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1 Einleitung 
 

Die allogene Stammzelltransplantation wird insbesondere zur Therapie verschiedener 

Erkrankungen des Blutes eingesetzt. Aufgrund der damit einhergehenden 

Immunsuppression sind die Patienten stark durch Infektionen gefährdet, dabei stellen 

unter anderem Viren eine große Gefahr dar. Die Diagnostik und die adäquate Therapie 

derartiger Infektionen erfordern sensitive und reproduzierbare Methoden zum 

Erregernachweis.   

Diese Arbeit beschäftigt sich mit dem Auftreten von β- Herpesviren nach allogener 

Stammzelltransplantation, ihren Risikofaktoren, dem Einfluss der Konditionierung und 

dem Vergleich verschiedener Nachweismethoden. 

1.1 Stammzelltransplantation 
Eine allogene Stammzelltransplantation (SZT) ist die Infusion von hämatopoetischen 

Stammzellen (HSZ) nach Applikation eines Konditionierungsregimes mit der Intention, 

das hämatopoetische System des Empfängers durch die transfundierten Zellen zu 

ersetzen [1].  

Sie ist eine seit den 1970er Jahren etablierte und inzwischen verbreitete Therapie zur 

Behandlung verschiedener hämatologischer Neoplasien und angeborener Störungen 

der Hämatopoese. In über 550 Zentren in 39 europäischen Ländern werden heutzutage 

mehr als 20.000 Stammzelltransplantationen pro Jahr durchgeführt [2]. Durch 

zahlreiche Komplikationen sind die Morbidität und Mortalität nach der Transplantation 

hoch. Aufgrund der Immunsuppression sind die Patienten dabei besonders durch 

Infektionen gefährdet. 

1.1.1 Geschichtlicher Überblick 

Der Grundstein für die heutige Stammzelltransplantation wurde im Jahr 1909 von 

Alexander Maximov durch die Entdeckung der Population der pluripotenten 

Stammzellen gelegt [3].  

Ihren eigentlichen Ursprung nahm die Knochenmarktransplantation etwa ein halbes 

Jahrhundert später. Angeregt durch die Katastrophen von Hiroshima und Nagasaki und 

die anhaltende Bedrohung durch Atomwaffen am Ende des zweiten Weltkrieges wuchs 

das wissenschaftliche Interesse an den Auswirkungen von radioaktiver Strahlung auf 
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den menschlichen Körper [4]. Erste Studien zeigten, dass Mäuse eine normalerweise 

tödliche Bestrahlung durch Abschirmung der Milz überlebten. Die Wiederherstellung 

des durch die Bestrahlung zerstörten Knochenmarks fand durch Zellen aus der nicht 

bestrahlten Milz statt [5]. Durch Infusion von Milz- oder Knochenmarkzellen konnte 

dasselbe Ergebnis erzielt werden [6]. Aus den Beobachtungen erschloss sich die 

Möglichkeit, dieses Schema auf leukämiekranke Menschen anzuwenden. Die frühen 

klinischen Versuche waren jedoch erfolglos, vor allem aufgrund von fehlendem Wissen 

in den Bereichen des Haupthistokompatibilitätskomplexes und der supportiven 

Therapie. Durch intensive Studien in den folgenden Jahren wurden die Probleme des 

allogenen Knochenmarktransfers erkannt [4], und so gelangen 1968 Bach et al. in 

Madison und Gatti et al. in Minneapolis die ersten erfolgreichen allogenen 

Transplantationen [7, 8].  

Die Transplantation von hämatopoetischen Stammzellen hat sich seitdem deutlich 

weiterentwickelt und ist heute eine weit verbreitete Therapie zur Behandlung 

verschiedenster Erkrankungen. 1990 wurde E. D. Thomas für seine herausragende 

Arbeit auf diesem Gebiet mit dem Nobelpreis für Medizin und Physiologie 

ausgezeichnet. 

1.1.2 Prinzip und biologische Grundlagen der Stammzelltransplantation 

1.1.2.1 Die pluripotente hämatopoetischen Stammzelle 

Der Sitz der pluripotenten hämatopoetischen Stammzellen (HSZ) ist das Knochenmark. 

Sie sind die Urzellen der Hämatopoese und haben die Fähigkeit zur Selbstreplikation, 

Proliferation und Differenzierung in alle Zellen des lymphohämatopoetischen Systems.  

Mittels Immunphänotypisierung können die HSZ anhand ihres Oberflächenrezeptors 

CD34 (CD, cluster of differentiation) erkannt werden. Das CD34-Antigen ist ein 

Membranphosphoglykoprotein, welches auf allen hämatopoetischen Vorläuferzellen 

einschließlich der pluripotenten und der lymphopoetischen Stammzelle exprimiert ist [9]. 

Die pluripotente Stammzelle zeichnet sich außerdem durch die fehlende Expression 

linienspezifischer Antigene aus. Nur etwa 1-4 % der Knochenmarkzellen sind 

hämatopoetische Progenitorzellen, die pluripotenten HSZ sind noch seltener. 

1.1.2.2 Arten der SZT und Spendersuche 

Stammen die bei der SZT übertragenen Stamm- bzw. Progenitorzellen vom Patienten 

selbst, spricht man von einer autologen Transplantation. Dabei werden die HSZ vor der 
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Hochdosischemotherapie gesammelt und kryokonserviert. Vorteilhaft ist, dass nach der 

Transplantation keine Immunsuppression notwendig ist, keine Graft-versus-Host-

Erkrankung (GvHD) auftritt und kein Spender nötig ist. Nachteilig ist ein ausbleibender 

Graft-versus-Leukemia-Effekt, sowie das Risiko der Tumorzellkontamination des 

Transplantats. Durch Reinigen des Transplantats (purging) mittels physikalischen, 

pharmakologischen oder immunologischen Methoden wird versucht, letzterem 

entgegen zu wirken. Der Wirkmechanismus der autologen SZT beruht auf den 

zytotoxischen Effekten der Hochdosistherapie. Bei der allogenen SZT, hier stammen 

die übertragenen Zellen von einem Spender, ist ein entscheidender zusätzlicher 

Mechanismus der Graft-versus-Leukemia-Effekt (GvL), bei dem die mit dem 

Transplantat übertragenen T-Zellen residuale leukämische Zellen des Empfängers 

zerstören [10].  

Für die Spendersuche bei allogener SZT ist das wichtigste Kriterium die 

immunologische Kompatibilität zwischen Spender und Empfänger. Durch serologische 

und molekulare Testung wird eine Übereinstimmung der humanen Leukozytenantigene 

(HLA) angestrebt. Die HLA-Antigene sind genetische Merkmale auf der Oberfläche 

kernhaltiger Zellen, welche für die Differenzierung zwischen körpereigen und 

körperfremd wichtig sind. Die genetische Information für die HLA-Antigene liegt auf dem 

kurzen Arm des Chromosoms 6, im Bereich des major histocompatibility complex 

(MHC). Die HLA-Antigene werden in Klasse I (HLA-A, -B, -C) auf allen kernhaltigen 

Zellen und Thrombozyten und Klasse II (HLA-DR, -DP, -DQ) auf 

antigenpräsentierenden Zellen unterteilt. Ihre Aufgabe ist die Präsentation von Peptiden 

an T-Lymphozyten, wobei sie eine Schlüsselrolle in der T-Zell-vermittelten Immunität 

spielen. Stimmen die HLA-Antigene A, B, DRB1 und DQB1 bei Typisierung mittels 

genügender Auflösung überein, spricht man von vollständiger HLA-Kompatibilität (HLA-

match) [11].  

Die besten Erfolgsraten der SZT werden mit einem HLA-identischen verwandten 

Spender erreicht. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Patient ein HLA-kompatibles 

Geschwister hat, liegt bei 20-25% [12]. Gelegentlich ist es möglich, einen Spender in 

der näheren Verwandtschaft (Kinder, Eltern) zu finden [13]. Um die Transplantationen 

einer größeren Anzahl von Patienten zugänglich zu machen, wurden internationale 

Spenderdateien aufgebaut. Weltweit sind bereits über 9,5 Millionen HLA-typisierte 

Spender und Nabelschnurbluteinheiten registriert [14]. SZT mit unverwandten Spendern 

sind mit einer höheren Rate an Komplikationen assoziiert [15, 16]. Je nach Anzahl und 



Einleitung 

 4

Lokalisation des Mismatches kommt es häufiger zu einer Transplantatabstoßung und zu 

einer GvHD [17, 18, 19]. 

1.1.2.3 Transplantatquelle 

Als Stammzellquelle können HSZ des Knochenmarks, des peripheren Bluts oder des 

Nabelschnurbluts verwendet werden. Obwohl seit den 1960er Jahren bekannt ist, dass 

HSZ im peripheren Blut zirkulieren [20], war man bis in die 1980er Jahre auf 

Knochenmark (KM) als Stammzellquelle angewiesen. Dann erst konnten periphere 

Blutstammzellen (PBSZ) durch Leukapherese in ausreichender Zahl gewonnen werden, 

um ein Engraftment zu gewährleisten [21, 22].  

Das periphere Blut enthält normalerweise nur eine geringe Anzahl an zirkulierenden 

HSZ. Durch die Gabe von hämatopoetischen Wachstumsfaktoren (G-CSF, 

Granulozyten-Kolonie-stimulierender-Faktor) oder in der Phase der Regeneration nach 

Chemotherapie kommt es zu einem starken Anstieg der HSZ im peripheren Blut, so 

dass es möglich ist, sie für therapeutische Zwecke zu sammeln [23, 24]. Vor allem 

aufgrund der schnelleren hämatologischen und immunologischen Erholung nach 

peripherer Blutstammzelltransplantation (PBSZT) im Vergleich zur 

Knochenmarktransplantation (KMT), haben in der autologen Situation inzwischen PBSZ 

das Knochenmark als Stammzellquelle nahezu ersetzt [25, 26, 27]. Auch bei der 

allogenen Transplantation werden zunehmend PBSZ eingesetzt. Zu einem Anstieg der 

akuten GvHD Erkrankungen aufgrund einer etwa zehnfach höheren Menge an T-Zellen 

in dem PBSZ-Transplantat scheint es nicht zu kommen [25, 26], möglicherweise erhöht 

sich aber die Inzidenz der chronischen GvHD [1, 25, 28]. 2002 wurden 97 % der 

autologen Ersttransplantationen mit PBSZ durchgeführt, bei den allogenen 

Ersttransplantationen waren 62 % der Transplantate PBSZ [2].  

Nabelschnurblut als Stammzellquelle wird fast ausschließlich bei Kindern eingesetzt, da 

die gewonnenen Zellzahlen häufig zu gering sind, um ein stabiles Anwachsen der 

Zellen in Erwachsenen zu gewährleisten. Diese Transplantationen sind mit einem leicht 

verzögerten Engraftment und einem geringeren Risiko an GvHD assoziiert [29]. 2 % 

aller allogenen SZT waren 2002 Nabelschnurbluttransplantate [2]. 

1.1.2.4 Konditionierung 

Durch die Konditionierung wird der Körper des Patienten auf die bevorstehende 

Transplantation vorbereitet. In der Regel werden zwei Ziele miteinander verknüpft. Die 
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Konditionierung soll immunsuppressiv wirken, um eine Transplantatabstoßung zu 

verhindern und sie soll – mit unterschiedlicher Intensität – verbleibende Tumorzellen 

abtöten. Die Wahl des Konditionierungsregimes ist von der zugrundeliegenden 

Erkrankung sowie ihrem Stadium abhängig. Es können sogenannte Hochdosistherapien 

– oft eine Hochdosis- Chemotherapie evt. in Kombination mit Ganzkörperbestrahlung 

(total body irradiation, TBI) – von dosisreduzierten Konditionierungsverfahren 

unterschieden werden. Hochdosis-Konditionierungsregime sind mit höheren Akut-

Toxizitäten und einer etwas höheren therapieassoziierten Mortalität vergesellschaftet, 

sind jedoch stärker anti-neoplastisch wirksam. Aufgrund der größeren Belastungen 

werden Hochdosistherapien nur bei Patienten unter 55 Jahren ohne wesentliche 

Begleiterkrankungen eingesetzt. Eine Alternative zu dieser konventionellen 

Konditionierung ist die nicht-myeloablative (dosisreduzierte) Konditionierung [30]. Der 

Begriff Dosisreduktion bezieht sich auf die Dosis anti-neoplastisch wirksamer 

Zytostatika, die im Rahmen der Konditionierung verabreicht werden. Hierbei erfolgt die 

Tumoreradikation und die Zerstörung der Hämatopoese des Empfängers nicht durch 

die zytotoxische Therapie, sondern durch immunitätsvermittelte Effekte. Durch die 

Dosisreduktion wird die Toxizität verringert und das Knochenmark des Empfängers 

nicht vollständig zerstört. Diese Regime wirken jedoch hochgradig immunsuppressiv 

und gewährleisten deshalb das Engraftment der Spenderzellen. Vorrangig T-

Lymphozyten des Spenders induzieren den Graft-versus-Leukaemia (GvL) Effekt, 

welcher maßgeblich an der Eradikation der malignen Erkrankung beteiligt ist [31]. Durch 

den gleichen Effekt kann bei einem Rezidiv nach SZT mit der Gabe von Lymphozyten 

des gleichen Spenders (donor lymphocyte infusions, DLI) eine Remission erzielt werden 

(adoptive Immuntherapie) [32].  

Nach verschiedenen dosisreduzierten Konditionierungsregimen konnte mittlerweile ein 

stabiles Engraftment gezeigt werden [10, 30, 33, 34]. Sie erweisen sich als besser 

verträglich, die typischen Akut-Toxizitäten treten in weniger starkem Ausmaß auf. Die 

Zytopenie in der frühen Phase nach der Transplantation ist weniger schwerwiegend und 

langandauernd, wodurch das Risiko für schwere bakterielle und Pilz-Infektionen in den 

ersten vier Wochen nach allogener Transplantation vermindert zu sein scheint [10, 30, 

35]. Durch die geringere therapieassoziierte Mortalität und die bessere Verträglichkeit 

kann die Indikation einer SZT mit dieser Konditionierung auf Patienten ausgeweitet 

werden, welche nicht für eine konventionelle myeloablative Behandlung geeignet wären 

[10, 30, 33, 35].  
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In den letzten Jahren hat die Anwendung der dosisreduzierten Konditionierung rasant 

zugenommen, von weniger als 1 % an allen allogenen Transplantationen vor dem Jahr 

2000 auf 28 % im Jahr 2002 [2, 36]. 

1.1.3 Indikationen für die SZT 

Durch große Fortschritte in der HLA-Typisierung, der Prophylaxe und Therapie der 

Graft-versus-Host-Erkrankung und der antimikrobiellen Therapie konnte die Anwendung 

der SZT auf viele Krankheiten ausgeweitet werden. Die Bedeutung der SZT bei der 

Therapie von verschiedenen Krankheiten ist vielschichtig und unter anderem abhängig 

von dem Schweregrad der Erkrankung, dem Subtyp, dem Remissionsstatus, dem Alter 

des Patienten, sowie der Verfügbarkeit eines geeigneten Spenders. Die Indikationen für 

eine allogene SZT im Jahr 2002 sind Tabelle 1-1 zu entnehmen. 

Tabelle 1-1: Indikationen für eine allogene Stammzelltransplantation 2002 

Erkrankung Anteil an den SZT 

Akute myeloische Leukämie (AML) 27 % 

Akute lymphatische Leukämie (ALL) 19 % 

Chronische myeloische Leukämie (CML) 14 % 

Chronische lymphatische Leukämie (CLL) 3 % 

Myelodysplastisches Syndrom (MDS) 9 % 

Multiples Myelom (MM) 4 % 

Morbus Hodgkin (MH) 1 % 

Non-Hodgkin Lymphome (NHL) 7% 

Schwere Aplastische Anämie (SAA) und Fanconi-Anämie 5 % 

Nicht-maligne Erkrankungen (z. B. Thalassämie, Immundefektsyndrome) 7 % 

Solide Tumore 2 % 

andere 2% 

(modifiziert nach [37]) 

1.1.4 Komplikationen nach SZT 

Die Komplikationsrate nach allogener Stammzelltransplantation ist hoch. Dazu zählen 

toxische Nebenwirkungen der Konditionierungstherapie, die Auswirkungen der 

Immunsuppression und der gestörten immunologischen Rekonstitution, 

immunologische Reaktionen zwischen Empfänger und Spender, Transplantatversagen 

und Rezidiv der Grunderkrankung. Die transplantationsassoziierte Mortalität (TRM) 

nach allogener SZT bei malignen hämatologischen Erkrankungen liegt - abhängig von 

Alter, Grunderkrankung und Histokompatibilität - in den ersten Jahren nach 
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Transplantation zwischen 10-40 % [27, 38].  

Im Folgenden werden die Graft-versus-Host-Erkrankung und das Auftreten von 

Infektionen nach Stammzelltransplantation näher dargestellt. 

1.1.4.1 Graft-versus-Host-Erkrankung 

Die Transplantat-gegen-Wirt Erkrankung (Graft-versus-Host-Disease, GvHD), ist die 

häufigste Komplikation nach allogener SZT und eine der Hauptursachen für die 

transplantationsassoziierte Morbidität und Mortalität [39]. In Abhängigkeit vom Zeitpunkt 

des Auftretens, vor bzw. nach Tag 100 nach der Transplantation, unterscheidet man die 

akute (aGvHD) und die chronische GvHD (cGvHD).  

Die GvHD ist Ausdruck einer zytotoxischen Aktivität immunkompetenter T-

Lymphozyten, die mit dem Transplantat (Graft) auf den Empfänger (Host) übertragen 

wurden und sich vor allem gegen die drei Zielorgane Haut, Leber und Darm richtet. 

Diese Alloimmunreaktion ist gegen die fremden Histokompatibilitätsantigene des 

Empfängers gerichtet und betrifft bei HLA-Identität von Spender und Empfänger die 

Minor Histokompatibilitätsantigene.  

1966 wurden von Billingham drei Bedingungen für das Auftreten einer aGvHD formuliert 

[40]: die Übertragung von immunkompetenten Zellen, eine Histoinkompatibilität 

zwischen Spender und Empfänger und das Unvermögen des Empfängers, die 

transplantierten Zellen zu inaktivieren.  

Pathophysiologisch steht am Anfang der aGvHD eine toxische Gewebeschädigung 

durch das Konditionierungsregime und die damit verbundene Freisetzung von 

proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-1 (Il-1) und TNF α. Eine Interaktion der 

antigenpräsentierenden Zellen des Empfängers mit den T-Lymphozyten des Spenders 

führt zu einer T-Zell-Aktivierung mit nachfolgender Proliferation und Differenzierung 

sowie weiterer Zytokinsekretion (Il-2, IFN γ). Es folgt die T-Zell-vermittelte Zytotoxizität 

gegen die Empfängerzellen und eine Gewebezerstörung in den Zielorganen durch 

Apoptoseinduktion.  

Die Inzidenz einer behandlungsbedürftigen akuten GvHD (Grad II-IV) liegt nach 

konventioneller Konditionierung bei HLA-identischen Geschwistern bei 40-45 % und 

nach Fremdspendertransplantation bei 55-75 %. Eine chronische GvHD tritt bei 60-80 

% der Patienten nach allogener Transplantation auf [41]. Einflussfaktoren für das 

Auftreten einer GvHD sind das Alter des Empfängers, die HLA-Inkompatibilität, ein 

Geschlechts-Mismatch, die GvHD Prophylaxe [42, 43, 44]. Das Risiko einer 
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chronischen GvHD steigt außerdem durch eine vorausgegangene akute GvHD [45] und 

die Verwendung von PBSZ als Stammzellquelle [1, 25, 28].  

Klinisch ist die akute GvHD durch eine Manifestation an der Haut (makulopapulöses 

Exanthem, Erythrodermie, Desquamation), der Leber (Hepatitis bis Leberversagen) 

und/oder dem Darm (Ulzerationen, Diarrhoe) gekennzeichnet. Allgemeinsymptome wie 

Fieber und Gewichtsverlust können auftreten. Die Immunrekonstitution ist verzögert und 

damit das Infektionsrisiko erhöht. Die chronische GvHD gleicht in ihrem klinischen Bild 

einer Autoimmunerkrankung mit Sklerodermie-ähnlichen Hautveränderungen, Sicca-

Syndrom, lupoider Hepatitis, Veränderungen an den Gelenken und dem 

Gastrointestinaltrakt, sowie einem zu opportunistischen Infektionen prädisponierenden 

persistierenden Immundefekt.  

Therapeutisch und prophylaktisch wird die GvHD mit immunsuppressiven und 

antiinflammatorischen Medikamenten behandelt. In der Regel wird in den ersten 

Monaten nach der Transplantation eine medikamentöse Prophylaxe durchgeführt. 

Eingesetzt werden für Prophylaxe und Therapie unter anderem Ciclosporin A (CSA), 

Methotrexat (MTX), Mycophenolat Mofetil (MMF), Steroide, Antithymozytenglobulin 

(ATG), Tacrolimus (FK605). 

1.1.4.2 Infektionen 

Infektionen sind trotz beachtlicher Fortschritte in ihrer Behandlung weiterhin eine 

wesentliche Ursache für Morbidität und Mortalität nach allogener 

Stammzelltransplantation. Verschiedene Faktoren beeinflussen das Risiko einer 

Infektion, wie die zugrunde liegende Erkrankung, die Intensität der verabreichten 

Therapie, bereits aufgetretene Komplikationen und vor allem die 

Transplantationsmodalitäten (z. B. Histokompatibilität und T-Zell-Depletion) [46, 47]. 

Das Ausmaß der infektiösen Komplikationen hängt entscheidend von der 

Geschwindigkeit der Rekonstitution des Immunsystems nach erreichter 

hämatologischer Regeneration ab [46].  

Die Infektionen nach myeloablativer SZT werden in drei Phasen unterteilt (siehe 

Abbildung 1-1): 

1. Frühe Phase: nach der Konditionierung bis zum Engraftment.  

Diese Phase ist von einer schweren Neutropenie und toxischen Mukosaschäden 

durch die Konditionierung gekennzeichnet. Bis zur Neutrophilenregeneration 

dominieren Infektionen durch Bakterien, Pilze (Aspergillus, Candida) und Viren 



Einleitung 

 9

(insbesondere Herpes simplex Virus, HSV). Bakterien sind für 90 % der Infektionen 

in dieser Zeit verantwortlich [46]. Hauptursachen der infektionsassoziierten Mortalität 

sind die schwere bakterielle Sepsis, Pneumonie und systemische Pilzinfektion. 

2. Intermediäre Phase: von der Granulozytenregeneration bis Tag 100.  

Nach der hämatologischen Regeneration bestehen weiterhin schwere qualitative 

und quantitative Störungen in der zellulären und humoralen Immunabwehr. Durch 

das Auftreten und die Therapie einer akuten GvHD werden die Immunrekonstitution 

verzögert und Infektionen begünstigt. Die Patienten sind in dieser Zeit stark durch 

virale Infektionen, insbesondere durch das Zytomegalievirus (CMV), gefährdet. 

3. Späte Phase: nach Tag 100  

Trotz einer fortschreitenden Immunrekonstitution sind die Patienten noch immer 

abwehrgeschwächt. Der Verlauf ist stark von dem Auftreten einer chronischen 

GvHD abhängig, welche durch eine T-Zell-Dysfunktion und erniedrigte 

Serumimmunglobulinkonzentrationen gekennzeichnet ist. Die Patienten sind 

gegenüber bekapselten Erregern (wie Streptococcus pneumoniae, Haemophilus 

influenzae) besonders anfällig. 

 
BAKTERIELL PNEUMONIE

VIREN

PILZE

BAKTERIEN

RISIKOFAKTOR

SZT 
TAGE NACH TRANSPLANTATION MONATE 

NICHT-BAKTERIELL 
(INTERSTITIELL) 

HSV CMV                      ADENO VZV 

CANDIDA              ASPERGILLUS 

GRAM POSITIV 
GRAM NEGATIV 

BEKAPSELT 

NEUTROPENIE AKUTE GvHD + Rx CHRONISCHE GvHD 

0 50 100 12 

 

Abbildung 1-1: Infektionen an verschiedenen Zeitpunkten nach SZT 
Modifiziert nach Myers JD [48]. 

Mit der dosisreduzierten Konditionierung haben sich die Art und die Zeit des Auftretens 

von Infektionen verändert. Durch die verkürzte oder fehlende Neutropenie sinkt das 

Risiko für bakterielle und Pilzinfektionen in den ersten vier Wochen nach 

Transplantation [49]. Da das Risiko einer GvHD etwa gleich bleibt, sind die Patienten 

später jedoch durch Virus- und Pilzinfektionen gefährdet. 
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1.2 Herpesviren 

1.2.1 Familie der Herpesviren 

Herpesviren sind in der Natur weit verbreitet, sie kommen beim Menschen und bei 

zahlreichen Wirbeltierarten vor. In fast allen untersuchten Spezies konnte mindestens 

ein spezifisches Herpesvirus isoliert werden. Die Familie der Herpesviren umfasst 

insgesamt etwa 130 Arten, wovon 8 als humanpathogen identifiziert wurden. Die 

Vertreter dieser Virusfamilie verursachen verschiedene klinische Symptome, gleichen 

sich aber in Partikelmorphologie und biologischen Eigenschaften [50]. Ein weiteres 

wichtiges Merkmal aller Herpesviren ist die Fähigkeit nach der Primärinfektion latent im 

Wirtsorganismus zu bleiben, wobei sich keine Virusproduktion nachweisen lässt. Dieser 

Zustand der Latenz kann jederzeit unterbrochen werden und in einen lytischen 

Infektionszyklus übergehen, bei dem erneut infektiöse Partikel freigesetzt werden. 

Klinisch äußert sich dies in einer der Primärinfektion identischen oder ähnlichen 

Symptomatik.  

Der Name der Virusfamilie weist auf die kriechende Ausbreitung des vom Herpes-

simplex-Virus verursachten Hautausschlags hin (griechisch: herpein, kriechen).  

Nach ihrem Wirtsspektrum, ihrer Pathogenität und ihrem Replikationsverhalten werden 

die Herpesviren in drei Unterfamilien eingeteilt: in α-, β- und γ- Herpesviren. Die acht 

humanpathogenen Vertreter sind in Tabelle 1-2 beschrieben. 

Tabelle 1-2: Klassifikation der humanen Herpesviren 

Unter-
familie Genus Humanpathogene 

Vertreter 
Prä-
valenz 

Assoziierte 
Erkrankungen 

Latenzort 

Herpes-Simplex-
Virus 1 
(HSV1, HHV-1) 

>90 % 
orofazialer Herpes, 
Keratokonjunktivitis, 
Ekzema herpeticum 

Trigeminus- 
Ganglion 

Simplex- 
virus Herpes-Simplex-

Virus 2 
HSV2, HHV-2) 

10-20 % 
Herpes genitalis, 
Herpes neonatorum 

Ganglion 
sacrale α 

Varicella- 
virus 

Varicella-Zoster-
Virus 
(VZV, HHV-3) 

>90 % 

Varicellen (primär), 
Zoster (Rekurrenz), 
Meningoenzephalitis, 
Pneumonie 

Paravertebrale 
Ganglien 

Zytomegalie- 
virus 

Humanes 
Zytomegalievirus 
(CMV, HHV-5) 

60-70 % 

kongenitale 
Missbildungen, 
Mononukleose-ähnliche 
Symtome, Pneumonie, 
Retinitis, Hepatitis, 
Enterokolitis 

Zellen der 
Hämatopoese? 

β 

Roseola- 
virus 

Humanes 
Herpesvirus 6 
(HHV-6) 

>90 % 
Exanthema subitum 
Mononukleose 

Lymphozyten 
Monozyten, ? 
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Humanes 
Herpesvirus 7 
(HHV-7) 

>90 % 
Exanthema subitum ? 
Mononukleose? 

T-Lymphozyten 
? 

Lympho-
crypto- 
virus 

Epstein-Barr-Virus 
(EBV, HHV-4) >90 % 

infektiöse 
Mononukleose, 
Burkitt-Lymphom, 
Nasopharynxcarcinom, 

B-Lymphozyten 

γ 

Rhadino- 
virus 

Humanes 
Herpesvirus 8 
(HHV-8) 

? 

Karposi-Sarkom 
Effussionslymphom,      
multizentrische 
Castleman- Krankheit 

? 

1.2.2 Morphologie der β-Herpesviren 

Die Herpesviren gleichen sich in ihrer Morphologie und können 

elektronenmikroskopisch nicht voneinander unterschieden werden. Ihre Virionen haben 

einen Durchmesser von 150 bis 250 nm und bestehen aus mehr als 30 

Strukturproteinen. Im Dünnschnitt sind vier Schichten erkennbar: im Inneren der Kern 

(engl. Core), umgeben von Kapsid, Tegument und, als äußerste Schicht, der Virushülle 

(engl. envelope). Das Virus-Core im Zentrum der Viruspartikel ist eine fibrilläre 

Proteinmatrix, welche mit der linearen, doppelsträngigen DNA des Virus assoziiert ist. 

Es ist von einer ikosaedrischen Proteinhülle, dem Kapsid umgeben, das aus 162 

einzelnen Kapsomeren zusammengesetzt ist und einen Durchmesser von etwa 100 nm 

aufweist. Die äußerste Schicht bildet die lipidhaltige Virushülle, welche sich von der 

inneren Kernmembran ableitet. Eingelagert in die Virushülle sind Proteine, die wichtige 

Funktionen bei der Absorption und Penetration der Viruspartikel in die Zelle und der 

Induktion einer Immunantwort übernehmen [51, 52]. Zwischen Kapsid und Hülle 

befindet sich eine amorphe Proteinmatrix, die als Tegument bezeichnet wird. Proteine 

des Teguments übernehmen wichtige regulatorische Funktionen bei der Replikation. 
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Abbildung 1-2: Schematische (links) und elektronenmikroskopische (rechts) Darstellung eines β- 
Herpesvirus. 
Schematische Abbildung modifiziert nach M. Reschke [53], EM-Aufnahme von Dr. S. Biel, Robert-Koch-
Institut, Berlin. 

1.2.3 Genom, Replikation und Pathogenese von CMV und HHV-6 

Die Genome von CMV und HHV-6 liegen als doppelsträngige lineare DNA vor. 

CMV hat das größte und komplexeste Genom aller Herpesviren. Das CMV Genom 

besteht aus einem kurzen und einem langen Segment (US und UL), welche von 

Wiederholungseinheiten eingerahmt sind. Es umfasst ∼230 kbp und kodiert für etwa 

200 Genprodukte. Das Genom von HHV-6 besteht aus einer einheitlichen Region, die 

von Wiederholungssequenzen variierender Länge flankiert ist. Es ist mit 161 bis 168 

kbp kürzer als CMV und hat mit etwa 80 Genprodukten eine geringere 

Kodierungskapazität. HHV-6 wird aufgrund von eindeutigen genetischen, biologischen 

und immunologischen Eigenschaften in zwei Varianten, HHV-6A und -6B, unterteilt [54, 

55]. Die Varianten HHV-6A und –6B sind zu 90 % genetisch identisch [56, 57],die 

Sequenz von CMV wird zu 40-57% als homolog angegeben [58].  

Die Infektion der Zelle beginnt durch Adsorption der Virionen an die Zelle und der 

Membranfusion von Virushülle und Zellmembran. Kapsid und Tegument gelangen in 

das Zytoplasma, wo sich das Kapsid an die Mikrotubuli anlagert. Das lineare Genom 

wird durch die Kernporen in den Zellkern transportiert, dort zirkularisiert es und liegt 

danach als Episom vor. Eine Integration von CMV in das Wirtsgenom findet nicht statt, 

für HHV-6 wurde der Einbau der viralen DNA in Chromosom 17 und 22 beschrieben 

[59, 60].  

Die Expression des Virusgenoms erfolgt in drei Phasen. Zuerst werden die sehr frühen 
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(engl. immediate-early, IE) Proteine synthetisiert, sie haben regulatorische Aufgaben 

und aktivieren die Expression der frühen (engl. early, E) Gene. Diese sind für die 

Vorbereitung und Durchführung der viralen Replikation erforderlich. Die späten Proteine 

(engl. late, L) werden während der DNA-Synthese exprimiert und sind für den Aufbau 

der Virusstruktur verantwortlich.  

Der Replikationszyklus der β-Herpesviren ist mit 48 - 72 Stunden vergleichsweise 

langsam. Sie haben ein enges Wirtsspektrum und zeichnen sich durch ein Anschwellen 

infizierter Zellen (zytopathischer Effekt) aus. Nach der Primärinfektion persistieren alle 

Herpesviren lebenslang im Organismus des Wirts. Während der Latenz liegt die Virus-

DNA als extrachromosomales Episom im Zytoplasma vor und wird parallel mit dem 

Zellgenom repliziert und an die Tochterzellen weitergegeben. Während dieser Phase ist 

die Produktion infektiöser Partikel unterdrückt. Der Ort der Latenz ist für CMV und HHV-

6 nicht abschließend geklärt, die Zellen der Hämatopoese, sowie einige Organsysteme 

scheinen eine zentrale Rolle zu spielen. 

1.2.4 Epidemiologie und Transmission 

Das streng artspezifische Zytomegalievirus infiziert ausschließlich den Menschen. 

Abhängig vom sozio-ökonomischen Status und geographischer Region beträgt die 

Prävalenz 40-100 % [61]. Im allgemeinen ist die Prävalenz in Entwicklungsländern und 

bei niedrigem sozio-ökonomischen Status höher. Die Übertragung erfolgt zum einen 

von der Mutter auf das Kind (transplazentar (1 %), unter der Geburt und über die 

Muttermilch (5-20 %) [62]), zum anderen über Tröpfcheninfektion durch virushaltigen 

Speichel, über Schmierinfektion mit kontaminiertem Urin oder Blut und durch sexuelle 

Übertragung. Außerdem besteht die Möglichkeit einer iatrogenen Infektion durch die 

Transfusion infektiöser Blutprodukte oder die Transplantation infizierter Organe.  

HHV-6 ist weltweit verbreitet und die Durchseuchung in der Bevölkerung hoch. Die 

Primärinfektion ereignet sich meist in den ersten zwei Lebensjahren mit einem 

Maximum im 6. bis 9. Lebensmonat. In der Erwachsenen Bevölkerung beträgt die 

Seroprävalenz 90 % [63]. Nur wenige Studien unterscheiden zwischen den beiden 

Varianten HHV-6A und -6B, es wird jedoch vermutet, dass die Mehrheit der Infektionen 

in immunkompetenten Patienten durch HHV-6B hervorgerufen wird und HHV-6A bei 

immunsupprimierten Patienten und einigen neurologischen Krankheitsbildern eine Rolle 

spielt [64]. Der vermutete Weg der Übertragung erfolgt über virushaltigen Speichel [65], 
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selten wurde eine kongenitale oder perinatale Transmission beobachtet [66]. HHV-6 

kann ebenfalls durch Blutprodukte und transplantierte Organe übertragen werden. 

1.2.5 Klinische Manifestation 

Eine Primärinfektion mit CMV in immunkompetenten Personen verläuft meist klinisch 

unauffällig [67]. Gelegentlich führt sie zu einem Mononukleose-ähnlichen Bild, mit 

persistierendem Fieber, zervikalen Lymphknotenschwellungen und Myalgien. Im 

Gegensatz zu der EBV-assoziierten Infektiösen Mononukleose verursacht die CMV 

Infektion selten eine Tonsillitis oder Splenomegalie [68]. Eine der wichtigsten 

Manifestationen der CMV Infektion ist die kongenitale Infektion. Ihre klinischen Folgen 

sind abhängig von der Art der Infektion der Mutter. Eine Erstinfektion in der 

Schwangerschaft führt in 35 bis 50 % der Fälle zur Übertragung von CMV auf das 

ungeborene Kind, eine nicht-primäre Infektion nur in 0,2 bis 2 % der Fälle [69, 70]. 

Kinder von Müttern mit bestehender Immunität zeigen ausgesprochen selten klinische 

Symptome, wohingegen 8 bis 10 % der infizierten Neugeborenen von Müttern mit 

Primärinfektion nach der Geburt manifest erkranken. An Symptomen treten dabei unter 

anderem Petechien, Ikterus, Hepatosplenomegalie, Mikrozephalie, mentale 

Retardierung und Taubheit auf. Generalisierte Infektionen mit schweren Schädigungen 

und Letalitätsraten von 11 bis 20 % sind möglich [71].  

Die Erstinfektion mit HHV-6 erfolgt meist im Kindesalter und kann asymptomatisch 

verlaufen. Das Dreitagefieber (Exanthema subitum) wurde als Primärinfektion mit der 

Variante HHV-6B assoziiert [72]. Der typische kleinfleckige Ausschlag dieser 

Erkrankung tritt nur bei etwa 20% der Kinder mit Erstinfektion auf [73]. Die Mehrheit 

entwickelt eine akute fieberhafte Erkrankung, welche in der Regel einen leichten und 

selbstlimitierenden Verlauf nimmt. Selten treten Komplikationen wie Fieberkrämpfe, 

Hepatitis, Arthritis oder Enzephalopathie auf [74]. Aufgrund der hohen Durchseuchung 

mit HHV-6 im Kindesalter sind Primärinfektionen in älteren Personen rar. Bei 

Erstinfektion im Erwachsenenalter kann es zu unspezifischem Fieber oder einer 

Mononukleose-ähnlichen Symptomatik kommen. Eine Reaktivierung des Virus in 

immunkompetenten Personen verläuft meist mild oder asymptomatisch. HHV-6 

Infektionen wurden unter anderem mit Multipler Sklerose [75, 76], lymphoproliferativen 

Erkrankungen [77], dem chronischen Müdigkeitssyndrom [78] und Pityriasis rosea [79] 

assoziiert, diese Zusammenhänge sind jedoch nicht gesichert. 
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1.2.6 CMV und HHV-6 in stammzelltransplantierten Patienten 

Die Ausbreitung von Viren im menschlichen Organismus hängt stark vom Reife- und 

Funktionszustand des Immunsystems ab, weshalb Virusinfektionen für 

immunsupprimierte Patienten eine besondere Bedrohung darstellen. Insbesondere 

Herpesvirusinfektionen verursachen nach Stammzelltransplantation häufig schwere 

Komplikationen und tragen somit erheblich zu Morbidität und Mortalität bei. Dabei kann 

es zu einer Primärinfektion, einer Reaktivierung des latenten Virus oder einer 

Reinfektion mit einem zweiten Virusstamm kommen [62]. Eine Erstinfektion nach der 

Transplantation ist mit einer höheren Virusausscheidung und einem schwereren 

Krankheitsverlauf assoziiert [80].  

Bei Stammzelltransplantatempfängern war das Zytomegalievirus früher die häufigste 

infektiöse Todesursache [81]. Durch Fortschritte in Prävention, Diagnose und Therapie 

konnte das Auftreten von CMV Erkrankungen von 20 - 30% in den frühen 1990ern auf 5 

- 10 % heutzutage gesenkt werden [82].  

Eine CMV Infektion verursacht bei stammzelltransplantierten Patienten verschiedene 

klinische Symptome. Durch die direkte Wirkung des Virus kann das sog. CMV-Syndrom 

auftreten, ein Mononukleose-ähnliches Bild mit Fieber, Thrombo- und Neutropenie, oder 

aber eine eindeutig definierte CMV Organerkrankung. Nach dem Workshop of CMV 

disease müssen für die Diagnose einer CMV Organerkrankung ein passendes 

klinisches Syndrom, zusammen mit dem Nachweis von CMV aus dem betroffenen 

Organ vorliegen und andere auslösende Faktoren ausgeschlossen sein [83]. Die 

einzige Ausnahme bildet die Retinitis, bei der das klinische Erscheinungsbild genügt. 

Häufige Organmanifestationen bei stammzelltransplantierten Patienten sind die 

interstitielle Pneumonie und die Kolitis. Außerdem können nach SZT das Knochenmark, 

die Leber, die Retina und selten das ZNS betroffen sein. CMV wirkt durch Inhibition des 

Wachstums und der Differenzierung myeloischer Progenitorzellen myelosuppressiv [84] 

und kann zu einem verzögerten Anwachsen oder völligen Versagen des 

transplantierten Knochenmarks führen [85].  

Als indirekte Wirkung der CMV Infektion werden eine Transplantatabstoßung von 

soliden Organen, das Auftreten einer GvHD und die Prädisposition zu opportunistischen 

Infektionen, bedingt durch immunsuppressive Effekte des Virus, beschrieben [62, 86, 

87].  

Zeitlich tritt eine CMV Erkrankung in seropositiven Patienten nur selten vor dem 

Engraftment auf und ist dann mit einer hohen Mortalität assoziiert [88]. Wegen der nach 
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dem Engraftment bestehenden Immundefizienz lässt sich während dieser Zeit bei etwa 

60 - 70 % der CMV seropositiven Patienten eine CMV Infektion nachweisen. Werden 

keine präventiven Maßnahmen ergriffen, so besteht für diese Patienten ein Risiko von 

20 - 30 %, eine manifeste CMV Erkrankung zu entwickeln [89]. Das Risiko einer CMV 

Infektion bleibt auch nach Tag 100 nach Transplantation bestehen. Abhängig von den 

durchgeführten prophylaktischen Maßnahmen wurde ein Anstieg der späten CMV 

Infektionen und Erkrankungen beschrieben [86, 89].  

Als Risikofaktoren einer CMV Erkrankung werden der CMV Serostatus von Spender 

und Empfänger, Fremdspendertransplantation und HLA Mismatch [90], Manipulationen 

des Transplantats, wie T-Zell Depletion oder CD34 Selektion und das Auftreten einer 

GvHD beschrieben [68, 86, 89].  

Infektionen mit HHV-6 nach Stammzelltransplantation treten häufig auf und sind 

aufgrund der hohen Seroprävalenz in der Bevölkerung meistens auf eine Reaktivierung 

zurückzuführen [91]. Die mediane Inzidenz von HHV-6 Infektionen bei 

stammzelltransplantierten Patienten wird mit 48 % (Spanne 28 bis 75 %) angegeben 

[63]. Die Mehrheit dieser Infektionen ist auf eine Reaktivierung der Variante B 

zurückzuführen und tritt typischerweise 2 - 4 Wochen nach der Transplantation auf [62, 

92]. Im Gegensatz zu CMV ist über die klinischen Auswirkungen einer HHV-6 Infektion 

nach SZT weniger bekannt. Verschiedene Erkrankungen konnten mit HHV-6 

Infektionen assoziiert werden. Dazu zählen Enzephalitis, interstitielle Pneumonie, 

Hautausschlag und Knochenmarksuppression [93, 94, 95]. In vitro Versuche zeigten die 

Fähigkeit von HHV-6, die Proliferation und Differenzierung von Knochenmarkzellen zu 

unterdrücken, wobei alle drei Zelllinien betroffen sein können [96, 97]. Es wird 

angenommen, dass zwei verschiedene Mechanismen für die HHV-6 vermittelte 

Myelosuppression verantwortlich sind. Zum einen durch direkte Schädigung der 

Progenitorzellen durch die Infektion und zum anderen über indirekte Zytokin-vermittelte 

Effekte [98]. Die klinische Ausprägung reicht von verzögertem Engraftment bis zur 

chronischen Dysfunktion [76, 99, 100, 101]. Im Allgemeinen scheinen jedoch 

asymptomatische HHV-6 Infektionen nach SZT zu dominieren [62, 102].  
Als Risikofaktoren für das Auftreten einer HHV-6 Infektion wurden unter anderem 

Fremdspendertransplantation [99], Verwendung von Knochenmark als 

Transplantatquelle [100], allogene Transplantation im Gegensatz zur autologen und 

eine Leukämie oder ein Lymphom als zugrunde liegende Erkrankung [103] 

beschrieben.  
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Eine Interaktion von HHV-6 und CMV wird in verschiedenen Studien vermutet, jedoch 

ist eine kausale Beziehung nicht bewiesen [63]. So gibt es Anzeichen, dass HHV-6 die 

CMV spezifische Immunantwort hemmt und damit zur Entstehung von CMV 

Erkrankungen prädisponiert [104]. Auch bei Organtransplantationen wurde HHV-6 als 

Risikofaktor für das Auftreten einer CMV Erkrankung beschrieben [105, 106]. 

1.2.7 Therapie von CMV und HHV-6 in stammzelltransplantierten Patienten 

Zur Therapie der manifesten CMV Erkrankung stehen im wesentlichen drei 

Medikamente zur Wahl. Ganciclovir ist ein Nukleosidanalogon, welches durch Einbau in 

das Virusgenom zum Abbruch der DNA-Synthese führt. Foscarnet ist ein 

Pyrophosphatanalogon, das nicht-kompetitiv die virale DNA Polymerase hemmt, und 

Cidofovir führt zu einer direkten Hemmung viraler Polymerasen. Diese Medikamente 

können nur replizierende Viren hemmen und erfassen somit nicht die latenten Viren. 

Das bedeutet, dass das Virus nicht vollständig aus dem Organismus entfernt werden 

kann und erneute Reaktivierungen auch nach erfolgreicher Behandlung möglich sind. 

Eine länger erforderliche Behandlungsdauer bei stark immunsupprimierten Patienten 

birgt die Gefahr der Resistenzentwicklung. Diese treten bei stammzelltransplantierten 

Patienten aber insgesamt selten auf [86].  

Medikament der ersten Wahl zur Behandlung der CMV Erkrankung ist Ganciclovir. Zu 

beachten sind auch die Nebenwirkungen der Medikamente, so wirkt Ganciclovir vor 

allem myelotoxisch und führt zu Neutro- und Thrombopenien, Foscarnet und Cidofovir 

haben nephrotoxische Eigenschaften [107, 108].  

Die Prognose der CMV Erkrankung ist trotz Fortschritten in der Therapie weiterhin 

schlecht, es überleben etwa nur 50 % der Patienten mit behandelter CMV Pneumonie 

[107]. Aus diesem Grund sind präventive Maßnahmen besonders wichtig. Die 

Durchführung dieser Maßnahmen kann zum einen als Prophylaxe, der Verhinderung 

der Entstehung einer CMV Infektion durch Gabe von antiviralen Medikamenten, 

erfolgen. Oder zum anderen als präemptive Therapie, bei der Patienten mit 

nachgewiesener CMV Infektion vor Auftreten von klinischen Symptomen behandelt 

werden. Wichtig für die Entscheidung, welche therapeutischen Maßnahmen 

angewendet werden, ist das Risikoprofil des einzelnen Patienten [82]. Die präemptive 

Therapie ist Standard. Bei Höchst-Risiko-Patienten (haploidente Transplantationen oder 

T-Zell depletierte PBSCT)  wird sie mit der prophylaktischen Strategie kombiniert.   

Ein Wirkstoff, welcher prophylaktisch eingesetzt wird, ist Aciclovir. Dieser wirkt über 
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eine Hemmung der Thymidinkinase, welche von CMV nicht exprimiert wird, weshalb 

Aciclovir in vitro nur eine schwache Wirksamkeit zeigt. Die prophylaktische Gabe von 

Aciclovir in SZT Empfängern reduziert jedoch das Auftreten von CMV Infektionen und 

verbessert das Überleben [109, 110]. Auch eine Prophylaxe mit Ganciclovir verringert 

die Inzidenz von CMV, ist aber mit Neutropenien und einem erhöhten Risiko für 

bakterielle und fungale Infektionen verbunden [111]. Eine generelle vorbeugende 

Therapie ist derzeit nicht indiziert.  

Die präemptive Therapie ist weit verbreitet und basiert auf der Tatsache, dass eine 

Virämie der CMV Erkrankung vorausgeht und die Viruslast ein entscheidender Faktor in 

der Pathogenese ist [112, 113]. Dieser Ansatz erfordert sensitive verlässliche Methoden 

zum Virusnachweis. Als Medikament wird vor allem Ganciclovir verwendet, durch 

dessen Gabe die Inzidenz der CMV Erkrankung reduziert werden konnte [86]. Mit der 

gleichen Effizienz kann alternativ auch Foscarnet eingesetzt werden [114] oder eine 

Kombination aus beiden Medikamenten [115]. Nach Versagen von Ganciclovir und 

Foscarnet kann Cidofovir als zweite Therapieoption eingesetzt werden [116].  

Zur antiviralen Therapie von HHV-6 wurden bislang keine großen kontrollierten Studien 

durchgeführt. In vitro Versuche zeigen eine Aktivität von Ganciclovir, Foscarnet und 

Cidofovir gegen HHV-6 [117]. Über eine klinische Wirksamkeit von Ganciclovir und 

Foscarnet bei immunsupprimierten Patienten mit organ-spezifischen Symptomen wurde 

in Fallberichten und kleineren Studien berichtetet [63]. Trotz geringer Ansprechraten 

von Aciclovir in vitro, wurde eine Reduktion der HHV-6 Infektionen durch Prophylaxe mit 

hoch dosiertem Aciclovir in SZT Patienten beschrieben [101]. Auch die prophylaktische 

Gabe von Ganciclovir scheint sich positiv auf das Auftreten von HHV-6 Infektionen 

auszuwirken, ist jedoch mit stärkeren Nebenwirkungen als Aciclovir verbunden [118, 

119]. Es ist noch nicht abschließend geklärt, ob eine Prophylaxe oder eine präemptive 

Therapie generell angeraten ist. 

1.3 Diagnostische Methoden  
Die durch β-Herpesviren, insbesondere CMV, verursachte Morbidität und Mortalität in 

immunsupprimierten Patienten erfordern sensitive und verlässliche diagnostische 

Methoden, die möglichst früh und genau Auskunft über eine Infektion geben. Ziel der 

Diagnostik ist, Patienten mit Risiko frühzeitig zu erkennen und eine antivirale Therapie 

(präemptive Therapie) einleiten zu können. Klinisch relevant ist dabei die 

Unterscheidung von aktiver und latenter Infektion. Erfordernisse an eine optimale 
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Nachweismethode sind unter anderem schnelle Durchführbarkeit, einfache 

Handhabung, hohe Sensitivität, Quantifizierung der Viruslast und hohe 

Reproduzierbarkeit [112].  

Einige Nachweismethoden für CMV und HHV-6 werden im Folgenden vorgestellt. Dabei 

wird besonders auf die für diese Arbeit relevanten Methoden, den Antigennachweis und 

die quantitative real-time PCR im TaqMan-Format eingegangen. 

1.3.1 Serologie 

Eine Infektion kann durch den Nachweis von Antikörpern gegen das Virus diagnostiziert 

werden. Dieses setzt die Serokonversion der infizierten Person von Antikörper negativ 

zu positiv voraus [120]. Da diese Serokonversion nicht immer auftritt, ist die Sensitivität 

der Serologie eingeschränkt. Der Nachweis von IgM, als Marker der frühen Immunität, 

beweist nicht die frische Infektion, weil dieser Antikörper während der aktiven Infektion 

negativ bleiben oder sehr lange persistieren kann [121]. Die Messung der Antikörper 

erfolgt meist mit einem Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Jedoch 

verhindern Kreuzreaktivitäten zwischen den β-Herpesviren möglicherweise eine 

zuverlässige Unterscheidung zwischen den einzelnen Viren, und die meisten 

erhältlichen Tests differenzieren nicht zwischen HHV-6A und -6B [63, 108]. Es ist nicht 

zur Überwachung von Virusinfektionen nach einer Transplantation geeignet, wohl aber 

zur Bestimmung des Infektionsstatus vor der Transplantation. 

1.3.2 Zellkultur und Shell-vial-assay 

Eine sensitive und spezifische Methode zum Virusnachweis ist die Anzüchtung in der 

Zellkultur. Durch Auftreten eines zytopathischen Effekts und anschließender 

Bestätigung durch eine Immunzytologie wird eine aktive Virusreplikation nachgewiesen. 

Vorteilhaft ist die Möglichkeit der weiteren Charakterisierung des Virus, z. B. Typ- oder 

Resistenzbestimmung. Die Kultivierung ist jedoch ein sehr zeitaufwendiges und 

arbeitsintensives Verfahren und damit nicht für die Anwendung in der Routinediagnostik 

geeignet. Eine Unterscheidung zwischen Primärinfektion, Reaktivierung und chronisch 

persistierender Infektion ist mit dieser Methode nicht möglich [108].  

Eine schnellere Methode für den Nachweis für CMV ist der shell-vial-assay. Dabei wird 

das Patientenmaterial mit humanen Fibroblasten in sog. shell-vials inkubiert. Unter 

Einsatz von monoklonalen Antikörpern gegen die α- und β-Proteine von CMV 

(immediate-early Proteine) kann das Virus sofort oder nach 12 bis 48 Stunden durch 
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Immunfluoreszenzfärbung nachgewiesen werden. Gegenüber der Zellkultur ist der 

shell-vial-assay zeitsparend, jedoch in der Sensitivität unterlegen. Es konnte gezeigt 

werden, dass eine signifikante Anzahl von Patienten mit CMV Virämie nicht als positiv 

erkannt wird [122].  

Über ähnliche Verfahren zum Nachweis von HHV-6 wurde berichtet [63, 92]. 

1.3.3 Antigennachweis (APAAP = Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische-
Phosphatase) 

Der Antigennachweis ist eine sensitive und spezifische Methode zur CMV Diagnostik. 

Er wurde erstmals 1988 beschrieben und basiert auf dem Nachweis des viralen 

Strukturproteins pp65 (ppUL83) in infizierten peripheren Blutleukozyten (PBL) [123]. Der 

Antigennachweis korreliert mit der Virämie und dem Auftreten einer CMV Erkrankung 

und wird inzwischen vielerorts erfolgreich in der CMV Diagnostik eingesetzt [124].  

Für die Durchführung werden die PBLs der Patienten mittels Zytozentrifugation 

angereichert, auf Objektträger gebracht und in Aceton fixiert. Es folgt die Inkubation der 

Präparate mit dem monoklonalen pp65-spezifischen CMV mAb (Primärantikörper), dem 

Brückenantikörper und dem APAAP-Komplex (Enzym-Immunkomplex). Nach Färbung 

mit der APAAP-Färbelösung erscheinen antigenpositive und damit CMV-infizierte 

Zellen, unter dem Lichtmikroskop rot.  

Vorteile dieser Methode sind die schnelle Durchführung und die Möglichkeit der 

Quantifizierung. So können Aussagen über den Schweregrad der Infektion, das 

Ansprechen einer antiviralen Therapie und den Verlauf getroffen werden. Dazu wird die 

Anzahl der antigenpositiven PBL zu der Gesamtanzahl der PBL ins Verhältnis gesetzt.  

Allgemein ist der Antigennachweis jedoch relativ arbeitsintensiv und die Interpretation 

subjektiv. Ein limitierender Faktor nach Stammzelltransplantation ist die Phase der 

Aplasie, in der nicht genug Leukozyten zur Durchführung dieses Tests vorhanden sind. 

Problematisch ist außerdem die Aufarbeitung der Proben. Eine rasche Bearbeitung ist 

notwendig, da mit der Zeit die Anzahl der positiven Zellen abnimmt und das Ergebnis 

verfälscht wird [125]. Vorraussetzung für die Anwendung dieser Methode sind 

standardisierte Protokolle, die eine Vergleichbarkeit gewährleisten.  

Für die HHV-6 Diagnostik wurden ebenfalls Methoden zum Antigennachweis entwickelt 

[126]. 
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1.3.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Mit der Polymerasekettenreaktion kann eine Virusinfektion durch die Amplifikation von 

Virus DNA nachgewiesen werden. Sie wurde 1983 von Kary B. Mullis konzipiert [127] 

und ist ein sehr sensitives, schnelles und gut reproduzierbares Verfahren. Die PCR 

ermöglicht den Nachweis minimaler Mengen viraler Nukleinsäuren und ist somit aus der 

Routinediagnostik nicht mehr wegzudenken. Eine Unterscheidung zwischen latenter 

und aktiver, klinisch relevanter Infektion ist durch die hohe Sensitivität der PCR 

schwierig, weshalb in der Routinediagnostik die Sensitivität häufig bewusst niedrig 

eingestellt wird [121]. 

1.3.4.1 Qualitative PCR 

Die PCR vervielfältigt gezielt DNA-Abschnitte. Auch der Nachweis von RNA mit der 

PCR ist möglich, wenn sie vorher durch reverse Transkription in cDNA umgewandelt 

wird.  

Die PCR wird in Thermocyclern durchgeführt und besteht typischerweise aus drei 

Schritten mit drei Temperaturstufen. Im ersten Schritt, der Denaturierung, erfolgt bei 

etwa 94°C die Auftrennung der Doppelstrang-DNA in Einzelstränge. Danach lagern sich 

die Primer, kurze einzelsträngige Oligonukleotide, an die ihnen komplementären DNA-

Abschnitte an und rahmen damit die zu amplifizierende Zielsequenz von beiden Seiten 

ein. Die exakte Bindung der Primer ist maßgeblich für eine korrekte Amplifizierung der 

Zielsequenz. Dieser zweite Schritt wird Annealing genannt und erfolgt bei etwa 55°C. 

Im dritten Schritt, der Extension, wird die Temperatur auf 72°C erhöht. Die Taq-

Polymerase verlängert nun mit Nukleotiden aus dem Reaktionsgemisch die Primer, bis 

wieder eine Doppelstrang-DNA vorliegt, welche der zu amplifizierenden DNA exakt 

gleicht. Die zyklische Wiederholung dieser drei Schritte führt zu einer exponentiellen 

Vermehrung der gewünschten Sequenz.  

Die PCR-Produkte können anschließend ihrer Größe nach in einer Elektrophorese 

aufgetrennt und durch einen interkalierenden Farbstoff sichtbar gemacht werden.  

Eine Möglichkeit, eine aktive Infektion sicher von einer latenten Infektion zu 

unterscheiden, ist die Durchführung einer Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR). Sie 

weist virale messenger RNA (mRNA) nach, welche nur während der Replikationsphase 

vorhanden ist. 
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1.3.4.2 Quantitative PCR 

Eine etwas neuere Entwicklung ist die quantitative PCR. Bei dieser wird durch den 

Vergleich des Amplifikats mit einem co-amplifizierten Standard die Menge der Ziel-DNA 

bestimmt. So kann die Anzahl der Virus-Kopien in der Patientenprobe errechnet 

werden.  

Das bietet entscheidende Vorteile bei der Verlaufbeobachtung und der Einschätzung 

des Therapieerfolges von Virusinfektionen [128, 129]. Weiterhin kann durch 

Überwachung der Viruslast das Risiko für das Auftreten einer Erkrankung beurteilt 

werden, beispielsweise sind hohe CMV DNA Lasten mit einem höheren Risiko einer 

CMV Erkrankung assoziiert und bedürfen somit einer größeren Kontrolle [113].  

Verschiedene Verfahren der quantitativen PCR sind bekannt. Im Folgenden wird nur die 

in dieser Arbeit angewendete real-time-PCR im TaqMan Format beschrieben. 

1.3.4.2.1 Quantitative real-time-PCR im TaqMan Format 
Das Entscheidende an der real-time-PCR (Echtzeit-PCR) ist die kontinuierliche 

Messung des Amplifikationsprodukts während seiner Entstehung, also in Echtzeit. Die 

Messung erfolgt dabei über laserinduzierte Fluoreszenzsignale. Vorteil ist, dass die 

Quantifizierung des Produkts in der exponentiellen Vermehrungsphase der PCR 

erfolgen kann. Die Amplifikation des PCR Produkts erfolgt zunächst exponentiell und 

geht dann in eine Plateauphase über. In der exponentiellen Phase besteht eine direkte 

Korrelation zwischen der DNA-Menge in der Probe und dem gebildeten PCR Produkt. 

In der konventionellen quantitativen PCR erfolgt die Messung des Produkts jedoch nur 

einmalig nach einer definierten Anzahl von Zyklen (Endpunktbestimmung). Es ist dabei 

nicht erkennbar, ob sich die Amplifikation schon in der Plateauphase befindet, in der die 

Korrelation der DNA-Menge von Probe und PCR Produkt abnimmt und damit die 

quantitative Messung ungenau ist.  

Vorteilhaft an der real-time-PCR ist außerdem die einfache Handhabung, die schnelle 

Durchführbarkeit mit hoher Probenzahl, der relativ objektive Auswertungsmodus und die 

sofortige Verfügbarkeit der Ergebnisse. Durch Integration der Bestätigungsreaktion im 

PCR-Lauf entfällt die Gelelektrophorese nach der PCR und verringert damit den 

Zeitaufwand und die Kontaminationsgefahr.  

Insgesamt sind die fluoreszenz-basierten real-time PCRs eine verlässliche Methode 

zum Nachweis von Nukleinsäuren. Die real-time-PCR im TaqMan Format wurde Mitte 

der 1990er entwickelt und beruht auf dem 5´Nuklease Konzept [130, 131].  
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Für die Durchführung wird in den Reaktionsansatz zusätzlich eine sog. Sonde gegeben, 

die aus 20 bis 30 Basen besteht und komplementär zur Zielsequenz ist. Die Sonde 

bindet zwischen Vorwärts- und Rückwärtsprimern an die DNA. Im Unterschied zu den 

Primern ist sie an ihrem 3´Ende phosphoryliert und damit nicht verlängerbar. Die Enden 

der Sonde sind mit zwei fluoreszierenden Farbstoffen markiert, am 3´Ende sitzt der 

Quencher und am 5´Ende der Reporter. Die beiden Farbstoffe unterliegen einem 

Fluoreszenz- (oder Förster) Resonanz-Energie-Transfer (FRET) [132]. Das bedeutet, 

dass bei Anregung durch den Laser des Detektionsgerätes die Fluoreszenz des 

Reporter-Farbstoffes wegen der räumlichen Nähe zum Quencher-Farbstoff unterdrückt 

ist, weil die Energie durch Elektronentransfer vom Quencher aufgenommen wird [133]. 

Die in dieser PCR eingesetzte Taq DNA-Polymerase besitzt neben der Fähigkeit zur 

DNA Synthese auch eine 5´Nuklease-Aktivität, kann also DNA abbauen. In der 

Extensionsphase wird, bei Verlängerung der Primer durch die Polymerase, die auf dem 

gleichen Strang liegende Sonde verdrängt („strand displacement“). Durch die 

5´Nuklease-Aktivität der Polymerase wird die Sonde hydrolysiert, der Reporter-Farbstoff 

damit von der Sonde abgeschnitten. Die beiden Farbstoffe verlieren dadurch ihre Nähe 

und unterliegen nicht mehr dem FRET, so dass der Reporter nun nach Anregung 

fluoresziert (vergleiche Abbildung 1-3). 
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Abbildung 1-3: Funktionsprinzip des Sondenabbaus und der Fluoreszenzemission der real-time 
PCR im TaqMan Format. 
 

Die gemessene Fluoreszenz ist sequenzspezifisch, da die Sonde nur bei vollständiger 

Bindung an die Zielsequenz abgebaut werden kann und fluoresziert. Mit der 

Amplifikation der Zielsequenz steigt das Fluoreszenzsignal an. Dabei ist die 

Fluoreszenzzunahme direkt proportional zu dem Zuwachs an PCR-Amplifikat.  

Als fluoreszierende Farbstoffe werden häufig 6-Carboxyflurescein (FAM) als Reporter 

und 5-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin (TAMRA) als Quencher verwendet. Jede PCR 

Reaktion, die auf dem 5´Nuklease Konzept beruht, enthält einen weiteren Fluoreszenz-

Farbstoff, z. B. Carboxy-X-Rhodamine (ROX). Das ist ein Kontrollfarbstoff, der nicht an 

der Reaktion beteiligt ist und dessen Fluoreszenz sich nicht verändert. Er dient somit 

als passive Referenz, um Schwankungen der Intensität des Signals zu berücksichtigen. 

Die Emission der Sonde wird mit der des Kontrollfarbstoffs automatisch verrechnet.  

Für die Quantifizierung wird für jede Probe der Zyklus bestimmt, bei dem es zu einem 

definierten Anstieg der Fluoreszenz in der exponentiellen Phase kommt. Dieser Zyklus 

wird CT (engl. threshold cycle, Schwellenzyklus) genannt. Im ABI Prism 7700 Sequence 

Detection System wird dieser Wert automatisch berechnet und ist als das Überschreiten 

der Fluoreszenz der Probe über das Zehnfache der Standardabweichung der Zyklen 3 
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bis 15 definiert.  

Die Geschwindigkeit des Anstiegs der Fluoreszenz ist abhängig von der 

Anfangskopienzahl der Zielsequenz. Je mehr Kopien in der Probe vorhanden sind, 

desto früher ist ein Anstieg der Fluoreszenz zu beobachten und der CT Wert damit 

niedriger.  

Zur Berechnung der Kopienanzahl in einer Probe werden die CT Werte von DNA 

Proben mit bekannter Konzentration bestimmt. Aus diesen wird eine Standardgerade 

erstellt, aus der dann die Konzentration unbekannter Proben errechnet werden kann. 
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1.4 Fragestellung 
Herpesviren persistieren nach der Erstinfektion lebenslang im Organismus und werden 

vor allem während Phasen der Immunsuppression reaktiviert. Unter den Herpesviren 

trägt insbesondere das Zytomegalievirus erheblich zu Morbidität und Mortalität nach 

allogener Stammzelltransplantation bei. Zur Epidemiologie, Diagnostik und Therapie 

von Infektionen mit dem Zytomegalievirus nach SZT ist unser Kenntnisstand bereits 

relativ gut. Über die klinischen Auswirkungen einer Infektion/ Reaktivierung mit dem 

Humanen Herpesvirus 6 nach SZT ist weniger bekannt. Die Prävention von manifesten 

Infektionen mit CMV und HHV-6, sowie die Einleitung einer präemptiven Therapie 

erfordern sensitive und reproduzierbare Methoden zum Virusnachweis.  

Die vorliegende Arbeit soll sich einigen wichtigen, noch unbeantworteten Fragen in 

diesem Zusammenhang widmen, im wesentlichen wird sie die folgenden vier Punkte 

behandeln:  

 

- Nachweis und Risikofaktoren für CMV, HHV-6A und –6B nach SZT 

- Einfluss des Konditionierungsregimes auf das Auftreten von CMV Infektionen 

- Einfluss von HHV-6 Infektionen auf das hämatologische Engraftment und die 

GvHD 

- Methoden zum Nachweis von CMV: Vergleich der quantitativen real-time-PCR im 

TaqMan Format mit dem Antigennachweis 
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2 Patienten, Methoden und Material 
In der vorliegenden Arbeit wurden klinische Daten von 82 knochenmark- bzw. 

stammzelltransplantierten Patienten mittels eines Fragebogens erfasst. 1241 

Plasmaproben dieser Patienten, welche während des stationären Verlaufs und der 

ambulanten Nachsorge gewonnen wurden, wurden retrospektiv mittels quantitativer 

real-time PCR (qPCR) im TaqMan-Format auf das Vorhandensein von CMV, HHV-6A 

und -6B DNA untersucht. Dazu wurde vorher DNA aus den Plasmaproben extrahiert 

und eine quantifizierbare Positivkontrolle für die qPCR aus Plasmiden erstellt. 

2.1 Patientenkollektiv 
In diese Arbeit wurden alle konsekutiv zwischen Januar 1998 und März 2001 in der 

Charité - Campus Virchow Klinikum knochenmark- bzw. stammzelltransplantierten 

Patienten eingeschlossen. 

2.1.1 Patientencharakteristika 

Die klinischen Daten der eingeschlossenen Patienten wurden retrospektiv aus den 

Patientenakten entnommen. Hierfür wurden die stationären und ambulanten Akten der 

Patienten herangezogen. Wichtige Patientencharakteristika sind in Tabelle 2-1 

zusammengefasst.  

Insgesamt wurden 82 Patienten, davon 34 Frauen und 48 Männer, mit einem medianen 

Alter von 39 Jahren untersucht. 77 Patienten litten an einer malignen hämatologischen 

Systemerkrankung, 5 Patienten hatten ein fortgeschrittenes Hodenkarzinom. In 43 

Fällen war der Spender ein Familienangehöriger, die anderen 39 Patienten hatten 

nichtverwandte Spender. 45 Patienten erhielten eine dosisreduzierte Konditionierung 

wegen relativer Kontraindikationen gegen eine myeloablative Behandlung (Alter oder 

Komorbidität) im Rahmen einer prospektiven Studie [134]. Diese bestand aus 

Fludarabin (gesamt 180 mg/m2), Busulfan (gesamt 8 mg/m2), ATG (gesamt 40 mg/kg) 

[30]. Die myeloablative Konditionierung wurde anhand von Standardprotokollen [135] 

durchgeführt, Patienten mit Fremdspendern oder fortgeschrittenem Krankheitsstadium 

erhielten eine intensivierte Konditionierung mit Cyclophosphamid, Busulfan, Thiotepa 

und ATG [136]. Falls verfügbar wurden G-CSF mobilisierte periphere Blutstammzellen 

transplantiert. 19 Patienten mit Fremdspendern erhielten als Transplantat 

Knochenmark. Zur Prophylaxe einer Graft-versus-Host-Erkrankung erhielten alle 
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Patienten Ciclosporin A, 41 Patienten in Kombination mit Methotrexat und 19 Patienten 

mit Mycophenolatmofetil. 

Tabelle 2-1: Patientencharakteristika (n= 82) 

 Anzahl (%) 
Geschlecht 
weiblich 34 (41,5 %) 
männlich 48 (58,5 %) 
Alter 
in Jahren [Median (Spanne)] 39 (17 - 64) 
Erkrankung 
AML / MDS / ALL 23 (28 %) 
CML 33 (40 %) 
MH / NHL 20 (25 %) 
Hodentumor 5 (6 %) 
Aplastische Anämie 1 (1 %) 
Rezidivrisiko* 
standard 24 (29 %) 
hoch 58 (71 %) 
HLA-Matchstatus 
Geschwister, identisch 35 (43 %) 
Familie, identisch 4 (5 %) 
Familie, nicht identisch 4 (5 %) 
Fremdspender, identisch 31 (37 %) 
Fremdspender, nicht identisch 8 (10 %) 
CMV-Serostatus 
E und S negativ 33 (40 %) 
E negativ, S positiv 10 (12 %) 
E positiv, S negativ 20 (25 %) 
E und S positiv 19 (23 %) 
Konditionierung 
FLU / BUS / ATG 45 (55 %) 
BUS / CY / Thiotepa / ATG 19 (23 %) 
BUS / CY 9 (11 %) 
CY / TBI +/- VP16 6 (7 %) 
andere 3 (4 %) 
Transplantatquelle 
Knochenmark 19 (23 %) 
MNC-Zahl [Median x 108/kg (Spanne)] 3,4 (0,9 - 20,1)
periphere Blutstammzellen 63 (77 %) 
CD34+-Zellzahl [Median x 106/kg (Spanne)] 6,0 (2,2 - 18,9)
GvHD-Prophylaxe 
CSA alleine 22 (27 %) 
CSA + Methotrexat 41 (50 %) 
CSA + Mycophenolatmofetil 19 (23 %) 

* Rezidivrisiko: Standard bei CML 1. chronische Phase und AML in kompletter Remission; hohes 
Rezidivrisiko bei allen anderen Diagnosen bzw. fortgeschritteneren Stadien.  
AML = akute myeloische Leukämie, MDS = Myelodysplastisches Syndrom, ALL = akute lymphatische 
Leukämie, CML = chronische myeloische Leukämie, MH = Morbus Hodgkin, NHL = Non-Hodgkin 
Lymphom, E = Empfänger, S = Spender, CY = Cyclophosphamid, BUS = Busulfan, VP16 = Etoposid, 
FLU = Fludarabin, ATG = Antithymozytenglobulin, TBI = Ganzkörperbestrahlung, MNC = mononukleäre 
Zellen, GvHD = Graft-versus-Host-Erkrankung, CSA = Ciclosporin A. 
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2.1.2 Supportive Therapie 

Zur Infektionsprophylaxe erhielten die Patienten orale Chinolone und Amphotericin B. 

Neutropenisches Fieber wurde mit Breitspektrumantibiotika therapiert. Bei antibiotika-

refraktärem Fieber wurde, wegen des Verdachts auf eine Pilzinfektion zusätzlich 

Amphotericin B verabreicht. Die Gabe von niedrig dosiertem Aciclovir bis zum 

Ausschleichen der Immunsuppression diente zur Vorbeugung von viralen Infektionen. 

Zur Prophylaxe von Pneumocystis carinii- und Toxoplasma gondii-Infektionen wurde 

Cotrimoxazol bis zum Tag 100 nach der Transplantation gegeben.  

Die übertragenen Blutprodukte waren bestrahlt. CMV-seronegative Patienten mit 

seronegativen Spendern erhielten ausschließlich Blutprodukte von CMV-negativen 

Spendern. Leukozyten-depletierte Erythrozytenkonzentrate wurden zur 

Aufrechterhaltung eines Hämoglobinwertes von 8 g/dl transfundiert. Zur 

Aufrechterhaltung einer Thrombozytenzahl von 10/nl bzw. 20/nl bei Patienten mit Fieber 

wurden Leukozyten-depletierte Thrombozytenkonzentrate übertragen. Es wurde kein G-

CSF zur Beschleunigung des hämatopoetischen Engraftments gegeben. 

2.1.3 Überwachung und Therapie von CMV Infektionen 

Alle Patienten wurden prospektiv für ein Jahr nach der Transplantation auf CMV 

Antigenämie untersucht. Während der ersten drei Monate erfolgte der CMV-Nachweis 

wöchentlich, danach je nach Ausprägung einer GvHD und dem Grad der 

Immunsuppression in wöchentlichen bis zu vierwöchentlichen Abständen.  

Eine CMV bedingte Hepatitis oder Gastroenteritis wurde durch eine Gewebebiopsie mit 

Virusnachweis durch PCR oder immunhistologischem Verfahren bestätigt. Die 

Diagnose einer CMV-Pneumonie wurde anhand von Röntgenaufnahmen und dem 

Nachweis des Virus in der bronchoalveolären Lavage oder einer Biopsie gestellt.  

Mit einer präemptiven CMV Therapie wurde bei zweimaligem Antigennachweis in Folge 

bei 18 Patienten begonnen. Davon erhielten 15 Patienten Ganciclovir 5 mg/kg 

Körpergewicht (KG) zweimal täglich, 2 Patienten bekamen einmal wöchentlich 5 mg/kg 

KG Cidofovir und ein Patient erhielt Foscarnet 90 mg/kg KG zweimal täglich. Die 

mediane Dauer der CMV Therapie betrug 17 Tage (Spanne 9 - 36). 
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2.1.4 HHV-6 Infektionen 

Die Patienten wurden nicht routinemäßig auf eine HHV-6 Infektion untersucht. Die 

Blutproben, welche ursprünglich zur Überwachung von CMV Infektionen gewonnen 

wurden, wurden retrospektiv auf HHV-6A und -6B untersucht. 

2.2 Arbeitsmethoden 

2.2.1 Proben 

Die in dieser Arbeit analysierten 1241 Proben wurden prospektiv zur Überwachung von 

CMV Infektionen durch Antigenämienachweis abgenommen. Aus den mit Heparin oder 

EDTA antikoagulierten Blutproben wurde Plasma durch Schwerkraftsedimentation 

gewonnen. Dabei werden die Blutröhrchen für 30 Minuten senkrecht aufgestellt, so 

dass aufgrund der Gravitation eine Auftrennung der Blutkomponenten erfolgt und das 

Plasma abgenommen werden kann. Die Plasmaproben wurden anschließend bei -80°C 

gelagert. Aus dem zellhaltigen Überstand wurden periphere Blutleukozyten (PBLs) 

gewonnen, anhand welcher der Antigenämienachweis erfolgte. Retrospektiv erfolgte 

dann die DNA Extraktion aus den Plasmaproben sowie der Nachweis von Herpesviren 

mittels quantitativer real-time PCR (qPCR). 

2.2.2 DNA-Präparation aus Patientenplasma 

Zur Isolierung der DNA aus den Plasmaproben wurde der QiaAmp DNA Mini Kit 

(Qiagen) verwendet. Die Durchführung erfolgte anhand der Vorschriften des Herstellers. 

Dabei wird durch Protinase K Verdau und anschließender Bindung an Silikamembranen 

die DNA mit einem Elutionspuffer extrahiert. Es werden je 200 µl Plasma eingesetzt und 

mit 200 µl Elutionspuffer eluiert, so dass 1 µl Plasma 1 µl Eluat entspricht. Die Eluate 

wurden bei -20° C gelagert. 

2.2.3 Herstellung einer quantifizierbaren Positivkontrolle 

Zur Herstellung einer quantifizierbaren Positivkontrolle und einer Standardgeraden für 

die qPCR wurden Plasmide kloniert, welche Gensequenzen der Viren CMV, HHV-6A 

und -6B enthielten. Für CMV war das die major-immediate-early-region (MIE) 

Genregion und für HHV-6 Abschnitte der putative-immediate-early-region. 
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2.2.3.1 Qualitative PCR 

Die entsprechenden Gensequenzen wurden vor der Klonierung mittels qualitativer PCR 

amplifiziert. Als Ausgangs-DNA diente der Überstand einer Zellkultur, welcher mit dem 

jeweiligen Virus infiziert war.  

Für CMV wurden die Primer MIE4 und MIE5 und für HHV-6 die Primer IE01 und IE02 in 

der PCR (Trio-Thermoblock von Biometra, Göttingen, Deutschland) eingesetzt. Die 

Sequenzen der verwendeten Primer, ihre genebank accession number (Nummer, unter 

welcher die Gene in der Genbank eingetragen sind), sowie die Genomlokalisation der 

entsprechenden Sequenz sind in Tabelle 2-2 dargestellt (Informationen zur Genbank 

über das National Center for Biotechnology Information (NCBI) [137]). Aus den Tabellen 

2-3 und 2-4 sind die Reaktionsansätze und Temperaturprofile der PCRs zu entnehmen. 

Tabelle 2-2: Primer für die qualitative PCR 

Virus Accession-
Number Primer Sequenz Nukleotid-

position 
MIE4 5´-CCA AgC ggC CTC TgA TAA CCA AgC C-3´ 2736 - 2760 

CMV #M21295 
MIE5 5´-CAg CAC CAT CCT CCT CTT CCT CTg g-3´ 3170 - 3147 
IE01 5´-ATg ATg ATA CTg gTT TgA TTA-3´   893 - 913 

HHV-6A #M73681 
IE02 5´-ATC AgT TTC ATC ATT gTT ATC-3´ 1435 - 1455 
IE01 5´-ATg ATg ATA CTg gTT TgA TTA-3´   893 - 913 

HHV-6B #L21760 
IE02 5´-ATC AgT TTC ATC ATT gTT ATC-3´ 1340 - 1359 

Angegeben sind jeweils die Bezeichnung, die Sequenzen und die Genomlokalisationen und die 
genebank accession numbers der verwendeten Primer für CMV und HHV-6. 

Tabelle 2-3: CMV: Reaktionsansatz und Temperaturprofil für die qualitative PCR 

Reaktionsansatz CMV Temperaturprofil 
Probe 2,5 µl Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 
Primer je 1,0 µl (20 µM) 94° C 180 s 1 
dNTPs je 100,0 µM 94° C 30 s 35 
10x PCR Puffer 2,5 µl 68° C 30 s 35 
Taq Polymerase 1,0 U 72° C 20 s 35 
Aqua bidest ad 25,0 µl    

 

Tabelle 2-4: HHV-6: Reaktionsansatz und Temperaturprofil für die qualitative PCR 

Reaktionsansatz HHV-6 Temperaturprofil 
Probe 2,0 µl Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 
Primer je 1,0 µl (333 nM) 94° C 180 s 1 
dNTPs je 33,0 µM 94° C 30 s 30 
10x PCR Puffer 3,0 µl 47° C 30 s 30 
Taq Polymerase 0,3 U 72° C 60 s 30 
Aqua bidest ad 30,0 µl 72° C 300 s 1 
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2.2.3.2 Gelelektrophorese 

Durch die Agarosegelelektrophorese werden PCR-Produkte anhand ihrer Größe 

aufgetrennt. Die Identifikation der einzelnen Produkte erfolgt durch den Vergleich mit 

einem definierten Marker.  

Zur Lösung der Agarose wird sie in TAE-Puffer aufgekocht. Der etwas abgekühlten 

flüssigen Agarose wird Ethidiumbromid zugesetzt, anschließend wird sie in eine 

Gelkammer mit einem Kamm gegossen. Nach Erstarrung des Gels wird dieses in eine 

mit TAE-Puffer gefüllte Gelkammer gelegt und der Kamm vorsichtig entnommen. 

Dadurch entstehen Geltaschen für die Aufnahme der Proben. Das PCR-Produkt wird 

mit Gellade-Puffer 1:10 gemischt, wovon dann 10 µl in die Geltaschen pipettiert werden. 

Bei einer Spannung von 80 - 100 V erfolgt anschließend für 30 - 60 Minuten die 

elektrophoretische Auftrennung. Durch Interkalation des Ethidiumbromids und 

Anregung unter UV-Licht (λ=256 nm) wird die DNA im Gel sichtbar. 

2.2.3.3 Plasmidklonierung 

Die in der PCR amplifizierten Gensequenzen der Viren werden mit dem TOPO TA 

Cloning Kit (Invitrogen) in die mitgelieferten Plasmidvektoren (pCR®2.1-TOPO, 3,9 kb) 

eingebaut. Die Klonierung wurde anhand des Protokolls des Herstellers durchgeführt, 

das Prinzip ist im Folgenden erklärt: Während der Amplifikation der PCR wird durch die 

matritzenunabhängige Taq-Polymerase ein zusätzliches Nukleotid, häufig ein Adenin, 

an das 3´Ende des PCR-Produktes angefügt. Das verwendete Plasmid trägt an beiden 

3´Enden ein ungepaartes Thymidin. An die Enden des Plasmidvektors ist außerdem 

das Enzym Topoisomerase I gebunden, dieses Enzym bewirkt eine spezifische Adenin-

Thymidin-Bindung und damit die Verknüpfung von PCR-Produkt und Vektor.  

Anschließend werden die Plasmide in kompetente E. coli (TOP 10) Bakterien 

transformiert. Zu einer Einheit One Shot Bakterien wurden 2 µl des Reaktionsansatzes 

gegeben und diese dann für 30 Minuten auf Eis gestellt. Es folgte ein Hitzeschock für 

30 Sekunden bei 42° C, bevor die Zellen wieder auf Eis gestellt wurden. Danach 

wurden sie mit Flüssignährmedium (SOC-Medium) für 30 Minuten unter Schütteln 

inkubiert. Die transformierten Bakterienzellen werden auf LB-Agar-Platten (∅ 10 cm, 50 

µg Ampicillin/ml), welche mit 40 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid (DMF) ausgestrichen 

werden, gegeben und für ca. 12 Stunden bei 37° C inkubiert.  

Eine Selektion der Zellen findet zum einen über die Ampicillin-Resistenz statt. Das 

verwendete Plasmid enthält ein Ampicillinresistenzgen. Bakterien, die das Plasmid 
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aufgenommen haben, sind gegenüber dem Antibiotikum unempfindlich und können auf 

der ampicillinhaltigen Agarplatte wachsen.  

Zum anderen erfolgt die Selektion über die X-Gal Umwandlung. Durch die kurze DNA 

Sequenz Lac Z´ im Vektor und das lacZ-Gen der Bakterien kommt es zur Ausbildung 

einer ß-Galactosidase. Diese setzt das auf die Agarplatte ausgestriche X-Gal in das 

blaue 5-Brom-4-Chloridigo um. Kolonien aber, welche ein Insert in der lacZ-Region 

tragen, können keine funktionsfähige ß-Galactosidase bilden und bleiben weiß (Blau-

Weiß-Test).  

Ein Teil einer weißen Kolonie wurde mit einer sterilen Öse von der Agarplatte 

entnommen und auf 3 ml LB-Medium überimpft. Die Bakterien werden im Schüttler bei 

37° C über Nacht inkubiert. Die Ernte der Zellen am nächsten Morgen erfolgte durch 

zentrifugieren für 10 min bei 3000 U/min. Die Plasmide wurden mit dem QIAprep Spin 

Miniprep Kit (Qiagen) anhand des Protokolls des Herstellers gereinigt. 

2.2.3.4 Kopienzahlberechnung und Erstellen einer Standardgeraden 

Die Konzentration der Plasmidkopien wurde durch Messung der optischen Dichte bei 

einer Wellenlänge von 260 nm (OD260) in einem Photometer und unter Berücksichtigung 

der Länge und Masse des Plasmids (Produkt + Vektor) errechnet. Die Berechnung 

ergibt sich wie folgt: 

1. Molekülmasse (mol/l) = *(g/mol) 660  (bp) gePlasmidlän
(g/l) OD gemäß ionKonzentrat

×
 

2. Konzentration (Moleküle/l) = 
**Konstante-Avogadro

(mol/l) seMolekülmas  

* durchschnittliche Molmasse eines Basenpaares ~ 660 (g/mol)  

** Avogadro-Konstante = 6,02213670 x 1023/mol 

Die Plasmidstammlösung mit bekannter Konzentration wurde anschließend in 

Zehnerschritten von 106 bis 101 in 5 µl Aqua bidest verdünnt und eine Standardgerade 

erstellt (siehe 2.2.5). 

2.2.4 Quantitative real-time PCR 

Die in dieser Arbeit angewandte quantitative real-time PCR basiert technisch auf dem 

TaqMan-Format.  

Die aus den Plasmaproben präparierten DNA Eluate wurden in der qPCR gemessen, 

wobei das Probenvolumen 5 µl betrug. Eine Probe galt als positiv, wenn die 
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reproduzierbare Nachweisgrenze der verwendeten Assays von 10 Genomäquivalenten 

(ge) pro 5 µl erreicht wurde (entspricht 2.000 ge/ml Plasma). Die Virus-DNA kann über 

einen Bereich von 101 bis 106 ge/5 µl nachgewiesen werden.  

Die Proben wurden in Doppelansätzen gemessen. Bei einem positiven Virus-Nachweis 

in einem oder in beiden Ansätzen wurde die Probe erneut in einem Doppelansatz 

gemessen.  

Als Positivkontrolle wurden serielle Verdünnungen von 101 bis 105 der hergestellten 

Plasmide (siehe 2.2.3) in Doppelansätzen eingesetzt. Ein Doppelansatz ohne Probe 

diente als Negativkontrolle.  

Die hier angewandten PCR-Assays wurden von Nitsche et al. etabliert [138, 139]. Es 

besteht keine Kreuzreaktivität der verwendeten Primer mit der DNA anderer Viren und 

humaner DNA, so dass nur die jeweils gewünschte Virus-DNA amplifiziert wird. Die 

verwendeten Primer und Sonden sind in Tabelle 2-5 aufgelistet. 

Tabelle 2-5: Primer und Sonden für die qPCR der untersuchten Viren 

Cytomegalievirus (CMV) #M21295 

Primer CM 3 5´-gCA CCA TCC TCC TCT TCC T-3´ 3168-3151

Primer CM 5 5´-ggC CTC TgA TAA CCA AgC C-3´ 2760-2742

Sonde TM CMV 2 5´-6-FAM-CCT CCT gAg CAC CC T(TAMRA) CCT CCT CTT CC-3´ph 3086-3061

Humanes Herpesvirus 6A (HHV-6A) #L217559 

Primer H6A-F 5´-CAT gAA gAT gAT gAC AAT AAA Atg-3´ 1081-1104

Primer H6B-R 5´-Tgg AAC CAT CTT gTT CTg TCC-5´ 1357-1337

Sonde H6-TM-A 5´-6-FAM-CCg CCC AgA T(TAMRA) CTg TCA CTg Agg CTg-3´ph 1241-1217

Humanes Herpesvirus 6B (HHV-6B) #L21760 

Primer H6B-F 5´-gAg ACC ggg TCT ggA CAA CA-3´ 1459-1478

Primer H6B-R 5´-gAg TTg CTg AgT Tgg TAA Agg-3´ 1600-1580

Sonde H6-TM-B 5´-6-FAM-CTC CAA gTg TAC CgA AAC gC T(TAMRA) TCC Tgg-3´ph 1548-1574

Angegeben sind die jeweilige Bezeichnung, die Sequenz, die zugehörige genebank accession number 
und die Genomlokalisation.  
Fam = Reporter-Farbstoff, TAMRA = Quencher-Farbstoff, ph = Phosphatgruppe. 

Pro Reaktion werden 50 µl Mastermix und 5 µl Probe bzw. Plasmid eingesetzt, was 

einem Gesamtvolumen von 55 µl pro Reaktionsansatz entspricht. Der Reaktionsansatz 

wird in die Vertiefungen einer 96-well-Mikrotiterplatte pipettiert. Um sicherzustellen, 

dass sich die Probe vollständig im Mastermix befindet, werden die verschlossenen 96-

well-Mikrotiterplatten bei 3.000 U/min für 30 s zentrifugiert, bevor sie durch das ABI 

Prism 7700 Sequence Detection System (Perkin Elmer Biosystems, Foster City, USA) 

gemessen werden.  
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Die Zusammensetzung der Reaktionsansätze für die untersuchten Viren sind in Tabelle 

2-6 aufgeführt. 

Tabelle 2-6: Reaktionsansätze der qPCR-Assays für die untersuchten Viren 

 CMV HHV-6A HHV-6B 

Probe 5 µl 5 µl 5 µl 

10x PCR Puffer 5 µl 5,5 µl 5,5 µl 

dNTPs (2,5 mM) 4 µl 4 µl 4 µl 

MgCl2 (50 mM) 4 µl 3 µl 3 µl 

TE (Tris EDTA) 0,3 µl 0,8 µl 0,8 µl 

ROX (100 µM) 0,5 µl 0,47 µl 0,47 µl 

Primer 1 (10 µM) 4 µl 4 µl 4 µl 

Primer 2 (10 µM) 4 µl 2 µl 4 µl 

Sonde (10 µM) 0,5 µl 1 µl 1 µl 

Platinum Taq DNA Polymerase 0,25 µl 0,2 µl 0,2 µl 

Aqua bidest ad 55 µl 55 µl 55 µl 

 

Ein PCR Lauf im ABI Prism 7700 Sequence Detection System dauert etwa 90 Minuten. 

Er gliedert sich in einen initialen Schritt von 3 min bei 94° C zur Aktivierung der Platinum 

Taq Polymerase und zur Denaturierung der DNA. Danach folgen 45 Zyklen mit jeweils 

Denaturierung der DNA, Binden der Primer an die DNA (Annealing) und Verlängerung 

der Primer mit Nukleotiden (Extension).  

Die Temperaturprofile für die verwendeten Assays sind in Tabelle 2-7 dargestellt. 

Tabelle 2-7: Temperaturprofile für die qPCR Assays für die untersuchten Viren 

CMV Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 

Initiale Denaturierung 94° C 3 min 1 

Denaturierung 94° C 10 s 45 

Annealing / Extension 64° C 10 s 45 

Extension 72° C 30 s 45 

HHV-6A und -6B Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 

Initiale Denaturierung 94° C 3 min 1 

Denaturierung 94° C 20 s 45 

Annealing / Extension 65° C 50 s 45 
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2.2.5 Standardgeraden  

Vor dem Messen der Patientenproben wird die Quantifizierung der qPCR geeicht. 

Durch Erstellen einer Standardgeraden mit seriell verdünnten Plasmiden bekannter 

Konzentration kann anschließend die Konzentration unbekannter Proben errechnet 

werden.  

Dazu wurden die klonierten Plasmide in Zehnerschritten von 106 bis 101 

Genomäquivalenten in 5 µl Aqua bidest verdünnt und jeweils dreifach in der qPCR 

gemessen. In der Amplifikationskurve ist der von der PCR gemessene 

Fluoreszenzverlauf über der Anzahl der Zyklen aufgetragen (siehe Abb. 2-1). Die aus 

den Amplifikationskurven automatisch ermittelten Schwellenzyklen (CT, engl. threshold 

cycle) werden über dem Logarithmus der enthaltenen Plasmidmenge aufgetragen 

(siehe Abb. 2-2) und durch eine Ausgleichsgerade, die Standardgerade, verbunden. Die 

Gleichung dieser Standardgeraden erhält man durch Berechnung einer linearen 

Regression. Durch Umformen der Gleichung ergibt sich eine direkte Beziehung 

zwischen dem gemessenen Schwellenzyklus in der qPCR und der Menge an 

vorhandener Virus-DNA (in Genomäquivalenten) in der Probe.  

Exemplarisch sind in Abbildung 2-1 und 2-2 die Amplifikationskurven und die 

Standardgerade für HHV-6A dargestellt. 
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Abbildung 2-1: Amplifikationskurven der HHV-6A qPCR 
Fluoreszenzverlauf der seriell verdünnte Plasmide. 
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Abbildung 2-2: Standardgerade der HHV-6A qPCR 

2.2.5.1 CMV 

Die Korrelation zwischen dem Schwellenzyklus CT und der Anzahl der 

Genomäquivalente in der Probe weist einen Korrelationskoeffizienten von r2=0,99 auf. 

Die folgende Formel beschreibt die Berechnung der Genomäquivalente (ge) über eine 

Umformung der Geradengleichung: 

⎟
⎠

⎞
⎜
⎝

⎛
−
−

= 41,3
11,42CT

10ge  

2.2.5.2 HHV-6A und -6B 

Der Korrelationskoeffizient für den HHV-6A Nachweis beträgt r2=0,99, die Korrelation 

wird über folgende Gleichung beschrieben: 

⎟
⎠

⎞
⎜
⎝

⎛
−
−

= 02,4
31,39CT

10ge  

Für den HHV-6B Nachweis wird die Korrelation über folgende Gleichung mit einem 

Korrelationskoeffizienten von r2=0,99 beschrieben: 

⎟
⎠

⎞
⎜
⎝

⎛
−
−

= 61,3
24,38CT

10ge  
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2.2.6 Antigennachweis (APAAP = Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische 
Phosphatase) 

Die Patienten des untersuchten Kollektivs wurden für ein Jahr nach der Transplantation 

prospektiv auf CMV Antigenämie untersucht. Der Antigennachweis wurde vom 

Routinelabor des Rudolph Virchow Klinikums durchgeführt. Es wurden 1-2 x 105 

periphere Blutleukozyten (PBL) der zu untersuchenden Probe eingesetzt. Als Antikörper 

wurde HCMV mAb (Clonab, Biotest), ein monoklonaler Antikörper gegen das pp65 

Antigen, verwendet [140]. Die Anzahl der antigenpositiven Zellen wurde auf 10000 PBL 

bezogen.  

Tabelle 2-8 zeigt die Zusammensetzung der verwendeten Puffer. 

Tabelle 2-8: Zusammensetzung der Puffer für den Antigennachweis 

Puffer A FKS 10 ml, Bovine Serum Albumin 10 g, 1x PBS ad 100 ml 

Blockierungspuffer Magermilchpulver 5 g, NaN3 0,1 g, TBS pH 7,6 ad 100 ml 

Waschpuffer (20x) Tris-Base 18 g, Tris-Cl 137 g, NaCl 175 g, 1M HCl ad pH 7,6, Aqua bidest ad 
1000 ml 

Färbelösung Naphtol-AS-MX-Phosphat in 1 ml DMF 10 mg, Tris-Cl pH 8,2 49 ml, 1M 
Levamisol 100 µl, Fast Red 50 mg 

2.2.7 Statistische Auswertung 

Die klinischen Daten wurden in einen Fragebogen eingetragen und nachfolgend in eine 

Microsoft ACCESS 2000 Datenbank eingegeben. Die statistische Auswertung erfolgte 

mit SPSS Version 11.5 (SPSS Inc., Chicago, USA).  

Deskriptive Daten wurden als Häufigkeiten, Prozentwerte, Median, Minimum und 

Maximum angegeben. Der Gruppenvergleich für kategoriale Variablen wurde anhand 

des Chi2-Tests und des Fisher-Exakt-Tests für kleine Fallzahlen durchgeführt. 

Unterschiede zwischen Patientengruppen wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests 

für numerische Variablen errechnet.  

Die Abschätzung der Wahrscheinlichkeiten für zeitabhängige Ereignisse wurde mit der 

Kaplan-Meier-Methode durchgeführt. Grundsätzlich wurden die Intervalle zwischen dem 

Tag der Transplantation und dem Datum des jeweiligen Ereignisses gemessen 

(Auftreten einer GvHD, Tag des neutrophilen oder thrombozytären Engraftments, 

erstmaliger Nachweis von CMV-Antigen oder Virus-DNA oder Tod). Als statistischer 

Test zum Gruppenvergleich wurde der Log Rank Test herangezogen. Patienten, bei 

denen das betreffende Ereignis nicht eintrat, wurden am Tag der letzten vorhandenen 
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Plasmaprobe, jedoch nicht später als Tag +365, zensiert.  

Zur Errechnung des Einflusses verschiedener Variablen auf das Auftreten einer 

Virusreaktivierung oder des Engraftments der neutrophilen Granulozyten und 

Thrombozyten wurde die uni- und multivariate Cox-Regression benutzt. Es wurden nur 

Risikofaktoren, welche bei mindestens 20 % der Patienten vorhanden waren, in die 

Analyse eingeschlossen. Faktoren mit einem p-Wert < 0,05 in der univariaten Analyse 

wurden in die multivariate Analyse einbezogen. Hierbei wurde der Einfluss einer aGvHD 

als zeitabhängige Variable getestet. Zur Untersuchung des hämatopoetischen 

Engraftments wurden Patienten, die vor dem Engraftment starben oder ein Rezidiv 

erlitten, an dem entsprechenden Tag zensiert. 
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2.3 Reagenzien und Materialien 
Sofern keine andere Herkunft angegeben ist, stammen alle Chemikalien von Sigma, 

Deisenhofen, Deutschland. Die zur normalen Laboreinrichtung gehörenden Glas- und 

Plastikutensilien werden nicht gesondert aufgeführt. 

Tabelle 2-9: Reagenzien und Materialien 

Reagenzien 

Agarose  

Ampicillin  

Ethidiumbromid (10 mg/ml in Aqua bidest)  

Ethanol Serva, Heidelberg 

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-beta-D-galactopyranosid)  

Puffer 
TAE-Puffer Tris-Base 400 mM, Na2EDTA x 2 H2O 20 mM, Natrium-

acetat 200 mM, Essigsäure 296 mM (Serva, Heidelberg)  

Gellade-
Puffer 

Tris-HCl pH 7,5 10 mM, EDTA 2 mM, Glycerin 15 % (v/v), 
Bromphenolblau 0,1 % (w/v) (Serva, Heidelberg)  

10x PCR Puffer, minus MgCl2 GIBCO, Rockville, USA 

Nukleinsäuretechniken 

Carboxy-X-Rhodamin, ROX Molecular Probes, Leiden, NL 

dNTPs Perkin Elmer, Weiterstadt, D 

MgCl2 Lösung (50 mM)  GIBCO, Rockville, USA 

Mineralöl  

alle Oligonukleotide für die PCR TIB MOLBIOL, Berlin, D 

Platinum Taq DNA Polymerase GIBCO, Rockville, USA 

Taq DNA Polymerase GIBCO, Rockville, USA 

Kits 

QiaAmp DNA Mini Kit Quiagen, Hilden, D 

QIA prep miniprep system Quiagen, Hilden, D 

TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Leek, NL 

Sonstiges 
LB-Agar 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Bacto-Hefe-Extrakt, 

15 g/l Bacto-Agar und 10 g/l NaCl  

SOC-Medium 20 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Bacto-Hefe-Extrakt, 
1 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 20 mM MgCl2/MgSO4, 
2 mM Glukose 

 

Materialien 

MicroAmp-96-Well Reaction Plates AB gene House, Surrey, UK 

Optical Caps AB gene House, Surrey, UK 

Optical Tubes AB gene House, Surrey, UK 

PCR-Reaktionsgefäße AB gene House, Surrey, UK 
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3 Ergebnisse 

3.1 Nachweis von CMV und HHV-6A und -6B mittels quantitativer real-time PCR 

3.1.1 Häufigkeit von CMV und HHV-6A und -6B 

Von 82 Patienten, die zwischen Januar 1998 und März 2001 eine Knochenmark- bzw. 

Blutstammzelltransplantation erhielten, standen Plasmaproben zur Verfügung. Mittels 

einer quantitativen real-time PCR (qPCR) im TaqMan-Format wurden die Proben auf 

das Vorhandensein von CMV DNA und HHV-6 DNA untersucht. Pro Patient wurden im 

Median 15 Proben in der qPCR untersucht (Spanne 3 - 41). 

3.1.1.1 Nachweis von CMV DNA 

Es wurden 1222 Plasmaproben auf CMV DNA untersucht. In 163/1222 Plasmaproben 

(13 %) von 41 Patienten (50 %) konnte mit der quantitativen real-time PCR CMV DNA 

nachgewiesen werden. 

3.1.1.2 Nachweis von HHV-6 DNA 

1231 Plasmaproben wurden mittels der qPCR auf HHV-6A und -6B DNA untersucht. In 

51/1231 Proben (4 %) von 24 Patienten (29,3 %) wurde HHV-6A DNA nachgewiesen. 

HHV-6B wurde in 62/1231 Plasmaproben (5 %) von 35 Patienten (42,7 %) gefunden. 

3.1.1.3 Vergleich der Wahrscheinlichkeit des Nachweises von CMV, HHV-6A und -6B 

Die Wahrscheinlichkeit des Nachweises einer der drei untersuchten Viren im ersten 

Jahr nach Knochenmarktransplantation im Plasma der untersuchten Patienten ist 

anhand einer Kaplan-Meier-Kurve dargestellt (siehe Abb. 3-1). Es ist erkennbar, dass 

die Wahrscheinlichkeit eines Nachweises von CMV DNA während des ersten Jahres 

nach Transplantation im Vergleich zu der Wahrscheinlichkeit eines HHV-6A DNA oder 

HHV-6B DNA Nachweises am höchsten ist. So beträgt die Wahrscheinlichkeit für einen 

CMV Nachweis bis zum Tag 200 nach Transplantation 52 % (95 % KI 40 % bis 64 %), 

für HHV-6A 32 % (95 % KI 21 % bis 43 %) und für HHV-6B 45 % (95 % KI 33 % bis 56 

%). 
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Abbildung 3-1: Wahrscheinlichkeit für einen Virusnachweis 
Darstellung der Wahrscheinlichkeiten für einen Nachweis von CMV, HHV-6A oder HHV-6B DNA in den 
Proben der untersuchten Patienten im ersten Jahr nach Transplantation anhand einer Kaplan-Meier-
Kurve. 

3.1.2 Kinetik der Virus-DNA Nachweise 

3.1.2.1 Vergleich der gemessenen maximalen DNA Lasten von CMV, HHV-6A und -6B 

Mittels der qPCR wurde die Virus DNA Last der Plasmaproben bestimmt. Zum 

Vergleich der Virus DNA Last der drei gemessenen Viren wurde die maximale 

gemessene DNA Last pro Patient herangezogen.  

Für die CMV positiven Patienten betrug der Median der maximalen DNA Lasten 7,5 x 

103 ge/ml (Spanne 2 x 103 bis 5 x 105). Der Median der maximalen DNA Lasten der 

HHV-6A positiven Patienten lag bei 9,9 x 104 ge/ml (Spanne 2 x 103 bis 2,8 x 107) und 

für die HHV-6B positiven Patienten bei 9,8 x 103 ge/ml (Spanne 2,1 x 103 bis 1,5 x 108). 

Der Median der maximalen DNA Last der Patienten mit HHV-6A Reaktivierung ist 

signifikant höher als der von Patienten mit CMV Reaktivierung (p=0,002). Der Vergleich 

zwischen HHV-6A und HHV-6B zeigt eine höhere, statistisch jedoch nicht signifikante 

maximale DNA Last von HHV-6A (p=0,077). Der Unterschied zwischen CMV und HHV-

6A ist nicht signifikant (p=0,435) (siehe Abb. 3-2). 



Ergebnisse 

 43

CMV HHV-6A HHV-6B
10 3

10 6

10 9

p=0,002 p=0,077

p=0,435

Vi
ru

s 
D

N
A 

La
st

 (g
e/

m
l)

 

Abbildung 3-2: Vergleich der maximalen Virus DNA Last der untersuchten Viren 
Vergleich der maximalen DNA Last von CMV, HHV-6A und HHV-6B der Patienten, welche einen 
positiven Virus DNA Nachweis durch die qPCR erfuhren. Darstellung der Mediane der maximalen DNA 
Last durch die horizontalen Balken: CMV 7,5 x 103 ge/ml; HHV-6A 10 x 104 ge/ml; HHV-6B 9,8 x 103 
ge/ml. 

3.1.2.2 Häufigkeit und DNA Last der Virusnachweise 

Von 41 Patienten mit CMV DNA Nachweis waren 15 Patienten in nur einer Probe CMV 

positiv. 26/41 Patienten hatten zwei oder mehr CMV DNA positive Proben, diese 

Patienten hatten mit 9 x 103 ge/ml (Spanne 3 x 103 bis 5 x 105) eine signifikant höhere 

mediane CMV Maximallast als die Patienten mit nur einer positiven Probe (3,4 x 103 

ge/ml (Spanne 2 x 103 bis 2,7 x 104) (p=0,002).  

In 18 von 24 HHV-6A positiven Patienten wurde nur in einer Probe das Virus 

nachgewiesen. 6/24 Patienten hatten zwei oder mehr HHV-6A DNA positive Proben. 

Die HHV-6A Last dieser Patienten war mit 1,5 x 106 ge/ml im Median (Spanne 1,8 x 105 

bis 2,8 x 107) signifikant höher als die der Patienten mit nur einer HHV-6A positiven 

Probe (Median 5,9 x 104 ge/ml, Spanne 2 x 103 bis 2,1 x 107) (p=0,033). 

27/35 Patienten waren nur in einer Probe HHV-6B positiv. 8 von 35 Patienten hatten 

zwei oder mehr HHV-6B DNA positive Proben, deren Last mit im Median 7,5 x 104 

ge/ml (Spanne 4,4 x 103 bis 1,5 x 108) signifikant höher war als die Last der Patienten 

mit nur einer HHV-6A positiven Probe (Median 4,9 x 103 ge/ml, Spanne 2,1 x 103 bis 3,8 

x 107) (p=0,027). 
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3.1.2.3 Dauer des Virusnachweises 

Die Dauer des Virusnachweises wurde für solche Patienten berechnet, die an 

wenigstens zwei hintereinanderfolgenden Terminen, welche nicht länger als eine 

Woche auseinander lagen, einen positiven Virusnachweis hatten.  

Für den CMV DNA Nachweis traf dies auf 20 Patienten zu, 3 davon durchliefen 2 Serien 

und ein Patient 3 Serien positiver CMV DNA Nachweise. Die mediane Dauer des 

Virusnachweises für CMV betrug 13 Tage (Spanne 5 bis 64 Tage).  

HHV-6A DNA konnte bei 2 Patienten in Folge nachgewiesen werden, bei einem 

Patienten dauerte die Virämie 15 Tage. Der andere Patient durchlief 2 Serien des 

Virusnachweises, sie dauerten 8 und 6 Tage. 4 Patienten waren in Folge für HHV-6B 

DNA positiv, ein Patient 5 Tage, zwei Patienten 8 Tage und der vierte Patient 13 Tage 

(siehe Abb. 3-3). 

Tabelle 3-1: Häufigkeit einer Virämiedauer >5 Tage für die untersuchten Viren 

 Virämien mit einer Dauer >5 Tage 
(95 % Konfidenzintervall) 

CMV 20/82 = 24 % (15 % bis 33 %) 

HHV-6A   2/82 = 4 % (0 % bis 5 %) 

HHV-6B   4/82 = 5 % (0 % bis 10 %) 
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Abbildung 3-3: Dauer des Virusnachweises 
Darstellung der Dauer des Virusnachweises für Patienten, welche an zwei hintereinanderfolgenden 
Terminen einen positiven Virus DNA Nachweis hatten. Die horizontalen Balken stellen die mediane 
Dauer des Virusnachweises für die einzelnen Viren dar, diese beträgt für CMV 13 Tage (Spanne 5 bis 
64), für HHV-6A 8 Tage (Spanne 6 bis 15) und für HHV-6B 8 Tage (Spanne 5 bis 13). 

3.1.2.4 Zeitpunkt der erstmaligen Virusnachweise 

Bei Patienten mit CMV DNA Nachweis im Verlauf konnte das Virus im Median erstmalig 

an Tag 35 (Spanne 0 bis 252) nach der Transplantation nachgewiesen werden. Der 
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erste HHV-6A Nachweis konnte im Median an Tag 38 (Spanne 6 bis 232) beobachtet 

werden, für HHV-6B lag dieser am Tag 41 (Spanne 5 bis 426) nach der Übertragung 

des Knochenmarks bzw. der peripheren Blutstammzellen (siehe Abb. 3-4). Der 

Unterschied zwischen den Nachweiszeitpunkten der untersuchten Viren ist statistisch 

nicht signifikant. 
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Abbildung 3-4: Erstmaliger Nachweis von Virus-DNA 
Darstellung der Zeitpunkte des erstmaligen Nachweises von Virus-DNA in Plasmaproben der Patienten 
im Verlauf nach der Transplantation durch die qPCR. Die horizontalen Balken stellen den medianen 
Zeitpunkt des erstmaligen Nachweises dar: CMV Tag 35, HHV-6A Tag 38 und HHV-6B Tag 41. 

3.1.2.5 Interaktion verschiedener Herpesvirus-Infektionen 

Von den 82 untersuchten Patienten reaktivierten insgesamt 41 Patienten CMV (50 %), 

24 Patienten HHV-6A (29 %) und 35 HHV-6B (43 %). Als Reaktivierung wird in diesem 

Zusammenhang der einmalige Nachweis von Virus DNA definiert.  

22 Patienten (27 %) reaktivierten keines der untersuchten Viren. Eine alleinige 

Reaktivierung von CMV während des untersuchten Zeitraumes fand sich in 14 

Patienten (17 %), eine ausschließliche Reaktivierung von HHV-6A in 6 Patienten (7 %) 

und von HHV-6B in 9 Patienten (11 %). Eine Reaktivierung von CMV und HHV-6A 

konnte in dem Probenmaterial von 5 Patienten (6 %) nachgewiesen werden, CMV und 

HHV-6B wurde in 13 Patienten (16 %) gemessen. 4 der 82 Patienten (5 %) reaktivierten 

sowohl HHV-6A und HHV-6B und in den Plasmaproben von 9 Patienten (11 %) wurden 

im Verlauf alle drei Viren detektiert (siehe Abb. 3-5). 
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Abbildung 3-5: Anzahl der Patienten mit Virusnachweis 
Darstellung der Anzahl von Patienten (Pat.), in deren Probenmaterial zu mindestens einem Zeitpunkt 
Virus DNA nachgewiesen werden konnte. 14 von 82 Patienten waren im Verlauf nur für CMV positiv, 6 
Patienten nur für HHV-6A positiv und 9 Patienten nur für HHV-6B positiv. 5 Patienten waren für CMV und 
HHV-6A positiv, 13 für CMV und HHV-6B, 4 für HHV-6A und HHV-6B, und im Probenmaterial von 9 
Patienten konnte während des beobachteten Zeitraumes DNA aller drei Viren nachgewiesen werden. 

Es gibt die Beobachtung, dass Infektionen mit HHV-6 einer CMV-Infektion vorweglaufen 

können [63, 141]. Für Patienten mit CMV und HHV-6 Nachweis wurde deshalb die 

zeitliche Abfolge zwischen den ersten Nachweisen dieser Viren untersucht (siehe 

Tabelle 3-2). 

Tabelle 3-2: Zeitliche Abfolge des Virusnachweises 

 
Anzahl gesamt erst CMV, dann HHV-6A 

(zeitl. Abstand in Tagen) 
gleichzeitig erst HHV-6A, dann CMV 

(zeitl. Abstand in Tagen) 

CMV + 
HHV-6A 

14 Patienten 7 Patienten 
(35 Tage (Spanne 16 - 77)) 

0 Patienten 7 Patienten 
(35 Tage (Spanne 7 - 167)) 

 
Anzahl gesamt erst CMV, dann HHV-6B 

(zeitl. Abstand in Tagen) 
gleichzeitig erst HHV-6B dann CMV 

(zeitl. Abstand in Tagen) 

CMV + 
HHV-6B 

22 Patienten 14 Patienten 
(41,5 Tage (Spanne 2 - 154)) 

1 Patient 7 Patienten 
(31 Tage (Spanne 2 - 77)) 

Vergleich der zeitlichen Abfolge des Auftretens eines erstmaligen Virusnachweises bei Patienten mit 
CMV und HHV-6 Nachweis 

3.1.2.6 Klinik bei HHV-6 Virämien 

Über die klinischen Auswirkungen von HHV-6 Virämien ist im Vergleich zu CMV 

Infektionen wenig bekannt, deshalb werden im folgenden die klinischen Korrelate der 
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Patienten mit zwei oder mehr HHV-6 DNA positiven Proben an hintereinanderfolgenden 

Terminen beschrieben. Für HHV-6A traf dies auf zwei Patienten zu, sie hatten 

Maximallasten von 4,7 x 105 ge/ml und 5,3 x 105 ge/ml. In beiden Patienten trat eine 

akute GvHD nach erstmaligem Nachweis von HHV-6A DNA auf. Einer der Patienten 

reaktivierte im Anschluss an die HHV-6A Serie mit CMV, der andere Patient erlitt einen 

Progress seiner Erkrankung.  

Eine Serie von zwei oder mehr HHV-6B positiven Proben an hintereinanderfolgenden 

Terminen hatten vier Patienten. Bei einem dieser Patienten war dies mit Fieber 

unbekannten Ursprungs assoziiert, und zwei Patienten erkrankten danach an einer 

schweren akuten GvHD. Der vierte Patient erlitt im Anschluss an die HHV-6B Serie eine 

Thrombozytopenie nach bereits erreichtem Engraftment der Thrombozyten. 

3.1.3 Risikofaktoren für das Auftreten eines positiven Virus DNA Nachweises 

Zur Feststellung der Risikofaktoren für das Auftreten eines positiven Nachweises von 

CMV, HHV-6A oder HHV-6B DNA wurde eine univariate Analyse mittels Cox-

Regression durchgeführt. In die Analyse wurden Faktoren einbezogen, welche für 

mindestens 20 % der Patienten zutreffen. So wurden die Art der Konditionierung 

(myeloablativ oder nonmyeloablativ), das Alter der Patienten, der Matchstatus 

(verwandter oder unverwandter Spender), die Art des Transplantats (Knochenmark 

oder periphere Blutstammzellen), die GvHD Prophylaxe (CSA allein oder CSA + MMF / 

MTX), der CMV Serostatus des Empfängers und das Auftreten einer akuten GvHD als 

zeitabhängige Variable eingeschlossen. 

3.1.3.1 Risikofaktoren für das Auftreten eines CMV DNA Nachweises 

Patienten, die entweder selbst oder deren Spender einen positiven CMV Serostatus 

haben, reaktivieren CMV häufig nach allogener Transplantation. Das trifft auf 49 

Patienten zu, von denen 29 (59 %) CMV reaktiviert haben. Unter den 33 seronegativen 

Patienten mit seronegativem Spender ließ sich bei 12 Patienten (36 %) CMV 

nachweisen. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p=0,035). 

In die weitere Analyse wurden deshalb nur die 49 Patienten mit einer serologischen 

Risikokonstellation für eine CMV Infektion einbezogen. Zusätzlich zu den oben 

genannten Faktoren wurde der Nachweis von HHV-6A oder -6B DNA einbezogen. 
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Tabelle 3-3: Univariate Analyse der Risikofaktoren für einen CMV DNA Nachweis 

 CMV DNA 

Risikofaktor Univariates RR (95 % KI) Signifikanz p 

Konditionierung, nonmyeloablativ vs. myeloablativ 1,24 (0,59 - 2,62) 0,571 

Alter (10jahres Veränderung) 1,01 (0,98 - 1,05) 0,473 

verwandter Spender vs. Fremdspender 1,79 (0,83 - 3,83) 0,136 

KM vs. PBSZ 1,51 (0,68 - 3,36) 0,308 

CSA mono vs. CSA + MMF / MTX 1,04 (0,44 - 2,45) 0,930 

aGvHD II-IV° vs. 0-I° 1,93 (0,82 - 4,55) 0,132 

Empfänger CMV IgG positiv vs. negativ 1,84 (0,64 - 5,32) 0,259 

Nachweis von HHV-6A DNA 1,599 (0,759 - 3,366) 0,217 

Nachweis von HHV-6B DNA 1,614 (0,754 - 3,458) 0,218 

Univariate Analyse der Risikofaktoren für den Nachweis von CMV DNA für Patienten mit serologischer 
Risikokonstellation (Empfänger oder Spender CMV seropositiv) für eine CMV Infektion (49 Patienten).  
ATG = Antithymozytenglobulin, KM = Knochenmark, PBSZ = periphere Blutstammzellen, CSA = 
Ciclosporin A, MMF = Mycophenolatmofetil, MTX = Methotrexat, aGvHD = akute Graft versus Host 
Disease, RR = relatives Risiko, KI = Konfidenzintervall. 

Mittels univariater Cox-Regression konnte keine der eingeschlossenen Variablen mit 

dem Auftreten von CMV DNA assoziiert werden.  

Das Auftreten einer akuten GvHD konnte in der univariaten Cox-Regression nicht als 

Risikofaktor für einen CMV DNA Nachweis erkannt werden. Allerdings fällt auf, dass 

Patienten mit einer aGvHD eine signifikant höhere maximale CMV DNA Last aufwiesen 

(Median 8,1 x 103 ge/ml, Spanne 0 bis 5 x 105 ge/ml) als jene ohne aGvHD (Median 0 

ge/ml, Spanne 0 bis 4,4 x 104) (p=0,0018), vergleiche Abbildung 3-6. 
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Abbildung 3-6: Vergleich der maximalen CMV DNA Last bei Patienten mit und ohne akuter GvHD 
Vergleich der maximalen CMV DNA Last. Darstellung der Mediane der maximalen Last durch horizontale 
Balken: aGvHD 8,1 x 103 ge/ml; keine GvHD 0 ge/ml. Zur besseren Anschauung sind 4 Patienten mit 
aGvHD und einer maximalen CMV DNA Last > 7 x 104 ge/ml nicht dargestellt. 
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Von den 82 untersuchten Patienten waren 41 im CMV DNA Nachweis positiv. Davon 

waren wiederum 20 Patienten an mindestens zwei hintereinanderfolgenden, in 

wöchentlichem Abstand gemessenen Terminen, CMV DNA positiv. Für den Nachweis 

von CMV DNA in Folge wurden dieselben Risikofaktoren wie für den einfachen CMV 

Nachweis untersucht (siehe Tabelle 3-4). In diese Analyse wurden ebenfalls nur die 49 

Patienten mit der serologischen Risikokonstellation für eine CMV Infektion einbezogen. 

Unter diesen 49 Patienten konnte bei 19 (39 %) CMV in Folge nachgewiesen werden, 

bei den 33 seronegativen Patienten mit seronegativem Empfänger erfolgte ein CMV 

Nachweis in Folge bei einem Patienten (3 %) (p=0,000). 

Tabelle 3-4: Univariate Analyse der Risikofaktoren für einen CMV DNA Nachweis in Folge 

 CMV DNA in Folge 

Risikofaktor Univariates RR (95 % KI) Signifikanz p 

Konditionierung, nonmyeloablativ vs. myeloablativ 0,76 (0,3 - 1,92) 0,557 

Alter (10jahres Veränderung) 1,02 (0,98 - 1,06) 0,352 

verwandter Spender vs. Fremdspender 1,73 (0,67 - 4,47) 0,260 

KM vs. PBSZ 1,56 (0,58 - 4,17) 0,379 

CSA mono vs. CSA + MMF / MTX 1,18 (0,42 - 3,32) 0,752 

aGvHD II-IV° vs. 0-I° 4,78 (1,47 - 15,54) 0,009 

Empfänger CMV IgG positiv vs. negativ 2,43 (0,56 - 10,58) 0,238 

Nachweis von HHV-6A DNA 1,85 (0,73 - 4,68) 0,193 

Nachweis von HHV-6B DNA 2,72 (0,97 - 7,66) 0,058 

Univariate Analyse der Risikofaktoren für den Nachweis von CMV DNA an mindestens 2 
hintereinanderfolgenden Terminen in wöchentlichem Abstand für Patienten mit serologischer 
Risikokonstellation (Empfänger oder Spender CMV seropositiv) für eine CMV Infektion (49 Patienten).  
ATG = Antithymozytenglobulin, KM = Knochenmark, PBSZ = periphere Blutstammzellen, CSA = 
Ciclosporin A, MMF = Mycophenolatmofetil, MTX = Methotrexat, aGvHD = akute Graft versus Host 
Disease, RR = relatives Risiko, KI = Konfidenzintervall. 

Die univariate Cox-Regression assoziierte das Auftreten einer akuten GvHD mit dem 

Nachweis von CMV DNA in Folge (p=0,009). Der Nachweis von HHV-6B war mit 

p=0,058 nicht signifikant assoziiert. GvHD und der Nachweis von HHV-6B DNA wurden 

in eine multivariate Analyse eingeschlossen, dabei konnte das Auftreten einer GvHD als 

Risikofaktor bestätigt werden (RR 4,08; 95 % KI 1,27 bis 13,06; p=0,018) 

3.1.3.2 Risikofaktoren für das Auftreten eines HHV-6 DNA Nachweises 

In diese Analyse wurden alle 82 Patienten einbezogen. Zusätzlich zu den oben 

genannten Faktoren wurde außerdem der Nachweis von CMV DNA und der Nachweis 

einer Antigenämie eingeschlossen. 
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Tabelle 3-5: Univariate Analyse der Risikofaktoren für einen HHV-6A und –6B Nachweis (82 
Patienten) 

 HHV-6A HHV-6B 

Risikofaktor Univariates RR
(95 % KI) Signifikanz p Univariates RR 

(95 % KI) Signifikanz p

Konditionierung,  
nonmyeloablativ vs. 
myeloablativ 

0,63 (0,28 - 1,41) 0,258 0,63 (0,32 - 1,22) 0,171 

Alter (10jahres 
Veränderung) 1,01 (0,97 - 1,04) 0,658 1,0 (0,97 - 1,03) 0,780 

verwandter Spender vs. 
Fremdspender 1,28 (0,57 - 2,89) 0,550 0,90 (0,46 - 1,76) 0,765 

KM vs. PBSZ 1,21 (0,50 - 2,92) 0,671 2,12 (1,05 - 4,28) 0,035 

CSA mono vs. andere 0,85 (0,34 - 2,15) 0,738 1,15 (0,56 - 2,37) 0,706 

aGvHD II-IV° vs. 0-I° 1,76 (0,67 - 4,63) 0,250 2,29 (1,08 - 4,86) 0,031 
Empfänger CMV IgG positiv 
vs. negativ 1,30 (0,58 - 2,91) 0,522 2,03 (1,03 - 4,01) 0,041 

Nachweis von CMV DNA 1,33 (0,59 - 2,99) 0,497 1,645 (0,825 - 3,280) 0,157 

Antigenämie positiv 2,16 (0,95 - 4,9) 0,066 1,848 (0,916 - 3,729) 0,086 

ATG = Antithymozytenglobulin, KM = Knochenmark, PBSZ = periphere Blutstammzellen, CSA = 
Ciclosporin A, MMF = Mycophenolatmofetil, MTX = Methotrexat, aGvHD = akute Graft versus Host 
Disease, RR = relatives Risiko, KI = Konfidenzintervall. 

Die univariate Cox-Regression zur Ermittlung der Risikofaktoren für HHV-6A erkannte 

keinen der getesteten Variablen als HHV-6A assoziiert.  

Die folgenden Faktoren konnten aufgrund der univariaten Cox-Regression mit dem 

Auftreten einer HHV-6B Infektion in Zusammenhang gebracht werden: die Art des 

Transplantats (KM bzw. PBSZ), das Auftreten einer akuten GvHD und ein positiver 

CMV Serostatus des Empfängers. Diese Faktoren wurden in die multivariate Analyse 

einbezogen. In dieser konnten ein positiver CMV Serostatus des Empfängers (RR 2,03; 

95 % KI 1,02 bis 4,04; p=0,045) und eine akute GvHD (RR 2,36; 95 % KI 1,11 bis 4,99; 

p=0,025) als Risikofaktoren bestätigt werden. 

3.2 CMV Infektionen nach dosisreduzierter und myeloablativer Konditionierung 

3.2.1 Inzidenz der CMV Infektionen 

Bei 26 von 45 Patienten (58%) mit dosisreduzierter Konditionierung und bei 15 von 37 

Patienten (41%) mit myeloablativer Konditionierung konnte CMV DNA nachgewiesen 

werden (p=0,120). Mittels des Antigennachweises wurden 14/ 45 Patienten (31%) mit 

dosisreduzierter Konditionierung und 7/ 37 Patienten (19%) mit myeloablativer 

Konditionierung als CMV positiv erkannt (p= 0,208). Die Wahrscheinlichkeit eines CMV 

DNA Nachweises im ersten Jahr nach der Transplantation beträgt 65 % (95 % KI 49 % 
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bis 81 %) nach dosisreduzierter Konditionierung und 45 % (95 % KI 27 % bis 73 %) 

nach myeloablativer Konditionierung. Dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikant 

(p=0,300).   

An einer CMV Organerkrankung erkrankten 3 von 45 Patienten mit dosisreduzierter 

Konditionierung an den Tagen 41, 65 und 80 nach Transplantation. In der 

myeloablativen Gruppe hatten 2 von 37 Patienten eine Organerkrankung, welche an 

den Tagen 60 und 156 nach Transplantation diagnostiziert wurde (p= 0,978). 

3.2.2 Kinetik des CMV Nachweises 

CMV DNA konnte nach dosisreduzierter Konditionierung im Median erstmalig nach 36 

Tagen (Spanne 0 bis 252 Tage) nachgewiesen werden und nach myeloablativer 

Konditionierung im Median nach 25 Tagen (Spanne 0 bis 65 Tage) (p=0,261).  

Die mediane maximale DNA Last in der Gruppe mit dosisreduzierter Konditionierung 

betrug 7,2 x 103 ge/ml (Spanne 2,4 x 103 bis 5 x 105) und in der Gruppe mit 

myeloablativer Konditionierung 8,1 x 103 ge/ml (Spanne 2 x 103 bis 1,5 x 105) 

(p=0,499). 

3.2.3 Überlebensanalyse 

Ein Jahr nach der SZT lebten 38 Patienten. 44 Patienten waren gestorben. 17 Patienten 

starben an einem Fortschreiten ihrer Erkrankung und 27 Patienten an Therapie-

assoziierten Komplikationen. Die Wahrscheinlichkeit der Therapie-assoziierten 

Mortalität am Tag 100 und 1 Jahr nach Transplantation betrug 5 % und 31 % nach 

dosisreduzierter Konditionierung im Vergleich zu 30 % und 44 % nach myeloablativer 

Konditionierung (p=0,002 und p=0,134), vergleiche Abbildung 3-7. Je ein Patient in den 

beiden Konditionierungsgruppen erlag einer CMV Organerkrankung, die anderen 

Patienten starben an septischen Komplikationen, häufig im Zusammenhang mit einer 

GvHD. Patienten mit mittlerem oder hohem Risiko für eine CMV Infektion (Spender, 

Empfänger oder beide CMV seropositiv) wiesen keine erhöhte Therapie-assoziierte 

Mortalität am Tag 100 auf. Der Nachweis einer CMV Antigenämie war jedoch ein 

signifikanter Vorhersagewert der Therapie-assoziierten Mortalität am Tag 100 nach 

myeloablativer Konditionierung (RR 8,4; 95 % KI 2 bis 34; p=0,003), jedoch nicht nach 

dosisreduzierter Konditionierung. 
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Tage nach Transplantation
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Abbildung 3-7: Konditionierung und Therapie-assoziierte Mortalität 
Darstellung der Therapie-assoziierten Mortalität nach dosisreduzierter Konditionierung im Vergleich zu 
myeloablativer Konditionierung. Am Tag 100 nach Transplantation betrug diese 5 % vs. 31 % (p=0,002) 
und nach einem Jahr 30 % vs. 44% (p=0,134). 

3.3 Einfluss von HHV-6 auf das hämatologische Engraftment und die GvHD 

3.3.1 Frühe HHV-6 Infektionen und ihr Einfluss auf das hämatologische 
Engraftment 

Um den potentiellen Einfluss einer HHV-6 Infektion auf das hämatologische 

Engraftment zu untersuchen, wurden die Zeiten bis zum Engraftment der neutrophilen 

Granulozyten und der Thrombozyten für Patienten mit einem HHV-6 Nachweis vor Tag 

+28 nach Transplantation (frühe Infektion) mit den entsprechenden Zeiten der Patienten 

mit später (nach Tag +28) oder ohne HHV-6 Infektion verglichen. Dieser Zeitraum 

wurde gewählt, da nach Knochenmarktransplantation ein ausbleibendes Engraftment 

bis Tag 28 als primäres Transplantatversagen gilt.  

Als neutrophiles und thrombozytäres Engraftment wurde der erste von drei 

hintereinanderfolgenden Tagen nach Transplantation mit unsubstituierten 

Thrombozytenzahlen >20 x 109/l oder einer Anzahl von neutrophilen Granulozyten >0,5 

x 109/l definiert.  

Eine frühe HHV-6A Infektion trat bei 11 Patienten und eine frühe HHV-6B Infektion bei 

12 Patienten auf.  
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Die Regeneration der neutrophilen Granulozyten wurde im Median an Tag 15 (Spanne 

0 bis 33 Tage) erreicht. Sechs Patienten starben vor dem Engraftment der 

Neutrophilen. In der univariaten Cox-Regression konnte weder eine HHV-6A (p=0,451) 

noch eine HHV-6B (p=0,351) Infektion mit der Zeit bis zur Regeneration der 

neutrophilen Granulozyten in Zusammenhang gebracht werden.  

Die Regeneration der Thrombozyten dauerte im Median 16 Tage (Spanne 0 bis 91 

Tage). Zehn Patienten starben vor dem thrombozytären Engraftment. Eine frühe HHV-

6A Infektion konnte in der univariaten Cox-Regression nicht mit einem verzögerten 

Engraftment assoziiert werden (p=0,999). Eine frühe HHV-6B Infektion hingegen 

erhöhte das Risiko eines verzögerten thrombozytären Engraftments (p=0,006). 

Patienten mit einer HHV-6B Infektion vor Tag +28 regenerierten mit den Thrombozyten 

im Median an Tag 29, wohingegen Patienten ohne frühe HHV-6B Infektion ein 

Engraftment der Thrombozyten nach 15 Tagen zeigten (siehe Abb. 3-8). 
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Abbildung 3-8: Einfluss von frühen HHV-6B Infektionen auf das Engraftment der Thrombozyten 
Darstellung des Einflusses von frühen HHV-6B Infektionen auf des thrombozytäre Engraftment. Patienten  
mit einer frühen HHV-6B Infektion regenerieren mit den Thrombozyten im Median 14 Tage nach 
Patienten ohne frühe HHV-6B  Infektion. 

Um einen Einfluss nicht balancierter Risikofaktoren für ein verzögertes Engraftment der 

Thrombozyten auszuschließen, wurde eine multivariate Analyse durchgeführt. 

Eingeschlossen wurden die in der univariaten Analyse signifikanten Faktoren, eine 
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frühe HHV-6B Infektion, die Art des Transplantats und die Konditionierung (siehe 

Tabelle 3-6). 

Tabelle 3-6: Risikofaktoren für ein verzögertes Engraftment der Thrombozyten 

 univariate Analyse multivariate Analyse 

Risikofaktor RR (95 % KI) Signifikanz p RR (95 % KI) Signifikanz p

frühe HHV-6A Infektion 1,0 (0,5 - 1,9) 0,999   

frühe HHV-6B Infektion 2,8 (1,3 - 6,3) 0,010 2,6 (1,2 - 5,9) 0,019 

KM vs. PBSZ 0,5 (0,3 - 0,8) 0,008 0,5 (0,3 - 1,0) 0,046 
Konditionierung, 
nonmyeloablativ vs. myeloablativ 0,6 (0,3 - 0,9) 0,015 0,7 (0,4 - 1,1) 0,094 

aGvHD II-IV° vs. 0-I° 0,7 (0,3 -1,3) 0,246   

 

3.3.1.1 Klinischer Verlauf von Patienten mit früher HHV-6B Infektion 

Im Probenmaterial der 12 Patienten mit einer frühen HHV-6B Infektion ließ sich HHV-6B 

DNA im Median erstmalig an Tag 20 nach Transplantation (Spanne 5 bis 27 Tage) 

nachweisen. Die Basisdaten und der klinische Verlauf dieser Patienten sind in Tabelle 

3-7 zusammengefasst. 
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Tabelle 3-7: Basisdaten und klinischer Verlauf der Patienten mit einer frühen HHV-6B Infektion 

UPN Spender Konditio-
nierung /  
GvHD 
Prophylaxe 

Trans-
plantat

Erster 
HHV-6B 
Nachweis
[Tage 
nach Tx] 

max. 
HHV-6B 
DNA 
Last 
[ge/ml] 

Beginn 
aGvHD
[Tage 
nach 
Tx] 

neutrophile 
Granulozyten 
>0.5 x 109/l 
[Tage nach 
Tx] 

Thrombo-
zyten 
>20 x 109/l
[Tage 
nach Tx] 

Klinischer Verlauf 

551 FS MM DR + ATG /  
CSA KM 20 2586 18 25 91 anhaltende Thrombopenie < 50/nl, gleichzeitig 

wiederholte CMV Infektionen ab Tag +57, lebt 

728 SIB DR + ATG /  
CSA PBSZ 20 2136 19 25 50 

chronische GvHD der Leber und Haut, anhaltende 
Thrombopenie < 50/nl, invasive Aspergillose der 
Lunge, tödliche Lungenblutung, Tag 229  

738 FS HD + ATG /  
CSA + MTX KM 26 40400 NA 20 30 früher Beginn einer Leber-/ Lungentoxizität, schwere 

VOD, Tod durch Multiorganversagen, Tag 35  

755 FS HD + ATG /  
CSA + MTX KM 18 6363 NA 23 24 keine Besonderheiten, Tod durch Rückfall, Tag 510  

761 SIB HD /  
CSA + MTX PBSZ 25 3214 12 20 38+ 

kein thrombozytäres Engraftment, septisches 
Multiorganversagen mit unbekannter infektiöser 
Ursache, Tag 38  

765 SIB HD /  
CSA + MTX PBSZ 27 4,44E+06 9 11 25 anhaltende Thrombopenie < 50/nl ab Tag 32, HHV-6B 

DNA pos. Tage 27 + 34; Tod durch Rückfall, Tag 89  

771 SIB HD /  
CSA + MTX PBSZ 14 3729 NA 18 18+ 

kein thrombozytäres Engraftment, vermutete toxische 
Enzephalopathie; intrakranielle Blutung und 
septisches Multiorganversagen, Tag 18  

779 FAM HD /  
CSA + MTX PBSZ 20 3,16E+05 18 19 13 keine Besonderheiten 

780 SIB HD /  
CSA + MTX PBSZ 21 4916 16 21+ 21+ 

kein primäres Engraftment bis Tag 21, septisches 
Multiorganversagen mit unbekannter infektiöser 
Ursache, Tag 21  

810 FS HD + ATG /  
CSA + MTX KM 20 3,77E+07 26 23 29 

sek. Transplantatversagen mit persistierender 
Panzytopenie unbekannter Ätiologie, septisches 
Multiorganversagen Tag 219  

845 SIB HD /  
CSA + MTX PBSZ 5 4422 63 15 12 neutropenes Antibiotika-refraktäres Fieber unklarer 

Ursache während HHV-6B Virämie, lebt 

848 FS DR + ATG /  
CSA + MMF KM 14 2670 NA 30 21 sek. Transplantatversagen nach CMV Infektion an 

Tag 56, septisches Multiorganversagen, Tag 105  
FS = Fremdspender; MM = Mismatch; SIB = HLA-identisches Geschwister; FAM = verwandter Spender; DR = Dosis reduzierte Konditionierung; HD = 
Hochdosis-Konditionierung; ATG = Antithymozytenglobulin; PBSZ = periphere Blutstammzellen; KM = Knochenmark; NA = nicht anwendbar, keine GvHD im 
Follow-up; + bedeutet, dass diese Patienten bis zu ihrem Tod transfusionsbedürftig waren. 
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Drei Patienten starben an septischem Multiorganversagen, wobei die infektiöse 

Ursache unbekannt blieb. Zwei Patienten starben an Blutungskomplikationen während 

einer andauernden Thrombozytopenie und zwei Patienten erlitten ein sekundäres 

Transplantatversagen. Die behandlungsassoziierte Mortalität für Patienten mit einer 

frühen HHV-6B Infektion ist erhöht. Die Wahrscheinlichkeit einer 

behandlungsassoziierten Mortalität im ersten Jahr nach Transplantation beträgt für 

Patienten mit früher HHV-6B Infektion 62 % (95 % KI 32 % bis 92 %) und 32 % (95 % 

KI 20 % bis 44 %) für Patienten ohne HHV-6B Nachweis vor Tag +28 (p=0,0184) (siehe 

Abb. 3-9). 
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Abbildung 3-9: Frühe HHV-6B Infektionen und behandlungsassoziierte Mortalität 
Darstellung der Wahrscheinlichkeit einer behandlungsassoziierten Mortalität bei Patienten mit und ohne 
früher HHV-6B Infektion. 

3.3.2 GvHD als Risikofaktor für das Auftreten einer HHV-6 Infektion 

Eine akute GvHD II-IV° trat in 46 von 82 Patienten (56 %) im Median nach 20,5 Tagen 

(Spanne 9 bis 88 Tage) auf. In der Risikofaktorenanalyse für HHV-6A und -6B unter 

3.1.3.2 konnte die aGvHD als Risikofaktor für eine HHV-6B Infektion identifiziert werden 

(p=0,031). Bestätigt wurde dies durch die multivariate Cox-Regression (p=0,025; RR 

2,36; 95 % KI 1,11 bis 4,99).  

Da nicht bekannt ist, ob eine HHV-6B Infektion eine akute GvHD auslöst oder 

umgekehrt, wurde die Reihenfolge des Auftretens für alle Patienten mit GvHD Grad II-IV 
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und HHV-6B Nachweis untersucht. Bei 27 Patienten trat sowohl eine akute GvHD als 

auch eine HHV-6B Infektion auf. Von diesen hatten 23 Patienten vor dem ersten HHV-

6B Nachweis eine GvHD und vier zuerst eine HHV-6B Infektion (Vorzeichentest 

p=0,001). 

3.4 Vergleich der quantitativen real-time PCR mit dem Antigennachweis 
In diesem Teil werden zwei Methoden für den Nachweis von CMV verglichen: die 

quantitative real-time PCR (qPCR) mit dem im klinischen Bereich als Standardmethode 

verwendeten Antigennachweis.  

In diesen Vergleich wurden 1122 Proben eingeschlossen. Nicht eingeschlossen werden 

konnten solche Proben, die nur für den Nachweis einer der beiden Methoden zur 

Verfügung standen. Dies traf aufgrund einer zu geringen Anzahl von Leukozyten in den 

Blutproben auf 100 Proben für den Antigennachweis zu. 

3.4.1 Häufigkeit und Kinetik der CMV Infektionen durch Nachweis mittels qPCR 
und Antigenämie 

3.4.1.1 Nachweis von CMV 

Die Ergebnisse beider Methoden, der qPCR und des Antigennachweises, ergaben 

einen positiven CMV Nachweis für 19/82 Patienten (23 %).  

22/82 Patienten (27 %) waren CMV DNA positiv, hatten jedoch keine Antigenämie. 

Umgekehrt waren 2/82 Patienten (2 %) Antigenämie positiv, aber CMV DNA negativ. 

CMV DNA konnte in insgesamt 41/82 Patienten (50 %), eine Antigenämie in 21/82 

Patienten (26 %) nachgewiesen werden. Die qPCR erkannte also zusätzliche 22 

Patienten als CMV positiv, dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p=0,000). 

Tabelle 3-8: Nachweis von CMV im Probenmaterial der untersuchten Patienten  

Nachweis von CMV DNA in der qPCR bzw. Antigennachweis in der APAAP 

 Nachweis von CMV DNA 

 ja nein  

ja 19 (23 %) 2 (2 %) 21 (26 %) 

nein 22 (27 %) 39 (48 %) 61 (74 %) 
Antigenämie-

nachweis 

 41 (50 %) 41 (50 %)  

 

Von den 41 Patienten (50 %) mit CMV DNA Nachweis wurde bei 20 Patienten (24 %) 

CMV DNA an mindestens zwei hintereinanderfolgenden Terminen in wöchentlichem 
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Abstand gemessen (siehe Tabelle 3-9). Vier der 20 in Folge CMV DNA positiven 

Patienten waren nicht im Antigennachweis positiv. 

Tabelle 3-9: Nachweis von CMV im Probenmaterial der untersuchten Patienten 

Nachweis von CMV DNA und antigenpositiven Zellen an mindestens zwei hintereinanderfolgenden 
Terminen. 

 Nachweis von CMV DNA in Folge 

 ja nein  

ja 16 (20 %) 5 (6 %) 21 (26 %) 

nein 4 (5 %) 57 (70 %) 61 (74 %) 
Antigenämie-

nachweis 

 20 (24 %) 62 (76 %)  

3.4.1.2 Zeitpunkt des erstmaligen Virusnachweises 

Bei Patienten mit CMV Nachweis im Verlauf konnte CMV DNA erstmalig mittels der 

qPCR im Median an Tag 35 (Spanne 0 bis 252), die Antigenämie erstmalig im Median 

an Tag 49 (Spanne 6 bis 75) nach Transplantation nachgewiesen werden (siehe Abb.3-

10). Dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p=0,000). Auch in der Gruppe der 

Antigen-positiven Patienten lässt sich CMV DNA im Median vor der Antigenämie 

nachweisen (nach 35 Tagen (Spanne 0 bis 94)).  

Der Vergleich, welche der beiden Methoden in dem Probenmaterial des einzelnen 

Patienten als erstes eine Reaktivierung nachweist, zeigt, dass die qPCR in 32/82 

Patienten (39 %) zuerst CMV nachweist, wohingegen der Antigennachweis in 9/82 

Patienten (11 %) den früheren Nachweis erbringt (p=0,000). 
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Abbildung 3-10: Erstmaliger Virusnachweis 
Darstellung der Zeitpunkte des erstmaligen Virusnachweises in CMV DNA Nachweis und 
Antigennachweis in Tagen nach Transplantation. Die horizontalen Balken stellen den medianen Zeitpunkt 
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des erstmaligen Nachweises dar: CMV DNA Tag 35 und Antigenämie Tag 49. 

3.4.2 Korrelation der Ergebnisse des CMV DNA Nachweises durch die qPCR und 
den Antigennachweis mittels APAAP 

3.4.2.1 Korrelation der Maximalwerte beider Methoden 

Die maximale Last und die maximale Anzahl der antigenpositiven Zellen der Patienten, 

die in wenigstens einer der beiden Methoden CMV positiv waren (n=43), wurden 

verglichen (siehe Abb. 3-11). Die Korrelation dieser beiden Werte ist gering, der 

Spearman Rangkorrelationskoeffizient beträgt 0,387. 
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Abbildung 3-11: Korrelation der CMV DNA Last mit der Anzahl antigenpositiver Zellen 
Streudiagramm mit Darstellung der Maximallast der qPCR und der maximalen Anzahl positiver Zellen im 
Antigennachweis für Patienten, die in wenigstens einem der Nachweise CMV positiv waren (n=43). Zur 
besseren Anschauung wurde die Skalierung der Achsen so gewählt, dass 4 Patienten mit hoher 
maximaler Last bzw. großer Anzahl antigenpositiver Zellen nicht in der Abbildung dargestellt sind. 

3.4.2.2 Korrelation der beiden Methoden durch Gruppierung der Ergebnisse des 
Antigennachweises 

Klinisch wird bei einem Nachweis von mindestens 1/10.000 CMV-Antigen positiver 

Zellen und der Reproduzierbarkeit am folgenden Tag von einer CMV Infektion 

ausgegangen und eine antivirale Therapie begonnen. Antigenämiewerte bis 10 positive 

Zellen/10.000 stellen eine mittlere virale Belastung dar, Werte bis 200 positive 

Zellen/10.000 eine hohe.  

Daher erschien die Aufteilung der Ergebnisse des Antigennachweises in folgende drei 

Gruppen sinnvoll: 0 positive Zellen/10.000, 1 bis 10 positive Zellen/10.000 und 11 bis 

200 positive Zellen/10.000.  

Es zeigt sich dabei, dass steigende Werte im Antigennachweis mit steigenden 

Viruslasten einhergehen. So haben Proben ohne CMV-Antigen Nachweis, aber mit 
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CMV DNA Nachweis, im Median eine DNA Last von 4,1 x 103 ge/ml (Spanne 2 x 103 bis 

4,4 x 105), solche mit 1 bis 10 positiven Zellen haben eine mediane DNA Last von 6,9 x 

103 ge/ml (Spanne 2,6 x 103 bis 4 x 105). Und Proben mit 11 bis 200 Antigen-positiven 

Zellen weisen eine DNA Last von 1,8 x 104 ge/ml (Spanne 3 x 103 bis 5 x 105) auf 

(siehe Abb. 3-12).  

Die Viruslast der entsprechenden Antigenämie-Gruppen sind statistisch signifikant 

voneinander verschieden. 
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Abbildung 3-12: CMV DNA Last bei Gruppierung der Ergebnisse des Antigennachweises 
Gruppierung der Ergebnisse des Antigennachweises und Darstellung der entsprechenden Last des CMV 
DNA Nachweises. Darstellung der Mediane durch horizontale Balken: 0 positive Zellen/10.000: 4,1 x 103 
ge/ml; 1 - 10 positive Zellen/10.000: 6,9 x 103 ge/ml; 11 - 200 positive Zellen/10.000: 1,8 x 104 ge/ml. 

3.4.2.2.1 Nachweis von CMV bei Patienten mit CMV Erkrankung 
Wenn man den gleichzeitigen Nachweis von CMV und Fieber ohne erkennbare andere 

Ursache und/ oder einer Zytopenie als CMV-Syndrom definiert, so hatten vermutlich 9 

der 82 Patienten ein CMV-Syndrom. Da dieses Syndrom retrospektiv unsicher erfasst 

werden kann, wird es nicht weiter in die Auswertung eingehen.  

Eine histologisch gesicherte CMV Organmanifestation trat bei 5 von 82 untersuchten 

Patienten auf. Im Median wurde diese an Tag 65 (Spanne 41 bis 156) nach 

Transplantation diagnostiziert. In zwei Fällen war es eine Manifestation des Virus am 

Darm, in einem Fall an der Leber. Eine Patientin erlitt eine CMV-Retinitis und der fünfte 

Patient eine Organmanifestation an Leber und Lunge. Alle betroffenen Patienten 

wurden während des Beobachtungszeitraumes sowohl Antigenämie-, als auch CMV 

DNA positiv. 
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Tabelle 3-10: Patienten mit CMV Organerkrankung 

UPN Alter Diagnose Spender-
typ 

Sero-
konstellation

Beginn 
aGVHD 

CMV Organ-
erkrankung 

beteiligte 
Organe 

 Jahre    Tage nach TX Tage nach TX  

726 41 CML FS S- E+ +11 +156 Retina 

743 41 CML SIB S+ E+ +51 +60 Darm 

806 60 MH SIB S+ E+ +44 +65 Leber 

876 56 CML FS S+ E+ +15 +41 Leber + Lunge 

926 59 CML FS MM S- E+ +49 +80 Darm 

CML = chronische myeloische Leukämie; MH = Morbus Hodgkin; FS = Fremdspender, MM = Mismatch, 
SIB = HLA-identische Geschwister; S = Spender; E = Empfänger. 

Die Patientin (UPN 726) mit CMV-Retinitis erkrankte erst spät, am Tag 156 nach 

Transplantation. Über diesen Zeitraum lag kein Untersuchungsmaterial vor. Zu einem 

früheren Zeitpunkt war sie in beiden Methoden mehrfach positiv.  

Zwei Patienten (UPN 806 und 926) waren vor der Diagnose einer Leber- bzw. 

Darmmanifestation im Antigennachweis und der quantitativen PCR positiv. Patient UPN 

806 lieferte die erste Episode von positiven Antigennachweisen an Tag +6 und +8 noch 

während der Aplasie. Die zweite Episode einer Antigenämie begann an Tag +55, zehn 

Tage vor dem histologischen Nachweis einer Lebermanifestation. 

Im Probenmaterial des vierten und fünften erkrankten Patienten (UPN 876 und 743) 

zeigte sich vor der histologischen Diagnose einer CMV Organerkrankung kein positiver 

Antigennachweis, dieser wurde erst 1 bzw. 3 Tage danach positiv. Die qPCR aber war 

bereits vor der Diagnose mehrfach und auch in Folge positiv.  

Beispielhaft soll der Verlauf von Patient UPN 876 näher dargestellt werden (siehe 

Abbildung 3-13). Dieser Patient hatte eine Organmanifestation an Leber und Lunge. Er 

wurde nach Diagnosestellung 20 Tage mit Ganciclovir behandelt, lieferte jedoch 

weiterhin positive CMV Nachweise und starb etwa 3 Monate nach Diagnose der CMV 

Organerkrankung an einer Sepsis mit Multiorganversagen. 
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Abbildung 3-13: Verlauf der CMV Infektion des Patienten UPN 876 
Darstellung des Verlaufs der CMV Infektion durch den Antigennachweis und die qPCR eines Patienten 
(UPN 876). Histologischer Nachweis einer CMV Organmanifestation an Leber und Lunge am Tag 41 
nach Transplantation (grüner Pfeil). Die Dauer der antiviralen Therapie mit Ganciclovir ist durch den 
horizontalen grünen Balken dargestellt. Zur besseren Anschauung der Abbildung wurde die Maximallast 
von 5 x 105 an Tag +49 nicht dargestellt. 

3.4.2.2.2 Virus DNA Last und antigenpositive Zellen bei CMV Organerkrankung 
Die maximalen Virus DNA Lasten der fünf Patienten mit CMV Organerkrankung waren 

mit 4,8 x 104 ge/ml im Median (Spanne 8 x 103 bis 5 x 105 ge/ml) signifikant höher als 

die maximalen Virus DNA Lasten der Patienten ohne Organerkrankung (Median 7 x 103 

ge/ml (Spanne 2 x 103 bis 4 x 105 ge/ml)) (p=0,012). Ebenso war die maximale Anzahl 

der antigenpositiven Zellen im Antigennachweis signifikant höher für Patienten mit 

Organerkrankung (Median 66 positive Zellen/10.000 (Spanne 2 bis 200)) im Vergleich 

zu Patienten ohne Organerkrankung (Median 3 (Spanne 1 bis 30)) (p=0,025) (siehe 

Abbildung 3-14). 
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Abbildung 3-14: Maximale CMV DNA Last der Patienten mit und ohne CMV Organerkrankung 
Darstellung der Mediane der maximalen DNA Last durch horizontale Balken: mit Organerkrankung 4,8 x 
104 ge/ ml, ohne Organerkrankung 7 x 103 ge/ml. 
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Abbildung 3-15: Maximale Anzahl der antigenpositiven Zellen der Patienten mit und ohne 
Organerkrankung 
Darstellung der Mediane der maximalen Anzahl positiver Zellen durch horizontale Balken: mit 
Organerkrankung 66 positive Zellen/10.000, ohne Organerkrankung 3 positive Zellen/10.000. 

3.4.3 Sensitivität und Spezifität von quantitativer PCR und Antigennachweis 

Um die Aussagekraft der Ergebnisse der qPCR und der des Antigennachweises zu 

vergleichen, wurden die Parameter Sensitivität, Spezifität, positiver und negativer 

Vorhersagewert in bezug auf eine CMV Organmanifestation errechnet.  

Bei 5 von den 82 untersuchten Patienten trat eine CMV Organerkrankung auf. Alle fünf 

Patienten waren vor der CMV Organerkrankung DNA positiv. Zwei der Patienten waren 

jedoch vor der Diagnose nicht antigenpositiv, in ihrem Probenmaterial konnte erst ein 

bzw. drei Tage danach erstmalig eine Antigenämie nachgewiesen werden. 
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Die Sensitivität des CMV DNA Nachweises in bezug auf das Auftreten einer CMV 

Organerkrankung betrug 100 %, alle Patienten, die eine Organerkrankung bekamen, 

waren vorher CMV DNA positiv. Die Spezifität war jedoch nur 53 %, nur etwa die Hälfte 

der Patienten ohne Organerkrankung hatte keinen CMV DNA Nachweis, die andere 

Hälfte wurde als CMV positiv detektiert. Der positive Vorhersagewert war mit 12 % nur 

sehr gering, d. h. nur wenige der durch den CMV DNA Nachweis als positiv erkannten 

Patienten entwickelten eine Organerkrankung. Der negative Vorhersagewert betrug 100 

%, keiner der Patienten ohne CMV DNA Nachweis entwickelte eine CMV 

Organmanifestation. 

Tabelle 3-11: Nachweis von CMV DNA in Abhängigkeit einer CMV Organerkrankung in den 
untersuchten Patienten 

 CMV Organerkrankung 

 nein ja  

nein 41 (50 %) 0 (0 %) 41 (50 %) 

ja 36 (44 %) 5 (6 %) 41 (50 %) 

Nachweis 
von CMV 

DNA 

 77 (94 %) 5 (6 %)  

 

Da zwei Patienten mit einer CMV Organerkrankung vor dieser Diagnose nicht 

antigenpositiv waren, betrug die Sensitivität des Antigennachweises nur 60 %. Die 

Spezifität betrug 79 %, nur 16 von 77 Patienten ohne Organerkrankung hatten positive 

Resultate im Antigennachweis. Der positive Vorhersagewert betrug 16 % und der 

negativer Vorhersagewert 97 %. 

Tabelle 3-12: Antigennachweis in Abhängigkeit einer CMV Organerkrankung in den untersuchten 
Patienten 

 CMV Organerkrankung 

 nein ja  

nein 61 (74 %) 2 (2 %) 63 (77 %) 

ja 16 (20 %) 3 (4 %) 19 (23 %) 
Antigen-
nachweis 

 77 (94 %) 5 (6 %)  

 

Beim Vergleich der beiden untersuchten Methoden fällt auf, dass die Sensitivität des 

Antigennachweises bezüglich des Auftretens einer Organerkrankung nur 60 % beträgt. 

Die Spezifität ist mit 79 % jedoch höher als die des CMV DNA Nachweises (53 %). 
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3.4.3.1 Grenzwert für die Ergebnisse der qPCR 

Wir untersuchten, ob die Spezifität des CMV Nachweises steigt, wenn man erst PCR-

Ergebnisse ab einem arbiträren Grenzwert als positiv wertet.  

Die geringste Maximallast eines an einer CMV Organerkrankung erkrankten Patienten 

dieses Kollektivs lag bei 8.060 ge/ml, deshalb wurde ein möglicher Grenzwert bei 7.500 

ge/ml festgelegt. Patienten deren Maximallast unter 7.500 ge/ml liegt werden nun zu 

den CMV DNA negativen Patienten gezählt (siehe Tabelle 3-13). 

Tabelle 3-13: Nachweis von CMV DNA > 7.500 ge/ml in der qPCR in Abhängigkeit einer CMV 
Organerkrankung in den untersuchten Patienten 

 CMV Organerkrankung 

 nein ja  

nein 62 (76 %) 0 (0 %) 62 (76 %) 

ja 15 (18 %) 5 (6 %) 20 (24 %) 

Nachweis 
von CMV 

DNA >7.500 
ge/ml 

 77 (94 %) 5 (6 %)  

 

Die Sensitivität und der negative Vorhersagewert bleiben 100 %. Die Spezifität beträgt 

nun 80 % statt vorher 53 %. Der positive Vorhersagewert steigt von 12 % auf 25 %. 
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4 Diskussion 

4.1 Nachweis und Risikofaktoren für CMV und HHV-6A und -6B nach SZT 
Die allogene Stammzelltransplantation ist eine häufig eingesetzte Therapie zur 

Behandlung von malignen und nichtmalignen Erkrankungen der Hämatopoese. 

Virusinfektionen, vor allem mit Herpesviren, tragen maßgeblich zu Morbidität und 

Mortalität in diesen Patienten bei. Insbesondere durch das Zytomegalievirus (CMV) 

verursachte Erkrankungen, wie die interstitielle Pneumonie und Kolitis, stellen 

schwerwiegende Komplikationen nach SZT dar. Das Humane Herpesvirus 6 mit seinen 

zwei Varianten HHV-6A und -6B ist ebenfalls ein ß-Herpesvirus und mit CMV eng 

verwandt. Im Vergleich zu CMV ist aber relativ wenig über die klinischen Konsequenzen 

einer HHV-6 Infektion nach Stammzelltransplantation bekannt. Verschiedene 

Erkrankungen konnten jedoch bereits mit einer HHV-6 Infektion assoziiert werden, wie 

zum Beispiel Pneumonie und Enzephalitis [93, 95]. Das Auftreten klinischer Symptome 

hängt von der Schwere der Infektion ab und steht damit im Zusammenhang mit der 

Höhe der gemessenen Viruslast. So haben Patienten mit einer hohen CMV DNA Last 

ein höheres Risiko, eine CMV Erkrankung zu entwickeln als Patienten mit einer 

geringen CMV DNA Last [89].  

An dieser Stelle sollen Inzidenz, Kinetik und Risikofaktoren für das Auftreten von CMV 

und HHV-6 Infektionen nach Stammzelltransplantation diskutiert werden.  

CMV, HHV-6A und HHV-6B wurden dazu mittels quantitativer real-time PCR in 

Plasmaproben des untersuchten Patientenkollektivs nachgewiesen. Es wurden 

Plasmaproben analysiert, da es vermutlich durch die lytische Virusreplikation zum 

Untergang infizierter Zellen kommt und infolgedessen Virus DNA ins Plasma übertritt 

[142]. Somit deutet der Nachweis von Virus DNA im Plasma höchstwahrscheinlich auf 

eine aktive Infektion hin [117, 143], wohingegen bei Nachweis in peripheren 

Blutleukozyten auch latente Infektionen möglich sind [144, 145]. 

4.1.1 CMV 

Im Einklang mit verschiedenen Studien konnten wir bei 50 % der Patienten nach 

Stammzelltransplantation CMV DNA nachweisen. Die Wahrscheinlichkeit für einen 

CMV Nachweis bis zum Tag 200 nach Transplantation lag bei 52 % [62, 101, 141]. Der 

Beginn der CMV Infektionen war im Median an Tag 35 nach SZT und die mediane 

Maximallast betrug 7,5 x 103 ge/ml.  
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Einer der Hauptrisikofaktoren für das Auftreten einer CMV Erkrankung ist ein positiver 

CMV Serostatus. Am meisten gefährdet sind dabei CMV seropositive Empfänger mit 

seronegativem Spender [91]. Auch in der vorliegenden Arbeit hatten Patienten mit 

serologischer Risikokonstellation (Empfänger, Spender oder beide CMV seropositiv) ein 

höheres Risiko für eine CMV Infektion als seronegative Patienten mit seronegativem 

Spender (p=0,035). In einer Risikofaktorenanalyse für das Auftreten einer CMV 

Antigenämie im selben Patientenkollektiv (vergleiche [146]) konnte gezeigt werden, 

dass seronegative Patienten mit einem seropositiven Spender ein geringeres Risiko für 

eine CMV Infektion haben als seropositive Patienten. In einer univariaten Analyse zur 

Feststellung der Risikofaktoren für einen CMV DNA Nachweis bei serologischer 

Risikokonstellation konnte keine der eingeschlossenen Variablen (Konditionierung, 

Alter, Matchstatus, Transplantat, aGvHD, GvHD-Prophylaxe, CMV Serostatus, 

Nachweis von HHV-6A oder -6B DNA) mit dem Auftreten von CMV DNA assoziiert 

werden. Dies kann durch die hohe Sensitivität der verwendeten quantitativen PCR 

bedingt sein, da die gleiche Analyse für den CMV DNA Nachweis an mindestens zwei 

hintereinanderfolgenden Terminen eine akute GvHD Grad II bis IV als Risikofaktor 

identifizierte (p=0,009). Entsprechend wiesen Patienten mit einer akuten GvHD höhere 

maximale Viruslasten auf als Patienten ohne akute GvHD (p=0,0018).  

Wichtige Risikofaktoren für eine CMV Infektion scheinen somit der Serostatus von 

Spender und Empfänger, sowie das Auftreten einer GvHD zu sein.  

Die Inzidenz von CMV Erkrankungen nach Stammzelltransplantation liegt heute durch 

Fortschritte in Prävention, Diagnose und Therapie bei etwa 5 - 10 % [82].  

Entsprechend wurde in dieser Arbeit bei 5 von 82 untersuchten Patienten (6 %) eine 

CMV Organerkrankung diagnostiziert. In Übereinstimmung mit mehreren Studien 

wiesen Patienten mit Organerkrankung im Median eine signifikant höhere maximale 

DNA Last auf als Patienten ohne Organerkrankung (p=0,012) [62, 147]. Griffiths et al. 

führten in einer Studie eine Risikofaktorenanalyse zum Auftreten einer CMV Erkrankung 

durch, dabei blieb in der multivariaten Analyse einzig eine hohe CMV Last als 

signifikanter Risikofaktor bestehen [62]. Eine hohe Viruslast scheint somit einer der 

wichtigsten Hinweise für das Entstehen einer CMV Erkrankung zu sein. Trotz dessen ist 

der Ausbruch einer CMV Erkrankung außerdem stark von der lokalen Immunantwort im 

betroffenen Organ abhängig. 
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4.1.2 HHV-6 

Die in dieser Arbeit angewandte quantitative PCR zum Nachweis von HHV-6 weist 

spezifisch die beiden Varianten A und B nach. Diese Unterscheidung ist wichtig, da 

vermutet wird, dass die Variante B für die Mehrheit der symptomatischen HHV-6 

Infektionen nach SZT verantwortlich ist [62, 92].  

In dem von uns untersuchten Patientenkollektiv konnten HHV-6A und -6B bei 29 % und 

43 % der Patienten nachgewiesen werden. Diese Inzidenzen entsprechen publizierten 

Daten über den Nachweis von HHV-6A Infektionen bei 33 % der Patienten [141] und 

HHV-6B Infektionen bei bis zu 60 % der Patienten nach allogener 

Stammzelltransplantation [99, 103, 117, 145]. Nitsche et al. beobachteten, dass HHV-

6A nur selten in den peripheren Blutleukozyten (PBL), aber häufig in dem 

korrespondierenden Plasma nachweisbar ist. Die DNA Last von HHV-6B in den PBLs 

dagegen entspricht der im korrespondierenden Plasma [139]. Somit könnte in Studien, 

die PBLs als Untersuchungsmaterial für die PCR einsetzen, die Inzidenz von HHV-6A 

Infektionen unterschätzt worden sein [101]. Außerdem wurde in vielen Studien, die 

zwischen HHV-6A und -6B unterschieden, nur eine geringe Anzahl an Proben 

untersucht [148]. Bedenkt man die recht hohe Anzahl an Patienten mit HHV-6A 

Infektionen in dieser Arbeit, so erscheint es wichtig, die Auswirkungen der beiden 

Varianten getrennt voneinander zu untersuchen.  

Im Gegensatz zu früheren Berichten traten HHV-6 Infektionen in unserem 

Patientenkollektiv später auf. Der mediane Zeitpunkt des erstmaligen Nachweises von 

HHV-6A und -6B lag bei Tag 38 und 41 nach Transplantation. Wohingegen andere 

Studien HHV-6 im Median 2 Wochen nach allogener Stammzelltransplantation 

nachweisen konnten [103, 141]. Dies könnte zum Teil darauf zurückzuführen sein, dass 

wir Patienten über einen Zeitraum von einem Jahr auf das Auftreten von HHV-6 

Infektionen überwacht haben und andere Arbeiten nur über 2 Monate nach SZT [103, 

144]. Eine Plasma-PCR zum Nachweis von HHV-6 Infektionen bei einem großen 

Patientenkollektiv wurde bisher nur in einer Studie von Zerr et al. beschrieben [148]. In 

dieser Studie lag der erstmalige Nachweis von HHV-6 bei 23 Tagen nach 

Transplantation. Allerdings wurde in der zitierten Arbeit ein deutlich niedrigerer 

theoretischer Grenzwert für die PCR angesetzt. Die mediane Maximallast betrug 138 

Kopien/ml, im Gegensatz zu 9800 Kopien/ml in unserer Arbeit. Ferner bestehen 

wichtige klinische Unterschiede zwischen den beiden Patientenkohorten. Gegensätzlich 

zu unserer Arbeit bekamen die meisten von Zerr et al. untersuchten Patienten TBI, das 
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Konditionierungsregime enthielt kein ATG und die Mehrzahl der Patienten wurde mit 

Knochenmark transplantiert. Im Einklang mit Veröffentlichungen konnten wir die 

Verwendung von Knochenmark als Transplantatquelle mit einem häufigeren Auftreten 

von HHV-B Infektionen assoziieren [100]. Die Wirkungen von TBI und ATG auf die 

Kinetik von HHV-6 Infektionen sind nicht bekannt. Die beschriebenen Faktoren sowie 

eine unterschiedliche Sensitivität der verwendeten PCR Assays könnten ursächlich 

sein, für die verschiedenen Kinetiken der HHV-6 Infektionen in der Studie von Zerr et al. 

und in unserer Studie.  

In einer univariaten Analyse konnten außer der Transplantatquelle (p=0,035) eine 

GvHD (p=0,031) und ein positiver CMV Serostatus (p=0,041) mit dem Auftreten einer 

HHV-6B Infektion in Zusammenhang gebracht werden. Keine der untersuchten 

Variablen wurde mit einem HHV-6A Nachweis assoziiert. Es gibt indirekte Hinweise für 

eine Korrelation zwischen dem Auftreten von HHV-6 Infektionen und der Intensität des 

Konditionierungsregimes. Im Gegensatz zu anderen Berichten [141] konnten wir aber 

keinen Einfluss des Konditionierungsregimes auf HHV-6A oder -6B Infektion 

nachweisen (p=0,258 und 0,171). 

4.1.3 Vergleich von CMV, HHV-6A und HHV-6B 

Insgesamt ließ sich im Plasma von 73 % der Patienten Virus DNA nachweisen, 52 % 

davon reaktivierten mehr als ein Virustyp. Vergleicht man die Häufigkeit der drei 

untersuchten Viren, fällt auf, dass CMV Infektionen im Vergleich zu HHV-6A und HHV-

6B Infektionen am häufigsten nachweisbar waren (50 % zu 29 % und 43 %). Der 

Zeitpunkt des erstmaligen Virusnachweises unterschied sich nicht signifikant für die drei 

Viren (35, 38 und 41Tage nach SZT).  

Eine Interaktion von HHV-6 und CMV wird in verschiedenen Studien vermutet, eine 

kausale Beziehung ist jedoch nicht bewiesen [63]. Wang et al. berichteten in einer 

Studie, dass HHV-6 durch Hemmung einer CMV spezifischen Immunantwort die 

Entstehung einer CMV Erkrankung fördert [104]. Auch andere Studien vermuteten 

HHV-6 als Risikofaktor für eine CMV Erkrankung [101, 105, 106]. Umgekehrt könnte 

auch eine CMV Infektion eine HHV 6 Infektion auslösen, und die HHV-6 Infektion dann 

zu den klinischen Manifestationen eines CMV Syndroms beitragen [149]. Wir konnten 

keinen klaren Zusammenhang zwischen HHV-6 und CMV nachweisen. Auch in der 

Risikofaktorenanalyse konnte der Nachweis des einen Virus nicht mit einer höheren 

Inzidenz des anderen analysierten Virus assoziiert werden. Berichte, wonach HHV-6 
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Infektionen CMV Infektionen vorweg laufen [63, 141], konnten mit unseren Daten nicht 

bestätigt werden. Es scheint eher, als würde CMV vor HHV-6B auftreten, da doppelt so 

viele Patienten erst CMV und dann HHV-6B reaktivierten.  

Betrachtet man die Dauer des Virusnachweises, so ist erkennbar, dass HHV-6A und -

6B Virämien kürzer andauerten als CMV Virämien. CMV war im Median für 13 Tage 

nachweisbar, HHV-6A und -6B je nur für 8 Tage. Im Vergleich zu CMV konnte HHV-6 

kurzzeitig und intermittierend nachgewiesen werden. Mehrere im Wochenrhythmus 

hintereinanderfolgende Virus-positive Proben wie bei CMV waren selten. Dies passt zu 

Berichten, dass HHV-6 auch bei aktiven Infektionen nur selten im Plasma nachweisbar 

ist [144, 145, 148, 150, 151]. Angesichts der nur kurzzeitigen HHV-6 Virämien scheint 

eine wöchentliche Überwachung, wie sie bei CMV üblich ist, in Bezug auf HHV-6 

Infektionen nicht ausreichend zu sein. Kürzere Abstände der Untersuchungen sind zur 

genauen Erfassung der Inzidenz und Dauer von HHV-6 Infektionen notwendig. 

4.2 Einfluss des Konditionierungsregimes auf das Auftreten von CMV 
Infektionen 

Bei Patienten mit einer Indikation für eine allogene Stammzelltransplantation und 

Kontraindikationen gegen eine konventionelle myeloablative Behandlung stellt die 

dosisreduzierte Konditionierung eine vielversprechende und mittlerweile häufig 

eingesetzte Behandlungsmöglichkeit dar. Die Kombination von Fludarabin, Busulfan 

und ATG als nicht-myeloablatives, dosisreduziertes Konditionierungsregime wurde 

1998 von Slavin et al. eingeführt [30]. Dieses Regime ist sehr gut verträglich, 

gewährleistet ein stabiles Engraftment der transplantierten Blutstammzellen und konnte 

seit seiner Einführung mehrfach bestätigt werden [152]. Trotz allem wird die Einjahres-

Mortalität, Tod durch Krankheitsrückfall nicht eingerechnet, bei Hochrisikopatienten mit 

30 % angegeben, was hauptsächlich durch das Auftreten von späten Infektionen im 

Zusammenhang mit einer akuten oder chronischen Graft-versus-Host-Reaktion 

verursacht ist [134]. Die Frühmortalität aufgrund von Infektionen scheint jedoch nach 

dosisreduzierter Konditionierung geringer zu sein [10, 30]. Begründet ist dies durch eine 

kürzere Neutropeniedauer und geringere Organschäden aufgrund einer verminderten 

Akut-Toxizität der dosisreduzierten Zytostatika. Bei Anwendung von dosisreduzierten 

Konditionierungsregimes, die Campath – einen panlymphozytären Antikörper – 

enthielten, wurde allerdings über eine hohe Inzidenz von CMV Infektionen berichtet 

[153, 154].  
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In diesem Abschnitt sollen das Auftreten und die Schwere von CMV Infektionen nach 

dosisreduzierter Konditionierung und nach myeloablativer Konditionierung verglichen 

werden.  

Wir untersuchten diese Frage anhand von Daten unseres Transplantationszentrums zu 

82 konsekutiv transplantierten Patienten. Dabei verglichen wir die Inzidenz von CMV-

Infektionen bei 45 Patienten, die eine dosisreduzierte Konditionierung, bestehend aus 

Fludarabin, Busulfan und ATG, erhalten hatten, mit der Inzidenz von Infektionen von 37 

konsekutiven Patienten, die im gleichen Zeitraum eine myeloablative Behandlung nach 

Standardprotokollen erhalten hatten.  

Bei diesem Vergleich fällt ein Trend zu höheren Inzidenzen nach dosisreduzierter 

Konditionierung auf, welcher statistisch aber nicht bestätigt wurde. So ließ sich im 

Probenmaterial von 58 % der Patienten mit dosisreduzierter Konditionierung und von 47 

% der Patienten mit myeloablativer Konditionierung CMV DNA nachweisen (p=0,120). 

Legt man den Nachweis von CMV-Antigen zugrunde, wurden Infektionen bei 31 % bzw. 

19 % der Patienten erkannt (p=0,208). Auch die Diagnose einer CMV Organerkrankung 

war in den beiden Konditionierungsgruppen statistisch nicht unterschiedlich häufig 

(p=0,978). Für Patienten mit serologischer Risikokonstellation für eine CMV Infektion 

wurde eine univariate Analyse zur Feststellung der Risikofaktoren eines CMV DNA 

Nachweises durchgeführt. Dabei hatte die Art der Konditionierung keinen Einfluss auf 

das Auftreten einer CMV Infektion (p=0,571).  

Die maximale CMV DNA Last ist mit der Schwere der CMV Infektion assoziiert [155]. 

Die gemessenen maximalen CMV DNA Lasten waren in den beiden 

Behandlungsgruppen statistisch nicht unterschiedlich (p=0,499). Auch der Zeitpunkt des 

erstmaligen Nachweises von CMV DNA unterschied sich nicht (p=0,261). Aus diesem 

Grund sind starke Unterschiede in der CMV Immunität nach dosisreduzierter und 

myeloablativer Konditionierung unwahrscheinlich.   

Obwohl mit dieser Studie kleine Unterschiede zwischen den beiden 

Konditionierungsregimen nicht ausgeschlossen werden können, scheint der nur geringe 

Einfluss der Dosisintensität auf das Auftreten von CMV Infektionen kaum relevant zu 

sein, insbesondere aufgrund des starken Einflusses der akuten GvHD (RR 4,78; 95 % 

KI 1,5 bis 15,5, p=0,009).  

In einer Studie verglichen Junghanss et al. [156] das Auftreten von CMV Infektionen 

nach dosisreduzierter Konditionierung mit 200 cGy TBI und myeloablativer 

Konditionierung. Dabei zeigte sich eine Tendenz zu geringer ausgeprägten und später 
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einsetzenden CMV Antigenämien und Virämien nach dosisreduzierter Konditionierung. 

Junghanss et al. vermuteten, dass die von ihnen beobachtete Reduktion von frühen 

Infektionen in der dosisreduzierten Gruppe durch eine Persistenz von 

immunkompetenten Zellen im Spenderorganismus zustande kommt, welche so einen 

gewissen Schutz vor frühen CMV Infektionen bieten. Eine mögliche Ursache dafür, 

dass in unserer Arbeit konträre Ergebnisse gefunden wurden, ist die Zusammensetzung 

des verwendeten dosisreduzierten Regimes. Das von uns verwendete 

Konditionierungsregime aus Fludarabin, Busulfan und ATG verursacht trotz 

Dosisreduktion eine signifikante Hematotoxizität und induziert innerhalb eines Monats 

einen vollständigen Spender-Chimärismus, wohingegen das von Junghanss et al. 

verwendete, auf 200 cGy TBI basierende Regime tatsächlich nicht-myeloablativ ist und 

über eine Dauer von drei Monaten einen gemischten Chimärismus entstehen lässt 

[134]. Dosisreduzierte Konditionierungsregime unterscheiden sich vermutlich stark 

hinsichtlich ihrer immunsuppressiven Wirkung und der nachfolgenden 

Immunrekonstitution.  

In einer retrospektiven Multicenterstudie analysierten Martino et al. [157] das Risiko 

schwerer CMV Infektionen nach dosisreduzierter im Vergleich zu myeloablativer 

Konditionierung. Darin wird über eine sehr niedrige Inzidenz von CMV Infektionen 

berichtet. Das von Martino et al. verwendete dosisreduzierte Konditionierungsregime ist 

dem in dieser Arbeit beschriebenen sehr ähnlich, außer dass es kein ATG enthält. In 

der Studie war das Auftreten von CMV Infektionen bei Patienten mit mittlerem oder 

hohem Risiko für eine Reaktivierung nach dosisreduzierter Konditionierung geringer als 

nach myeloablativer Konditionierung (21 % zu 43 %, p=0,01). Somit könnte die 

Verwendung von ATG in dem von uns angewendeten Protokoll ursächlich für die hohe 

Inzidenz an CMV Infektionen in dieser Arbeit sein. Da auch die meisten myeloablativen 

Konditionierungsregime in unserer Studie ATG enthielten, konnten wir die Rolle von 

ATG nicht mit unseren Daten untersuchen. Im Allgemeinen erhöht eine T-Zell-Depletion 

das Risiko einer verzögerten Regeneration der CMV Immunität. So berichteten Mohty et 

al. [154] über eine hohe Inzidenz von CMV Infektionen nach dosisreduzierter 

Konditionierung mit Fludarabin, Busulfan und ATG (Merieux). Ein Vergleich von 

verschiedenen GvHD Prophylaxen mit und ohne ATG zeigte in einer randomisierten 

Studie jedoch kein häufigeres Auftreten von CMV Infektionen nach ATG Gabe [158]. 

Ein möglicher Grund dafür könnte sein, dass ATG zwar zum einen die 

Immunsuppression des Empfängers verstärkt, zum anderen aber das Auftreten und den 
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Schweregrad einer GvHD reduziert, was sich vorteilhaft auf eine Reaktivierung von 

CMV auswirkt. Ein anderes Medikament zur T-Zell-Depletion ist Alemtuzumab, das 

zunehmend in dosisreduzierten Kondionierungsregimen Anwendung findet. Eine Studie 

über ein dosisreduziertes Kondionierungsregime, welches Alemtuzumab enthielt, 

beschrieb eine hohe Rate an CMV Infektionen. So erlitten 85 % der seropositiven 

Patienten eine CMV Infektion, und 71 % der Patienten hatten wiederkehrende 

Infektionen [153].  

Pérez-Simón et al. verglich retrospektiv zwei prospektive Studien aus Großbritannien 

und Spanien über das Auftreten einer GvHD nach dosisreduzierter Konditionierung 

[159, 160, 161]. Beide Gruppen verwendeten Fludarabin und Melphalan als 

Konditionierung und eine unterschiedliche GvHD Prophylaxe. In Großbritannien wurde 

CSA und Alemtuzumab eingesetzt und in Spanien eine Kombination aus CSA vor und 

MTX nach der Transplantation. Nach Gabe von Alemtuzumab trat seltener eine GvHD 

auf, die Inzidenz von CMV Infektionen war jedoch höher als nach Gabe von MTX (47 % 

zu 23 %; p=0,018). Allerdings wurden in den beiden Gruppen verschiedene Techniken 

zum CMV Nachweis verwendet, was das Ergebnis beeinflusst haben könnte. Die 

Gruppe von Patienten, welche Alemtuzumab bekam, wurde mittels PCR überwacht, die 

andere Gruppe durch Antigennachweis. So ist beispielsweise in unserer Arbeit die 

Anzahl der CMV Infektionen, gemessen mit einer quantitativen PCR (58 %) höher als 

mit dem Antigennachweis (31 %).  

Aufgrund der starken Assoziation zwischen CMV Infektionen und der akuten GvHD ist 

es wichtig, den Einfluss von T-Zell-depletierenden Mitteln, die zur GvHD Prophylaxe 

eingesetzt werden, auf das Auftreten von CMV Infektionen zu untersuchen. Dies kann 

nur in prospektiven randomisierten Studien geklärt werden. 

Bei Betrachtung der Therapie-assoziierten Mortalität am Tag 100 nach Transplantation 

fällt auf, dass diese in unserer Arbeit nach dosisreduzierter Konditionierung signifikant 

niedriger ist als nach myeloablativer Konditionierung (5 % zu 30 %; p=0,002). Nur ein 

Patient aus jeder Gruppe verstarb an einer CMV Organerkrankung. Somit führte die 

hohe Rate an CMV Infektionen nach dosisreduzierter Konditionierung nicht zu einer 

hohen Therapie-assoziierten Mortalität am Tag 100. Der Nachweis einer CMV 

Antigenämie beeinflusste jedoch die Therapie-assoziierte Mortalität am Tag 100 

signifikant nach myeloablativer Konditionierung (p=0,003). Möglicherweise hat in dieser 

Gruppe eine Kombination aus toxischen Organschäden durch die Myeloablation, 
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längerer Zytopeniedauer, akuter GvHD und Nebenwirkungen einer Ganciclovir Therapie 

stark schädigende Auswirkungen trotz einer erfolgreichen antiviralen Therapie.  

Die Aussage dieser Arbeit über den Einfluss des Konditionierungsregimes auf das 

Auftreten von CMV Infektionen ist durch die Verwendung verschiedener myeloablativer 

Protokolle und verschiedener Arten der GvHD Prophylaxe eingeschränkt. Wegen der 

großen Anzahl an heutzutage eingesetzten Protokollen zur dosisreduzierten 

Konditionierung und den unterschiedlichen Wirkungen der dabei eingesetzten 

Medikamente können die Ergebnisse unserer Studie nur auf die Kombination 

Fludarabin, Busulfan und ATG angewendet werden.  

Es konnte aber gezeigt werden, dass bei Patienten, die fast ausschließlich ATG zur 

GvHD Prophylaxe erhielten, das Auftreten von CMV Infektionen weniger von der 

Dosisintensität des Konditionierungsregimes, als vom Auftreten einer GvHD und dem 

CMV Serostatus abhängt. Die Kombination von Fludarabin, Busulfan und ATG wirkt 

stark immunsuppressiv. Die Rekonstitution der CMV Immunität scheint sich nach dieser 

Konditionierung nicht wesentlich von der nach myeloablativer Konditionierung zu 

unterscheiden, so dass der Nachweis von CMV eine häufige Komplikation nach dieser 

dosisreduzierten Konditionierung ist. 

4.3 Einfluss von HHV-6 Infektionen auf hämatologisches Engraftment und GvHD 
Nach einer Stammzelltransplantation sind HHV-6 Infektionen häufig nachweisbar, über 

die klinischen Auswirkungen ist jedoch noch wenig bekannt. Verschiedene 

Erkrankungen wurden mit HHV-6 in Zusammenhang gebracht, wie beispielsweise 

Enzephalitis, interstitielle Pneumonie, Hautausschlag und Knochenmarksuppression 

[93, 94, 95].  

Daher wird in diesem Abschnitt auf die klinischen Auswirkungen von HHV-6 Infektionen 

nach SZT eingegangen und hierbei insbesondere auf die Fragen, ob HHV-6 Infektionen 

während der Aplasie das hämatologische Engraftment verzögern und ob sie mit einem 

erhöhten Risiko für eine GvHD assoziiert sind.  

Um den Einfluss von HHV-6 Infektionen auf das hämatologische Engraftment zu 

untersuchen, wurden Patienten mit einer Infektion vor dem Tag 28 nach Transplantation 

herangezogen. Weder eine frühe HHV-6A noch -6B Infektion konnte mit der 

Regeneration der neutrophilen Granulozyten in Zusammenhang gebracht werden 

(p=0,451 und p=0,351).  

Ein verzögertes thrombozytäres Engraftment jedoch wurde mit einer frühen HHV-6B 
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Infektion assoziiert (p=0,006). Bei Patienten mit einer HHV-6B Infektion vor dem Tag 28 

fand die Regeneration der Thrombozyten im Median 14 Tage später statt, und die 

Therapie-assoziierte Mortalität war im Vergleich zu Patienten ohne frühe HHV-6B 

Infektion erhöht. In verschiedenen Studien wurde schon länger die Vermutung einer 

Assoziation zwischen HHV-6 Infektionen und Thrombozytopenien geäußert [100, 101, 

162, 163, 164, 165, 166]. Andere Gruppen konnten diese Vermutung aber nicht 

bestätigen [103, 167]. In zwei großen retrospektiven Studien untersuchten Ljungman et 

al. und Zerr et al. Patienten nach allogener SZT. Beide beschrieben einen deutlichen 

Zusammenhang von HHV-6 Infektionen mit einem verzögerten thrombozytären 

Engraftment und einem erhöhten Bedarf an Thrombozytentransfusionen [99, 148]. In 

Übereinstimmung mit diesen Studien deuten unsere Daten darauf hin, dass HHV-6 

Infektionen insbesondere während der Aplasie ein klinisches Problem darstellen. 

Interessanterweise konnten wir nur einen Zusammenhang von  frühen Infektionen mit 

der Variante HHV-6B und einem verzögerten thrombozytären Engraftment aufzeigen. 

Eine Infektion mit HHV-6A vor dem Tag 28 ist nicht mit dem Risiko einer verzögerten 

Thrombozytenregeneration verbunden (p=0,999). Ein unterschiedlicher Einfluss der 

beiden Varianten HHV-6A und –6B wird schon länger angenommen. So konnten 

Carrigan und Knox bei 6 von 15 Patienten mit Knochenmarksuppression HHV-6B 

nachweisen, jedoch nur bei einem Patienten die Variante HHV-6A [163]. Experimentelle 

Daten verschiedener Studien weisen darauf hin, dass aber zumindest einige 

Virusstämme der Variante HHV-6A eine starke Knochenmarksuppression auslösen 

können [56, 94].  

Auch das Auftreten einer akuten GvHD konnte nur mit einer HHV-6B Infektion 

(multivariate Analyse: p=0,025), nicht aber mit einer HHV-6A Infektion (p=0,250) in 

Zusammenhang gebracht werden. Viele Studien, die in letzter Zeit veröffentlicht 

wurden, berichteten über eine Assoziation zwischen dem Nachweis von HHV-6 und 

dem Auftreten einer aGvHD [99, 103, 141, 145, 148]. Andere Autoren konnten diese 

Assoziation jedoch nicht bestätigen [100, 101, 150]. In dem von uns untersuchten 

Patientenkollektiv ließen sich die meisten HHV-6 Infektionen erst nach der Diagnose 

einer GvHD nachweisen (p= 0,001). Außerdem traten CMV und HHV-6 Infektionen 

etwa zeitgleich auf. Dieses lässt vermuten, dass auch das HHV-6 Virus nach SZT 

reaktiviert, wenn der Wirtsorganismus schwer immunsupprimiert ist.  

Insgesamt konnten klinische Korrelate nur für den Nachweis von HHV-6B DNA, jedoch 

nicht für HHV-6A DNA gefunden werden. HHV-6 Infektionen in der Aplasie wurden 
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dabei mit einem verzögerten Engraftment der Thrombozyten, einer akuten GvHD und 

mit einer höheren Therapie-assoziierten Mortalität in Zusammenhang gebracht. Da 

Maximallast und Kinetik der beiden Varianten nicht unterschiedlich waren, ist zu 

vermuten, dass biologische Eigenschaften, außer der Fähigkeit zu reaktivieren, 

verantwortlich für die verschiedenen klinischen Auswirkungen der beiden HHV-6 

Varianten sind.  

Unsere Daten scheinen perspektivisch für die Durchführung einer vergleichenden 

Studie zur präemptiven antiviralen Therapie bei Nachweis von HHV-6B in der 

aplastischen Phase zu sprechen. Die Vorraussetzungen für eine Therapiestudie sind 

jedoch derzeit noch nicht gegeben. Erstens müsste eine behandlungsbedürftige 

Reaktivierung verlässlich definiert werden – ein einmaliger HHV-6B DNA-Nachweis 

reicht nicht aus, sondern müsste mindestens in einer zweiten Probe bestätigt werden. 

Zweitens müsste im Rahmen einer prospektiven Studie der Nachweis geführt werden, 

dass frühe HHV-6 Infektionen zu einer gesteigerten Mortalität führen. Einen weiteren 

wesentlichen Baustein müsste ein vertieftes Verständnis der Pathophysiologie von 

HHV-6 Infektionen liefern. In dem retrospektiv untersuchten Probensatz beobachten wir 

kurzfristige Reaktivierungen. Die Tatsache, dass HHV-6 DNA - anders als CMV - nur 

kurzzeitig im Plasma nachweisbar ist, spricht für ein beschränktes Potential der 

Virusreplikation. Der Nutzen einer präemptiven Therapie steht somit in Frage. Die 

Assoziation mit einer Organkrankheit, anhand unserer Daten die thrombopoetische 

Insuffizienz, spricht jedoch für eine nennenswerte Schädigung des betroffenen 

Knochenmarkes – speziell der Thrombopoese. Der Widerspruch zwischen einer 

selbstlimitierten Virämie und einem nachhaltigen Organschaden ist unverstanden. An 

diesem Punkt müssen weitere Forschungsarbeiten ansetzen. Im Rahmen dieser 

Dissertation kann jedoch gezeigt werden, dass die Unterscheidung zwischen den 

beiden Varianten, HHV-6A und -6B, essentiell ist. Patienten mit einer HHV-6A Infektion 

würden nach heutigem Verständnis nicht von einer präemptiven Therapie profitieren.  

Trotz allem müssen die Bedingungen zur Überwachung von HHV-6 Infektionen noch 

genau definiert werden und der Nutzen einer präemptiven antiviralen Therapie in 

prospektiven Studien geklärt werden. 

4.4 Vergleich der real-time PCR im TaqMan Format mit dem Antigennachweis 
Durch eine Therapie mit antiviralen Medikamenten kann eine CMV Infektion oder 

Reaktivierung erfolgreich behandelt werden, vorrausgesetzt die Therapie beginnt 
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frühzeitig im Verlauf der Erkrankung. Deshalb sind sensitive und zuverlässige 

Nachweismethoden erforderlich.  

In der Routinediagnostik erfolgt der CMV Nachweis meist durch Nachweis des viralen 

Strukturproteins pp65 (Antigennachweis) in infizierten peripheren Blutleukozyten (PBL) 

oder durch Nachweis viraler DNA mit der qualitativen PCR in PBL oder Plasma [140, 

168, 169].  

Vorteile des Antigennachweises sind eine schnelle Durchführbarkeit und die Möglichkeit 

der Quantifizierung, jedoch ist diese Methode relativ arbeitsintensiv und seine 

Interpretation subjektiv. Für die Durchführung ist eine ausreichende Anzahl an 

Leukozyten notwendig, somit ist dieser Test bei leukopenen Patienten nach 

Stammzelltransplantation nicht anwendbar. Außerdem ist eine rasche Bearbeitung der 

Blutproben notwendig, da die Leukozyten für die Färbeprozeduren intakt sein müssen 

[170, 171]. Die PCR umgeht diese Probleme. Sie kann sowohl in Leukozyten als auch 

in Plasma, weitgehend unabhängig von der Dauer der Lagerung und der Zellintegrität, 

durchgeführt werden. Die qualitative PCR ist jedoch nicht geeignet zur Beurteilung des 

Verlaufs einer Virusinfektion, da mit dieser Methode keine Aussagen über die DNA Last 

gemacht werden können, welche für die Einschätzung der Prognose wichtig sind. 

Ansätze zur Quantifizierung der DNA führten zur Entwicklung der real-time PCR in 

verschieden Formaten [138, 172].  

An dieser Stelle sollen die Ergebnisse der quantitativen real-time PCR im TaqMan 

Format mit dem konventionellen Antigennachweis verglichen werden.  

In dem untersuchten Patientenkollektiv wurde CMV DNA wesentlich häufiger als eine 

Antigenämie nachgewiesen (50 % der Patienten zu 26 % der Patienten). Eine größere 

Übereinstimmung der Inzidenz von CMV ergibt sich beim Vergleich des CMV DNA 

Nachweises an zwei hintereinanderfolgenden Terminen (24% der Patienten) und dem 

mindestens einmaligen Antigennachweis (26 % der Patienten).  

Trotz Berichten über eine Korrelation zwischen der quantitativen real-time PCR und 

dem Antigennachweis [173], konnte in dieser Arbeit keine eindeutige Korrelation 

zwischen der viralen DNA Last im Plasma und der Anzahl der antigenpositiven Zellen 

gefunden werden (Spearman Rangkorrelationskoeffizient = 0,387). Dies steht im 

Gegensatz zu anderen Studien mit besseren Korrelationen, welche sich jedoch auf 

relativ geringe Patienten- und Probenanzahlen beziehen und somit möglicherweise 

nicht ganz die klinische Realität widerspiegeln [174, 175, 176]. Vergleicht man einzelne 

Proben, so ist es nicht erstaunlich, dass PCR und Antigennachweis nur eine mäßige 
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Übereinstimmung aufweisen, da verschiedene Moleküle in unterschiedlichen 

Blutkompartimenten verglichen werden – pp65 Antigen positive Leukozyten und CMV 

DNA in Plasma. Eine Studie zeigte bereits, dass diese beiden Moleküle 

unterschiedlichen Zeitverläufen unterliegen [138].  

Die Sensitivität einer Nachweismethode ist ein wichtiger Gesichtspunkt. Die quantitative 

real-time PCR verfügt über eine sehr hohe Sensitivität, welche einen Nachweis von 10 

ge/Assay, entsprechend 2000 ge/ml Plasma, zulässt [172]. Aufgrund der 

außerordentlichen Sensitivität der real-time PCR konnte in dieser Arbeit bei 

zusätzlichen 27 % der Patienten CMV DNA nachgewiesen werden als mit dem 

Antigennachweis (p=0,000). In einer Studie wurde über Patienten mit CMV Erkrankung 

berichtet, welche CMV DNA positiv waren, jedoch negativ im Antigennachweis [177]. In 

dem von uns untersuchten Patientenkollektiv erlitten 5/82 Patienten eine CMV 

Erkrankung, alle Patienten waren vor der histologischen Diagnose CMV DNA positiv, 

zwei Patienten jedoch nicht antigenpositiv. Weiterhin konnte durch die quantitative real-

time PCR CMV DNA im Median 2 Wochen vor einer Antigenämie nachgewiesen 

werden (erstmaliger CMV DNA Nachweis nach 35 Tagen im Gegensatz zu erstmaliger 

Antigenämie nach 49 Tagen nach Transplantation, p=0,000). Andere Studien zeigten 

einen noch früheren Nachweis mit höheren Lasten auf, wenn die PCR mit Leukozyten 

statt Plasma durchgeführt wurde [178]. Solch sensitive Testverfahren können hilfreich 

sein, wenn es wichtig ist, bereits geringe DNA Lasten früh im zeitlichen Verlauf zu 

erkennen. Trotz dessen scheint die PCR zu sensitiv zu sein, um zuverlässig die 

Patienten nach Stammzelltransplantation zu erkennen, die ein Risiko für die 

Entwicklung einer CMV Organerkrankung haben [173]. Um die Aussagekraft der beiden 

Testverfahren in bezug auf das Auftreten einer CMV Organerkrankung zu vergleichen, 

wurden in dieser Arbeit Sensitivität, Spezifität, positiver und negativer Vorhersagewert 

berechnet. Dabei fällt auf, dass 2/5 Patienten mit CMV Organerkrankung erst einige 

Tage nach Diagnose einer Organerkrankung antigenpositiv wurden und die Sensitivität 

des Antigennachweises damit nur 60 % betrug. Die Sensitivität der PCR, bei einem 

positiven Ergebnis bei > 2000 ge/ ml Plasma, betrug 100 %, jedoch waren Spezifität 

und positiver Vorhersagewert niedriger als die des Antigennachweises (Spezifität: 53 % 

zu 79 %; positiver Vorhersagewert 12 % zu 16 %). Verringert man jedoch die 

Sensitivität der real-time PCR durch Einführung eines Grenzwertes bei 7500 ge/ ml, ab 

welchem eine Probe nun als positiv gilt, so erhöhen sich Spezifität (von 53 % auf 80 %) 

und positiver Vorhersagewert (12 % auf 25 %) der real-time PCR und gleichen sich 
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damit den Ergebnissen des Antigennachweises an. Ein ähnlicher Grenzwert von 7900 

ge/ ml Plasma wurde in einer Studie zum CMV Nachweis bei nierentransplantierten 

Patienten mittels des Roche Amplicor CMV DNA Assays angegeben [179]. Ein anderer 

Ansatz zur Bestimmung eines Grenzwertes ist die Ermittlung der Fläche unter der 

Kurve bei graphischer Darstellung der Viruslast in Abhängigkeit von der Zeit [180]. 

Dieser Ansatz ist insofern vorteilhaft, da er die Erkenntnis einschließt, dass auch lang 

andauernde Virämien mit niedriger Viruslast ähnliche klinische Konsequenzen wie 

kürzere hochtitrige Virämien haben können.  

Zur Beantwortung der abschließenden Frage, welches der hier verglichenen 

Testverfahren nun bevorzugt eingesetzt werden sollte, ist vor allem entscheidend, in 

welcher Absicht der Test durchgeführt wird: für einen sensitiven Nachweis von CMV 

und die möglichst genaue Überwachung einer CMV Infektion oder zur Identifizierung 

von Patienten mit Risiko eine CMV Erkrankung zu entwickeln. Der Antigennachweis 

erfordert eine ausreichende Anzahl Leukozyten aus frischem Blut, welches nicht 

gelagert oder eingefroren werden kann. Er hat eine mäßige Sensitivität bei gutem 

positiven Vorhersagewert und guter Spezifität, Patienten mit Risiko für eine CMV 

Erkrankung nach Stammzelltransplantation zu erkennen.  

Die quantitative real-time PCR wird mit geringen Mengen an Plasma durchgeführt, eine 

Lagerung oder das Einfrieren von Proben ist möglich. Die Sensitivität ist in der Regel 

sehr hoch, sie hat dann einen niedrigen positiven Vorhersagewert und eine niedrige 

Spezifität. Die Sensitivität hängt von den Bedingungen des Assays ab. Durch 

verschiedene Ansätze kann ein Grenzwert eingeführt werden, ab welchem eine Probe 

als positiv gilt. Dieser Grenzwert sollte unter klinischen Bedingungen angepasst 

werden, um einen angemessenen positiven Vorhersagewert und eine angemessene 

Spezifität, möglichst nah an 100 %, zu erhalten. So können Patienten, mit dem Risiko 

eine CMV Erkrankung zu entwickeln, erkannt und unnötige CMV Therapien vermieden 

werden.  

Die quantitative real-time PCR stellt somit eine sehr sensitive Methode zum 

Virusnachweis dar, welche durch Einführung eines Grenzwertes eine angemessen 

hohe Spezifität erhält. 
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5 Zusammenfassung 
 

Patienten nach allogener Stammzelltransplantation sind durch Herpesvirusinfektionen 

stark gefährdet. Zum besseren Verständnis derartiger Infektionen und ihrer 

Auswirkungen wurden Ergebnisse quantitativer PCR Untersuchungen von 1241 

Plasmaproben für CMV, HHV-6A und -6B mit den entsprechenden klinischen Daten 82 

konsekutiv behandelter Patienten korreliert. Besonders interessierten dabei unter 

anderem der Zeitpunkt des Auftretens von Infektionen, Risikofaktoren, das 

Konditionierungsregime, das Vorhandensein von GvHD und die Kinetik des 

Engraftments. Darüber hinaus wurden für CMV die Ergebnisse der PCR mit denen der 

Antigenbestimmung verglichen.  

Bei 50 % der untersuchten Patienten konnte CMV DNA in den Plasmaproben 

nachgewiesen werden. Als Risikofaktoren für eine CMV Infektion konnten eine 

serologische CMV Risikokonstellation (p=0,035), sowie eine akute GvHD II- IV 

(p=0,0018) identifiziert werden. Für das Auftreten einer CMV Organerkrankung ist einer 

der wichtigsten Indikatoren eine hohe CMV Viruslast.  

HHV-6A und –6B konnten in dem untersuchten Patientenkollektiv bei 29 % und 43 % 

der Patienten nachgewiesen werden. Die HHV-6 Infektionen traten relativ spät auf, im 

Median an Tag 38 (HHV-6A) und 41 (HHV-6B) nach SZT. Als Risikofaktoren für eine 

HHV-6B Infektion konnten die Transplantatquelle (p=0,035), eine GvHD (p=0,031) und 

ein positiver CMV Serostatus (p=0,041) nachgewiesen werden. Keine der untersuchten 

Variablen konnte mit einem HHV-6A Nachweis assoziiert werden.   

Ein klarer Zusammenhang zwischen dem Auftreten der untersuchten Viren konnte nicht 

nachgewiesen werden. Auffällig war, dass HHV-6A und –6B Virämien, im Vergleich zu 

CMV kürzer andauerten und intermittierend nachweisbar waren.  

Unseren Ergebnissen nach bestanden keine Unterschiede zwischen der myeloablativen 

und der dosisreduzierten Konditionierung bezüglich der Häufigkeit des Nachweises von 

CMV DNA oder Antigen, Nachweiszeitpunkt oder maximaler DNA Last.  

Wir untersuchten die klinischen Auswirkungen von HHV-6 Infektionen nach SZT. Dabei 

zeigte sich ein deutlich verzögertes thrombozytäres Engraftment bei Patienten mit einer 

frühen HHV-6B Infektion (p=0,006). Ebenso konnte das Auftreten einer akuten GvHD 

mit einer HHV-6B Infektion (p=0,025), in Zusammenhang gebracht werden. Die 

Unterscheidung zwischen den beiden Varianten HHV-6A und –6B nach SZT ist somit 
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von klinischer Bedeutung.  

Beim Vergleich des Antigennachweises mit der quantitativen real-time PCR im TaqMan 

Format für den Nachweis von CMV, wurde CMV DNA wesentlich häufiger als eine 

Antigenämie nachgewiesen (50 % zu 26 % der Patienten). Eine Angleichung der 

Inzidenzen erreicht man beim Vergleich eines CMV DNA Nachweises an zwei 

hintereinanderfolgenden Terminen mit einem mindestens einmaligen Antigennachweis 

(24 % zu 26 % der Patienten). Durch die quantitative PCR konnte CMV DNA im Median 

2 Wochen vor einer Antigenämie nachgewiesen werden (p=0,000). Die Sensitivität der 

quantitativen PCR in Bezug auf das Auftreten einer Organerkrankung betrug 100 %, 

jedoch waren Spezifität und positiver Vorhersagewert niedriger als die des 

Antigennachweises. Durch Einführung eines Grenzwertes, ab welchem eine PCR Probe 

als positiv gilt, erhöhen sich Spezifität und positiver Vorhersagewert der quantitativen 

PCR und gleichen sich den Ergebnissen des Antigennachweises an.  

In der vorliegenden Arbeit wurde molekulare Diagnostik für die ß-Herpesviren CMV und 

HHV-6 an einem großen Patientenkollektiv nach allogener Stammzelltransplantation 

angewendet. Durch Korrelation klinischer Parameter und infektiologischer Daten 

konnten Risikofaktoren für das Auftreten von Infektionen durch CMV und HHV-6 

aufgezeigt werden. Durch die Korrelation von gestörtem thrombozytären Engraftment 

und frühen HHV-6B Infektionen konnte ein bedeutsamer klinischer Endpunkt definiert 

werden. Für CMV wurden durch den Vergleich mit dem Antigennachweis Sensitivität 

und Spezifität der PCR-Diagnostik definiert. Es bleibt zu wünschen, dass sich das 

zunehmende Wissen über Herpesvirusinfektionen nach allogener 

Stammzelltransplantation langfristig zum Nutzen der Patienten umsetzen lässt. 
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7 Anhang 

7.1 Verzeichnis verwendeter Abkürzungen 
aGvHD Akute Graft-versus-Host-Erkrankung 

ALL Akute lymphatische Leukämie 

AML Akute myeloische Leukämie 

APAAP Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische-Phosphatase 

ATG Antithymozytenglobulin 

BUS Busulfan 

CD Cluster of differentiation 

cDNA complementary DNA 

cGvHD Chronische Graft-versus-Host-Erkrankung 

CLL Chronische lymphatische Leukämie 

CML Chronische myeloische Leukämie 

CMV Zytomegalievirus 

CSA Ciclosporin A 

CT Schwellenzyklus (engl. threshold cycle) 

CY Cyclophophamid 

DLI Donor lymphocyte infusion 

DNA Desoxy-ribonucleic-acid 

dNTP Desoxy-Nukleosidtriphosphat 

DR Dosisreduzierte Konditionierung 

E Empfänger 

EBV Epstein-Barr-Virus 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA Ezyme Linked Immunosorbent Assay 

FAM Verwandter Spender 

FAM 6-Carboxyfluorescein 

FK 605 Tacrolimus 

FLU Fludarabin 

FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer 

FS Fremdspender 

G-CSF Granulozyten-Kolonie-stimulierender-Faktor 

GvHD Graft-versus-Host-Erkrankung 

GvL Graft-versus-Leukemia-Effect 

HD Hochdosis Konditionierung 

HHV Humanes Herpesvirus 

HLA Humane Leukozytenantigene 

HSV Herpes simplex Virus 

HSZ Hämatopoetische Stammzelle 
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Il Interleukin 

KI Konfidenzintervall 

KG Körpergewicht 

KM Knochenmark 

KMT Knochenmarktransplantation 

MDS Myelodysplastisches Syndrom 

MH Morbus Hodgkin 

MHC Major histocompatibility complex 

MM Mismatch 

MM Multiples Myelom 

MMF Mycophenolat Mofetil 

MNC Mononucleäre Zellen 

mRNA Messenger RNA 

MTX Methotrexat 

NA nicht anwendbar 

NHL Non-Hodgkin Lymphom 

OD optische Dichte 

p Signifikanz 

PBL periphere Blutleukozyten 

PCR Polymerasekettenreaktion 

PBSZT periphere Blutstammzelltransplantation 

qPCR Quantitative real-time PCR 

RNA Ribonucleic-acid 

ROX Carboxy-X-Rhodamine 

RR relatives Risiko 

RT-PCR Reverse-Transkriptase-PCR 

SAA Schwere Aplasitische Anämie 

S Spender 

SIB HLA-identisches Geschwister 

SZT Stammzelltransplantation 

TAMRA 5-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin 

TBI Total body irradiation 

TE Tris-EDTA-Lösung 

TNF Tumor-Nekrose-Faktor 

TRM Transplantationsassoziierte Mortalität 

UV-Licht Ultraviolettes Licht 

VP 16 Etoposid 

vs versus 

VZV Varizella-Zoster-Virus 
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