zutriglich sein. Daraus ergébe sich ein entscheidender Nachteil fiir
Vermehrung und Verbreitung des humanen Cytomegalovirus. In der vorliegenden
Arbeit wurde gezeigt, dass die Infiltration infizierter Gewebeareale durch
Entziindungszellen sehr wahrscheinlich nicht auf eine direkte Hochregulierung der
Expression der Adhédsionsmolekiile durch HCMV in den infizierten Zellen selbst
zurlickzufiihren ist. Allerdings wurde eine lokale Erhdhung der Expression von ICAM-
1, VCAM-1 und auch ELAM-1 in HCMV-positiven Gewebearealen gezeigt. Dies ist
erkldrbar als ein normaler Vorgang im Zuge der Immunantwort gegen HCMV. So
stellen beispielsweise die Natiirlichen Killerzellen, Zellen der unspezifischen Abwehr,
einen wichtigen Faktor der frithen antiviralen Abwehr dar. Sie werden aktiviert durch
niedrige MHC I Expression auf der Zelloberflache. Die MHC I Expression wird in
HCMV-infizierten Zellen inhibiert (Hengel et al., 1998, Waldman et al., 1998). In
aktiviertem Zustand schiitten Natiirliche Killerzellen vor allem Interferon-y aus. Auch
CD8-positive T-Lymphozyten, Zellen der spezifischen Immunabwehr schiitten bei der
Erkennung ihrer Zielzelle, zum Beispiel einer HCM V-infizierten Zelle, die Cytokine
[FN-y und TNF-a aus. IFN-y und TNF-a gehdren zu den wichtigsten Induktoren fiir die
Adhésionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1. (Janeway et al., 1999) Diese These zur
Entstehung der lokalen Mehrexpression von ICAM-1 und VCAM-1 in HCMV-
positiven Arealen wird untermauert durch die Verteilung der Leukozyteninfiltrate in der
Plazenta. Da sehr selten ICAM-1 und auch VCAM-1-positive Zotten beobachtet
wurden, in denen sich keine Leukozyten im Gewebe fanden, deutet dies auf einen
kausalen Zusammenhang zwischen Leukozyteninfiltraten und der vermehrten
Expression dieser beiden Adhdsionsmolekiile hin. Im Zuge einer physiologischen
Immunantwort kommt es also auf unterschiedlichen Wegen zu einer Induktion der
Adhiésionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1. So kénnte, selbst wenn Patienten
immunsuppressiv behandelt werden oder durch eine Immunschwéche eine Komponente
des Immunsystems versagt, die Induktion dieser Adhdsionsmolekiile gewéhrleistet
bleiben. Eine vermehrte Expression von ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1 lenkt

unselektiv Immunzellen in das Gewebe. HCMV-infizierte Transplantate werden somit



41

nicht nur von Immunzellen infiltriert, die HCMV-infizierte Zellen bekdmpfen, sondern
auch von anderen Immunzellen, die beispielsweise gegen allogenes Gewebe gerichtet
sein konnen. Auf diese Weise konnten AbstoSungsreaktionen und andere
immunpathologische Vorgéinge verstdrkt und begiinstigt werden. Die Analysen der
infiltrierenden T-Lymphozyten im Modell der MCMV-assoziierten Pneumonie
Knochenmarktransplantierter Mause widerspricht jedoch einer solchen Hypothese, denn
die cytotoxischen T-Zellen waren gegen MCMYV gerichtet und nicht gegen korpereigene
Antigene. Moglicherweise konnten auch Endothel-Lésionen durch das Virus eine Rolle
spielen. In vitro konnen Endothelzellen durch HCMV lytisch infiziert werden; in vivo
wiirde dieser Vorgang zu Lésionen in der Endothelschicht fiihren, die wiederum
Thrombozytenaggregationen, Leukozytenrekrutierung und —migration nach sich ziehen
und auf lange Sicht zu Vaskulitis und Atherosklerose fithren konnen (Kabhl et al., 2000),
wie sie bei der progressiven Gefafisklerose bei der chronischen TransplantatabstoBung
beobachtet wird. Immunpathologische Vorgédnge im Zusammenhang mit einer HCM'V-
Infektion sind nicht immer auf direkte virale Effekte zuriickzufiihren. Im Falle der
Adhésionsmolekiile ICAM-1, VCAM,-1 und ELAM-1 wurde gezeigt, dass deren
Expression nicht mit der HCMV-Infektion einer Zelle korreliert. Es dominiert vielmehr
eine [CAM-1 und VCAM-1 Hochregulierung im Sinne einer Umgebungs- bzw.

Immunreaktion in der Nahe HCMV-infizierter Zellen.

Insgesamt zeigt die vorliegende Untersuchung, dass zwar die entziindlichen
Infiltrationen in HCMV-infiziertem Gewebe mit einer erhohten Expression der
Adhisionsmolekiile ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1 einhergehen, dass aber die
infizierten Zellen selbst nicht verstirkt diese Adhdsionsmolekiile exprimieren. Die
Hypothese, dass in der Posttransplantations-Situation HCMV-infizierte Endothelzellen
tiber eine Hochregulierung von ICAM-1 zu einer unspezifischen Leukozyten-Infiltration
in umliegende Gewebe und so zur Etablierung einer Alloreaktivitét fiihren, wird durch
diese Arbeit nicht gestiitzt. Vielmehr scheint das Virus - durchaus im Sinne seines
eigenen biologischen Vorteils - in seinen Zielzellen zu replizieren ohne solche Signale
fiir eine Immunstimulation zu induzieren. Die erhdhte Expression von ICAM-1,
VCAM-1 und ELAM-1 in der Umgebung von Infektionsherden zeigt jedoch an, dass
diese virale Strategie zur Vermeidung einer Entziindungsreaktion nicht erfolgreich ist.

Ob dieses Expressionsmuster allein durch die Infektion ausgeldst werden kann,
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beispielsweise durch Cytokine aus infizierten Zellen, oder aber erst in Folge einer
anderweitig gesteuerten Immunreaktion zustande kommt, kann die
immunhistochemische Analyse naturgemil3 nicht beantworten. Dies werden zukiinftige

Arbeiten in Zellkultur oder Tiermodell kldren miissen.
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6 Zusammenfassung

Einfliisse des humanen Cytomegalovirus auf die Immunantwort des Wirtes werden
vielfdltig diskutiert. Das gehédufte Auftreten von TransplantatabstoBungen beit HCMV-
Patienten wirft die Frage auf, ob HCMV immunstimulatorische Eigenschaften besitzt.
So wurde in vitro eine Hochregulierung von ICAM-1 in HCMV-infizierten Zellen
beschrieben. ICAM-1 und VCAM-1 sind die wichtigsten Adhédsionsmolekiile fiir die
Adhésion von Immunzellen am Endothel und deren Migration ins Gewebe. In vivo
lagen jedoch bisher keine Daten auf Einzelzellebene vor, die eine Ubertragung der

Kulturergebnisse auf die physiologische Situation beim Menschen erlaubten.

In dieser Arbeit wurden Gewebeschnitte von mehreren akut HCMV-infizierten
Patienten mit unterschiedlichen Grunderkrankungen und aus verschiedenen Organen
immunhistochemisch untersucht. Mittels monoklonaler Antikdrper wurde das
immediate-early-Antigen von HCMYV, das in allen Phasen des Replikationszyklus des
Virus detektierbar ist, und die Adhisionsmolekiile ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1
dargestellt. Durch Doppelfiarbungen oder durch Einzelfarbungen aneinander grenzender
Serienschnitte konnte die Expression dieser Adhédsionsmolekiile in HCMV-infizierten
Zellen selbst und auch in der Umgebung HCMV-positiver Zellen beurteilt werden. Die
Ergebnisse zeigten eine deutliche lokale ICAM-1 und VCAM-1 Mehrexpression in der
Umgebung von HCM V-infizierten Zellen im Vergleich zu nicht infizierten Gewebe-
arealen. Diese Beobachtungen, die vor allem in den Zotten der Plazenta gemacht
wurden, lieBen sich auch in anderen Organen nachvollziehen. Dies ist erkldrbar im
Rahmen der physiologischen Immunantwort gegen HCMV, bei der mehrere Cytokine,
die nach Erkennen einer virusinfizierten Zelle freigesetzt werden, eine Induktion von
ICAM-1 und VCAM-1 verursachen konnen. Auf Einzelzellebene wurde jedoch fast nie
eine Mehrexpression von ICAM-1 in HCMV-infizierten Zellen selbst im Vergleich zu
nicht infizierten Nachbarzellen gefunden. Auch VCAM-1 und ELAM-1 wurden in der
tiberwiegenden Mehrzahl der HCVM-infizierten Zellen nicht stirker exprimiert als in
HCMV-negativen Zellen der Umgebung. Diese Ergebnisse zeigten sich durchgehend in
allen Organen und Zelltypen. Auch eine voriibergehende Hochregulierung von ICAM-1
oder VCAM-1 in Abhéngigkeit vom Replikationszyklus von HCMV konnte nicht
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belegt werden. Das humane Cytomegalovirus hat demnach in vivo keinen direkten
Einfluss auf die Expression der Adhdsionsmolekiile ICAM-1, VCAM-1 und ELAM-1 in
HCMV-infizierten Zellen.

HCMV scheint nicht iiber eine direkte Hochregulierung der Expression der Adhésions-
molekiile in HCMV-infizierten Zellen immunstimulatorisch zu wirken und dadurch
TransplantatabstoBungen, sowie Gewebeschdden zu beglinstigen. Allerdings deutet die
lokale Mehrexpression von ICAM-1 und VCAM-1 in HCMV-positiven Arealen darauf
hin, dass solche immunpathologischen Vorgénge im Zuge der physiologischen
Immunantwort gegen das humane Cytomegalovirus gefordert werden konnen. Uber die
unspezifische Rekrutierung von Immunzellen durch die Adhédsionsmolekiile konnen
auch verstérkt gegen fremde Zellen des Transplantats gerichtete Immunzellen ins

Gewebe gelangen und somit auch Abstoungsreaktionen begiinstigen.






7

Bildanhang

46



47

-
N
% ¢ » e Y
. r
io
L~
* w

L
e
> W : .0,

B

Fig. 1 A, B. Darstellung von HCMV-infizierten Zellen und ICAM-1 Expression in der Plazenta. Es
wurde das immediate-early-Antigen von HCMV mit der Immunperoxidase Methode dargestellt
(braune Zellkerne) und ICAM-1 durch Férbung mit alkalischer Phosphatase (rotes Zytoplasma).
Gegenfarbung mit Himatoxylin. A Man erkennt im Schnitt durch eine Plazentazotte mehrere HCM V-
infizierte Zellen, nur eine davon (Pfeil) weist eine auffallende ICAM-1 Expression auf. In der
Umgebung deutliche Expression von ICMA-1. VergroBBerung 1000x. B Es sind mehrere Anschnitte
von HCMV-infizierten Plazentazotten zu sehen. Wahrend die HCM V-infizierten selbst keine sichtbare
ICAM-1 Expression aufweisen, exprimieren in der groeren Zotte links im Bild einige nicht infizierte
Zellen deutlich ICAM-1. In den anderen Anschnitten ist ICAM-1 nicht detektierbar. Vergroferung
250x.
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Fig. 2 A, B. In der Plazenta Darstellung von HCMV immediate-early-Antigen mit Immunperoxidase-
farbung (braune Zellkerne) und ICAM-1 durch alkalische Phosphatasefdarbung (rotes Zytoplasma) .
Gegenfarbung mit Hidmatoxylin. A (Vergroferunng 250x) und B (Vergroflerung 1000x) zeigen
Schnitte durch Plazentazotten mit jeweils mehreren HCMV-infizierten Zellen, von denen einzelne
ICAM-1 exprimieren, jedoch nicht stirker als die umgebenden Zellen. Deutliche ICAM-1 Expression

in einigen umliegenden nicht infizierten Zellen.
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Fig. 3 A, B. Darstellung von HCMV immediate-early-Antigen mit Immunperoxidasefiarbung (braune
Zellkerne) und ICAM-1 durch alkalische Phosphatasefiarbung (rotes Zytoplasma) in Zotten der
Plazenta. Gegenfiarbung mit Hdmatoxylin. A HCMV-infizierte Zellen mit deutlicher ICAM-1
Expression, jedoch im Rahmen der Umgebungsreaktion erklédrbar. B HCMV-infizierte Zellen ohne
detektierbare ICAM-1 Expression, auch in der Umgebung keine sichtbare ICAM-1 Expression.
VergroBerung in beiden Bildern 250x.
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Fig. 4 A, B. In Zotten der Plazenta Darstellung von HCMV-infizierten Zellen durch alkalische
Phosphatase Farbung des immediate-early-Antigen von HCMV (rote Zellkerne) und Markierung von
ICAM-1 durch Immunperoxidasefirbung (braunes Zytoplasma). Gegenfarbung mit Hdmatoxylin. A +
B Die HCMV-infizierten Zellen weisen selbst keine sichtbare ICAM-1 Expression auf, jedoch

auffallend ist die deutliche ICAM-1 Expression v.a. der Endothelzellen nahe gelegener Gefale.
VergroBerung jeweils 250x.
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Fig. 5 A, B. Darstellung des immediate-early-Antigen von HCMV durch Immunoperoxidase Farbung
(braune Zellkerne) und durch zusitzliche Féarbung mit alkalischer Phosphatase Markierung von
ICAM-1 (rotes Zytoplasma) in der Plazenta. Gegenfarbung mit Hamatoxylin. A Einzelne HCMV-
infizierte Zelle ohne erkennbare ICAM-1 Expression. Im Vergleich zu danebenliegenden nicht
infizierten Zotten jedoch deutliche Mehrexpression von ICAM-1 in dieser HCMV-positiven Zotte.
VergroBerung 1000x. B Plazentazotte mit mehreren HCMV-infizierten Zellen, die teils ICAM-1
negativ, teils ICAM-1 positiv in dhnlichem Mafle wie nicht infizierte Zellen der Umgebung sind.
Auffallend deutliche ICAM-1 Mehrexpression der HCMV-positiven Zotte im Vergleich zu nicht
infizierten Nachbarzotten. Vergrof3erung 250x.
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Fig. 6 A-C. Zusammenhang zwischen HCMV-Infektion , ICAM-1 Expression und
Leukozytenadhdsion in HCMV-positiver Plazenta. A-C zeigen jeweils die gleiche Stelle im Gewebe
derselben Plazentazotte in aneinandergrenzenden Serienschnitten.(Dicke 4 pm).Die Gegenfiarbung
wurde in allen Schnitte mit Himatoxylin durchgefiihrt. Vergréferung in allen Schnitte: 1000x. A Das
immediate-early-Antigen von HCMV wurde durch Immun-Peroxidase-Fiarbung dargestellt. HCMV-
positive Zellen zeigen eine braune Zellkernfiarbung. Im Zentrum der Zotte liegt ein Blutgefdl (der
Pfeil zeigt auf das Lumen.), darum herum drei HCMV-positive Zellen. B Es ist in einem
angrenzendem Serienschnitt die selbe Zotte wie in A dargestellt. Das ICAM-1 Antigen wurde
immunhistochemisch durch Alkalische Phosphatase-Farbung detektiert, welche zu einer roten
zytoplasmatischen Farbung fiihrt. Die HCMV-positiven Zellen weisen selbst keine vermehrte I[CAM-1
Expresssion im Vergleich zu ihrer Umgebung auf. Die Blutgefifie in dieser Zotte, sowie die
Trophoblasten und auch einzelne Stromazellen zeigen eine intensive ICAM-1 Farbung. Im Lumen
(Pfeil) des oben beschriebenen BlutgefiaBBes erkennt man einige adhérierende Zellen. C In einem
weiteren angrenzenden Serienschnitt wird dieselbe Zotte gezeigt. Hier wurde das Leukozyten Antigen
(LCA) immunhistochemisch durch Alkalische Phosphatase-Féarbung dargestellt, welche zu einer roten
zytoplasmatischen Farbung fiihrt. In der Mitte des Bildes liegt das in A und B beschriebene Blutgefaf3
(Pfeilspitze im Lumen). An den Winden des GefdBles sind deutlich durch diese Férbung die
adhirierenden Zellen als Leukozyten identifiziert. Auch im Zottenstroma liegen einige eingewanderte
Leukozyten.



54




55

-
[
5

4

£ £
" g . é
Xg«' i

R = O » v
’ T . - .
'}"' s " e &A \_.'.
& xid -
' ﬂ | R
R -~ ("
‘ ‘
C e

Fig. 7, A-C. Zusammenhang zwischen HCMV-Infektion , ICAM-1 Expression und
Leukozytenadhésion in HCMV-positiver Plazenta. A-C zeigen jeweils die gleiche Stelle im Gewebe
derselben Plazentazotte in aneinandergrenzenden Serienschnitten.(Dicke 4 pm).Die Gegenfarbung
wurde in allen Schnitte mit Himatoxylin durchgefiihrt. Vergroflerung in allen Schnitte: 1000x. A Das
immediate-early-Antigen von HCMV wurde mittels Immun-Peroxidase-Farbung detektiert. (braune
Zellkernfarbung). Man sieht eine einzelne Plazentazotte angeschnitten, in der mehrere Zellen HCM V-
positiv sind. B Es ist in einem angrenzendem Serienschnitt ein Schnitt durch die selbe Zotte wie in A
zu sehen. Das ICAM-1 Antigen wurde immunhistochemisch durch Alkalische Phosphatase-Farbung
dargestellt (rote zytoplasmatische Firbung). Die HCMV-positiven Zellen weisen selbst keine
vermehrte ICAM-1 Expresssion im Vergleich zu ihrer Umgebung auf, jedoch beobachtet man in
dieser Zotte ein deutliches ICAM-1 Signal. C In einem weiteren angrenzenden Serienschnitt wurde
das Leukozyten Antigen (LCA) immunhistochemisch durch Alkalische Phosphatase-Fiarbung
dargestellt (rote zytoplasmatische Farbung). Es ist dieselbe Zotte wie in A und B angeschnitten, in der
sich ein starkes Leukozyteninfiltrat.

<
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Fig. 8 A-C. Zusammenhang zwischen HCMV-Infektion , ICAM-1 Expression und
Leukozytenadhdsion in der Plazenta. Die Antigene wurden in angrenzenden Serienschnitten durch
immunhistochemische Einzelfirbung dargestellt. Die Gegenfarbung wurde in allen Schnitte mit
Hamatoxylin durchgefiihrt. A-C zeigen jeweils die gleiche Stelle im Gewebe derselben Plazentazotte
in hintereinanderliegenden Serienschnitten.(Dicke 4 um). A Das immediate-early-Antigen von HCMV
wurde durch Immun-Peroxidase-Farbung dargestellt. HCMV-positive Zellen zeigen eine braune
Zellkernfarbung. Es ist ein Blutgefdl mit intravaskuldren Zellen zu erkennen. Rechts davon liegen 5
HCMV-positive Stromazellen. B Das ICAM-1 Antigen wurde immunhistochemisch durch Alkalische
Phosphatase-Farbung detektiert, welche zu einer roten zytoplasmatischen Farbung fiihrt. Links der
Mitte ist das Blutgefal aus Bild I zu erkennen. Die HCMV-positiven Zellen weisen keine erkennbare
ICAM-1 Expression auf. Somit unterscheiden sie sich in ihrer ICAM-1 Expression nicht von der
ICAM-1 Expression der umliegenden Stromazellen. Auffillig ist jedoch die deutlich intensivere
ICAM-1 Fiarbung der Endothelzellen des angrenzenden Gefdles. C Das Leukozyten Antigen (LCA)
wurde immunhistochemisch durch Alkalische Phosphatase-Féarbung detektiert, welche zu einer roten
zytoplasmatischen Féarbung fiihrt. In der Mitte des Bildes liegt das in I und II beschriebene Blutgefal.
An den Winden des GefiaBes sind deutlich mehrere adhirierende Leukozyten zu
erkennen.Vergroflerung in allen Schnitte: 1000x
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Fig. 9 A, B Darstellung von HCMV-infizierten Zellen und ICAM-1 in Schnitten der
Darmschleimhaut. In HCMV-infizierte Zellen wurden das immediate-early-Antigen mit
Immunperoxidase angefarbt und weisen eine braune Zellkernfarbung auf. ICAM-1 wurde mit
Alkalischer Phosphatase angefirbt und zeigt sich in einer roten zytoplasmatischen Farbung.
Gegenfarbung mit Himatoxylin. In den Krypten der Darmschleimhaut erkennt man in A zwei HCMV-
infizierte Zellen, die jedoch wie die Zellen der Umgebung keine ICAM-1 Expression aufweisen. In B
sicht man eine HCMV-infizierte Zelle, die im Zytoplasma eine ganz milde ICAM-1 zeigt, jedoch gibt
es auch nicht infizierte Zellen der Umgebung, die eine dhnliche oder stirkere ICAM-1Firbung
aufweisen. VergroBerung 1000-fach.
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Fig. 10, Fig. 11 Darstellung von HCMV-infizierten Zellen und ICAM-1 Expression in menschlichem
Darmgewebe (10) und Lungengewebe (11). Das immediate-early-Antigen von HCMV wurde mit
Immunperoxidase angefarbt, HCMV-infizierte Zellen sind an einem braunen Zellkern zu erkennen.
ICAM-1 wurde mit alkalischer Phospahtase angeférbt, was sich in einer roten Farbung im Zytoplasma
zeigt. Gegenfarbung mit Hdmatoxylin. In Fig. 10 liegen mehrere HCMV-infizierte Zellen um ein
Blutgefal3, die selbst alle keine ICAM-1 Expression aufweisen. Das nicht infizierte Endothel des
Blutgefafies exprimiert jedoch deutlich ICAM-1. In Fig. 11 ist eine einzelne HCMV-infizierte Zelle in
einer Lungenalveole zu sehen. Diese zeigt keine I[CAM-1 Expression. In manchen nicht infizierten
Zellen der Umgebung erkennt man eine dezente ICAM-1 Expression. Vergro3erung jeweils 1000-fach.
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Fig. 12 A, B Zusammenhang zwischen HCMV-Infektion und ICAM-1 Expression in menschlichem
Lungengewebe. HCMV-infizierte Zellen wurden iiber Immunperoxidasefirbung des immediate-early-
Antigens dargestellt (braune Zellkerne), ICAM-1 wurde mit alkalischer Phosphatase angefdrbt (rotes
Zytoplasmasignal). In A sind 4 HCMV-infizierte Zellen in der Umgebung eines Blutgefdles zu sehen.
Die infizierten Zellen zeigen selbst keine ICAM-1 Expression, die nicht infizierten Gefédendothelzellen
exprimieren jedoch stark ICAM-1. Einige adhdriernde Leukozyten sind zu erkennen. In B sieht man
ebenfalls ein Blutgefdl mit einer HCMV-infizierten Endothelzelle (Pfeil). Diese ldsst keine ICAM-1
Expression erkennen, wohingegen benachbarte Endothelzellen ICAM-1 exprimieren. Im GefdBlumen
wieder einige adhirierende Leukozyten erkennbar. Vergroferung jeweils 1000-fach (B mit zoom).
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Fig. 13 A, B Beide Bilder zeigen das ICAM-1 Verteilungsmuster in der Tonsille (HCMV-negativ).
Das ICAM-1 Antigen wurde immunhistochemisch durch Alkalische Phosphatase-Farbung detektiert,
welche zu einer roten zytoplasmatischen Féarbung fiihrt. Die Gegenfiarbung wurde mit Hdmatoxylin
durchgefiihrt. Die ICAM-1 Expression betont vor allem das Endothel der Blutgefde. Daneben sind
auch wenige Stromazellen angeférbt. VergroBerung: jeweils 250x.
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Fig. 14 A, B Zusammenhang zwischen HCMV-Infektion und ELAM-1 Expression in menschlichem
Colon-Gewebe. A Das immediate-early-Antigen HCMV-infizierter Zellen wurden mit
Immunperoxidasefarbung sichtbar gemacht. HCMV-positive Zellen haben einen braunen Zellkern.
Man erkennt mehrere HCM V-infizierte Zellen, einige davon sind links oberhalb der Bildmitte um ein
Blutgefall gruppiert(Pfeile zeigen auf die Zellkerne). B In einem an A angrenzenden Serienschnitt
wurde ELAM-1 durch alkalische Phosphatasefarbung sichtbar gemacht, zu erkennen an einem roten
Zytoplasmasignal. Im gleichen Bildausschnitt wie A (die HCMV-infizierten Zellen sind mit Pfeilen
gekennzeichnet), erkennt man, dass die HCMV-positiven Zellen (Pfeile auf die Zellkerne) selbst keine
ELAM-1 Expression aufweisen oder eine schwache ELAM-1 Féarbung zeigen, die aber im Vergleich
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zu nicht infizierten Nachbarzellen nicht hervortritt. Die nicht infizierten GefdaBendothelzellen weisen
allerdings eine deutliche ELAM-1 Mehrexpression im Vergleich mit den Nachbarzellen auf.
Gegenfarbung mit Himatoxylin. VergréfSerung 250-fach.
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Fig. 15 A, B Zusammenhang zwischen HCMV-Infektion und VCAM-1 Expression in HCMV-
infiziertem Plazentagewebe. A Darstellung des immediate-early-Antigen von HCMV mit
Immunperoxidasefiarbung (brauner Zellkern). In diesem Anschnitt einer Plazentazotte sicht man fiinf
HCMV-positive Zellen im Stroma liegen. B Das Adhédsionsmolekiil VCAM-1 wurde mit alkalischer
Phosphatase gefirbt (rotes Zytoplasmasignal). Hochstens eine der HCMV-positiven Zellen (Pfeil)
besitzt auch eine erkennbare VCAM-1 Expression, die sich jedoch von der VCAM-1 Expression nicht
infizierte Zellen in der Umgebung nicht wesentlich abhebt. Die meisten Stromazellen exprimieren
jedoch kein VCAM-1. Die Trophoblasten (HCMV-negativ) zeigen jedoch eine deutliche VCAM-1
Expression.
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