Diskussion

D. Diskussion

In dieser Arbeit wurden zunéchst sensitive und spezifische Nachweismethoden zum
Nachweis von HHV-6 etabliert. Dabel wurde darauf Wert gelegt, dal3 diese
Methoden nicht nur fir experimentelle Fragestellungen, sondern dariiber hinaus fir
die klinische Diagnostik anwendbar sind. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde das
Hamatopoese-Modell der NOD/SCID Maus nach Transplantation von CB-MNC
optimiert. An diesem Model wurde der Einflu@ von HHV-6 auf die Bildung
humaner ha@matopoetischer Zellen untersucht. Da sich zeigte, dal3 auch nach
Transplantation von CB-CD34" Zellen neben hamatopoetischen Zellen auch nicht-
hamatopoetische Zellen mit stromalem Charakter in den Méausen entstanden, wurde
in einem in vitro Ansatz untersucht, ob HHV-6 die Differenzierung von CD34"
Zellen zu Stroma- und Endothel zellen beeinfluf3t.

. Etablierung sensitiver Nachweismethoden fir HHV-6

.1 Nachweisvon HHV-6 Antigenen

Der Nachweis viraler Antigene in Blutzellen oder Organschnitten gilt als Hinweis
auf eine aktive Vermehrung der Viren in den untersuchten Zellen (Hebart, 1996;
Schmidt, 1994). Dabel spielt eine entscheidende Rolle, ob die zu detektierenden
virden Antigene fir einen Nachweis ausreichend stark exprimiert werden. Zum
Nachweis von HHV-6 Antigenen in Blutzellen wurden in dieser Arbeit 10
monoklonale Antikorper (mADb) getestet. Diese mAb wurden von Prof. J. Luka zur
Verfligung gestellt oder waren kommerziell erhdtlich. Als Detektionsmethode der
mADb diente der Nachweis Uber Fluoreszenzfarbstoff-markierte Sekundér-Antikorper
(IFA) oder die lichtmikroskopische Technik der APAAP. Nicht mit alen mAb
konnten HHV-6 infizierte Zellen gleich gut identifiziert werden. Mit beiden
Detektionsmethoden, IFA und APAAP, erwiesen sich die mAb H-AR-2, gp106 und
H-1G-20 als besonders gut. Sie sind gegen Glykoproteine der Virushille (H-AR-2,
gpl06) bzw. ein Protein des Viruskapsids gerichtet (H-1G-20). Mit den mAb H-AR-2
und H-1G-20 liefd sich sogar die unterschiedliche Lokalisation dieser Antigene in
infizierten Zellen zeigen: Wahrend H-1G-20 Signale auch im Kern infizierter Zellen
detektiert werden konnten, wo das Viruskapsid assembliert wird, waren Signale mit
H-AR-2 vorwiegend cytoplasmatisch. Interessanterweise konnten mit einem
weliteren, gegen ein Glykoprotein gerichteten mAb (H-AR-9) keine befriedigenden
Ergebnisse erzielt werden. Auch mit den restlichen mAb waren die erhaltenen
Signale entweder nur schwach oder unspezifisch. Keiner der beiden mAb H-WL-5
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und p4l, die gegen frihe virale Antigene gerichtet sind, und dadurch sehr frihe
Ereignisse bel der Infektion der Zelle anzeigen kdnnten, lieferte von der Kontrolle
deutlich unterscheidbare Signale.

Monoklonale Antikorper, die im IFA keine zufriedenstellenden Ergebnisse lieferten,
zeigten auch in der APAAP keine besseren Ergebnisse. Die Variation der
Farbebedingungen, wie Fixierungsmittel, Fixierungsdauer, Dauer der mAb
Inkubation und Konzentration der mAb hatten nur geringfigigen Einflul3 auf die
Signalbildung. Eine Erhéhung der mAb Konzentration fihrte zu grof3eren
Unspezifitaten.

Wie ewartet kam es bei der APAAP verglichen mit dem IFA zu einer
Signalverstarkung. In einem direkten Vergleich konnten mit der APAAP mehr HHV -
6 positive Zellen detektiert werden als mit dem IFA. Leider kam es bei APPAP
Farbungen auch héufig zu einem hoéheren Anteil von Zellen mit unspezifischen,
diffusen Signalen, die die eindeutige Identifizierung schwach Antigen-positiver
Zellen erschwerte. Eine weitere Signalverstarkung mit der Tyramid-Methode konnte
nicht beobachtet werden.

Obwohl nach Farbung mit lichtmikroskopischen Techniken wie APAAP und TYR-
Farbung die Morphologie der geférbten Zellen noch gut zu beurteilen sein sollte, war
das nicht immer der Fal. Es kam zur Kristallisation der Farbstoffe, welche eine
Identifizierung bestimmter Zelltypen erschwerte. Um eindeutigere Informationen
Uber die HHV-6 infizierten Zelltypen zu bekommen, wurden Doppelfarbungen
etabliert. Ziel war die Farbung von HHV-6 Antigenen und der gleichzeitige
Nachweis zelltypen-spezifischer Antigene (CD Antigene). Solch eine Doppelfarbung
ist zwar auch mit lichtmikroskopischen Techniken prinzipiell moglich, jedoch ist die
Analyse schwieriger as bei einer Fluoreszenzfarbstoff-basierten Doppelféarbung, bei
der die einzelnen Farben getrennt analysiert und dann zu einem Bild vereinigt
werden konnen.

Zur Fluoreszenz-basierten Doppelfarbung wurden unterschiedliche Strategien
verfolgt. Grundsétzlich muf3 bel der Doppelfarbung die Kreuzreaktion der
Fluoreszenzfarbstoff-markierten  Konjugate mit den  Primar-Antikorpern
ausgeschlossen werden, da sonst falsch positive Signale erhalten wirden. Stammen
die Primér-AntikOrper aus verschiedenen Spezies, so konnen diese mit spezies-
spezifischen Antikdrpern markiert werden. Die hier verwendeten mAb wurden
jedoch alle in der Maus generiert. Deshalb wurde zuerst versucht, die mAb der FACS
Analysen zu verwenden, da diese direkt mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind
und direkt nachgewiesen werden konnen. Prinzipiell konnten diese mAb mit dem
Konfokalen Laser Scanning Mikroskop (cLSM) detektiert werden, jedoch waren die
Signale sehr schwach. Das &3t sich dadurch erkléren, dal3 bei diesen mAb das
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Verhédtnis von Fluoreszenzfarbstoff zu Protein etwa um den Faktor 10 geringer ist,
alsbel mADb fur die Fluoreszenz-Mikroskopie. Um das Signal FITC markierter FACS
mADb zu verstarken, wurden FITC markierte gegen FITC gerichtete mAb eingesetzt.
Mit Hilfe dieser mAb konnte eine deutliche Signalverstarkung erzielt werden. Wurde
in einer Doppelfarbung der HHV-6 spezifische mAb zuerst mit einem Maus
spezifischen Konjugat geférbt, konnte darauf folgend durch die Verstarkung des
FITC Signals der Zelltyp detektiert werden, ohne eine Kreuzreaktion mit dem HHV -
6 MADb zu riskieren. Bel dieser Art der Doppelfarbung waren jedoch nicht alle FITC
markierten mAb gleich gut geeignet. Wahrend CD4, CD33, CD34, CD45 und CD71
spezifische mAb durch Verstdrkung des FITC Signals gut nachgewiesen werden
konnten, war dies bei CD3, CD14, CD46 und CD61 spezifischen mAb nicht der Fall.
Eine weitere Mdglichkeit der Doppelfarbung wurde durch die Biotinylierung des
HHV-6 spezifischen mAb H-AR-2 geschaffen. Dieser konnte jetzt unabhangig von
einem Sekundar-Antikorper mit Fluoreszenzfarbstoff-markiertem Streptavidin
detektiert werden, die CD Antigene mit einem unkonjugierten Maus mAb und einem
markierten Maus-spezifischen Sekundar-Antikorper. Mit dieser Methode wurden in
CB-MNC Kulturen HHV-6 positive CD4, CD33 und CD71 Zellen nachgewiesen.
Diese Doppelfarbung soll nun in systematischen Versuchen dazu eingesetzt werden,
um zu untersuchen, ob CD34" Zellen, d.h. potentielle PHSZ, mit HHV-6 infiziert
werden konnen.

.2 Nachweis HHV-6 spezifischer Nukleinsuren

Der Nachweis virus-spezifischer DNA mit der PCR ist zur Zeit die schnellste
Methode, auch in der klinischen Diagnostik. Dartiber hinaus ist die mit der PCR
erreichte Nachweisgrenze sehr niedrig. Daher wurde zuerst eine semi-nested PCR
(snPCR) etabliert, welche HHV-6 DNA spezifisch nachweist und anhand der Gréle
des Amplifikats eine Unterscheidung der HHV-6 Varianten A und B erlaubt. In
friher beschriebenen PCR Tests erfolgte die Typisierung der beiden HHV-6
Varianten durch Restriktionsverdau der Amplifikate oder deren Hybridisierung mit
varianten-spezifischen Sonden. Dadurch war der experimentelle Aufwand ungleich
grolRer. Die Nachweisgrenze der snPCR wurde mit Verdinnungsreihen von
Plasmiden ermittelt und betrug 10-100 Genomaquivalente. In einer klinischen Studie
wurden Periphere Blutleukozyten (PBL) von 94 Patienten vor und nach
Knochenmark-Transplantation mit der snPCR untersucht (Nitsche, 2000a). Parallel
wurden die gleichen PBL mit dem mAb H-AR-2 und der APAAP gefarbt. In 52%
der Patienten konnte HHV-6 DNA zu einem oder mehreren Zeitpunkten
nachgewiesen werden, wobel 90% der Patienten HHV-6B DNA und nur 10% der
Patienten HHV-6A DNA enthielten. Diese Ergebnisse decken sich gut mit friheren
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Beobachtungen (Wilborn, 1994b; Frenkel, 1994; Kadakia, 1996). Nur in 19% der
Patienten war zu einem oder mehreren untersuchten Zeitpunkten HHV-6 Antigen
nachweisbar. Alle Antigen positiven Patienten waren bevor sie Antigen positiv
wurden auch DNA positiv. Obwohl der Antigen Nachweis weniger senditiv ist as
der DNA Nachweis, kann ein Antigen positives Ergebnis als Zeichen aktiver
Virusreplikation  betrachtet werden. In der Diagnostik des humanen
Cytomegalievirus ist ein Antigen positiver Befund in PBL nach Knochenmark-
Transplantation hinreichende Indikation einer antiviralen Therapie (Hebart, 1996).
Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Bedeutung HHV-6 Antigen
positiver Blutzellen in immunsupprimierten Patienten zu evaluieren.

Problematisch ist beim Nachweis der Herpesviren, da3 durch die hohe
Durchseuchung mit sensitiven Nachweistechniken haufig positive Ergebnisse
erhalten werden kdnnen, welche jedoch nur den Zustand der Latenz widerspiegeln.
Daher sind quantitative Methoden gefordert, die in der Lage sind, Entwicklungen zu
messen, d.h. die Zunahme oder Abnahme der Virudast im Verlauf einer Erkrankung
oder Therapie. Mit der Mdaglichkeit der Nutzung eines ABI Prism 7700
Thermocyclers, wurde ein Test zum quantitativen Nachweis von HHV-6 DNA
entwickelt. Grundlage dieser Echt-Zeit PCR Tests ist die Messung der Anzahl der
gebildeten Amplifikate wéhrend der PCR Reaktion, d.h. es handelt sich um eine On-
Line Messung (Heid, 1996). Im Gegensatz zu konventionellen PCR Tests erfolgt die
Quantifizierung bel Echt-Zeit Messungen in der exponentiellen Phase der PCR und
nicht nach einer definierten Anzahl von PCR Zyklen. In der exponentiellen Phase
kann eine direkte Beziehung zwischen der eingesetzten DNA Menge und dem
gebildeten Signal erstellt werden, was in der Plateau-Phase der PCR nicht mehr
gegeben ist. Echt-Zeit PCR Quantifizierungen sind deshalb sehr genau. Dariber
hinaus erfordert die Echt-Zeit PCR keine post-PCR Analyse und beugt deshalb
Kontaminationen durch PCR Produkte vor. Durch die On-Line Anayse fuhrt die
Echt-Zeit PCR extrem schnell zu Ergebnissen.

Der in dieser Arbeit entwickelte Echt-Zeit PCR Test zum quantitativen Nachweis
von HHV-6 DNA dauert 100 Minuten. Er weist HHV-6 DNA in einem linearen
Bereich von 1010’ Genomaguivalenten nach und ist so konstruiert, daR parallel
HHV-6A und HHV-6B detektiert werden konnen. Dieser Test wurde verwendet um
die HHV-6 DNA Last in gepaarten Proben von PBL und Plasma von 35 Patienten
nach Knochenmark-Transplantation zu messen (Nitsche, 2000b). Diese Studie
bestétigte, dal’ in PBL HHV-6B die dominante Variante ist. HHV-6A konnte nur in
den PBL eines Patienten nachgewiesen werden. Im Plasma dagegen ist HHV-6A die
predominante Variante, wobei die Virudast hoher ist as die von HHV-6B.
Offensichtlich scheint HHV-6A nicht in PBL zu replizieren. Dieses Ergebnisist sehr
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interessant, da beide HHV-6 Varianten A und B in der Lunge von Gesunden
nachgewiesen werden konnten, wahrend im Plasma gesunder Blutspender nur
vereinzelt HHV-6 DNA nachweisbar ist (Cone, 1996; Nitsche, 2000b). Obwonhl
bislang keine Erkrankung mit HHV-6A assoziiert werden konnte, scheint diese
Variante ebenso latent im Korper zu persistieren und unter Immunsuppression
reaktiviert zu werden. Dieses ist ein weiterer Hinweis darauf, dal3 die beiden HHV-6
Varianten A und B unterschiedliches Verhaten bezlglich des Zell-Tropismus und
des pathogenen Potentials zu haben scheinen. Weitere Studien werden zeigen, wo die
unterschiedlichen HHV-6 Varianten im Korper persistieren und unter welchen
Bedingungen es zu einer Reaktivierung kommt.

Der Nachwels von HHV-6 spezifischer RNA gestaltete sich schwierig. Als grofdtes
Problem entpuppte sich dabei die Praparation der RNA. War die RNA nicht absolut
DNA frei, kam es zur Amplifikation kontaminierender HHV-6 DNA und man erhielt
falsch positive Ergebnisse. Da das HHV-6A Genom nur Uber drei kleine Introns
verfugt (das HHV-6B Genom war zu dieser Zeit noch nicht vollsténdig bekannt), war
die Konstruktion Intron-Uberlappender Primer zur ausschliefdlichen Amplifikation
von cDNA sehr schwierig. Obwohl mit der HHV-6 RT-PCR eine Nachweismethode
fur HHV-6 RNA etabliert werden konnte, war deren Nachweisgrenze jedoch sehr
hoch. In Patienten nach Knochenmark-Transplantation konnte damit keine HHV-6
RNA nachgewiesen werden. Fir den Nachweis einer aktiven Virusreplikation
scheint deshalb die quantitative DNA PCR geeigneter zu sein.

1. Infektiositat und Pathogenitéat von HHV-6 fir die NOD/SCID
Maus

Wesentliche Vorraussetzung zur Durchfiihrung dieser Arbeit war, den Einfluf von
HHV-6 auf die NOD/SCID Maus zu ermitteln. Da Herpesviren streng spezies-
spezifisch sind, war nicht davon auszugehen, dal3 HHV-6 pathogenes Potential fir
die NOD/SCID Maus besitzen wirde. Fur HHV-6A konnte bislang lediglich gezeigt
werden, dal3 es in vitro in Zellen zweler Affenarten (macaca nemestrina und pan
troglodytes) repliziert (Lusso, 1994; Lusso, 1990). Vom Cytomegalievirus kennt man
sowohl eine humane (HCMV) als auch eine murine (MCMV) Spezies. HCMV kann
in murine Zellen eindringen, dort jedoch nicht replizieren. Ein dem HHV-6
homologes murines Herpesvirus ist zur Zeit nicht bekannt. Um homologe murine
Herpesviren in NOD/SCID Mausen zu identifizieren, wurden Knochenmark und
Organe mit einer PCR untersucht, die insgesamt 16 Herpesviren detektieren kann
(Ehlers, 1999). Dies geschah in der Arbeitsgruppe von Dr. B. Ehlers, Robert Koch-
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Institut Berlin, welche sich mit virusbedingten Risiken bel Xeno-Transplantationen
beschéftigt. In keiner der 5 untersuchten NOD/SCID Mause konnte DNA von
Herpesviren nachgewiesen werden. Ein murines HHV-6 Homolog, welches selbst
Einflu® auf die Chimaren-Hamatopoese haben konnte, scheint in diesen Mausen
nicht zu existieren.

Daraufhin wurden NOD/SCID Mé&usen HHV-6-haltige Zellkultur-Uberstande oder
HHV-6 infizierte Zellen injiziert. Bei der Sektion nach 2, 4 und 8 Wochen konnten
keine pathologischen Veranderungen verglichen mit Kontrollméusen bemerkt
werden. Auch das Blutbild dieser Mause war unverandert. Der Anteil DNA positiver
Organe nahm mit zunehmender Zeit nach der Injektion ab. Ein Tropismus fir
bestimmte Organe war ebenfalls nicht zu bemerken. Es mul3 davon ausgegangen
werden, dal? die HHV-6 Partikel durch die Zirkulation im Korper verteilt werden und
dort, ohne sich zu vermehren, langsam desintegrieren. Infektiose HHV-6 Partikel
konnten durch Ko-Kultivierung mit stimulierten CB-MNC nicht aus
Knochenmarkzellen dieser Mause isoliert werden. Die Infektion von Knochenmark-
Langzeitkulturen von NOD/SCID Méausen gelang nicht, ebenso wie die Infektion
zweier muriner Zellinien nicht moglich war.

Als moglicher HHV-6 Rezeptor auf humanen Zellen wird CD46 diskutiert (Santoro,
1999). Dieser, auf allen kernhaltigen Zellen exprimierter Rezeptor, existiert ebenfalls
bei der Maus. Die Homologie zum humanen CD46 betrégt auf DNA Ebene 62%, auf
Protein Ebene 45% (Tsujimura, 1998). In beiden Spezies ist CD46 an der
K omplementaktivierung beteiligt. Moglicherweise ist die Ahnlichkeit des murinen
CD46 Molekils nicht einmal ausreichend um HHV-6 Partikel zu binden. So konnte
gezeigt werden, da? HHV-6 resistente Nagerzellen erst nach Transfektion mit
humanem CD46 HHV-6 Partikel in die Zelle aufnehmen konnten, eine
Virusreplikation wurde jedoch nicht festgestellt (Santoro, 1999).

Diese hier gezeigten Ergebnisse zeigen, dal3 HHV-6 wie erwartet nicht pathogen fir
die NOD/SCID Mausist und nicht in murinen Zellen repliziert.

[11. Etablierung des Hamatopoese-M odellsder NOD/SCID Maus

Nachdem der Einsatz immundefizienter Mause die Moglichkeit erdffnet hat, die
humane Hamatopoese und humane PHSZ in einem in vivo Modell zu untersuchen,
wurde eine Rethe immundefizienter Maus-Stdmme entwickelt (van der Loo, 1998;
McCune, 1988; McBride, 1999; Greiner, 1998). Allen gemein ist ein moglichst
defizientes eigenes Immunsystem, um humane Zellen zu tolerieren und deren
Entwicklung nicht zu beeintr&chtigen. Die in dieser Arbeit verwendete NOD/SCID
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Maus ist defizient in T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen, sowie partiell eingeschrankt
in der Monozytenfunktion und Komplement-Funktion. NOD/SCID Méuse erlauben
die Bildung héherer Anteile humaner Zellen als SCID Méuse. Mittlerweile ist durch
die Kreuzung der bom-null Maus mit der NOD/SCID Maus eine immundefiziente
Maus entwickelt worden, die keine NK-Zellen bildet und kein MHC-1 exprimiert.
Diese Méuse versprechen nach Transplantation von peripheren Blutstammzellen ein
5-fach héheres Engraftment humaner Zellen im Knochenmark as es in NOD/SCID
Méausen stattfindet (Kollet, 2000). Wie erste Ergebnisse zeigen, ist ihr Nutzen jedoch
durch eine erhohte Radiosensitivitdt und die haufige Bildung von Thymus-
Lymphomen eingeschrankt (Christianson, 1997).

[11.1  Nachweishumaner Zellen in der NOD/SCID Maus

Der Nachweis humaner Zellen in Organen der Maus erfolgte mit der FACS Analyse,
der Immuncytochemischen Farbung (POX) oder der PCR. Die FACS Analyse fuhrt
schnell zu Ergebnissen und erlaubt eine genaue Quantifizierung. Abhangig vom
gewdhlten mAb ist die Identifizierung humaner Zellen spezifisch. Ein grof3er Vorteil
ist die mogliche Typiserung der Zellen mit der FACS Analyse. So kénnen
routinemallig 2-3 Zell-spezifische Antigene an der selben Zellprobe untersucht
werden (Herzenberg, 2000). Allerdings mul3 die Probe frisch sein und aus einem
Organ stammen, welches eine einfache Vereinzelung der zu untersuchenden Zellen
zul@3t. Organe wie Leber und Milz sind schlecht fir eine FACS Analyse geeignet,
die Zellen lassen sich nur schwer vereinzeln und eine spezifische Farbung ist
schwierig. Wie an Kryoschnitten der Milz gezeigt werden konnte, kann die
Vereinzelung der Zellen zu einer Abreicherung bestimmter Zelltypen fuhren und die
Ergebnisse verfal schen.

Mit wesentlich hoherem experimentellen Aufwand ist die immuncytochemische
Analyse verbunden. Gut geeignet sind Einzelzellen oder Kryoschnitte von soliden
Organen, auch Paraffinschnitte konnen gefarbt werden. Natirlich sollten die
verwendeten mAb spezifisch und die zu farbenden Einzelzellen frisch sein,
schockgefrorene Organen konnen beliebig lange gelagert und nach Bedarf
geschnitten und geférbt werden. GrofRer Vorteill dieser Methode ist, dald3 die
Morphologie und der Zustand der Zellen sehr gut beurteilt werden kdnnen. Das
Risiko falsch positive Zellen zu bewerten ist dadurch geringer. Die Quantifizierung
ist dagegen mihsam und in einem gewissen Rahmen subjektiv. Trotzdem war die
Ubereinstimmung zwischen FACS Analyse und Immuncytochemischer Analyse
Uberraschend hoch.

Im Vergleich zu diesen immunologischen Techniken kann mit der PCR keine
Typisierung der Zellen erfolgen. Es kann lediglich humane DNA im Hintergrund
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muriner DNA detektiert werden. Jedoch ist die PCR fir jede Art von Proben
einsetzbar, aus welchen DNA extrahiert werden kann. Auch die Quantifizierung des
Engraftments in soliden Organen wie Leber und Niere ist moglich. Aufgrund der
hohen Sensitivitdt sind nur geringe Zell- oder DNA Mengen notwendig. Frihere
PCR Methoden bestimmten den Anteil humaner DNA im Hintergrund muriner DNA.
Durch Vergleich mit definierten Verdinnungsreihen wurde dann der Anteil humaner
DNA abgeschétzt oder densitometrisch bestimmt (Mobest, 1999). In dieser Arbeit
wurde das erste Ma eine Echt-Zeit PCR zur Bestimmung des Anteils humaner
Zellen in chimdren Mausen etabliert, der HUmu-Test. Neben den generellen
Vortellen der Echt-Zeit PCR, profitiert diese PCR von der gleichzeitigen
Bestimmung der Anzahl humaner und muriner Zellen (Nitsche, 2000c). Die
Kalibrierung erfolgte dabei mit humanen und murinen Zellen vor der DNA
Extraktion. Diese Strategie ist sinnvoll, da bei der DNA Extraktion auftretende
Verluste mit in die Kalibrierung einbezogen werden. Der HUmu-Test ist sensitiv
genug, um mit 50 uL Blut eine wochentliche Verlaufskontrolle durchzufihren. Im
Maus-Experiment konnte eine hohe Ubereinstimmung zwischen der FACS Analyse
und dem HUmu-Test gezeigt werden.

[11.2 Transplantation von CB-MNC

Obwohl bereits gezeigt wurde, dald die Injektion von frischem, unmanipuliertem
Nabelschnurblut, peripherem Blut oder Knochenmark zum Engraftment humaner
Zellen in der NOD/SCID Maus fuhrt, kdnnen durch Variation der experimentellen
Bedingungen diesbeziiglich grofe Unterschiede entstehen. Da der Anteill Maus
repopulierender Zellen (SRC) in Nabelschnurblut Gber dem von Knochenmark liegt,
und Nabelschnurblut im Gegensatz zu Knochenmark und peripherem Blut nur zu
<0,1% der untersuchten Proben bereits HHV-6 infiziert ist (Daibata, 1999), wurde
as Quelle der hdmatopoetischen Stammzellen in dieser Arbeit Nabelschnurblut
verwendet. Zuerst konnte gezeigt werden, dal3 es nach Transplantation von CB-MNC
zu einer Multilinien-Hamatopoese im Knochenmark, Blut, Milz und allen anderen
Organen der Maus kam. Diese erreichte nach ~7-9 Wochen ihr Maximum, wobei B-
lymphoide Zellen myeloide Zellen tUberwogen. T-Zell-Vorlaufer sowie potentielle
PHSZ waren nachweisbar, reife T-Lymphozyten wurden dagegen nicht gebildet. Die
Verdopplung der Transplantatdosis konnte den Anteil humaner Zellen nicht erhdhen;
deren Expansion war dementsprechend reduziert. Vermutlich erfolgt durch die hohe
Zellzahl das Homing der PHSZ in das Knochenmark der NOD/SCID Maus nicht so
effizient wie bei ener geringeren Zelldosis. Routinemddg angelegte
Langzeitkulturen von Knochenmarkzellen bestétigten diese Ergebnisse. Die
zusétzliche Unterstitzung der humanen Hamatopoese durch hiL-3 fihrte in diesem
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Ansatz zu einer beschleunigten Bildung humaner Zellen im Knochenmark, wobei der
Anteil myeloider Zellen gegeniiber lymphoider Zellen stieg. Dieser Myelopoese
fordernde Effekt konnte auch in in vitro Experimenten beobachtet werden. Ob mit
oder ohne zusétzliches hiL-3 war der Anteil humaner Zellen im Knochenmark
deutlich hoher als in der Milz und im Blut. In einzelnen Versuchen konnten 80%-
90% humaner Zellen im Knochenmark transplantierter NOD/SCID Méuse detektiert
werden.

111.3  Transplantation von CD34" Zellen

Ob die PHSZ wirklich CD34 positiv ist oder nicht, wird zur Zeit kontrovers
diskutiert (Goodell, 1999). Es wird doch in der Mehrheit davon ausgegangen, dal3 sie
sich in der CD34" Fraktion von Nabelschnurblut befindet. Als weitere Marker der
PHSZ werden CD133 oder CXCR4 diskutiert (Yin, 1997; de Wynter, 1998). Zur
Anreicherung der PHSZ wurden in dieser Arbeit CD34" Zellen aus Nabelschnurblut
isoliert. Nach Transplantation von CD34" Zellen in NOD/SCID Mause konnte
ebenfalls eine Multilinien-Hamatopoese in Knochenmark, Blut, Milz und allen
anderen Organen detektiert werden. Im direkten Vergleich erschien die CB-MNC
initiierte Hamatopoese gegeniiber der CD34" initiierten Hamatopoese verzogert. Die
Expansion humaner Zellen war nicht signifikant héher als nach Transplantation von
CB-MNC. Nach Transplantation der CD34" abgereicherten Fraktion kam es zu einer
stark reduzierten, aber detektierbaren Bildung humaner Zellen. Entweder waren noch
SRC in der CD34" Zédllfraktion enthalten, oder die Markierung der CD34 Zellen vor
der Anreicherung war unvollstandig, so dal3 noch geringe Mengen CD34 positive
Zellen im Durchlauf der Séule enthalten waren. In V erdiinnungsexperimenten konnte
gezeigt werden, dai die Transplantation von 5000 CD34" Zellen zur Repopulation
des murinen Knochenmarks mit humanen Zellen genlgt, eine geringfiigige
Kontamination mit CD34" Zellen sollte also fir ein geringes Engraftment
hinreichend sein (Larochelle, 1996). Bei der Transplantation von CD34" Zellen
wurde deutlich, da3 mit zunehmendem Reinheitsgrad der CD34" Zellen eine
zusdtzliche Gabe von hiIL-3 wichtiger wurde. Offensichtlich produzieren
kontaminierende Lymphozyten ausreichend Cytokine, um das Homing und die
Bildung humaner Zellen zu fordern. Betrug die Reinheit der CD34" Zellen >95%,
war der Zusatz von hiL-3 fir die Bildung hoher Anteile humaner Zellen essentiell.
Das Ausmal} der Bildung humaner Zellen korrelierte nicht zum Serum-Spiegel an
hiL-3.

Neben der Myelopoese-fordernden Wirkung von hiL-3 konnte in diesem Modéll
gezeigt werden, dal3 hiL-3 unreife Zellen zur Differenzierung anregt (Blalock, 1999).
Wurde CD34" transplantierten Méausen hlL-3 zugesetzt, waren die humanen PHSZ
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im chiméren Knochenmark offensichtlich so weit differenziert, dal3 sie das
Knochenmark einer damit sekundér-transplantierten Maus nicht mehr repopulierten.
Erhielten die Mause kein hIL-3, konnte mit deren Knochenmarkzellen das
Knochenmark ener sekundér-transplantierten Maus repopuliert werde. Diese
Ergebnisse wurden in LTBMC Versuchen bestétigt, in denen der Stimulus der
Passage die Kulturen zu einer gesteigerten Bildung humaner Zellen anregte, wenn
die M&use kein hiL-3 bekommen hatten. In LTBMC aus Mausen mit hiL-3 war diese
Steigerung nicht moglich, die Zellen waren offensichtlich bereits zu stark
differenziert. In diesem Zusammenhang sind Ergebnisse interessant, die zeigen, dali
nur CD34" Zellen in der GO-Phase des Zellzyklus das Knochenmark der Maus
repopulieren, wahrend das Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus nur in weitaus
geringerem Ausmal’ tun (Gothot, 1998). Es mul3 Uberpriift werden, ob hiL-3 die
PHSZ aus der GO-Phase in die G1-Phase des Zellzyklus bringt. Im Knochenmark
von Mausen mit und ohne hiL-3 waren CD34'/CD38 Zellen nachweisbar. Eine
genauere Subtypisierung (z. B. nach CD38, AC133, CXCR4) der CD34" Zellen soll
zeigen, ob der hlL-3 Zusatz zu einem veranderten Phanotyp der CD34" Zellen fiihrt.

[11.4 Bildung nicht-hdmatopoetischer Zellen in der NOD/SCID Maus

Zusatzlich zur Bildung einer Multilinien-Hamatopoese wurde in den NOD/SCID
Ma&usen nach Transplantation von CB-MNC und CD34" Zellen die Bildung nicht-
hamatopoetischer Zellen beobachtet. Diese Zellen waren im Knochenmark und der
Milz immuncytochemisch nachweisbar und zeigten in LTBMC tellweise deutlich die
Morphologie von Endothelzellen. Die Expression endothel zell-spezifischer Marker
wie EN-4 oder vVWF konnte auch dort mit immuncytochemischen Methoden gezeigt
werden. Es ist bemerkenswert, dai? aus der CD34" Fraktion des Nabelschnurblutes
nicht nur hamatopoetische Zellen, sondern auch NHZ gebildet werden. Die CD34"
Fraktion enthdt nicht nur Zellen mit hamatopoetischer Pluripotenz, sondern
zusétzlich auch Vorlauferzellen fir Endothelzellen und Stromazellen (ZEP,
zirkulierende Endothelzell Progenitoren) (Rafii, 2000; Shi, 1998). Ahnliche
Beobachtungen konnten in in vitro Experimenten gemacht werden (Nieda, 1997). Im
Gegensatz zu den hdmatopoetischen Zellen hatte hiL-3 keinen fordernden Einfluld
auf die Bildung von NHZ in der Maus. Viel mehr schien der Anteil gebildeter nicht-
hamatopoetischer Zellen vom verwendeten Nabelschnurblut abzuhangen. Wéhrend
in manchen Versuchen zwischen 15% und 20% der humanen Zellen NHZ waren,
betrug deren Antell in anderen Versuchen unter sonst identischen
Versuchsbedingungen lediglich 1-2%. Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, ob
hamatopoetische Zellen und NHZ tatsachlich eine gemeinsame Vorlauferzelle
besitzen oder sich nur zusammen in der CD34" Fraktion des Nabelschnurbluts
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befinden. Eine genauere Einteilung der CD34" Fraktion in verschiedene CD34"-
Subpopulationen vor der Transplantation wird sich dieser Fragestellung annehmen.

V. Einfluf3 von HHV-6 auf die Bildung humaner Zellen in der
NOD/SCID Maus.....

Untersuchungen zum Einflul3 von HHV-6 auf die humane Hamatopoese sind bisher
nur an stark vereinfachenden in vitro Systemen durchgefiihrt worden. Diese Systeme
werden der Komplexitét der humanen Hamatopoese jedoch nicht gerecht, da sie
nicht die PHSZ, sondern bereits linienspezifisch gepragte Vorlauferzellen in einer
nicht-physiologischen Umgebung erfassen. In dieser Arbeit wurde das erste Mal das
in vivo Hamatopoese-Modell der NOD/SCID Maus genutzt, um den Einflul3 von
HHV-6 auf die Bildung hamatopoetischer Zellen zu untersuchen. Obwohl es ein in
vivo Modell ist, kann es die Situation der klinischen Knochenmark- und Stammzell-
Transplantation jedoch nicht vollstandig ssimulieren. Wahrend in der klinischen
Situation der Stammzell-Empfanger in den meisten Félen bereits latent HHV-6
infiziert ist und es durch Erkrankung und Therapie zu einer Reaktivierung des Virus
kommt, ist eine latente Infektion der NOD/SCID Maus mit HHV-6 nicht problemlos
moglich. Wie gezeigt werden konnte, sind Zellen der Maus nicht mit HHV-6
infizierbar. Trotzdem kann in diesem in vivo Modell der Einfluf3 von HHV-6 auf die
Expansion und Differenzierung von PHSZ untersucht werden, zundchst unabhangig
davon, ob der virale Einfluld durch latentes, reaktiviertes Virus oder mit den PHSZ
injiziertes Virus hervorgerufen wird.

V.l ... nach Transplantation von CB-MNC

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 die unmittelbar vor Transplantation
durchgefihrte Inkubation der CB-MNC mit HHV-6A zu einem verminderten Anteil
humaner Zellen in alen Organen der NOD/SCID Mause fuhrt. Sofern nachweisbar,
waren der Anteil einzelner Zellrethen ebenso wie die Bildung von NHZ, gemessen
an der Gesamtzahl humaner Zellen, unverandert. Nach Inkubation mit HHV-6B
konnten keine Veranderungen gegeniber Mock-infizierten Mausen bemerkt werden.
Es kam zur Ausbildung einer Multilinien-Hamatopoese und auch die Bildung
humaner NHZ war unbeeintrachtigt. In alen Organen der Mause konnte sowohl
HHV-6A als auch HHV-6B DNA nachgewiesen werden, die Viruslast bezogen auf
100 humane Zellen war fur HHV-6B sogar hoher als fur HHV-6A. Offensichtlich ist
die Anzahl der HHV-6A infizierten Zellen geringer. Aus in vitro Experimenten ist
bekannt, dal3 HHV-6A infizierte Zellen eher lysiert als HHV-6B (Y asukawa, 1999b).
Demnach ist auch méglich, dal? die HHV-6A infizierten Zellen in der Maus lysieren
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und der Antell humaner Zellen sich verringert. Das wirde ebenfalls erklaren, warum
im Knochenmark HHV-6B infizierter Mause HHV-6 Antigen nachgewiesen werden
konnte, wahrend das im Knochenmark HHV-6A infizierter Mause nicht mdglich
war. Moglicher Weise wird der inhibierende Einflul® auch durch die Infektion von
Stromazellen vermittelt. In diesem Modell konnte jedoch keine Inhibition bel der
Bildung von NHZ beobachtet werden, was natlrlich noch nicht deren volle
Funktionsfahigkeit beweist. Eine andere Mdéglichkeit ware, dald der Hamatopoese-
reduzierende Einflul3 von HHV-6 nicht direkt, durch die Infektion der Zellen
vermittelt ist, sondern indirekt, z.B. durch die Modifikation des Cytokin-Musters der
humanen Zellen. Einige Arbeiten beschreiben die Veranderung der Cytokin-
Produktion in vitro nach HHV-6 Infektion (Burd, 1993; Flamand, 1996; Flamand,
1991; Flamand, 1995). In einer gerade begonnenen eigenen Studie wird zur Zeit der
Einflu@ von HHV-6A und HHV-6B auf die Cytokin-Produktion in CB-MNC
untersucht. Dabei wird nach HHV-6 Infektion die stimulierbare Produktion von 13
Cytokinen auf transkriptioneller Ebene durch quantitative RT-PCR und auf
trandationaler Ebene durch intracelluléare Cytokin-Farbung und ELISA gemessen.
Dabei wird erwartet, dald HHV-6A und HHV-6B unterschiedliche Verénderungen
bewirken, was erklaren kdnnte warum trotz nachgewiesener Infektion der Zellen mit
HHV-6B die Hamatopoese in diesen M&usen nicht beeintréchtigt ist.

Vergleichbare Ergebnisse beziiglich des Engraftments wurden ebenfalls erhalten,
wenn die Infektion der Mause erst drei, bzw. 12 Tage nach der Transplantation
erfolgte. Nach Infektion mit HHV-6A kam es zu ener deutlich reduzierten
Expansion humaner Zellen, wahrend HHV-6B keinen Einfluld darauf hatte. Zur Zeit
gibt eserst eine Studie in der ein Mausmodell zur Untersuchung der Pathogenese von
HHV-6 verwendet wurde (Gobbi, 1999). Im Modell der SCID-hu-Thy/Liv Maus, bei
der die Transplantation von fétalem Thymus- und Lebergewebe erfolgt, konnte
gezeigt werden, da? HHV-6A und HHV-6B zu ener Zerstrung humaner
intrathymischer Vorlauferzellen fihren.

In Inaktivierungsexperimenten konnte gezeigt werden, dal3 nur intaktes Virus das
Engraftment humaner Zellen reduzierte. Weder hitzedenaturierte noch UV -bestrahlte
und damit replikationsunféhige Viren fuhrten nach Transplantation zu &hnlichen
Ergebnissen. Um den Einflud im Kulturlberstand befindlicher Cytokine
auszuschlief¥en, wurden HHV-6 Partikel durch Filtration aus dem Uberstand HHV -
6A infizierter CB-MNC Kulturen entfernt, d.h. ein KontrollUberstand erzeugt, der
wirklich identisch mit HHV-6-haltigen Uberstanden ist, jedoch keine Viruspartikel
enthalt. Dieser Uberstand fiihrte zu einem vergleichbaren Anteil humaner Zellen in
CB-MNC transplantierten NOD/SCID Mausen wie der normaler Weise verwendete
Mock-Uberstand von nicht infizierten CB-MNC Kulturen. Diese Ergebnisse deuten
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darauf hin, da3 der Hamatopoese-inhibierende Effekt von HHV-6A von der
Replikation des Virus abhangt.

V.2 ... nach Transplantation von CD34" Zellen

Wurden in véllig analogem Ansatz CD34" Zellen vor der Transplantation mit HHV-
6 inkubiert, so konnte keine Veranderung gegeniber der Mock-Infektion beobachtet
werden, weder bezlglich der Bildung einer Multilinien-Hamatopoese, noch der
Bildung nicht hé&matopoetischer Zellen. HHV-6 DNA oder RNA waren nicht
nachweisbar. Auch in zwei weiteren Experimenten konnte bestétigt werden, dal3 die
Inkubation von CD34" Zellen vor der Transplantation keinen EinfluR auf das
Engraftment hat. Es ist moglich, da3 CD34" Zellen direkt nach der Anreicherung
nicht mit HHV-6 infizierbar sind. Deshalb wurden in einem weiteren Versuch CD34"
Zellen transplantiert und erst nach 12 Tagen HHV-6-hatige Kulturlibersténde
injiziert. Dabel kam es zu vergleichbaren Ergebnissen wie nach Transplantation von
CB-MNC: Der Anteil humaner Zellen war nach HHV-6A Infektion stark reduziert.
HHV-6A und HHV-6B DNA waren in Knochenmark und Thymus nachweisbar,
HHV-6B RNA konnte im Knochenmark nicht detektiert werden. Offensichtlich sind
in den 12 Tagen p.t. in der Maus Zellen gebildet worden, die suszeptibel fur HHV-6
sind. Dabei ist wieder nicht klar, ob es sich um einen direkten Effekt, d.h. die
Infektion dieser Zellen mit anschlief3ender Lyse, oder um einen indirekten Effekt,
durch eine in der Maus gesteigerte Produktion inhibierender Cytokine, handelt. Eine
weitere Erklarungsmoglichkeit wére, dal? die CD34" Zellen unmittelbar nach der
Sortierung durch den dadurch verursachten Stref3 ruhen und nicht infizierbar sind.
Bei einer Infektion 3 Tage nach der Transplantation, wo die CD34" Zellen sich vom
Strefd der Sortierung erholt haben sollten, war noch kein Unterschied zu bemerken,
was dafUr spricht, dal3 tatsdchlich der Reifegrad der in der Maus vorhandenen
humanen Zellen entscheidend ist. In folgenden Versuchen soll der Zeitpunkt nach
Transplantation ermittelt werden, zu dem eine Reduzierung des Engraftments
humaner Zellen in der NOD/SCID Maus stattfindet. Eine genaue Analyse der
humanen Zelen im Knochenmark der Mause wéhrend der ersten Tage nach
Transplantation kann dartiber Aufschlul? geben, welche Zelltypen notwendig fir eine
HHV-6 Infektion sind. Problematisch wird dabei der zu dieser Zeit noch sehr geringe
Antell humaner Zellen in der Maus sein.

Der Chemokin-Rezeptor CXCR4 war im Transplantat (CB-MNC und CD34" Zellen)
nachweisbar, wegen unspezifischer Wechselwirkungen mit murinen Zellen in
chimé&rem Knochenmark jedoch nicht méglich. CXCR4 spielt eine entscheidende
Rolle beim Homing der PHSZ in das Knochenmark der Maus (Peled, 1999). In
einem anderen Zusammenhang konnte gezeigt werden, dal3 HHV-6 die Expression
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von CXCR4 inhibiert (Yasukawa, 1999a). Um zu prufen, ob HHV-6A auch in der
NOD/SCID Maus die Expression von CXCR4 inhibiert, missen andere Antikorper
Klone zur Erkennung von CXCR4 getestet werden.

Aus den hier gezeigten Ergebnissen kann folgende Hypothese erstellt werden. Bei
Infektion transplantierter CB-MNC werden bestimmte Zellen im Transplantat
infiziert, bevorzugt T-Lymphozyten. In diesen Zellen kann HHV-6A replizieren und
bleibt so im Organismus der Maus als aktives Virus. Von dort aus kann es dann
direkt oder indirekt die Proliferation humaner Vorlauferzellen inhibieren, wobel der
Mechanismus noch geklart werden muf3. Die Differenzierung der humanen Zellen ist
nicht veréndert, was darauf schliefien |a3t, dal3 eine frihe Vorlauferzelle mit
Multidifferenzierungspotential betroffen ist. Das es sich dabel um die PHSZ handelt
ist eher unwahrscheinlich, da die Infektion von CD34" Zellen keinen Einflui hat.
Nach Differenzierung der CD34" Zellen im Knochenmark der Maus entstehen dabei
Zellen, deren Proliferation durch HHV-6 inhibierbar ist. Werden die CD34" Zellen
unmittelbar vor der Transplantation infiziert, existieren noch keine Zielzellen fir
HHV-6. Bis diese sich entwickelt haben, ist kein replikationsfahiges Virus mehr in
der Maus vorhanden. Deshalb ist in diesen Mé&usen auch kein HHV-6 DNA mehr
nachweisbar.

V.3 Anmerkungen zum NOD/SCID Maus M odell

Bei der Etablierung und Anwendung dieses Hamatopoese-Modells kristallisierten
sich noch einige wichtige Faktoren heraus, die zur Durchfihrung essentiell sind.
Entscheidend fur ein erfolgreiches, effizientes Engraftment humaner PHSZ in der
Maus ist der Zustand des Nabelschnurblutes. Individuelle Schwankungen bei der
Zusammensetzung des Nabelschnurblutes und seines CD34" Gehadtes sind
unvermeidbar. Ebenso spielen individuelle Schwankungen der M&use eine wichtige
Rolle. Bal Transplantation identischer Zellmengen aus identischer Quelle konnten
auffallige Schwankungen im Anteil humaner Zellen auftreten. Obwohl genetisch
identisch, sind die einzelnen Mé&use doch Individuen. Ein weiteres Problem ist die
statistische Wichtung von Experimenten am NOD/SCID Maus Modell. So erwies
sich bei Transplantation von CD34" Zellen die Menge des Nabelschnurbluts als
limitierender Faktor. Die Transplantation von 9 Mausen erfordert 100 — 120 mL
frischen Nabelschnurbluts. Damit ist die Grenze dessen erreicht, was bei einer
Geburt an Nabelschnurblut gewonnen werden kann. Um  zusétzliche
Wechselwirkungen zwischen dem Blut verschiedener Kinder auszuschlief3en, wurde
fir enen Versuch nur Blut eines Kindes verwendet und die Blutproben nicht
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vermischt. Daraus folgt, dal3 jeder einzelne Versuch die entsprechenden Kontrollen
enthalten sollte, da Vergleiche innerhalb von verschiedenen Versuchen nur begrenzt
zulassig sind.

V. Anzucht von Endothelzellen aus CB-CD34" Zellen

Wievom HCMYV bekannt ist, kann die Infektion von Knochenmark-Stromazellen auf
indirektem Wege die Hamatopoese inhibieren (Lagneaux, 1996; Mayer, 1997).
Deshalb wurde in vitro die Differenzierung von zrkulierenden Endothelzell
Progenitoren (ZEP) zu Zellen mit Endothelzell-Charakter etabliert. Wie im
Mausmodell konnte gezeigt werden, daid in der CD34" Zellfraktion Vorlauferzellen
fur Endothel zellen vorhanden sind. Mittlerweile weil3 man, dal3 sich diese ZEP in der
AC133" Fraktion der CD34" Zellen befinden. Die Differenzierung zu Endothelzellen
konnte morphologisch, immuncytochemisch und mit zu diesem Zweck etablierten
guantitativen RT-PCR Tests zum Nachweis von CD31, KDR und VWF RNA
bewiesen werden.

Wurden diese Kulturen nach 7 Tagen mit HHV-6 infiziert, so zeigte sich eine
reduzierte Expression der Marker KDR und vWF, verglichen mit der Mock-
Infektion. Fur die Infektion mit HHV-6B konnte das mit der RT-PCR bestatigt
werden, wéahrend HHV-6A keinen Einflu hatte. Die Expression von CD31 war
offensichtlich nicht betroffen. In den Kulturen waren viele der Zellen nach HHV-6A
und HHV-6B Infektion pyknotisch oder tot. HHV-6 RNA beider Varianten war in
den Kulturen in geringer Menge nachweisbar. Die immuncytochemische
Doppelfarbung zeigte zwar HHV-6 infizierte Zellen in diesen Kulturen, jedoch
konnten keine HHV -6 infizierten Endothel zellen dargestel It werden.

Ein generell schlechteres Wachstum der infizierten Kulturen konnte die
verhdltnismaldig geringere Differenzierung zu Endothelzellen erkldren. Ein fir
Endothelzellen spezifischer inhibierender Effekt war mit diesen Versuchen nicht
eindeutig nachweisbar. Trotzdem scheint es nach HHV-6 Infektion im Rahmen eines
schlechteren Zellwachstums auch zu einer reduzierten Bildung von Endothelzellen
zu kommen. Diese Ergebnisse bedurfen weiterer Untersuchungen, auch des Cytokin-
Musters dieser Zellen.
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