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Abkürzungsverzeichnis: 

CD 4+ cluster of differentiation 4, Rezeptor, Glykoprotein  

CPE zytopatischer Effekt 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

EBV Ebstein-Barr-Virus, humanes Herpesvirus 4 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA  Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest 

G-CSF Granulozyten-Kolonien-stimulierender Faktor 

GvHD Graft-Versus-Erkrankung (Graft-Versus-Disease) 

HCMV humanes Zytomegalovirus 

HHV6 humanes Herpesvirus 6 

HHV7 humanes Herpesvirus 7 

HHV8 humanes Herpesvirus 8 

HIV humanes Immundefinzienzvirus 

HSV 1 humanes Herpesvirus 1, Herpes-Simplex-Virus 

HSV 2 humanes Herpesvirus 2 

HSZT hämatopoetische Stammzelltransplantation 

IFT Immunfluoreszenztest 

Ig Immunglobulin 

IL12 Interleukin 12 

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid  

Jurkat lymphoblastische T-Zelle 

LCMV lymphozytäre Choriomeningitis Virus 

MEM minimum essential Medium 

Molt-3 periphere Blutzelle, lymphoblastische T-Zelle 

MOPS 3-(N-Morpholino)-propansulfonsäure 

MRC5-Zellen humane Lungenfibroblasten 

PBMC periphere mononukleäre Blutzellen 

PCR polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion 

pp65 Phosphorprotein 65 

PSZT periphere Blutstammzelltransplantation 

Qalb Quotient aus Albumin Liquor/ Albumin Serum 

QIgG Quotient aus IgG Liquor/ IgG Serum 

RT-PCR Real time-polymerase chain reaction 

SDS Natriumdodecylsulfat  

Sup-T1  lymphoblastische T-Zelle 

UV-Strahlung ultraviolette Strahlung 

VZV humanes Herpesvirus 3, Varizella-Zoster-Virus 
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1. Einleitung 

 

1.1 Humane Herpesviren 

 

Die Durchseuchung der Bevölkerung in Deutschland mit den humanen Herpesviren liegt 

zwischen 40 und 90% und beginnt bereits im Säuglings- bzw. Kleinkindalter. Meist verlaufen 

Herpesinfektionen bei Immunkompetenten komplikationsfrei. Bei immunsupprimierten 

Transplantationspatienten oder HIV-infizierten Patienten hingegen können nach einer 

Primärinfektion oder Reaktivierung mit Herpesviren oft schwerwiegende Komplikationen wie 

Herpes stomatitis und Herpes enzephalitis auftreten. Humane Herpesviren (Herpesviridae) 

sind im Durchmesser ca. 180-200 nm groß und besitzen eine doppelsträngige DNA. Das 

ca. 120-240 kbp große Genom der Herpesviren wird von einem ikosaedrischen Kapsid 

geschützt, das von einer Lipiddoppelmembran umgeben ist. Zwischen der Lipidmembran 

und dem Kapsid befindet sich das Tegument. Die Tegumentproteine und die Glykoproteine 

der Lipidmembran stellen die Hauptantigene bei einer Immunantwort dar. Alle Herpesviren 

besitzen die Eigenschaft, neben der lytischen Replikation lebenslang im Wirt in latenter Form 

zu überdauern, wobei das DNA-Transkript episomal im Zellkern vorliegt. Während der 

Latenz werden keine infektiösen Viruspartikel produziert. Bei einer z.B. durch körperlichen 

Stress, Immunsuppression, UV-Strahlung oder durch andere Umwelteinflüsse verursachten 

Reaktivierung tritt das Virus erneut in den lytischen Infektionszyklus ein. Daher kommt es zur 

Produktion von infektiösen Viruspartikeln. Die Familie der humanen Herpesviridae 

untergliedert sich in 3 Unterfamilien. Man unterscheidet die Alphaherpesvirinae, die 

Betaherpesvirinae und Gammaherpesvirinae (Tabelle 1). Zu den Alphaherpesvirinae 

gehören das Humane Herpesvirus 1 (HSV 1) und 2 (HSV 2) sowie das Humane 

Herpesvirus 3 (VZV = Varizella Zoster Virus). Das Humane Herpesvirus 6 (HHV6) und das 

Humane Herpesvirus 5 (HCMV = Humane Cytomegalievirus) sowie das Humane 

Herpesvirus 7 (HHV7) gehören zu den Betaherpesvirinae. Das Humane Herpesvirus 4 (EBV 

= Epstein-Barr-Virus) und das Humane Herpesviurs 8 (HHV8) werden den 

Gammaherpesvirinae zugeschrieben.  
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Tabelle 1:  Zusammenfassung der humanen Herpesviren  

Unterfamilien der 

Herpesviridae 

Spezies Beispiele für Erkrankungen 

Humanes Herpesvirus 1 

Herpes-simplex-Virus 

Herpes labialis, Herpes genitalis, 

Herpes keratitis 

Humanes Herpesvirus 2 Herpes genitalis, 

Herpes neonatorum 

Alphaherpesvirinae 

Humanes Herpesvirus 3 

Varizella-Zoster-Virus 

Varizellen (Windpocken),  

Herpes zoster (Gürtelrose) 

Humanes Herpesvirus 5 

Humanes Zytomegalovirus 

Mononukleose ähnliche 

Erkrankung, Zytomegalie 

Humanes Herpesvirus 6 Drei-Tage-Fieber 

Betaherpesvirinae 

Humanes Herpesvirus 7 Drei-Tage-Fieber 

Humanes Herpesvirus 4 

Epstein-Barr-Virus 

Mononukleose (Pfeiffer´sches 

Drüsenfieber), Burkitt-Lymphom 

Gammaherpesvirinae  

Humanes Herpesvirus 8 Kaposi-Sarkom 

 

1.1.1 Die humanen Betaherpesviren 

 

1.1.1.1 Das humane Zytomegalievirus 

 

Das humane Zytomegalievirus (HCMV) ist eines der wichtigsten Krankheitserreger bei 

immunsupprimierten Patienten, z.B. nach einer Organtransplantation [1, 2], 

Knochenmarktransplantation [3] bzw. hämatologischen Stammzelltransplantation [4, 5] oder 

bei HIV-Patienten [6, 7]. Außerdem spielt HCMV eine wichtige Rolle bei prä- oder perinatalen 

Infektionen [8]. Konnatale Infektionen mit HCMV können bei einer vorausgegangenen 

Infektion des Embryos z.B. zur Frühgeburt, Hörschäden, Entwicklungsdefekten, 

Hepatosplenomegalie, Thrombozytopenie bis hin zur Mikrozephalie führen. Die Übertragung 

von HCMV über Muttermilch ist die wichtigste Quelle für HCMV-Infektionen während der 

ersten Lebensjahre. Speichel, Blutkomponenten, Samen, Zervixsekret stellen weitere 

Infektionsquellen dar [9]. Auch die Übertragung von HCMV durch Stammzelltransplantation 

oder Organtransplantation ist beschrieben [10, 11]. Die Primärinfektion mit HCMV verläuft 

bei Immunkompetenten in der Regel asymptomatisch ab und ist serologisch durch den IgG-

Titeranstieg nachweisbar. In einigen Fällen ähnelt das Krankheitsbild nach primärer HCMV-

Infektion einer Mononukleose [12]. In Europa sind ca. 40-70% der erwachsenen Bevölkerung 

mit HCMV infiziert [9, 13]. Weltweit kann je nach Region die Durchseuchung bei nahezu 

100% (Afrika und Asien) liegen [13]. HCMV infiziert bevorzugt Monozyten [14] oder die 
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CD34+ hämatopoetischen Stammzellen [15] des Knochenmarks und liegt latent in den Zellen 

vor. Während einer aktiven Infektion können viele Zelltypen, wie z.B. Endothelzellen, die 

Epithelzellen der Speicheldrüsen, Nierenepithelzellen und Parenchymzellen infiziert sein und 

entsprechende Krankheitsbilder verursachen. Bei immunsupprimierten Patienten kann 

sowohl die Primärinfektion, als auch die Reaktivierung zu verschiedenen Krankheiten, wie 

z.B. Pneumonie, Hepatitis, Colitis, Enzephalitis oder Retinitis führen [9].  

 

1.1.1.2 Das Humane Herpesvirus 6 

 

Die Primärinfektion mit dem humanen Herpesvirus 6 (HHV6) erfolgt im Kindesalter mit dem 

Abfall der passiven maternalen HHV6-Antikörper zwischen dem 3. und 24. Lebensmonat 

[16]. Bei einigen Kindern konnte die Primärinfektion mit HHV6 in den ersten drei 

Lebensmonaten gezeigt werden [17]. Die Primärinfektion kann entweder asymptomatisch 

ablaufen oder korreliert mit hohem Fieber bis zu 3 Tagen mit einem sichtbaren Exanthema 

subitum [18] (Dreitagefieber, Roseola infantum). Als Ursache für das Dreitagefieber wurde 

der HHV6 B-Subtyp beschrieben [19, 20]. Nur den HHV6 B-Subtypen konnte man auch im 

Speichel nachweisen, der als Hauptübertragungsquelle für HHV6-Infektionen bekannt ist [21-

23]. Für das Humane Herpesvirus 6 sind zwei Subtypen bekannt: der bereits erwähnte 

HHV6 B- und der HHV6 A-Subtyp. Die Subtypen HHV6 A und HHV6 B weisen neben den 

Sequenzunterschieden (4%) Unterschiede in der Infektionsfähigkeit, im Replikationsmuster, 

in der Epidemiologie und der Pathogenität auf [24-27]. Beide Subtypen replizieren sich 

effizient in den CD4+ T-Lymphozyten [28, 29], Monozyten, Nabelschnurblutzellen und 

Vorläuferzellen des Knochenmarks, wodurch HHV6 Einfluss auf das Immunsystem nimmt 

[30]. Nur HHV6 A kann neben den CD4+ T-Lymphozyten auch effizient CD8 positive 

T-Lymphozyten infizieren [29]. Da HHV6 A häufig im Liquor nachweisbar ist und im Vergleich 

zu HHV6 B Oligodendrozyten effizienter infizieren kann sowie in Oligodendrozyten latent 

vorliegt, wird es daher als neurotrop beschrieben [26, 31]. Drobyski et al. (1994) konnten 

jedoch zeigen, dass auch der HHV6 B-Subtyp Ursache für neurologische Erkrankungen, wie 

die Enzephalitis sein kann [32]. Weiterhin wurde der HHV6 B-Subtyp als Ursache für das 

Drei-Tage-Fieber beschrieben. Da Fieberkrämpfe eine bekannte klinische Komplikation des 

Drei-Tage-Fiebers sind, ist somit eine Assoziation zwischen den HHV6 B-Infektionen und 

Fieberkrämpfen wahrscheinlich [17]. Demyelisierende Erkrankungen wie die Multiple 

Sklerose (MS) werden oft in Zusammenhang mit HHV6 diskutiert [33]. Das HHV6-Virus 

wurde aber auch schon als mögliche Ursache für Durchfall, Erbrechen, Husten und Hepatitis 

[17, 34] beschrieben. Die Durchseuchung mit HHV6 liegt in Deutschland im 

Erwachsenenalter bei über 90% [35]. Wie alle Herpesviren besitzt HHV6 die Fähigkeit zur 

Latenz. Man kann das HHV6-Virus in latenter Form in Monozyten [36], den Vorläuferzellen 

des Knochenmarkes [37] und in den Speicheldrüsen [19] finden. Außerdem konnte HHV6 in 
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integrierter Form in T-Zellen, Monozyten und Haarfollikeln nachgewiesen werden [38-40]. 

Obwohl Patienten mit integrierter HHV6-DNA keine klinischen Symptome zeigen, weisen sie 

im Blut oder Serum ungewöhnlich hohe Viruslasten bis zu mehreren Millionen von Kopien 

auf [40]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass in seltenen Fällen die HHV6-DNA integriert 

in humanen Chromosomen von den Eltern zu den Kindern über die Keimbahn vererbt 

werden kann [39, 41]. Kinder, die kongenital mit HHV6 infiziert sind, erscheinen nach der 

Geburt asymptomatisch. Neben der Vererbung des HHV6-Virus über die Keimbahn ist die 

Übertragung durch Nabelschnurblutzellen für beide HHV6-Subtypen als eine weitere 

Ursache für intrauterine Infektionen beschrieben worden [42, 43].  

HHV6 kann wie das humane Zytomegalievirus über Blutstammzelltransplantate [44] und 

Organtransplantate [45] übertragen werden und bei Reaktivierung in Transplantations-

patienten oder HIV-infizierten Patienten zu verschiedenen Krankheitsbildern wie z.B. Fieber, 

Hautausschlag, Pneumonie, Enzephalitis, Hepatitis und Knochenmarksdepression 

(Versagen der Implantation des Knochmarktransplantats) führen [46, 47]. Eine Besonderheit 

ist, dass HHV6 in integrierter Form über die Blutstammzellen vom Spender zum Empfänger 

übertragen werden kann [48].  

 

1.1.1.3 Das Humane Herpesvirus 7 

 

Die HHV7-Primärinfektion erfolgt ca. ab dem 2. Lebensjahr und damit später als die HHV6-

Infektionen [49, 50] und ist ebenfalls mit dem Exanthema subitum (Drei-Tage-Fieber) 

assoziiert [51]. Enzephalitiden und Fieberkrämpfe während der Primärinfektion wurden auch 

für HHV7 beschrieben [49, 52, 53]. Wie HHV6 infiziert das HHV7-Virus CD4+ T-Lymphozyten 

und liegt latent in diesen Zellen vor. HHV7 kann sich aber auch in CD34+ pluripotenten 

hämatopoetischen Stammzellen vermehren und nimmt Einfluss auf das Überleben und die 

Differenzierung dieser Zellen [54]. Weiterhin konnte HHV7 auch aus Speicheldrüsen isoliert 

werden, die damit als Infektionsquellen dienen [55]. Kongenitale Infektionen, wie für HHV6 

wurden für HHV7 nicht beschrieben [43, 56]. Jedoch konnte HHV7 in der Muttermilch 

nachgewiesen werden [57]. Im Erwachsenenalter liegt die HHV7-Seroprävalenz in Europa 

und in den USA zwischen 75 und 90% [58].  

 

1.2 Nachweis der HCMV- und HHV6-Viren 

 

Der Nachweis der HCMV- sowie HHV6-Viren kann direkt und indirekt erfolgen. Für den 

direkten Nachweis werden die Viren auf Zellkultur angezüchtet und können anhand der 

Erscheinungsbilder in der Zellkultur sowie durch Virusantigene oder die Virus-DNA oder 

-RNA nachgewiesen werden. Der Nachweis von virusspezifischen Antikörpern mit Hilfe der 

serologischen Testsysteme wird dagegen als indirekte Nachweismethode bezeichnet. 
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1.2.1 Nachweis der HCMV- und HHV6-Viren mittels Vir usanzucht 

 

Der direkte Nachweis von Herpesviren aus Probenmaterial kann durch die Anzucht der Viren 

auf Zellkultur und den anschließenden Nachweis des Virus erfolgen. Die Vermehrungszeit 

des Virus bis zum zytopathischen Effekt (CPE) und das Erscheinungsbild der Zellen können 

Hinweise auf das gesuchte Virus geben. Der Virustyp wird anschließend über z.B. 

immunzytochemische Antikörpernachweise oder DNA-Hybridisierungstechnologien sowie 

durch PCR-Methoden nachgewiesen. 

Das HCMV-Virus ist sehr gut auf primären humanen Fibroblasten kultivierbar. Ca. 2-3 

Wochen nach der Infektion mit dem HCMV-Virus wird ein zytopathischer Effekt (CPE) 

sichtbar. Typisch für eine HCMV-Infektion sind die vergrößerten Zellen (Cytomegalie) mit 

den Einschlusskörperchen. 

Das HHV6-Virus lässt sich in der Regel auf CD4+ T-Zellen oder auf mit Interleukin 12 (IL12) 

und Phytohaemagglutinin (PHA) stimulierten mononuklearen Zellen kultivieren [18]. Ca. 3-8 

Tage nach der Infektion ist der zytopatische Effekt mit dem Auftreten von Synzytien 

nachweisbar. Weiterhin kann das HHV6-Virus effizient auch auf Sup-T1-Zellen kultiviert 

werden [59].  

 

1.2.2 Nachweis der HCMV- und HHV6-Viren durch molek ularbiologische Methoden 

 

1.2.2.1 Möglichkeiten und Grenzen der Polymeraseket tenreaktion (PCR)  

 

In den meisten diagnostischen Laboratorien ist der Nachweis der HCMV- bzw. HHV6-

Virämie mittels qualitativer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) oder quantitativer Real-Time 

PCR (RT-PCR) etabliert. Multiplex PCRs oder multiplex RT-PCRs zur simultanen 

Unterscheidung von HHV6 A- und HHV6 B-Virämien wurden beschrieben [60, 61]. Mit 

spezifischen Primern wird mittels PCR die Virus-DNA im Blutplasma nachgewiesen. Der 

Nachweis der Virus-DNA im zellfreien Plasma korreliert mit einer aktiven Replikation [62] und 

dient in den Laboratorien als Indikator für eine Herpesreplikation. Es ist jedoch nicht 

auszuschließen, dass die nachgewiesene Virus-DNA von lysierten Zellen stammt [63] und 

damit keinen Marker für eine aktive Virusreplikation darstellt [64]. Da die humanen 

Betaherpesviren latent in peripheren Blutstammzellen vorliegen und die nachgewiesene 

Virus-DNA aus den lysierten Zellen stammen kann, ist die Verwendung von Vollblut als 

Probenmaterial als fragliches Material zur Beantwortung einer eventuellen Replikation 

anzusehen [3, 64]. Außerdem können Patienten mit integrierter HHV6-DNA hohe Viruslasten 

aufweisen, obwohl sie keine aktive Replikation zeigen. Diese Probleme stellen den 

Diagnostiker vor eine schwierige Aufgabe. Er muss entscheiden, ob es sich bei der positiven 

PCR aus Plasma oder Vollblut um eine aktive Betaherpesinfektion handelt oder nicht.  
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1.2.2.2 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) 

 

Norton et al. zeigten, dass man mit der Reverse Transkriptase PCR zwischen latenter und 

aktiver humaner Herpesvirusinfektion 6 unterscheiden kann [65]. Bei einer lytischen 

Virusreplikation wird mRNA transkribiert, die mittels der RT-PCR als Marker für eine aktive 

Infektion oder Reaktivierung nachgewiesen werden kann. Jedoch wiesen Boutolleau et al. 

(2006) darauf hin, dass eine Charakterisierung der viralen Genexpression bei Personen mit 

integrierter HHV6-Sequenz notwendig ist [66]. Sie zeigten in Experimenten, dass bei 

gesunden Personen mit integrierter HHV6-DNA trotz fehlender klinischer Zeichen für eine 

HHV6-Reaktivierung in allen 12 Fällen Transkripte nachzuweisen waren. 

 

1.2.3 Nachweis der HCMV- und HHV6-Viren durch serol ogische Methoden 

 

1.2.3.1 pp65-Antigennachweis 

 

Eine in der Diagnostik oft verwendete Methode zum Nachweis einer aktiven 

Zytomegalieerkrankung ist der Nachweis des pp65-Antigens im Zellkern der Blutleukozyten. 

Das pp65-Protein ist ein Tegumentprotein und gehört zu den „frühen“ Proteinen, die als 

Transaktivatoren für die „späten“ Gene wirken. Das pp65-Protein korreliert mit dem Auftreten 

der Erkrankungen, die durch das HCMV-Virus verursacht werden und ist daher ein wichtiger 

Marker für die HCMV-Infektion. Der pp65 Antigen-Test ist eine auf der 

Immunperoxidasefärbung basierende Nachweismethode. Positiv gefärbte Zellen werden im 

Lichtmikroskop gezählt. 

 

1.2.3.2 ELISA und IFT 

 

Der serologische Nachweis von HCMV und HHV6 ist in vielen diagnostischen Laboratorien 

etabliert. Der indirekte Immunfluoreszenztest (IFT) und der Enzymgekoppelte 

Immunadsorptionstest (ELISA) sind die Standardtests zum Nachweis von HCMV oder HHV6. 

Bei einer Primärinfektion kann man serologisch eine IgM-Antwort gefolgt von einem IgG-

Titeranstieg nachweisen. Bei der Bestimmung des IgM-Titers treten jedoch Kreuzreaktionen 

[67] sowie falsch positive oder falsch negative Ergebnisse auf [19]. Der IgM-Titer reicht daher 

als alleinige Aussage für die Diagnose einer akuten Infektion nicht aus. Bei einer 

Superinfektion mit einem anderen Stamm des gleichen Virus oder der Reaktivierung des 

Virus fehlt oft eine IgM-Antwort. Man kann dann nur auf Grund des IgG-Titeranstieges auf 

eine Reaktivierung schließen. Bei fehlender Immunkompetenz bleibt der Anstieg des IgG-

Titers jedoch oft aus. Kommerzielle Western Blots für den Nachweis „late antigens“ von 

HCMV sind zwar verfügbar, werden aber nur in Speziallaboratorien eingesetzt. Serologische 
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ELISA-Tests auf der Basis von Mischantigenen für HCMV oder HHV6 zeigen bei 

immunsupprimierten Patienten meist alte Infektionen an. 

Bei HHV6 gibt es zwei Subtypen, HHV6 A und HHV6 B. Eine serologische Unterscheidung 

von HHV6 A und HHV6 B ist oft wünschenswert, allerdings ist dies mit den derzeit in 

Laboratorien verwendeten serologischen Testsystemen nicht möglich [56]. Weiterhin konnte 

man bei den in diagnostischen Laboren vorhandenen serologischen Testsystemen trotz vom 

Hersteller angegebenen unterschiedlich verwendeten Subtypspezifischen Antigenen, wie 

z. B. dem HHV6-IFT und HHV6-ELISA Kreuzreaktionen beobachten. 

 

1.3 Multiparameterdiagnostik 

 

Unter der Multiparameterdiagnostik versteht man die gleichzeitige Bestimmung mehrerer 

Messparameter in einer Probe. Für die Multiparameterdiagnostik geeignet sind der ELISA, 

welcher eine parallele Abarbeitung der Probe in getrennten Kavitäten erlaubt, verschiedene 

Varianten der Blotmethoden wie Western Blot, Streifenblot oder der hier vorgestellte 

Mikroblot sowie die Protein-Biochips (Microarray) und die Protein-Beadarrays (z.B. das 

Luminex-System). 

Der Mikroblot ist prinzipiell ein miniaturisierter Streifentest (6mm x 2mm), der in die Kavitäten 

von Standard 96 Well-Mikrotestplatten integriert wurde. Bis zu 10 Antigene können im 

Mikroblot mit einer Bestimmung getestet werden. 

 

1.4 B-Lymphozyten, die Produzenten der Antikörper 

 

Die B-Lymphozyten sind die Hauptakteure der humoralen Immunantwort. Sie haben als 

einzige Lymphozyten die Fähigkeit, Antikörper zu produzieren, Krankheitserreger zu 

neutralisieren und zu opsonieren sowie die Komplementaktivierung zu induzieren. Der 

Nachweis von Antikörpern mit serologischen Testsystemen dient als indirektes Indiz von 

Krankheitserregern wie z.B. Viren oder Bakterien.  

 

1.4.1 Bildung und Reifung von B-Lymphozyten 

 

Die B-Zell-Entwicklung wird in zwei anatomisch getrennte Entwicklungsphasen untergliedert. 

Die erste Phase läuft bei Erwachsenen im Knochenmark ab und beinhaltet die Entwicklung 

der Vorläuferzelle. Die zweite Phase umfasst die durch Antigene regulierte B-Zellreifung in 

den sekundären lymphatischen Organen. Die pluripotenten hämatopoetischen CD34+ 

Stammzellen binden sich über Adhäsionsmoleküle an die Stromazellen des Knochenmarks. 

Dort läuft die Entwicklung der B-Lymphozyten über mehrere Entwicklungsstadien, die von 

den Stromazellen sekretierten zeitabhängigen und konzentrationsabhängigen Wachstums- 
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bzw. Differenzierungsfaktoren sowie Komponenten der extrazellulären Matrix 

(membrangebundene Liganden, Adhäsionsmoleküle) gesteuert werden. Das erste Stadium 

nach der hämatopoetischen Stammzelle ist die Pro-B-Zelle. In diesem Stadium werden noch 

keine Antikörper exprimiert. Durch Rekombinationsprozesse werden die Gene der schweren 

Immunglobulinketten neu arrangiert (DNA-Rearrangement), so dass funktionelle schwere 

Immunglobulinketten gebildet werden. Die Bildung funktioneller schwerer 

Immunglobulinketten stellt das Stadium der Prä-B-Zelle dar. In den kleinen Prä-B-Zellen, die 

durch die Teilung der großen Prä-B-Zellen entstehen, beginnt das DNA-Rearrangement der 

leichten Ketten. Bei erfolgreichem Rearrangement der leichten Ketten werden komplette B-

Zell-Rezeptormoleküle IgM auf der Zelloberfläche exprimiert. Zellen mit kompletten IgM-

Rezeptormolekülen werden als unreife B-Zellen bezeichnet. Nach Prüfung der 

B-Rezeptormoleküle auf „zentrale Selbsttoleranz“ (Autotoleranz) verlassen die 

B-Lymphozyten das Knochenmark und reifen in den peripheren Lymphorganen weiter. Dort 

findet die Prüfung der B-Zellrezeptormoleküle auf sogenannte „periphere Selbsttoleranz“ 

statt. Der Kontakt mit den follikulären dendritischen Zellen in den Primärfollikeln der 

sekundären Lymphorgane ist für das Überleben der naiven B-Lymphozyten notwendig und 

stellt einen weiteren Selektionsschritt dar. Die nun reifen B-Lymphozyten exprimieren IgM–

Rezeptoren und IgD-Rezeptoren auf der Zelloberfläche.  

 

1.4.2 B-Zellaktivierung und Antikörperproduktion 

 

In den sekundären lymphatischen Organen erfolgt die weitere B-Zellreifung, die durch 

Antigene reguliert ist. Die naiven B-Lymphozyten zirkulieren im Blut und wandern, gelenkt 

von Chemokinen über postkapilläre Venolen in die Primärfollikel der Lymphknoten ein. In 

den Primärfollikeln werden Antigene auf der Oberfläche der follikulären dendritischen Zellen 

über Fc-Rezeptoren oder Komplement-Rezeptoren den B-Lymphozyten präsentiert. B-Zell-

Rezeptoren sind in der Lage, eine große Variation an molekularen Strukturen wie Proteine, 

Glykoproteine und Polysaccharide zu erkennen. Die Bindung der Antigene an den Rezeptor 

erzeugt ein Aktivierungssignal, wodurch es zur Wanderung der B-Lymphozyten in Richtung 

des T-Zell-Areals kommt (Parakortikale Areal). Ebenfalls durch Antigene aktivierte T-Zellen 

wandern in Richtung Primärfollikel (B-Zell-Areal). Die erneute Aktivierung der 

B-Lymphozyten erfolgt durch die aktivierten CD4+T-Lymphozyten an der Grenze zwischen 

B-Zell- und T-Zell-Areal über den CD40-Rezeptor (T-zellabhängige 

B-Lymphozytenaktivierung). Die CD4+T-Lymphozyten produzieren Zytokine, wie IL-4 oder 

IFN-γ, die die Proliferation, die klonale Expansion der B-Lymphozyten und den Isotyp-

Wechsel der B-Zellrezeptoren induzieren. Ein Teil der aktivierten B-Lymphozyten wandert in 

die Primärfollikel zurück und bildet durch klonale Expansion Keimzentren aus, wo die 

Affinitätsreifung und der Isotyp-Wechsel der B-Zellrezeptoren stattfinden. Die Differenzierung 



Einleitung 

 16 

in Antikörper sezernierende B-Plasmazellen wird durch die Zytokine IL-5 und IL-6 stimuliert. 

Die Plasmazellen wandern über Lymphgefäße und das Blutsystem ins Knochenmark oder in 

die Milz, wo die Bildung der löslichen Antikörper stattfindet. Langlebige Plasmazellen können 

über eine lange Zeit im Knochenmark oder in der Milz überleben und spezifische Antikörper 

produzieren. Manz et al. (1997) zeigten, dass langlebige Plasmazellen ohne sich zu teilen im 

Knochenmark bis zu 3-4 Monate überleben und konstant Antikörper produzieren [68]. Das 

Überleben der langlebigen, konstant Antikörper produzierenden Plasmazellen ist von im 

Knochenmark oder der Milz befindlichen Zytokinen (IL6), Stromazellen und extrazellulären 

Matrixsignalen abhängig [69]. Vom Antigen selbst ist das Überleben und die Aktivität der 

langlebigen Plasmazellen unabhängig [70]. Antigene triggern die Bildung von neuen 

Plasmazellen. Diese können die alten langlebigen Plasmazellen im Knochenmark 

verdrängen. Slifka et al. (1998) konnten in Mäusen nach der Zerstörung der 

B-Gedächtniszellen durch Ganzkörperbestrahlung LCMV (lymphozytäre Choriomeningitis 

Virus) spezifische Antikörper produzierende Plasmazellen länger als ein 1 Jahr nachweisen 

[71]. Einige aktivierte B-Lymphozyten differenzieren sich nach der Affinitätsreifung in 

Gedächtnis-B-Zellen, die immer wieder in die Follikel einwandern und dort von den 

dendritischen Zellen präsentierte Antigene aktiviert werden können und weitere 

Plasmazellen bilden. Die meisten B-Gedächtniszellen wurden in der Marginalzone der Milz 

und im Epithelium der Peyer´s patches und dem Epithelium der Tonsillen nachgewiesen [72]. 

Einige B-Gedächtniszellen können aber auch über längere Zeit ohne Zellteilung persistieren 

[73]. Die langlebigen Plasmazellen und die B-Gedächtniszellen bilden als 

„Effektorgedächtniszellen“ und „zentrale Gedächtniszellen“ das B-Zell-Gedächtnis. Die 

sogenannten „zentralen Gedächtniszellen“ repräsentieren die Vorläufer-B-Gedächtniszellen, 

die in der Lage sind, neue Plasmazellen zu bilden.  

 

1.4.3 Aufbau und Funktion des Immunglobulins G  

 

Antikörper bzw. Immunglobuline sind Bestandteil der humoralen Immunantwort. Sie kommen 

in löslicher Form in den Lymphflüssigkeiten oder im Blut vor und werden von den 

B-Plasmazellen sezerniert. Antikörper können aber auch gebunden auf der 

Membranoberfläche der B-Lymphozyten vorliegen. Alle Antikörper sind aus Y-förmigen 

Molekülen aufgebaut. Jeder Antikörper ist aus zwei schweren H-Ketten (150kDa) und zwei 

leichten L-Ketten (25kDa) aufgebaut, die über Disulfidbrücken verbunden sind. Die 

Y-förmigen Moleküle besitzen eine variable Region (V-Region) und eine konstante Region 

(C-Region). Die variable V-Region bindet die Antigene. Die C-Region ist konstant und 

aktiviert durch die eigene Bindung die Effektorzellen. Im Menschen sind fünf verschiedene 

Antikörperisotypen bekannt, die auf Grund der C-Region unterschieden werden: das IgM, 

IgD, IgG, IgA und IgE. Immunglobulin G wird außerdem noch in verschiedene Subtypen (IgG 
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1 bis 4) unterteilt. Antikörper haben innerhalb der humoralen Immunantwort die Aufgabe, 

Krankheitserreger wie Bakterien, Viren oder Pilze zu neutralisieren, zu opsonieren oder eine 

Komplementaktivierung zu induzieren und somit eine Infektion der Zelle sowie die 

Ausbreitung des Erregers zu verhindern.  

Antikörper erkennen einen kleinen Teil der molekularen Struktur eines Antigenmoleküls, 

welches als Epitop bezeichnet wird. Antikörper können lineare Epitope 

(Aminosäuresequenzen), Konformationsepitope (räumliche Struktur der Proteine) oder 

Zuckerstrukturen bzw. andere chemische Strukturen erkennen und binden nichtkovalent 

durch elektrostatische Kräfte, Wasserstoffbrückenbindung, van der Waals Kräfte oder 

hydrophobische Bindung an das Epitop bzw. Antigen. Die Antigenbindungsstelle des 

Antikörpers, die ein Epitop bindet, bezeichnet man als Paratop. Da die Immunglobuline G 

bivalent sind, besitzen sie zwei Antikörperbindestellen. 

 

1.5 Hämatopoetische Stammzelltransplantation 

 

Leukämien, Lymphome und multiple Myelome sind maligne hämatologische Erkrankungen, 

die durch krankhafte Zellen des Blutsystems verursacht werden. Leukämien werden in 

Abhängigkeit von betroffenen blutbildenden Zellen in die vier Hauptgruppen akute 

myeloische Leukämie, akute lymphatische Leukämie, chronische myeloische Leukämie und 

chronische lymphatische Leukämie untergliedert. Maligne Lymphome sind 

Krebserkrankungen des lymphatischen Systems, die durch veränderte Lymphozyten 

verursacht werden und eine Lymphknotenschwellung (Lymphadenopathie) verursachen. Sie 

werden in Hodgkin-Lymphon und Non-Hodgkin-Lymphom unterteilt. Multiple Myelome oder 

Plasmozytome sind durch die Proliferation von Plasmazellen im Knochenmark 

gekennzeichnet. Alle diese malignen Erkrankungen des blutbildenden Systems werden 

durch hämatopoetische Stammzelltransplantationen behandelt. Vor der Transplantation von 

hämatopoetischen Stammzellen muss das maligne hämatopoetische System des erkrankten 

Patienten durch Chemotherapie und/ oder durch Ganzkörperbestrahlung zerstört werden. 

Anschließend wird das zerstörte Blutsystem durch die hämatopoetischen Stammzellen 

ersetzt. Die hämatopoetischen Stammzellen können je nach Erkrankung vom Patienten 

selbst oder einem Fremdspender stammen. Bei einer Eigenspende spricht man von 

autologer Stammzelltransplantation. Bei einer allogenen Stammzelltransplantation stammen 

die hämatopoetischen Stammzellen von einem Fremdspender. In den Kliniken werden heute 

anstatt der Knochenmarktransplantationen periphere Blutstammzelltransplantationen (PSZT) 

durchgeführt. Dem Stammzellspender wird zur Vermehrung der hämatopoetischen 

Stammzellen im Blut über 4-6 Tage der Granulozyten-Kolonien-stimulierende Faktor (G-

CSF) - ein Wachstumsfaktor - verabreicht. Anschließend wird über eine Kanüle dem 

Stammzellspender Blut entnommen. Das Blut wird durch einen Zellseparator gepumpt, wo 
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mittels Dichtezentrifugation die Blutbestandteile aufgetrennt und die mononukleären Zellen 

gesammelt werden. Die restlichen Blutbestandteile erhält der Spender über eine weitere 

Kanüle zurück. Mittels Durchflusszytometrie werden in der gesammelten mononukleären 

Zellfraktion die CD34+-Zellen bestimmt. Für eine autologe Transplantation werden 2,5*106/kg 

CD34+-Zellen benötigt. Ca. 1 bis 3 Wochen nach der Stammzellübertragung an den 

Empfänger erfolgt das „Engraftment“ oder so genannte „Homing“ der Stammzellen. Unter 

dem „Engraftment“ versteht man das Anwachsen der hämatopoetischen Stammzellen. 

Sichtbar wird dieser Zeitpunkt durch das Erscheinen von Monozyten und Neutrophilen im 

Blut. Die Granulozyten und Thrombozyten sollten einen Minimalwert von >0,5 GPT/l 

Granulozyten und >50 GPT/l Thrombozyten überschritten haben. Nach der 

Stammzelltransplantation kann es durch die T-Lymphozyten des Spenders zu einer Graft-

versus-Host-Erkrankung kommen. Die T-Lymphozyten erkennen das Gewebe des 

Empfängers als fremd, greifen es an bzw. zerstören dieses.  

 

1.5.1 Rekonstitution der B-Lymphozyten nach hämatop oetischer Stammzell-

transplantation (HSZT) 

 

Die Regenerierung der B-Lymphozyten nach einer hämatopoetischen 

Stammzelltransplantation ist in erste Linie von der Qualität der Stammzellen und den im 

Stammzelltransplantat übertragenen B-Lymphozyten und T-Lymphozyten abhängig. 

Chemotherapie, Infektionserkrankungen, GVHD-Erkrankungen und die Medikamentierung 

nehmen ebenfalls einen Einfluss auf die Erholung der B-Lymphozyten nach einer 

Blutstammzelltransplantation. B-Lymphozyten sind in den ersten zwei Monaten nicht oder in 

einer nur sehr geringen Anzahl nachweisbar [74]. Ab dem 3. Monat erhöht sich die Anzahl 

der nachweisbaren B-Lymphozyten und erreicht ca. 9-12 Monate nach der 

hämatopoetischen Stammzelltransplantation die Normalzellzahl [74, 75]. Ein bis zwei Jahre 

nach der Blutstammzelltransplantation kann die Anzahl der B-Lymphozyten höher sein als 

bei gesunden Menschen. Bis zu 18 - 24 Monate nach der Transplantation dominiert jedoch 

der Anteil an naiven B-Lymphozyten. Erst nach 6 Monaten ist ein kleiner Anteil an CD27+IgD-

B-Lymphozyten, die einen Isotyp-Wechsel vollzogen haben, nachweisbar [75]. Die Anzahl 

der B-Gedächtniszellen hingegen bleibt bis zum 1. Jahr erniedrigt und liegt unter der 

Normalzellzahl. Das ist nicht verwunderlich, da die follikulären dendritischen Zellen, die 

wichtig für die Bildung des Keimzentrums sind und unterstützend beim Klassenwechsel 

sowie der somatischen Hypermutation der B-Lymphozyten wirken, ein Jahr nach der 

Transplantation immer noch erniedrigt sind [74]. Neben den Gedächtniszellen und den 

dendritischen Zellen spielen die CD4+T-Lymphozyten bei der Aktivierung der B-Lymphozyten 

und bei der humoralen Immunantwort eine wichtige Rolle. Die CD4+-T-Lymphozyten sind in 

den ersten drei Monaten (<200 Zellen/ µl) bis zu einem Jahr (ca. 300 Zellen/ µl) ebenfalls 
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deutlich erniedrigt und erreichen erst nach über 20 Jahren die Normalzellzahl [76, 77]. Die 

schnelle und kurzfristige Immunrekonstitution wird durch die im Stammzelltransplantat 

übertragenen T- und B-Lymphozyten ermöglicht. Aber auch chemoradioresistente 

Plasmazellen und T-Gedächtniszellen tragen zur frühen Immunrekonstitution der Patienten 

bei [78, 79]. Plasmazellen, die durch die Chemotherapie nicht zerstört wurden sowie die mit 

dem Stammzelltransplantat übertragenen B-Gedächtnis- und Plasmazellen bilden nach der 

hämatopoetischen Stammzelltransplantation einen Pool an Antikörper bildenden 

B-Lymphozyten [79, 80]. Die von chemoradioresistenten Plasmazellen gebildeten Antikörper 

sind bis zu einem Jahr nach der Blutstammzelltransplantation nachweisbar [78, 79]. Das 

Normallevel an Immunglobulin IgG ist ca. nach 3 - 8 Monaten erreicht [81]. Jedoch ist die 

Menge an vor einer Infektion schützenden Antikörpern gering, da das IgG häufig aus 

monoklonalen und oligoklonalen Immunglobulinen sowie Autoantikörpern gebildet wird, die 

jedoch kaum Schutz gegen Infektionen bieten [82].  

 

1.5.2 HCMV und HHV6, ein pathogenes Potential nach hämatopoetischer 

Stammzelltransplantation (HSZT) 

 

Auf Grund der therapiebedingten Immunsuppression sind in der frühen Phase nach der 

hämatopoetischen Stammzelltransplantation bakterielle, virale oder fungale Infektionen 

häufig und stellen ein tödliches Potenzial für die Patienten dar. Infektionen bzw. 

Reaktivierung der Betaherpesviren, wie z.B. das humane Zytomegalievirus und das humane 

Herpesvirus 6 sind nach einer Blutstammzelltransplantation sehr häufig und verursachen 

verschiedene Krankheiten, wie z.B. Pneumonien, Retinitis, Fieber, Enzephalitis und 

gastrointestinale Ulzera [3, 83, 84]. Außerdem werden oft das HCMV-Virus und das HHV6-

Virus in Zusammenhang mit der Abstoßung des Stammzelltransplantates gebracht [83]. Alle 

Betaherpesviren (HCMV und HHV6) besitzen die Eigenschaft, CD34+ hämatopoetische 

Stammzellen zu infizieren und können in ihnen latent vorliegen [15, 37, 54, 85, 86]. 

Kontroverse Studien bezüglich des Zusammenhangs der HHV6-Reaktivierung und der Graft 

versus Erkankung (GvHD) sowie des späten Anwachsens des Transplantats (Engraftment) 

wurden publiziert. In einigen Studien wurde die Graft versus Erkrankung und das späte 

Engraftment in Zusammenhang mit der HHV6-Reaktivierung gebracht. Andere Studien 

konnten diesen Zusammenhang nicht bestätigen. Die unterschiedlichen Ergebnisse können 

Ursache der verschiedenen Grunderkrankungen oder aber auch unterschiedlicher Therapien 

sein [87]. Um eindeutige Ergebnisse zu erhalten, müssten sowohl die Nachweismethoden 

(PCR, Serologie, Virusisolation) als auch die Patientendaten evaluiert werden. Der 

gleichzeitige Befall von HCMV und HHV6 nach einer Transplantation wurde ebenfalls 

beschrieben und stellt ein großes letales Risiko neben dem Auslösen einer bakteriellen 

Superinfektion dar. HHV6-Infektionen wurden als Kofaktor für die Entwicklung der HCMV-
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Erkrankung nach der hämatopoetischen Stammzelltransplantation beschrieben [88, 89]. Der 

HCMV-Serostatus der Empfänger und Spender ist der entscheidende Risikofaktor einer 

HCMV-Infektion bzw. –Reaktivierung [90]. HCMV positive Transplantatempfänger weisen 

unabhängig vom Antikörperstatus des Donors eine höhere Mortalitätsrate als HCMV 

seronegative Transplantatempfänger auf, die das Stammzelltransplantat von einem HCMV-

positiven Spender erhalten [91]. Das Risiko einer HCMV-Reaktivierung für HCMV positive 

Transplantatempfänger kann durch die Auswahl eines HCMV positiven Spenders reduziert 

werden, da mit dem Stammzelltransplantat gegen das HCMV-Virus aktivierte B- und T- 

Lymphozyten vom Spender übertragen werden [92].  

Neben der durch HHV6 verursachten Reaktivierung von HCMV kann eine gesteigerte 

Produktion von Zytokinen während einer bakteriellen Infektion oder einer GvHD eine HCMV-

Reaktivierung auslösen bzw. verstärken [3]. 

Nach einer Blutstammzelltransplantation können die Reaktivierungen von HCMV und HHV6 

zu definierten Zeitintervallen nachgewiesen werden. Bereits 2 - 4 Wochen nach der 

Knochenmarktransplantation konnte bei 38% der Patienten und nach der peripheren 

Stammzelltransplantation bei 48% der Patienten eine HHV6-Reaktivierung nachgewiesen 

werden [46, 47, 93]. HCMV-Reaktivierungen hingegen treten ca. 33 - 135 Tage nach der 

Transplantation [94-97] und damit später als HHV6-Reaktivierungen auf. 
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1.6 Zielstellung 

 

Das Ziel der Arbeit war die Entwicklung neuer serologischer Testverfahren zum Nachweis 

von IgG-Antikörpern gegen Antigene des humanen Zytomegalievirus und des humanen 

Herpesvirus 6 auf der Basis der Mikroblottechnik. Die Mikroblottechnologie - ein 

Multiparameterdiagnostiksystem - ist eine miniaturisierte Form der Streifentesttechnologie, 

die in Mikrowellplatten eingebracht werden und den simultanen Nachweis von bis zu zehn 

Antigen-spezifischen IgG-Antikörpern ermöglicht. Die neue Technik des Mikroblots wurde 

von der Firma Attomol GmbH (Schulweg 6, 03205 Lipten) patentiert. Im Rahmen des BMBF-

Projektes BioResponse (Projektträger Jülich; Förderkennzahl beim BMBF: 03WKR03E) und 

der nachfolgenden Stipendiatenförderung durch die Jürgen-Manchot-Stiftung sollten in 

dieser Arbeit rekombinante Fusionsantigene von Proteinbereichen des humanen 

Zytomegalievirus und des humanen Herpesvirus 6 für den Einsatz im Mikroblot entwickelt 

und evaluiert werden. Ein weiterer Fokus lag auf der serologischen Unterscheidung der 

Subtypen HHV6 A und HHV6 B mit Hilfe der Mikroblottechnologie. Weiterhin sollten durch 

die Beurteilung der Erwachsenen- und Kinderseren mit dem HHV6-IgG-Mikroblot 

Unterschiede in der Verbreitung sowie in den Infektionsabläufen der HHV6-Subtypen 

aufgezeigt werden.  

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand in der Untersuchung von HCMV- bzw. HHV6-IgG-

Antikörperantworten von Patienten nach hämatopoetischer Stammzelltransplantation (HSZT) 

mittels Mikroblottechnologie im Rahmen einer klinischen Beobachtungsstudie. Anhand der 

IgG-Antikörperverläufe und der differenzierten Auswertung der IgG-Antikörperantworten 

sollte die Reaktivierung oder Superinfektion von ß-Herpesviren nach hämatopoetischer 

Stammzelltransplantation bei immunsuprimierten Patienten serologisch nachgewiesen 

werden. Weiterhin bestand die Absicht, mit der Mikroblottechnologie zu untersuchen, ob 

Antigen-spezifische IgG-Antikörperreaktionen der Transplantatempfänger auch nach der 

hämatopoetischen Stammzelltransplantation nachweisbar sind. Die Auswertung der Antigen-

spezifischen IgG-Antikörperreaktionen nach der HSZT sollte außerdem Aufschluss über die 

Entwicklung der B-Lymphozytenpopulation der Empfänger geben. Untersuchungen mit dem 

HHV6-IgG-Mikroblot zielten weiterhin darauf, mögliche zeitliche Unterschiede bei der 

Reaktivierung der HHV6-Subtypen nach der hämatopoetischen Stammzelltransplantation 

aufzuzeigen. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Material 

 

2.1.1 Geräte 

 

Gerät:        Firma 

 

AvantiTM J-20       Beckman CoulterTM 

Biofuge-Zentrifuge      Heraeus 

Vacuumzentrifuge RVC 2-18     CHRIST  

Pipetten       Eppendorf 

Mastercycler gradient      Eppendorf 

Brutschrank       Heraeus instruments 

DNA-Sequenzierer      ABI Prism 3100 

Heizblock       Grant Q BD2 

Thermomixer compact     Eppendorf 

Bio Photometer      Eppendorf 

Midi-Gelapparatur      Invitrogen 

Semidry-Blotapparatur     Techne 

Electrophoresis Power Supply-EPS601   Amersham Pharmacia biotech 

Kippschüttler       Heidolph DUOMAX 1030 

IKA-Schüttler MTS 2       IKA-Labortechnik 

 

2.1.2 Chemikalien und Substanzen 

 

Chemikalie       Firma 

Natriumchlorid      MERCK 

Kaliumchlorid       MERCK 

Kalziumchlorid      MERCK 

Magnesiumchlorid      MERCK 

Dinatriumhydrogenphosphat     MERCK 

Kaliumdihydrogenphosphat      MERCK 

Rubidiumchlorid      ROTH 

Kaliumacetat       ROTH 

MOPS-Na-Salz      ROTH 

Tris-Base       ROTH 

Salzsäure       MERCK 
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Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)   MERCK 

Essigsäure       MERCK 

Natriumhydroxid      MERCK 

Ethidiumbromidlösung     ROTH 

Bromphenolblau      Sigma-Aldrich 

Xylenecyanol       ROTH 

Glycerol       ROTH 

Dimethylformamid      MERCK 

Natriumdodecylsulfat (SDS)     ROTH 

ß-Mercaptoethanol      ROTH 

Coomassieblue G-250      Sigma-Aldrich 

Harnstoff        ROTH 

Imidazol        ROTH 

Ponceau-Pulver       Sigma-Aldrich 

Sulfosalicylsäure      MERCK 

Trichloressigsäure      MERCK 

Methanol        MERCK 

Ethanol        MERCK 

Isopropanol        MERCK 

Phenolrot       MERCK 

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG)   ROTH 

Triton X100       Appli Chem 

Bicarbonat        GIBCO 

Ampicillin       ROTH 

Kanamycin       ROTH 

 

Substanz       Firma 

 

Sea Kem LE Agarose      LONZA 

Ni-NTA-Agarose      Qiagen 

Polypropensäule      Qiagen 

10%ige NuPAGE Novex Bis-Tris-Midi-Gele   Invitrogen 

SimplyBlueTM Safe Stain     Invitrogen 

NCP Nitrozellulosemembran, Porengröße 0,45µm  Macherey-Nagel 

Whatmanpapier      Hartenstein 

Fetal Bovine Serum       GIBCO 

Fetal Bovine Serum (FBS)     GIBCO 

Antibiotika-Antimytikum     GIBCO 
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L-Glutamin        GIBCO 

NEA – Non Essential Amino Acids     GIBCO 

1xTrypsin-EDTA      GIBCO 

DifcoTM LB Agar        Becton & Dickinson 

LB Broth Base       Invitrogen 

 

2.1.3 Medien 

 

Medium       Firma 

 

MEM- Minimum Essential Medium     GIBCO 

L-15-Leibovitz-Medium mit Glutamin    GIBCO 

BME-Basal Medium Eagle     GIBCO 

 

2.1.4 Zelllinie 

 

Zelllinie       Quelle 

 

MRC5 - humane Fibroblasten    American Type Culture Collection 

 

2.1.5 Bakterien- und Virusstämme 

 

Bakterienstamm      Firma 

 

One ShotTOP10       Invitrogen 

BL21(DE3)       Novagen 

 

Virusstamm       Quelle 

 

HCMV AD169       Bestand des Universitätsklinikums 

HHV6 A u. B       Patientenplasma 
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2.1.6 Plasmide 

 

Vektor        Firma 

 

pCRII-TOPO-Plasmid     Invitrogen 

pet 28a (+)       Novagen 

 

2.1.7 Enzyme  

 

Enzym       Firma 

 

EcoRI        Fermentas 

NotI        Fermentas 

BamHI        Fermentas 

Shrimp Alkaline Phosphatase    Fermentas 

T4DNA-Ligase       Fermentas 

 

2.1.8 DNA-Marker und Proteinmarker 

 

Marker       Firma 

 

1kb DNA-Marker      Invitrogen 

Protein-Marker 10-200kDa     Fermentas 

 

2.1.9 Kits 

 

Kit        Firma 

 

TOPO TA Cloning        Invitrogen 

QIAamp DNA Blood Mini Kit     Qiagen 

Taq PCR Core Kit      Qiagen 

Gene Clean Turbo Kit      Q BIO Gene 

DyeEx 2.0        Qiagen 

Pierce BCATM Protein Assay Kit    Thermo Scientific 

recomBlot CMV IgG      Mikrogen 

Human Herpesvirus 6 IgG ELISA    Panbio 
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2.1.10 Primer 

 

Tabelle 2: Primer für DNA-Amplifikation  

Primername Sequenz 
(5´=>3´)  

Erreger/ Protein 
Proteinsequenz 

HCMV gB-n- f TGGTGTGTGGATCAACGGCG HCMV/ Glykoprotein B 
aa505-894 

HCMV gB-n- r GTAGCCGTTTTTGCGATGTCGC HCMV/ Glykoprotein B 
aa505-894 

HCMVgB-F2- f  GAATTCTACAACAAACCGATTGCCGCG HCMV/ Glykoprotein B 
aa532-653 

HCMV-gB-F2- r GCGGCCGCATCCAGGGCGATCATGCTG HCMV/ Glykoprotein B 
aa532-653 

HCMV-gB-F3-f GAATTCACGCAGCCGCTGCAGAA HCMV/ Glykoprotein B 
aa779-907 

HCMV-gB-F3-r GCGGCCGCGACGTTCTCTTCTTCGTCGGA
GT 

HCMV/ Glykoprotein B 
aa779-907 

HCMV-pp150-n-f CTGCAGCAACGTCAGCAGCAAC HCMV/ pp150 
aa403-1000 

HCMV-pp150-n-r TTTCATGCCCGTCGTGCTCTTG HCMV/ pp150 
aa403-1000 

HCMV-pp150-F1-f GAATTCGCACGTAAACCGAGCGCCTC HCMV/ pp150 
aa414-551 

HCMV-pp150-F1-r GCGGCCGCCGTGTCGGTGAAACGCGGAT HCMV/ pp150 
aa414-551 

HCMV-pp150-F2-f GAATTCGCGGCTTTCAGTCTCGTCTC HCMV/ pp150 
aa491-698 

HCMV-pp150-F2-r GCGGCCGCAACCTCATCAGCGGCGTCC HCMV/ pp150 
aa491-698 

HCMV-pp150-F3-f GAATTCGACGCCGCTGATGAGGTTTGG HCMV/ pp150 
aa694-975 

HCMV-pp150-F3-r GCGGCCGCCGCCCCCGGTTTCAGGAT HCMV/ pp150 
aa694-975 

HCMV-pp65-n-f ATGGAGTCGCGCGGTCGCCGTTGT HCMV/ pp65 
aa1-561 

HCMV-pp65-n-r ACCTCGGTGCTTTTTGGGCGT HCMV/ pp65 
aa1-561 

HCMV-pp65-F1-f GAATTCGAAATGATATCCGTACTGGGTCCC
A 

HCMV/ pp65 
aa10-183 

HCMV-pp65-F1-r GCGGCCGCCGTGTAGTAGACGTCGGGCTC
TTTC 

HCMV/ pp65 
aa10-183 

HCMV-pp65-F2-f GAATTCTGGAAAGAGCCCGACGTCTACTAC
AC 

HCMV/ pp65 
aa175-376 

HCMV-pp65-F2-r GCGGCCGCCTGGATGCGATACTGGCTGGT
GAAG 

HCMV/ pp65 
aa175-376 

HCMV-pp28-n-f GGTGCCGAACTCTGCAAACG HCMV/ pp28 
aa1-171 
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Primername Sequenz 
(5´=>3´)  

Erreger/ Protein 
Proteinsequenz 

HCMV-pp28-n-r CTTCTTTTGGCGCGGAGTCCT HCMV/ pp28 
aa1-171 

HCMV-pp28-F1-f GAATTCACCACGCCCGGTGAGCC HCMV/ pp28 
aa15-51 

HCMV-pp28-F1-r GCGGCCGCGTCGTCATCGTCCTCCCCTT HCMV/ pp28 
aa15-51 

HCMV-pp28-F2-f GAATTCCAGGAGACGGACGACCTAGACG HCMV/ pp28 
aa129-166 

HCMV-pp28-F2-r GCGGCCGCAGTCCTGGGTGTGTCGGGC HCMV/ pp28 
aa129-166 

HCMV-pp52-n-f TACAAGACGGCTATCCAGCAGC HCMV/ pp52 
aa20-403 

HCMV-pp52-n-r GCCGGAGTTGCGATCCAAA HCMV/ pp52 
aa20-403 

HCMV-pp52-F1-f GAATTCTTTCTCACCGAGGAACCTTTCC HCMV/ pp52 
aa266-293 

HCMV-pp52-F1-r GCGGCCGCGCCGCCGCCACGC HCMV/ pp52 
aa266-293 

HHV6 A-gL-F-f GGATCCTTACTAACCTTCTCGAAAGCGATG
C 

HHV6 gL 
aa12-242 

HHV6 A-gL-F-r GCGGCCGCGCGGGAACTTCGGAAAGGT HHV6 gL 
aa12-242 

HHV6 A-U47-n-f ATGCATTTGGAGGTCATCGTCC  HHV6 A/ U47 
aa1-650 

HHV6 A-U47-n-r CTCTGTAGATCGTCCCGTGATTGT HHV6 A/ U47 
aa1-650 

HHV6 A-U47-F2-f GGATCCATGTACACCCCAACCGACAT HHV6 A/ U47 
aa341-650 

HHV6 A-U47-F2-r GCGGCCGCCTCTGTAGATCGTCCCGTGAT HHV6 A/ U47 
aa341-650 

HHV6 B-U47-n-f ATGCTTCACATCTCGCGACTCG  HHV6 B/ U47 
aa1-723 

HHV6 B-U47-n-r ATGCGTTGCATTTTGGGTTGA HHV6 B/ U47 
aa1-723 

HHV6 B-U47-F2-f GGATCCCTTACAATCCGTCGTAACGC HHV6 B/ U47 
aa321-727 

HHV6 B-U47-F2-r GCGGCCGCGTTGTATGTGTAATGCGTTGC
A 

HHV6 B/ U47 
aa321-727 

HHV6 B-U47-F6-f GAATTCGCTTTACCATCTAGTAATTCATCAC
ACTC 

HHV6 B/ U47 
aa542-644 

HHV6 B-U47-F6-r GCGGCCGCAGTCGTTAGCTGTGTTGTGAT
ATGATT 

HHV6 B/ U47 
aa542-644 

HHV 6 B gB-n-f TTCGTCACCCCCAAGGATTCTT HHV6 B/ gB 
aa321-407 

HHV 6 B gB-n-r TCTAGACTTGACATCCACCAAATCTCG HHV6 B/ gB 
aa321-407 
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Primername Sequenz 
(5´=>3´)  

Erreger/ Protein 
Proteinsequenz 

HHV 6 B gB-F1-f GAATTCCAAACGTGTATTAAGAATGAATTT
GAG 

HHV6 B/ gB 
aa335-395 

HHV 6 B gB-F1-r GCGGCCGCTAAGTTTACTGAACCCTGCTC
AAGA 

HHV6 B/ gB 
aa335-395 

HHV 6 A gB-n-f GCTTTCGTCGCCCCCAAG HHV6 A/ gB 
aa320-407 

HHV 6 Á gB-n-r TCTAGACTTAACATCCCCCACATCTC HHV6 A/ gB 
aa320-407 

HHV 6 A gB-F1-f GAATTCCAAACGTGTATTAAGAATGAATTT
GAA 

HHV6 A/ gB 
aa335-395 

HHV 6 A gB-F1-r GCGGCCGCTATTTTTTCCGAACCCTGCTC HHV6 A/ gB 
aa335-395 

HHV6 A-pp100-n-f GCATTTTCGATGTCTGAGATTGG HHV6 A/ pp100 
aa282-853 

HHV6 A-pp100-n-r CGGCCCAGAGACGGTGTTTTCAT HHV6 A/ pp100 
aa282-853 

HHV6 A-pp100-F1-f GAATTCGATTTCGTCCCTTTACGCG HHV6 A/ pp100 
aa295-576 

HHV6 A-pp100 -F1-r GCGGCCGCCACCTCGCGTGAGTGCATT HHV6 A/ pp100 
aa295-576 

HHV6 A-pp100-F2-f GGATCCGCTATAATGCACTCACGCGAGGT HHV6 A/ pp100 
aa569-852 

HHV6 A-pp100-F2-r GCGGCCGCCGGCCCAGAGACGGTGTTTT HHV6 A/ pp100 
aa569-852 

HHV6 B-pp100-n-f AAAGCATTTTCGGTGCCTGAG HHV6 B/ pp100 
aa280-855 

HHV6 B-pp100-n-r GATCACTGACTTGTCTTTGGCAGCT HHV6 B/ pp100 
aa280-855 

HHV6 B-pp100-F1-f GAATTCAAAGCATTTTCGGTGCCTGAG HHV6 B/ pp100 
aa280-614 

HHV6 B-pp100-F1-r GCGGCCGCGTCCCTGCTATTTCCTTTCCC
C 

HHV6 B/ pp100 
aa280-614 

HHV6 B-pp100-F2-f GGATCCGCTCGTGACGTATCAAGAGGG  HHV6 B/ pp100 
aa581-839 

HHV6 B-pp100-F2-r GCGGCCGCCCCAGGGACGGTTTCTTCA HHV6 B/ pp100 
aa581-839 

 

f... forward 

r... reverse 

n... nested Primer, äußerer Primer 

F1... Fragment 1 

F2... Fragment 2 
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2.2 Methoden 

 

2.2.1 Expression der HCMV- und HHV6-Antigene  

 

2.2.1.1 Klonierung der Zielsequenzen in den Express ionsvektor 

 

Zur rekombinanten Herstellung der viralen Antigene wurden von den beschriebenen 

antigenen Strukturproteinen und Nichtstrukturproteinen der HCMV- und HHV6-Viren 

Proteinbereiche ausgewählt und deren DNA-Sequenzen amplifiziert und über zwei 

Klonierungsschritte in den Expressionsvektor pet28a(+) kloniert. Die für die Amplifikation 

notwendige Virus-DNA (HCMV und HHV6) wurde aus dem Zellkulturüberstand von mit 

HCMV infizierten MRC5-Zellen und aus Patientenplasmen extrahiert. 

 

2.2.1.1.1 Zellkultur 

 

2.2.1.1.1.1 verwendete Zelllinien 

 

Für die Produktion des humanen Zytomegalievirus kamen MRC5-Zellen zum Einsatz. 

MRC5-Zellen sind humane fetale Lungenfibroblasten, die adhärent auf Zellkulturflaschen 

wachsen. Die Zelllinie wurde bei der American Type Culture Collection erworben. 

 

2.2.1.1.1.2 Kultivierung der MRC5-Zellen 

 

Die aufgetauten MRC5-Zellen wurden in einer T25-Kulturflasche (Nunc) mit 30ml 10% MEM-

Medium kultiviert. Nach 24h fand dann ein Mediumwechsel statt. Dazu wurde das 

verbrauchte Medium in eine Abfallflasche gegossen und die Zellen mit 3ml 1x PBS 

gewaschen. Anschließend wurde erneut 30ml 10%iges MEM-Medium auf die Zellen 

gegeben. Nach 4-5 Tagen wurden die Zellen in einem Verhältnis 1:2 auf zwei Kulturflaschen 

verteilt. 

 

10%-MEM-Medium:  500ml MEM-Minimum Essential Medium  

    50ml 1x L-15-Leibovitz-Medium mit Glutamin 

    55ml Fetal Bovine Serum  

    5ml Antibiotika-Antimytikum  
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1x PBS (Phosphat gepufferte Salzlösung):  137mM NaCl 

       2,7mM KCl 

       6,5mM Na2HPO4*2H2O 

       1,5mM KH2PO4 

 

2.2.1.1.1.3 Passagieren der MRC5-Zellen 

 

Das verbrauchte Kulturmedium wurde in eine Abfallflasche gegossen. Anschließend wurden 

die MRC5-Zellen mit 1ml 1xTrypsin-EDTA unter Verwendung einer T25-Kulturflasche (Nunc) 

bzw. 3ml unter Verwendung einer T75-Kulturflasche (Nunc) gewaschen. Dazu wurde das 

1xTrypsin-EDTA in die Zellkulturflaschen pipettiert und direkt danach abgegossen. Im 

folgenden Schritt wurden die adhärenden MRC5-Zellen mit dem 1x Trypsin-EDTA vom 

Boden der Kulturflasche abgelöst. Es wurden jeweils 1,5ml bzw. 3ml 1xTrypsin-EDTA bei 

Verwendung einer T25-Kulturflasche bzw. einer T75-Kulturflasche in die Zellkulturflaschen 

pipettiert. Nach einer Einwirkzeit von 5-10min wurde die Kulturflasche geschwenkt und 

anschließend die Zellen durch auf- und abpipettieren vereinzelt. Die Kulturflaschen wurden 

danach mit 30ml bzw. 120ml frischem 5%MEM-Medium befüllt. Zum Schluß fand die 

Überführung der Zellsuspension zu drei gleichen Teilen in die neuen T25- bzw. T75- 

Kulturflaschen (Nunc) statt.  

 

5%-MEM-Medium:  500ml MEM-Minimum Essential Medium  

    50ml 1x L-15-Leibovitz-Medium mit Glutamin  

    27,5ml Fetal Bovine Serum  

    5ml Antibiotika-Antimytikum  

 

2.2.1.1.2 Infektion der MRC5-Zellen mit humanen Zytomegalievirus (HCMV) 

 

Die Infektion der MRC5-Zellen erfolgte mit dem Ad169-Stamm. Die MRC5-Zellen in einer 

T75-Kulturflasche wurden mit 1ml Saatvirus infiziert und mit 2%BME-Medium weiter 

kultiviert. 

 

2% BME-Medium:  100ml BME  

100ml 1x L-15-Leibovitz-Medium mit Glutamin  

2ml 100x L-Glutamin  

2ml 100x NEA – Non Essential Amino Acids  

4ml FKS – Foetal Bovine Serum  

2ml 7,5% Bicarbonat  

1ml Antibiotika-Antimytikum  
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Zur Extraktion der HCMV-Virus-DNA wurde 1ml Zellkulturüberstand der infizierten MRC5-

Zellen in ein 1,5ml Eppendorfgefäß überführt. 

 

2.2.1.1.3 Extraktion der Virus-DNA mit QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) 

 

Die Extraktion der Virus-DNA (HCMV; HHV6) erfolgte nach dem Protokoll von QIAamp DNA 

Blood Mini Kit (Qiagen). Aus dem Zellkulturüberstand der mit humanen Zytomegalievirus 

(HCMV, Stamm: Ad169) infizierten MRC5-Zellen wurde die HCMV-DNA extrahiert. Die 

HHV6-DNA hingegen wurde aus den Plasmen von Patienten extrahiert. In 1,5ml 

Eppendorfgefäße wurde jeweils 20µl Qiagen-Protease vorgelegt und anschließend jeweils 

200µl der Probe (Patientenplasma) hinzugefügt. Nachdem alles ordentlich gemischt war, 

kamen 200µl Puffer AL zu den Probenpuffergemischen hinzu. Die Probengemische wurden 

dann für 15s gevortext und für 10min bei 56°C im Th ermomixer inkubiert. Nach der 

Inkubation wurden jeweils 200µl 96%-iges Ethanol zu den Probengemischen hinzu gegeben 

und für 15s gevortext. Die QIAamp Mini-Säulen wurden danach mit den Probenpuffer-

gemischen beladen und bei 13000rpm für 1min zentrifugiert. Die Durchflüsse mussten nach 

diesem und in den folgenden Schritten verworfen werden. Auf die beladenen Säulen wurde 

anschließend erst 500µl AW1-Puffer pipettiert und diese für 1min bei 13000rpm zentrifugiert. 

Danach wurde 500µl AW2-Puffer auf die Säulen gegeben und diese für 3min bei 13000rpm 

zentrifugiert. Im folgenden Schritt wurden die Säulen für 5min bei 13000rpm trocken 

zentrifugiert. Die Eluation der an die Säulen gebundenen DNA erfolgte mit 200µl Puffer AE. 

Dazu wurden 200µl AE-Puffer auf die Säule pipettiert und diese für 1min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Säulen für 1min bei 13000rpm 

zentrifugiert. Mit der eluierten DNA konnte danach sofort die PCR-Reaktion durchgeführt 

werden. Bei längeren Wartezeiten wurde die Virus-DNA bei –20°C eingefroren. 

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten mit der Biofuge-Zentrifuge (Heraeus). 

 

2.2.1.1.4 Amplifikation ausgewählter DNA-Sequenzbereiche mittels „nested“ PCR  

 

Mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR) kann man spezifisch DNA-Abschnitte 

vervielfältigen. Die nested PCR (geschachtelte PCR) ist eine Variante der Standard-PCR, bei 

der ein zweites Primerpaar verwendet wird, um aus einer Mischung an DNA-Molekülen den 

spezifischen DNA-Abschnitt zu amplifizieren und Nebenprodukte zu unterbinden. Das erste 

Primerpaar (das „Äußere Primerpaar“) amplifiziert in einer Standard-PCR-Reaktion einen 

großen DNA-Bereich. Das zweite Primerpaar (das „Innere Primerpaar“), welches auch als 

„nested Primer“ bezeichnet wird, bindet innerhalb des ersten PCR-Produkts und trägt 

artifizielle Schnittstellen. Die Bindung der modifzierten Primer an das Template wird durch 

die artifiziellen Schnittstellen erschwert. Jedoch wird durch eine ausreichende Menge an 
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Template durch die 1. PCR und durch niedrige Annealing-Temperaturen eine Bindung des 

Primerpaar gewährleistet. Das zweite PCR-Produkt ist immer kleiner als das erste PCR-

Produkt.  

 

2.2.1.1.4.1 PCR-Ansatz mit Taq PCR Core Kit (Qiagen) 

 

Mit der extrahierten HCMV- bzw. HHV6-DNA wurden die Standard-PCR-Reaktionen 

angesetzt. Folgende Komponenten wurden in die PCR-Reaktionsgefäße pipettiert.  

 

Tabelle 3:  Pipettierschema für den PCR-Ansatz  

Komponente Volumen Endkonzentration bzw. 

Menge 

10x Coral Load Puffer 5µl 1x 

MgCl2 (25mM) 1µl 2mM 

dNTP-Mix (10mM pro 

Nukleotid) 

2µl 400µM pro Nukleotid 

Forward Primer (5pmol) 5µl 25pmol 

Reverse Primer (5pmol)  5µl 25pmol 

Taq DNA-Polymerase 0,5µl 2,5 Units pro Reaktion 

Dest. H2O 26,5µl  

extrahierte DNA 5µl  

Endvolumen 50µl  

 

Mit den aus den Agarosegelen aufgereinigten PCR-Produkten (Gene Clean Turbo Kit) wurde 

die 2. Standard-PCR-Reaktion angesetzt. 
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2.2.1.1.4.2 PCR-Programm 

 

Die PCR-Reaktionen erfolgten im Mastercycler gradient. 

 

Tabelle 4:  PCR-Programm  

Amplifkations-

schritt 

Phase Temperatur Zeit Zyklen 

1 Denaturation 95°C  120sec 1 

2 Denaturation 95°C  15sec 
3 Annealing 60°C 20sec 
4 Elongation 72°C 90sec 

 

29 

5 End-Elongation 72°C 420sec 1 

6 Kühlung 4°C ∝   

 

Die Annealingtemperatur der 1. PCR-Reaktion betrug 60°C, die der 2. PCR-Reaktion 55°C. 

 

2.2.1.1.5 Agarose-Gelelektrophorese 

 

Die Agarose-Gelektrophorese ist eine Methode, um z.B. DNA-Fragmente ihrer Größe nach 

zu trennen. Während die größeren DNA-Fragmente langsamer laufen und im oberen Bereich 

des Gels zu sehen sind, findet man die kleineren und dadurch schneller laufenden DNA-

Fragmente im unteren Bereich des Gels. 

 

2.2.1.1.5.1 Herstellung des 1%-igen Agarosegels 

 

Für die Herstellung eines 1%-igen Agarosegels wurde 1g Agarose eingewogen und in 100ml 

TAE-Puffer durch Erwärmen gelöst. Nachdem die Agaroselösung auf ca. 60°C abgekühlt 

war, wurde 3µl Ethidiumbromidlösung (10mg/ ml) zur Agaroselösung pipettiert und diese 

dann in die vorbereitete Gelkammer gegossen. 

 

Sea Kem LE Agarose  

 

TAE-Puffer pH 8,0:  40mM Tris-Base 

   1mM Na2EDTA; pH8,0 

   20mM Essigsäure 

 

Ethidiumbromidlösung: 10mg/ 1ml 
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2.2.1.1.5.2 Elektrophoreselauf 

 

Die DNA-Proben wurden in 1-fach Ladepuffer aufgenommen und das Agarosegel wurde mit 

den Proben beladen. Das Gel lief bei 120V ca. 50min. 

 

10x Ladepuffer: 0,25% Bromphenolblau 

   0,25% Xylene Cyanol 

   100mM Tris-HCL, pH 8,0 

   50mM Na2EDTA; pH8,0 

   60% Glycerin 

 

Marker:   1kb DNA-Marker (Invitrogen) 

 

2.2.1.1.6. Aufreinigung der PCR-Produkte mit dem Gene Clean Turbo Kit (Q BIO Gene) 

 

Die Aufreinigung der PCR-Produkte aus den Agarosegelen erfolgte nach dem Protokoll von 

Q BIO Gene. Die ausgeschnittenen Agarosegelstücke wurden mit Geneclean Turbo Salt 

Solution vermischt (0,1g Gel/ 100µl Puffer) und so lange auf 55°C erhitzt, bis sich die Gele 

verflüssigt hatten (ca. 5min). Anschließend wurden auf die Turbo Säulen die Gelflüssigkeiten 

pipettiert. Danach erfolgte ein Zentrifugationsschritt für 5s bei 8600rpm. Die Durchflüsse 

mussten in diesem und in dem folgenden Schritt verworfen werden. Im Anschluss wurde auf 

die Säulen die 500µl Turbo Wash Solution pipettiert und diese dann zunächst für 5s bei 

8600rpm zentrifugiert sowie danach für weitere 4min bei 8600rpm trocken zentrifugiert. Im 

folgenden Schritt erfolgte mit 30µl Turbo Elution Solution die Eluation der DNA von den 

Säulen. Dazu wurden 30µl Turbo Elution Solution auf die Säulen pipettiert und diese für 1min 

inkubiert. Zum Schluß wurden diese für 5min bei 8600rpm zentrifugiert. 

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten mit der Biofuge-Zentrifuge (Heraeus). 

 

2.2.1.1.7 Topo-TA-Klonierung (Invitrogen) 

 

Die Topo-TA-Klonierung (Invitrogen) ist eine einfache Methode, um ein mit der Taq-DNA-

Polymerase (Invitrogen) amplifiziertes PCR-Produkt in das pCRII-TOPO-Plasmid 

einzubauen. Während der PCR-Reaktion hängt die Taq-Polymerase, die eine 

Transferaseaktivität besitzt, Desoxyadenosine an das 3´Ende des PCR-Produktes an. Das 

pCRII-TOPO-Plasmid trägt überhängende 3´Desoxythymidinreste. Topoisomerasen I sind 

kovalent über Tyrosilreste an die 3´Phosphatenden der Desoxythymidinreste an das 

linearisierte pCRII-TOPO-Plasmid gebunden. Die kovalente Bindung der 

Desoxyadenosine des PCR-Produktes an die Desoxythymidinreste des pCRII-TOPO-
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Plasmids führt auf Grund der räumlichen Annäherung des 5´Hydroxylendes des PCR-

Produktes zur Auflösung der Phosphotyrosylbindung und zur Freisetzung der 

Topoisomerase I. 

 

                         

Abb. 1.:  Plasmidkarte des pCR ®II-TOPO®-Plasmids (Quelle: Invitrogen)  

 

2.2.1.1.7.1 Topo TA Klonierungsreaktion (Invitrogen) 

 

Die Klonierungsreaktion wurde wie folgt in die Reaktionsgefäße pipettiert. 

 

Tabelle 5: Pipettierschema für die Topo-TA-Klonieru ngsreaktion  

Komponente Volumen 

aufgereinigtes PCR-Produkt 4µl 

Salzlösung 1µl 

pCRII-TOPO-Vektor (10ng/1µl) 1µl 

Endvolumen 6µl 

 

Der Klonierungsansatz wurde bei RT für 30min inkubiert. 
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Salzlösung:    1,2M NaCl 

     0,06M MgCl2 

 

pCRII-TOPO-Vektor-Lösung: 10ng/1µl Plasmid-DNA  

     50% Glycerol 

     50mM Tris-HCl pH 7,4 

     1mM EDTA 

     2mM DTT 

     0,1% Triton X-100 

     100µg/ml BSA 

     Phenolrot 

 

2.2.1.1.8 Transformation der Topo-Vektoren in TOP10 Zellen (Invitrogen) 

 

2µl der Topo-Klonierungsreaktion wurden mit 100µl TOP10-Zellen vorsichtig in den 

Eppendorfgefäßen vermischt und für 30min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden 

die Bakterienzellen für 30sek in einem Wasserbad bei 42°C geschockt und anschließend 

sofort auf Eis überführt. Danach erfolgte die Zugabe von 250µl SOC-Medium (Invitrogen). 

Nachdem die Zellsuspensionen 1h auf einem Thermomixer bei 37°C geschüttelt hatten, 

wurden 200µl der Bakteriensuspensionen auf die Amp-Selektiv-Agarplatten ausplattiert, die 

zuvor mit 40µl Xgal (40mg/ml) inkubiert wurden. Die bestrichenen Agarplatten wurden über 

Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 

 

Soc-Medium (Invitrogen): 2%Trypton 

0.5% Hefeextrakt 

10mM NaCl 

2,5mM KCl 

10mM MgCl2 

10mM MgSO4 

20mM Glukose 

 

X-Gal: 20mg/ml Dimethylformamid 

 

Agarplatten:    40g (4%) für 1 l DifcoTM LB Agar  

    mit Aqua dest. auffüllen 

100µg/ml Ampicillin 

autoklavieren 
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Top10:    chemisch kompetente Bakterienzellen  

    F-mcr A∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 

     recA1 araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR)  

    endA1 nupG 

 

2.2.1.1.9 Mini-Plasmidpräparation 

 

2.2.1.1.9.1 5ml Kulturen 

 

In Glasröhrchen wurden 5ml LB-Medium (amp) vorgelegt. Mit einer Pipettenspitze wurden 

anschließend die Bakterienkolonien von einer LB-amp-Platte gepickt und in das 5ml LB-

Medium (amp) überführt. Die Bakterienkulturen mussten über Nacht (für ca. 16h) bei 37°C 

und 200rpm kultiviert werden. 

 

1x LB-Medium (flüssig und autoklaviert): 8g (0,8%) LB Broth Base  

      auf 1l Aqua dest. 

      100µg/ml Ampicilin 

 

2.2.1.1.9.2 DNA-Aufreinigung nach QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) 

 

Die Aufreinigung der DNA aus den Minikulturen erfolgte nach dem Protokoll von QIAprep 

Spin Miniprep Kit (Qiagen).  

2ml Bakteriensuspension wurden in ein Reaktionsgefäß überführt und für 10min bei 

13000rpm zentrifugiert. Die Resuspension und Lyse der Bakterienpellets erfolgte zuerst in 

250µl Puffer P1 (enthielt Rnase) und danach in 250µl Puffer P2. Nachdem jeweils 350µl 

Puffer N3 zu den Bakterienlysaten gegeben wurden, mussten die Probengemische für 10min 

bei 13.000rpm zentrifugieren. Die Überstände wurden dann auf die QIAprep-Säulen pipettiert 

und diese wurden im Folgenden für 1min bei 13000rpm zentrifugiert. Die Durchflüsse 

mussten in diesen und in den folgenden Schritten verworfen werden. Anschließend wurden 

auf die Säulen 500µl PB-Puffer pipettiert und erneut für 1min bei 13000rpm zentrifugiert. 

Danach erfolgte das Waschen der Säulen mit 750µl PE-Puffer nach der gleichen Methode. 

Nachdem die Säulen für 1min bei 13000rpm trocken zentrifugiert wurden, erfolgte im letzten 

Schritt mit 50µl EB-Puffer die Eluation der DNA von den Säulen. Dazu wurde 50µl EB-Puffer 

auf die Säulen pipettiert und diese nach 1min Inkubationszeit für 1min bei 13000rpm 

zentrifugiert. 

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten mit der Biofuge-Zentrifuge (Heraeus). 
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2.2.1.1.10 Analytischer Topo-Plasmid-Verdau mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und 

NotI 

 

Restriktionsverdaue sind eine Möglichkeit, um die Richtigkeit der rekombinanten Plasmide 

und der eingesetzten DNA-Fragmente zu überprüfen. Restriktionsendonukleasen erkennen 

eine spezifische DNA-Sequenz und schneiden innerhalb dieser. Die Molekülgrößen der 

Plasmide und der DNA-Fragmente wurden mittels Agarosegelelektrophorese überprüft.  

 

2.2.1.1.10.1 Reaktionsansatz 

 

Die Komponenten für die Restriktionsverdaue wurden wie folgt in die Reaktionsgefäße 

pipettiert. 

 

Tabelle 6:  Pipettierschema für den Restriktionsverdau  

Komponenten Volumen 

Plasmid-DNA 5µl 

10 x Puffer orange  1,5µl 

Enzym 1 EcoR1 10u/ 1µl 0,5µl 

Enzym 2 NotI 10u/ 1µl 0,5µl 

Aqua dest.  7,5µl 

Endvolumen 15µl 

 

Die Verdaue wurden für 2h bei 37°C inkubiert. 

 

2.2.1.1.11 DNA-Sequenzierung 

 

Die DNA-Sequenzierung ist die beste Möglichkeit, DNA-Sequenzen auf ihre Richtigkeit zu 

überprüfen. Die Kettenabbruch-Methode (Didesoxymethode nach Sanger) ist eine Methode, 

um DNA zu sequenzieren. Ähnlich einer PCR benötigt man für diese Methode einen Primer, 

der an die zu sequenzierende DNA bindet. Die DNA wird durch die DNA-Polymerase 

komplementär zur DNA verlängert. Dem Reaktionsgemisch sind fluoreszenzmarkierte 

Didesoxynukleosidtriphosphate zugegeben. Bindet die DNA-Polymerase ein Didesoxy-

nukleosidtriphosphat an den DNA-Strang, kommt es zum Kettenabbruch, da es keine 

3´Hydroxygruppe besitzt. Es entstehen DNA-Moleküle von unterschiedlicher Länge, die 

abhängig vom Nukleotid unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe tragen. Die Kettenabbruch-

produkte werden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt und mit einem Laser zur 

Fluoreszenz angeregt. 
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Mit einem Detektor werden die Emissionen der Fluoreszenzfarbstoffe gemessen und ein 

Chromatogramm erstellt. 

 

2.2.1.1.11.1 PCR-Reaktionsansatz für DNA-Sequenzierung 

 

Die Reaktionsansätze für die Sequenzier-PCRs wurden wie folgt in die Reaktionsgefäße 

pipettiert. 

 

Tabelle 7:  Pipettierschema für den PCR-Ansatz  

Komponenten Volumen 

Vektor DNA 100ng/µl 

Big Dye Sequenziermix 2µl 

Primer (forward bzw. reverse) (5pmol/ 1µl) 1µl  

Aqua dest. 4,5µl 

Endvolumen 10µl 

 

2.2.1.1.11.2 PCR-Programm für DNA-Sequenzierung 

 

Tabelle 8:  PCR-Programm  

Amplifikations-

schritt 

Phase Temperatur Zeit Zyklen 

1 Denaturation 95°C  120sec 1 

2 Denaturation 95°C  10sec 
3 Annealing 55°C 5sec 
4 Elongation 60°C 240sec 

 

25 

5 Kühlung 4°C ∝   

 

2.2.1.1.11.3 Aufreinigung des PCR-Produktes zur Sequenzierung mit DyeEx 2.0 (Qiagen) 

 

Die Aufreinigungen der Sequenzierreaktionen erfolgten nach dem Protokoll von DyeEx 2.0 

(Quiagen). Im ersten Schritt wurden die Säulen für wenige Sekunden gevortext. 

Anschließend wurden die Säulen, deren Bodenverschlüsse zuvor abgebrochen und deren 

Deckel um eine Viertel Drehung geöffnet wurden, in 2ml Sammelgefäße gestellt. Die bei 

2800rpm zentrifugierten Säulen wurden danach in neue Eppendorfgefäße (1,5ml) überführt. 

Dann mussten die Sequenzierreaktionen auf die Säulen pipettiert werden. Als nächstes 

erfolgte die Eluation der Sequenzierreaktionen von den Säulen durch einen 3min dauernden 

Zentrifugationschritt bei 2800rpm. Die gereinigten PCR-Produkte wurden anschließend in 
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einer Vakuumzentrifuge für ca. 35min bei 42°C und 1 3000rpm getrocknet. Das 

Resuspendieren der Proben und das Beladen der Kapillaren bzw. des Plattensequenzers 

erfolgten im PCR-Labor des Institutes für Mikrobiologie, Virologie und Hygiene nach 

Vorschrift des Herstellers bzw. wurde als externer Auftrag an das Max-Planck-Institut 

weitergeleitet.  

 

2.2.1.1.12 Umklonierung der Zielsequenzen in den Expressionsvektor pet 28a (+) (Novagen) 

 

Als Klonierung bezeichnet man eine Methode, mit der ein beliebiges DNA-Fragment in ein 

Plasmid bzw. Vektor eingebaut werden kann. Die mit Hilfe der TOPO-TA-Klonierung 

hergestellten DNA-Fragmente wurden aus den pCRII-TOPO-Plasmiden mit 

Restriktionsenzymen ausgeschnitten und in den Expressionsvektor (pet 28a (+)-Vektor) 

kloniert. Sowohl die pCRII-TOPO-Plasmide, als auch der pet 28a-Vektor wurden mit den 

Restriktionsenzymen EcoRI und Not1 (Fermentas) geschnitten, wobei kompatible 

überhängende Enden entstanden. Anschließend erfolgten die Ligationen der DNA-

Fragmente mit dem pet 28a (+)-Vektor. Der pet 28a (+)-Vektor mit dem ligierten DNA-

Fragment wurde im nächsten Schritt in kompetente BL21-Bakterienzellen transformiert. Die 

Vektor- tragenden Bakterienzellen wurden dann durch die Antibiotika-Resistenz auf einer LB-

Agarplatte selektioniert.  

                   

 Abb. 2.:  Vektorkarte des pET-28a(+)-Plasmides (Quelle: Novag en) 
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2.2.1.1.12.1 Restriktionsverdau der pCRII-TOPO-Plasmide und des pet 28a (+)-Vektors 

mit Eco RI und Not I  

 

Die pCRII-TOPO-Plasmide sowie der Zielvektor (pet 28a (+)) wurden mit den 

Restriktionsenzymen EcoRI bzw. Bam HI und NotI verdaut. 

 

2.2.1.1.12.1.1 Reaktionsansatz 

 

Die Reaktionsansätze für die Restriktionsverdaue der pCRII-TOPO-Plasmide und des 

pet 28a (+)-Vektors wurden wie folgt in die Reaktionsgefäße pipettiert. 

 

Tabelle 9:  Pipettierschema  

Komponenten Volumen 

Plasmid-DNA  5µl (µg) 

10 x Puffer orange  1,5µl 

Enzym 1 EcoR1 bzw. BamHI (10u/ 1µl) 0,5µl 

Enzym 2 NotI (10u/ 1µl) 0,5µl 

Aqua dest.  7,5µl 

Endvolumen 15µl 

 

Die Verdaue wurden für 2h bei 37°C inkubiert. Die A uftrennung der Restriktionsverdaue 

mittels Agarose-Gelelektrophorese und die Aufreinigung der geschnittenen DNA aus dem 

Agarosegel erfolgten wie unter den Punkten 2.2.1.1.5 und 2.2.1.1.6 beschrieben. 

 

2.2.1.1.12.2 Dephosphorylierung des pet 28a (+)-Vektors 

 

Die durch die Alkalische Phosphatase katalysierte Dephosphorylierung der Vektorenden 

verhindert die Re-Ligation des linearisierten Vektors.  

 

2.2.1.1.12.2.1 Reaktionsansatz 

 

Der Reaktionsansatz für die Dephosphorylierung des pet 28a (+)-Vektors wurde wie folgt in 

das Reaktionsgefäß pipettiert. 
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Tabelle 10:  Pipettierschema  

Komponenten Volumen 

Vektor-DNA 40µl 

10 x Puffer  5µl 

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) 1u/1µl 1µl 

Aqua dest.  3µl 

Endvolumen 49µl 

 

Die Reaktion erfolgte für 30min bei 55°C. Anschließ end wurde sie bei 65°C (Thermomixer) 

für 15min gestoppt. 

 

2.2.1.1.12.3 Ligation des pet 28a (+)-Vektors mit den DNA-Fragmenten 

 

Die Ligation ist eine Reaktion, bei der das 3´Ende einer Nukleinsäure mit dem 5´Ende einer 

weiteren Nukleinsäure zu einer Phosphordiesterbrücke verbunden wird. 

Die Ligation wird in der Molekularbiologie benutzt, um Fremd-DNA mit einem linearisierten 

Vektor zu verknüpfen. Die eingesetzte Ligase katalysiert die Verbindung zwischen dem 

3´Hydroxy-Ende und dem 5´Phosphat-Ende.  

 

2.2.1.1.12.3.1 Ligationsansatz 

 

Der Ligationsansatz wurde wie folgt in die Reaktionsgefäße pipettiert. 

 

Tabelle 11:  Pipettierschema für den Ligationsansatz  

Komponenten Volumen 

Vektor-DNA (pet28a(+)) 1µl 

Insert-DNA 9µl 

Puffer 2µl 

Aqua dest.  7µl 

T4-DNA-Ligase 1µl 

Endvolumen 20µl 

 

2.2.1.1.12.4 Transformation in BL21-Zellen  

 

2µl der Ligationsreaktionen wurden mit 100µl BL21-Zellen vorsichtig vermischt und 30min 

auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Bakterienzellen für 30sek in einem 

Wasserbad bei 42°C geschockt und anschließend sofor t auf Eis überführt. Danach erfolgte 
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die Zugabe von 250µl SOC-Medium (Invitrogen) und alles wurde für 1h bei 37°C geschüttelt. 

Am Schluss wurden 200µl der Zellsuspensionen auf die Selektiv-Agarplatten (kan-Resistenz) 

ausplattiert, die zuvor mit 40µl Xgal (40mg/ml) inkubiert wurden. Das Wachstum der 

selektierten Bakterienkulturen erfolgte über Nacht bei 37°C im Brutschrank. 

 

Soc-Medium (Invitrogen): 2%Trypton 

0.5% Hefeextrakt 

10mM NaCl 

2,5mM KCl 

10mM MgCl2 

10mM MgSO4 

20mM Glukose 

 

2.2.1.1.12.4.1 Herstellung der kompetenten BL21-Zellen 

 

100ml LB-Medium wurde mit 1ml der 5ml BL21 Über-Nacht-Kultur angeimpft. Bei einer 

Extinktion von 0,2 bis 0,3 (bei 595nm) wurden die Bakterien 30min auf Eis gestellt und 

anschließend in 50ml Falkonröhrchen für 10min bei 4°C und 2500rpm zentrifugiert. Im 

folgenden Schritt wurden die Bakterienpellets in 20ml Puffer 1 resuspendiert und dann 

zusammengeführt. Danach wurde die Bakteriensuspension erneut für 10min bei 4°C und 

3500rpm zentrifugiert. Im nächsten Schritt wurde das Bakterienpellet unter Vortexen in 4ml 

Puffer 2 resuspendiert. Nachdem die Bakteriensuspension 15min auf Eis stand, erfolgte die 

Aliquotierung (100µl Bakteriensuspension je Eppendorfgefäß) in Eppendorfgefäße. Zum 

Schluss mussten die Bakterien mit 96% Ethanol auf Trockeneis schockgefrostet werden, um 

sie dann bei –80°C bis zur Verwendung zu lagern. 

 

Puffer 1:   30mM Kaliumacetat 

    100mM RbCl 

    10mM CaCl2*2H2O 

    50mM MnCl2*4H2O 

    in 300ml Wasser lösen 

    75ml 99% Glycerin 

    pH 5,8 mit 10% Essigsäure einstellen 

    auf 500ml mit Wasser auffüllen 
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Puffer 2:   10mM MOPS-Natriumsalz 

    75mM CaCl2*2H2O 

    10mM RbCl 

    in 50ml Wasser lösen 

    15ml Glycerin 

    pH 6,5 mit NaOH einstellen 

    auf 100ml mit Wasser auffüllen 

 

Beide Puffer wurden mit einem Filter von 0,2µm steril filtriert. 

 

2.2.1.1.13 Konservierung der Plasmid tragenden Bakterienklone in einem Glyzerolstock  

 

Um die Bakterien mit ihren Plasmiden stabil über längere Zeit in Flüssigmedium zu lagern, 

wurde den Mini-Bakterienkulturen (5ml, Punkt 2.2.1.1.9.1) 80%iges Glycerol in einem 

Verhältnis von 1:10 beigemischt und diese bei –80°C  eingefroren.  

 

2.2.1.2 Proteinexpression in E. coli  BL 21 (DE3)-Zellen 

 

Die Expression der viralen Antigene (Fusionsproteine) erfolgte in den BL 21 (DE3)-Zellen. 

Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert die Transkription der Zielsequenzen und 

führt zur Expression der viralen Fusionsproteine. Das lacZ-Gen in dem Lactose-Operon ist 

durch die Zielsequenzen ersetzt worden. IPTG ist ein Galactosederivat und wirkt wie Lactose 

als Induktor des Lactose Operons in E. coli, indem es an den Repressor LacI bindet und 

damit dessen Wechselwirkung mit dem Operator inhibiert. 

 

2.2.1.2.1 Bakterienvorkultur 

 

In Glasröhrchen wurden 5ml 1x LB-Medium (kan) vorgelegt. Mit einer Pipettenspitze wurden 

Bakterienzellen aus dem gefrorenen Glycerolstock in das LB-Medium (kan) überführt. Das 

Wachstum der Bakterienkulturen erfolgte über Nacht (ca. 16h) bei 37°C und 200rpm. Die 

Zusammensetzung des 1x LB-Mediums ist unter Punkt 2.2.1.1.9.1 dargestellt. 

 

2.2.1.2.2 Expressionskultur 

 

In jeweils 50ml 1x LB-Medium wurde die gesamte Vorkultur überführt. Nachdem die 

Expressionskulturen für 1h bei 37°C sowie 200rpm ge schüttelt hatten, wurden mit einem 

Photometer die optischen Dichten der Bakterienkulturen bestimmt. Bei einer optischen 

Dichte (OD600) zwischen 0,600 und 0,800 erfolgte mit 50µl Isopropyl-β-D-thiogalacto-
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pyranosid (IPTG, 1mM) die Induktion der Proteinexpression. Vor der Induktion wurden den 

Expressionskulturen jeweils 1ml Probe entnommen und diese für 1min bei 13000rpm 

zentrifugiert. Anschließend wurden die Überstände verworfen und die Bakterienpellets in 

50µl SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Bakterienproben dienten im Vergleich zu den 

Expressionskulturen als Negativkontrollen. Nach 4h bei 37°C und 200rpm erfolgte die Ernte 

der Bakterienzellen. Dazu wurden die Expressionskulturen für 10min bei 5000rpm 

zentrifugiert, die Überstände verworfen und das Bakterienpellet über Nacht bei -20°C 

eingefroren. Das Einfrieren der Bakterienpellets war notwendig, um einen besseren 

Aufschluss der Zellen zu ermöglichen. Vor der Ernte der Bakterienzellen wurde jeweils 1ml 

Probe von den Bakteriensuspensionen als Expressionkontrolle abgenommen, in 

Eppendorfgefäße überführt und für 1min bei 13000rpm zentrifugiert. Die Überstände wurden 

verworfen und das Bakterienpellet in 100µl Probenpuffer aufgenommen. 

 

SDS-Probenpuffer (2x):  100mM Tris (pH 6.8) 

    24% Glycerol 

    8% SDS 

    2% ß-Mercaptoethanol 

    0,02% Coomassieblue G-250 

 

2.2.1.3 Aufreinigung der viralen Fusionsproteine üb er eine Ni-NTA-Agarose-Säule 

(Qiagen) 

 

Die rekombinant in E. coli exprimierten Fusionsproteine tragen C- und N-terminal sechs 

Histidinreste, die über Nickel-Ionen an die Nitrilotriacetic Säure (Ni-NTA) binden. Unter der 

Ni-NTA-Agarose ist zu verstehen, dass die Ni-NTA an die Sepharose Cl-6B gebunden ist. 

Die Bindung der His-Tag tragenden Fusionsproteine an die Ni-NTA-Agarose, die Reinigung 

sowie die Eluierung ist einfach und mit einem hohen Reinheitsgrad möglich. 

Die aufgetauten Bakterienpellets wurden in 5ml Lysispuffer aufgenommen und einige Male 

kurz (5s) gevortext. Zur Dokumentation der Reinigungsmethode wurden 10µl der 

Bakteriensuspensionen in 10µl 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen und bei –20°C 

eingelagert. Anschließend wurde in die Polypropylensäulen 2x1ml Ni-NTA-Agarose 

eingefüllt. Danach wurden die Ni-NTA-Agarose-Säulen mit 5ml Aqua dest. gewaschen und 

mit 3ml Lysispuffer äquilibriert. Im folgenden Schritt fand die Zugabe der 

Bakteriensuspensionen auf die Säule statt. Jeweils 1ml der Durchflüsse mussten für die 

Dokumentation der Proteinreinigung aufgefangen werden. Davon wurden jeweils 10µl in 10µl 

2x SDS-Probenpuffer aufgenommen und bei –20°C einge lagert. Nachdem die 

Bakteriensuspensionen vollständig durchgetropft waren, wurden 2x4ml Waschpuffer auf die 

Säulen gegeben. Jeweils 1ml der Durchflüsse wurde zu Dokumentationszwecken von jedem 
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Waschschritt gesammelt. Davon wurden jeweils 10µl Probe abgenommen und mit 10µl 2x 

Probenpuffer bei –20°C eingelagert. Nach den Waschs chritten folgten drei Elutionschritte. 

Dazu wurde jeweils 1ml Elutionspuffer auf die Säulen gegeben. Die Durchflüsse der drei 

Elutionsschritte, die das gewünschte Fusionsprotein enthielten, wurden vollständig in 1,5ml 

Eppendorfgefäßen aufgefangen. Von jeder Elutionsprobe wurden erneut 10µl zu 

Dokumentationszwecken abgenommen und mit 10µl 2x Probenpuffer vermischt sowie bei 

-20°C gelagert.  

 

Lysispuffer:   8M Harnstoff 

    1% Triton X100 

    50mM NaH2PO4 

    50mM Imidazol 

 

Waschpuffer:   8M Harnstoff 

    50mM NaH2PO4 

    75mM Imidazol 

 

Elutionspuffer:   8M Harnstoff 

    50mM NaH2PO4 

    400mM Imidazol 

 

SDS-Probenpuffer (2x):  100mM Tris (pH 6.8) 

    24% Glycerol 

    8% SDS 

    2% ß-Mercaptoethanol 

    0,02% Coomassieblue G-250 

 

2.2.1.4 Analyse der exprimierten viralen Proteine 

 

2.2.1.4.1 SDS-PAGE Gelelektrophorese 

 

Die SDS-Gelelektrophorese ist eine analytische Methode, um die Proteine ihrer Größe nach 

im elektrischen Feld aufzutrennen. Durch die Zugabe von SDS (Sodiumdodecylsulfat) wird 

die Sekundärstruktur der Proteine zerstört und sie liegen in ihren Untereinheiten vor. Mit 

SDS maskierte Proteine sind alle negativ geladen und werden nach ihren Proteingrößen 

aufgetrennt. Die in SDS-Probenpuffer aufgenommenen Proteinproben wurden für 5min auf 

95°C erhitzt. Während dieser Zeit mussten die 10%ig e NuPAGE Novex Bis-Tris-Midi-Gele in 

die Midi-Gelapparatur eingespannt werden. Anschließend wurden die erhitzten 
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Proteinproben in die Geltaschen geladen. Danach erfolgte für 40min bei 200V die SDS-

Gelelektrophorese. 

 

2.2.1.4.2 Coomassie-Färbung: 

 

Die Coomassie-Färbung dient zur Visualisierung der Proteinbanden in den 

Polyacrylamidgelen. Die Färbung der Polyacrylamidgele wurde mit SimplyBlueTM Safe Stain 

nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. Dazu wurden die Polyacrylamidgele in eine 

mit Aqua dest. (Raumtemperatur = RT) gefüllte Schale überführt und in der Mikrowelle für ca. 

1min erwärmt. Danach musste das Wasser abgegossen und neues Aqua dest. (RT) in die 

Schale mit dem Polyacrylamidgel gefüllt werden. Anschließend wurden die 

Polyacrylamidgele für 1min geschüttelt (Heidolph DUOMAX 1030 bei der Einstellung 5). 

Dann wurden diese erneut im Aqua dest. (RT) schwimmend in einer Mikrowelle für 1min 

erhitzt. Das Wasser musste erneut abgegossen und neues Aqua dest. (RT) in die Schale 

eingefüllt werden. Im Anschluss wurden die Polyacrylamidgele nochmals für 1min 

geschüttelt. Der beschriebene Ablauf musste ein weiteres mal wiederholt werden. Danach 

wurde das Wasser abgegossen und die Polyacrylamidgele mit SimplyBlueTM Safe Stain 

überdeckt sowie für 1min in der Mikrowelle erwärmt. Nachdem die Polyacrylamidgele für 

weitere ca. 5min bei Raumtemperatur gefärbt wurden, folgte für ca. 1½h die Entfärbung der 

Polyacrylamidgele in Aqua dest. (RT).  

 

2.2.1.4.3 Westernblot 

 

Der Westernblot ist eine Methode, um Proteine für weitere Nachweisverfahren auf eine 

Trägermembran zu übertragen. Die Nitrozellulosemembran Porablot NCP (Porenweite 

0,45µm) und das Whatmanpapier wurden entsprechend der Gelgrößen zugeschnitten und 

für 1min im Transferpuffer äquilibriert. Anschließend wurden zwei Whatmanpapiere auf die 

untere Elektrode der „Semidry-Blotapparatur gelegt. Danach musste die Nitrozellulose-

membran Porablot NCP auf die Filterpapiere gelegt werden. Im folgenden Schritt erfolgte die 

Öffnung der Polyacrylamidgelkassetten (Invitrogen) und das SDS-Gel wurde blasenfrei auf 

die Nitrozellulosemembran Porablot NCP aufgelegt. Die vom Gel unbedeckten 

Membranstücke wurden mit Parafilmstreifen abgedeckt. Danach wurden zwei 

Whatmanpapiere auf das Gel gelegt und mögliche Luftblasen durch rollende Bewegungen 

mit einer Glaspipette entfernt. Zum Schluss wurde die obere Elektrode aufgesetzt und eine 

Stromstärke von 1mA/cm2 eingestellt. Nach 90min wurde der Proteintransfer beendet, der 

Blot abgebaut und die auf der Nitrozellulosemembran sichtbaren Proteinmarkerbanden mit 

einem Kugelschreiber nachgezeichnet. 



Material und Methoden 

 48 

Transfer Puffer:  48Mm Tris 

    39mM Glycin 

    0,037% SDS 

    20% Methanol 

 

2.2.1.4.4 Ponceau-Färbung 

 

Die Beurteilung des Proteintransfers auf die Nitrozellulosemembran fand mit Hilfe der 

reversiblen Ponceau-Färbung statt. Die Nitrozellulosemembranen Porablot NCP wurden kurz 

im Aqua dest. (RT) gewaschen. Anschließend erfolgte für 1min mit 1x Ponceau-Rot-Lösung 

die Färbung der Nitrozellulosemembranen. Wenn die Proteinbanden sichtbar wurden, 

mussten die Nitrozellulosemembranen zur Entfärbung und Kontrastverstärkung der 

gefärbten Proteinbanden in Aqua dest. (RT) für einige Minuten geschwenkt werden. 

 

Ponceau-Rot-Lösung 10x:   2g Ponceau-Pulver 

     30g Sulfosalicylsäure 

     30g Trichloressigsäure 

�mit 100ml H2O auffüllen 

 

2.2.1.4.6 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Pierce BCATM Protein Assay Kit 

(Thermo Scientific) 

 

Bicinchoninsäure (BCA) wird zur quantitativen Bestimmung von Proteinen verwendet. Die 

Proteinbindungen der Proteine reagieren mit dem zweiwertigen Kupferion zu einem Kupfer-

Protein-Komplex. Die durch Reduktion entstandenen einwertigen Kupferionen erzeugen mit 

dem BCA eine violette Färbung (Komplexbildung), deren Absorption bei einer Wellenlänge 

von 562nm photometrisch gemessen werden kann. 

Die Durchführung der Konzentrationsbestimmungen mit dem Pierce BCATM Protein Assay Kit 

erfolgte nach Angaben des Herstellers (Thermo Scientific). Mit dem im Kit beigefügten BSA 

(Rinder-Serum-Albumin) wurde eine Verdünnungsreihe von 25-2000µg/ml erstellt. Das 

Verdünnen des BSAs erfolgte immer mit dem Puffer, in dem auch das zu untersuchende 

Protein gelöst vorliegt. Von jeder Verdünnungsstufe sowie von jeder zu messenden 

Proteinprobe wurden 50µl in ein neues 1,5ml Eppendorfgefäß überführt. Danach wurde das 

„Working Reagent“ in einem Verhältnis von 1:50 angesetzt. 50 Teile vom Reagenz A wurden 

mit 1 Teil vom Reagenz B gut gemischt. Anschließend musste 1ml der „Working Reagent“-

Lösung jeweils mit den 50µl der Verdünnungsstufen sowie mit den 50µl der zu messenden 

Proteinprobe unter Vortexen gut vermischt werden. Nach einer Inkubationszeit von 30min bei 
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37°C erfolgte die Messung der Proteinproben bei ein er Absorption von 562nm. Die 

Proteinproben wurden im Verhältnis zur BSA-Verdünnungsreihe ausgewertet.  

 

2.2.2 Evaluierung der viralen Antigene im Mikroblot  

 

Die viralen Antigene wurden nachdem bereits beschriebenen Westernblotverfahren auf 

parablot NCP Nitrozellulosemembran (Macherey-Nagel, Porengröße 0,45µm) geblottet und 

mit der Ponceau-Rotfärbung sichtbar gemacht. Anschließend wurden die Membranen mit 

den viralen Antigenen dem Kooperationspartner im Rahmen des BMBF-Projektes 

Bioresponse, der Firma Attomol zugesandt, die dann in einem patentierten Verfahren die 

Mikroblots herstellte. Die fertigen Mikroblots wurden zu Evaluierung zurückgesandt. Die 

Immunfärbung der Mikroblots erfolgte nach einer Arbeitsanleitung und mit den 

Verbrauchsmaterialien der Firma Attomol GmbH, die unter Punkt 2.2.2.1 aufgeführt sind.  

 

2.2.2.1 Probenvorbereitung 

 

Die zu untersuchenden Serum- und Plasmaproben wurden auf Raumtemperatur erwärmt. 

Anschließend wurden sie für 10min bei 13000rpm mit der Biofuge-Zentrifuge (Heraeus) 

zentrifugiert, um unerwünschte Makromoleküle bzw. Lipide zu entfernen. Danach wurden die 

Serum- und Plasmaproben mit dem von der Firma Attomol GmbH mitgelieferten 

Probenpuffer in einem Verhältnis von 1:101 verdünnt. Neben dem Probenpuffer wurden der 

Waschpuffer und die Konjugatlösung bzw. die Substratlösung auf Raumtemperatur erwärmt 

und nach den Angaben des Herstellers verdünnt. Der Waschpuffer wurde mit Aqua dest. in 

einem Verhältnis von 1:10 verdünnt. Die Konjugatlösung wurde dann kurz vor der 

Verwendung mit dem gebrauchsfertigen Waschpuffer in einem Verhältnis von 1:26 verdünnt.  

 

2.2.2.2 Durchführung des Testverfahrens 

 

100µl der verdünnten Serum- bzw. Plasmaproben wurden in die jeweiligen Plattenkavitäten 

mit den fixierten Mikroblots gefüllt. Die befüllten Kavitäten wurden für 60min bei 500rpm und 

Raumtemperatur auf dem IKA-Schüttler MTS 2 geschüttelt. Danach wurden die Serum- bzw. 

Plasmaproben durch vorsichtiges Abgießen und anschließendes Abklopfen der Platte auf 

einem Filtertuch aus den Kavitäten entfernt. Anschließend mussten die Mikroblots 3mal mit 

jeweils 200µl Waschpuffer gewaschen werden. Dazu wurden die Kavitäten mit dem 

Waschpuffer befüllt und für 5min bei 900rpm und Raumtemperatur auf dem IKA-Schüttler 

MTS 2 geschüttelt. Im folgenden Schritt wurden 100µl des gebrauchsfertigen Konjugats in 

die Kavitäten gefüllt. Nachdem die Platte mit den Mikroblots für 60min bei 500rpm und 

Raumtemperatur auf dem IKA-Schüttler MTS 2 geschüttelt hatte, wurden die 
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Konjugatlösungen durch Abgießen und anschließendes Abklopfen der Platte auf einem 

Filtertuch entfernt. Dann mussten die Mikroblots erneut 3mal mit jeweils 200µl Waschpuffer 

wie beschrieben gewaschen werden. Im Anschluss wurden 100µl der Substratlösung in die 

Kavitäten gefüllt, die Platte mit Alufolie verdunkelt und für 30min bei Raumtemperatur und 

500rpm auf dem IKA-Schüttler geschüttelt. Danach wurde die Substratlösung durch 

abgießen und abklopfen aus den Kavitäten entfernt und die Mikroblots nochmals mit 200µl 

Waschpuffer gewaschen. Dazu wurde die Platte erneut für 5min bei 900rpm und 

Raumtemperatur auf dem IKA-Schüttler MTS 2 geschüttelt. Anschließend wurden die 

Mikroblots für 5min mit 200µl Aqua dest. bei 900rpm und RT auf dem IKA-Schüttler MTS 2 

gewaschen. Am Schluss wurde das Wasser abgegossen und alle Flüssigkeitsreste durch 

Abklopfen auf Filterpapier entfernt. 

 

2.2.2.3 Detektion 

 

Über Nacht wurde die Mikroblotplatte bei RT getrocknet und nach 16h für die Auswertung 

eingescannt. Die Auswertung erfolgte mit dem Microblot-Analyzer, einer von der Attomol 

GmbH zur Verfügung gestellten Software. 

 

2.2.3 Vergleichsanalysen 

 

2.2.3.1 Human Herpesvirus 6 IgG ELISA (Panbio, Russ elheim) 

 

2.2.3.1.1 Probenvorbereitung 

 

Die Probenvorbereitung und die Durchführung des Tests erfolgten nach den Angaben des 

Herstellers. Die zu untersuchenden Serumproben wurden auf Raumtemperatur erwärmt und 

anschließend mit dem Probenpuffer in einem Verhältnis von 1:101 verdünnt. Neben dem 

Probenpuffer wurden der Waschpuffer und die Konjugatlösung bzw. die Substratlösung auf 

Raumtemperatur erwärmt und nach den Angaben des Herstellers verdünnt. Der Waschpuffer 

wurde in einem Verhältnis von 1:20 mit Aqua dest. verdünnt.  

 

2.2.3.1.2 Durchführung des Testverfahrens 

 

100µl der verdünnten Serumprobe, der Kontrollen und Kalibrationsseren wurden in die 

jeweiligen Kavitäten gefüllt. Die abgedeckten Platten mussten anschließend für 30min bei 

37°C inkubiert werden. Danach wurden die Kavitäten 6mal mit 300µl gebrauchsfertigem 

Waschpuffer gewaschen. Im folgenden Schritt wurde 100µl der Konjugatlösung (mit 

Meerretichperoxidase konjugiertes Anti-Human IgG) in die jeweiligen Kavitäten gefüllt. Die 
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abgedeckten Platten mussten dann erneut für 30min bei 37°C inkubiert und anschließend 

erneut 6mal mit 300µl pro Kavität gebrauchsfertigem Waschpuffer gewaschen werden. 

Danach wurde 100µl TMB (Tetramethylbenzidin) in jede Kavität pipettiert. Die Platten 

mussten dann für 10min bei Raumtemperatur inkubiert werden. Im letzten Schritt wurde 

100µl Stopplösung in die jeweiligen Kavitäten gefüllt.  

 

2.2.3.1.3 Detektion 

 

Nach 5-10min wurde die Platte bei einer Wellenlänge von 450nm und einem Referenzfilter 

von 600 bis 650nm gemessen. 

 

2.2.3.2 recomBlot CMV IgG (Mikrogen, Neuried) 

 

2.2.3.2.1 Probenvorbereitung 

 

Die Probenaufbereitung und die Durchführung des Testes erfolgten nach den Angaben des 

Herstellers. Die zu untersuchenden Serum- und Plasmaproben wurden auf Raumtemperatur 

erwärmt. Neben dem Probenpuffer wurden der Waschpuffer und die Konjugatlösung bzw. 

die Substratlösung auf Raumtemperatur erwärmt und nach den Angaben des Herstellers 

verdünnt. Der Waschpuffer wurde mit dem vom Hersteller mitgelieferten Magermilchpulver 

versetzt und anschließend in einem Verhältnis von 1:10 mit Aqua dest. verdünnt. Die 

Konjugatlösung wurde dann kurz vor der Verwendung mit dem gebrauchsfertigen 

Waschpuffer in einem Verhältnis von 1:100 verdünnt.  

 

2.2.3.2.2 Durchführung des Testverfahrens 

 

In die Vertiefungen einer Inkubationsschale wurden die Teststreifen eingelegt und 2ml des 

gebrauchsfertigen Waschpuffers in die Vertiefungen mit den Teststreifen pipettiert. 20µl der 

Serumprobe oder Kontrollproben wurden jeweils zu den Inkubationsansätzen dazu pipettiert. 

Die Teststreifen mussten dann 1h in der Serumverdünnung auf einem Kippschüttler inkubiert 

werden. Nach der Inkubation wurden die Teststreifen 3mal mit 2ml gebrauchsfertigem 

Waschpuffer für 5min auf einem Kippschüttler gewaschen. Anschließend wurde 2ml der 

Konjugatlösung zu den Teststreifen gegeben und diese für 45min inkubiert. Im folgenden 

Schritt mussten die Teststreifen erneut 3mal mit 2ml gebrauchsfertigem Waschpuffer für 

5min auf einem Kippschüttler gewaschen werden. Anschließend wurde zu den Teststreifen 

1,5ml Substratlösung pipettiert und diese für 5-10min unter Schütteln inkubiert. Danach 

wurde die Substratlösung abgekippt und die Teststreifen 3mal mit Aqua dest. kurz 

gewaschen. Zum Schluss mussten die Teststreifen trocknen und wurden dann eingescannt. 
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2.3 Patientenproben 

 

Die verwendeten Seren, Plasmen und Liquores wurden vom Institut für Virologie der 

Medizinischen Fakultät an der Technischen Universität Dresden zur Verfügung gestellt. 

30 Thrombozytenspender (mind. 18 Jahre, max. 48 Jahre) mit einem Durchschnittsalter von 

31,7 Jahre und 30 Eigenblutspender (mind. 19 Jahre, max. 81 Jahre) mit einem 

Durchschnittsalter von 49,7 Jahren bildeten den Pool der Erwachsenenseren. Weiterhin 

wurden zur Evaluierung des HHV6-Mikroblots 29 Kinderseren getestet. Die Kinder waren im 

Durchschnitt 6,9 Jahre alt (mind. 2 Monate, max. 18 Jahre). Der HCMV- und HHV6- 

Serologiestatus der Erwachsenenseren wurde in der Routinediagnostik des Institutes für 

Virologie mittels Enzygnost* Anti-CMV-IgG Testsystem (Dade Behring, Marburg) sowie 

HHV6-IgG-IFT (Euroimmun, Lübeck) ermittelt und war als Ausgangswert bekannt. Weitere 

30 serologisch HCMV-grenzwertige Seren dienten der Spezifitätstestung der serologischen 

HCMV-Testsysteme. Das Durchschnittsalter dieser Patienten lag bei 39,5 Jahren (min. 16 

Jahre max. 76 Jahre). Für die technische Evaluierung des Mikroblotsystems wurden 

ingesamt 89 bzw. 90 Seren mit bekannten serologischen Status verwendet. 

Weiterhin wurden die Seren und Plasmen von 25 Blutstammzellempfängern mit 

unterschiedlichen malignen Grunderkrankungen des hämatopoetischen Systems ebenfalls 

vom Institut für Virologie der Medizinischen Fakultät an der Technischen Universität Dresden 

zur Verfügung gestellt. Mit dem HCMV-Mikroblot wurden die Seren und Plasmen von 22 der 

25 Blutstammzellempfänger mit einem Durchschnittsalter von 54,2 Jahren (mind. 37 Jahre, 

max. 71 Jahre) getestet. Mit dem HHV6-Mikroblot wurden die Seren und Plasmen von 17 der 

25 Patienten mit einem Durchschnittsalter von 50,6 Jahren (mind. 30 Jahre, max 71 Jahre) 

getestet. 

 

2.4 Statistische Methoden 

 

Statistische Analysen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS 15.0 bzw. 16.0 durchgeführt. 

Im ersten Schritt wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test geprüft, ob die Datenmengen von 

der Normalverteilung abweichen. Mit dem Kruskal-Wallis-Test wurde untersucht, ob die nicht 

normalverteilten unabhängigen Datenmengen sich signifikant unterscheiden. Wenn 

signifikante Unterschiede zwischen den Datenmengen festgestellt wurden, erfolgte 

anschließend mit dem Nemenyi-Test der multiple Vergleich zwischen den Datenmengen. 

Abhängig von der Anzahl der experimentell untersuchten Faktoren wurden zur Überprüfung 

auf signifikante Unterschiede einfaktorielle und zweifaktorielle Varianzanalysen verwendet. 

Die Prüfung, ob zwei unabhängige normalverteilte Datenmengen sich signifikant 

unterscheiden, erfolgte mit der t-Test-Analyse. Bei allen statistischen Testsystemen wurde 

ein Signifikanzniveau von p=0,05 angenommen. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Expression der HCMV- und HHV6-Antigene  

 

3.1.1 Auswahl der Zielsequenzen 

 

Von beschriebenen antigenen Strukturproteinen und Nichtstrukturproteinen der 

Betaherpesviren wurden Proteinbereiche mit und ohne bekannten Epitopen ausgewählt und 

als Fusionsproteine in BL-21 Zellen exprimiert. Ripalti et. al. (1994) zeigten, dass exprimierte 

Fusionsantigene mit einem oder mehreren linearen Epitopen als diagnostischer Marker zum 

Nachweis von HCMV-Virusinfektionen dienen können [98]. In der Tabelle 12 sind alle 

exprimierten und im Mikroblot getesteten Fusionsproteine bzw. -antigene der 

Betaherpesviren mit den entsprechenden Proteinsequenzen der Virusproteine sowie deren 

Bezeichnungen zusammengefasst. Die ausgewählten Proteinbereiche der HCMV-

Fusionsantigene für den HCMV-IgG-Mikroblot umfassen z.B. die beschriebenen 

Antigendomainen AD1 (aa552-635) und AD3 (aa783 an 906) des HCMV-Glykoproteins B 

[99, 100] oder die von Takahashi et al. (2002) beschriebene Epitopregion aa595-652 des 

antigen bekannten HCMV-Tegumentproteins pp150 [101, 102]. Weiterhin wurden 

Proteinbereiche von dem als antigen beschriebenen Strukturprotein pp28 sowie dem 

Nichtstrukturprotein pp52 [103] für die Herstellung der HCMV-Fusionsantigene ausgewählt. 

Da das Polymerase assoziierte pp52-Protein sowie das Tegumentprotein pp150 als Antigene 

für frühe IgM-Antikörper der HCMV-Infektion beschrieben wurden [103] und das 

Tegumentprotein pp28 sowie das Glykoprotein B hingegen als wichtige Antigene für den 

Nachweis einer späten IgG-Antikörperantwort beschrieben wurden [103], stellten diese 

Proteine einen wichtigen Pool bei der Auswahl von Proteinbereichen für die Entwicklung der 

Fusionsantigene dar. Obwohl das in der Antigendiagnostik bekannte Tegumentprotein pp65 

nur eine geringe Antikörperantwort induziert [104, 105], wurden Proteinbereiche des pp65-

Proteins für die Herstellung von Fusionsantigenen ausgewählt. Auf Grund der guten 

antigenen Eigenschaften wurden für die Expression der HHV6-Fusionsantigene für den 

HHV6-IgG-Mikroblot Proteinbereiche des Tegumentproteins pp 100 [106, 107] und des 

Glykoproteins B [108] ausgewählt. Für die serologische Unterscheidung der Subtypen 

HHV6 A und HHV6 B wurden zur Herstellung von HHV6-Fusionsantigenen vom 

Tegumentprotein pp100, vom Glykoprotein B [108] sowie vom Glykoprotein U47 [109] 

Subtyp-spezifische Proteinbereiche gewählt. Die Proteinsequenz des Glykoproteins L stellte 

eine weitere Quelle für die Herstellung eines Fusionsantigens für den HHV6-Mikroblot dar.  
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Tabelle 12: Zusammenfassung der viralen Fusionsanti gene 

In Tabelle 12 sind die viralen Fusionsantigene mit den Proteinsequenzen der entsprechenden 

Virusproteine zusammengefasst. 

F1,2,3 = Fragmente 1,2,3 

Bezeichnung 
des Antigens 

Virus Protein Bezeichnung des 
Virusproteins 

Sequenz- 
bereich 

Protein- 
bereich 

HCMV gB-F2 HCMV Glykoprotein B Glykoprotein aa532-653 C-terminal 

HCMV gB-F3 HCMV Glykoprotein B Glykoprotein aa779-907 C-terminal 

HCMV pp150-F1 HCMV pp150 Tegumentprotein aa5-402 N-terminal 

HCMV pp150-F2 HCMV pp150 Tegumentprotein aa414-551 C-terminal 

HCMV pp150-F3 HCMV pp150 Tegumentprotein aa491-698 C-terminal 

HCMV pp65-F1 HCMV pp65 Tegumentprotein aa9-183 N-terminal 

HCMV pp65-F2 HCMV pp65 Tegumentprotein aa174-376 N-terminal 

HCMV pp28-F1 HCMV pp28 Tegumentprotein aa15-51 N-terminal 

HCMV pp28-F2 HCMV pp28 Tegumentprotein aa129-166 C-terminal 

HCMV pp52-F1 HCMV pp52 Tegumentprotein aa266-293 C-terminal 

HHV6 A gL HHV6  Glykoprotein L Glykoprotein aa12-242  

HHV6 A pp100-F1 HHV6 A pp100 Tegumentprotein aa295-576 N-terminal 

HHV6 A pp100-F2 HHV6 A pp100 Tegumentprotein aa569-852 C-terminal 

HHV6 B pp100-F1 HHV6 B pp100 Tegumentprotein aa281-614 N-terminal 

HHV6 B pp100-F2 HHV6 B pp100 Tegumentprotein aa601-839 C-terminal 

HHV6 A U47-F2 HHV6 A U47 Membran sekretier-

tes Glykoprotein 

aa341-650 C-terminal 

HHV6 B U47-F2 HHV6 B U47 Membran sekretier-

tes Glykoprotein 

aa321-727  C-terminal 

HHV6 B U47-F6 HHV6 B U47 Membran sekretier-

tes Glykoprotein 

aa542-644 C-terminal 

HHV6 A gB-F1 HHV6 A Glykoprotein B Glykoprotein  aa 335-395 N-terminal 

HHV6 B gB-F1 HHV6 B Glykoprotein B Glykoprotein aa335-395 N-terminal 

 

3.1.2 Klonierung der Zielsequenzen in den Expressio nsvektor pet 28a (+) 

 

Zur Herstellung der HHV6- und HCMV-Fusionsantigene wurden mittels Nested-PCR die 

ausgewählten DNA-Sequenzen amplifiziert und in den pCR II-TOPO-Vektor (TOPO TA 

Cloning Kit, Invitrogen) kloniert. Der Nachweis einer erfolgreichen nested PCR erfolgte durch 

die Dokumentation der DNA-Banden in entsprechender Höhe im Gelbild (Abb. 3). Der Erfolg 

der TOPO-TA-Klonierung sowie der Erfolg der Transformation der pCRII-TOPO Vektoren in 

die kompetenten TOP 10 E. coli Zellen wurde neben der Antibiotikaselektion auf den 

Agarplatten durch den sich anschließenden Restriktionsverdau mit EcoR1 und Not1 (Abb. 4) 

sowie der DNA-Sequenzierung nachgewiesen. Die mittels Vector NTI Advance 10 geprüften 
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und richtigen DNA-Sequenzen wurden aus dem pCRII-TOPO-Vektor mit den Enzymen 

EcoRI und NotI geschnitten und in das Expressionsplasmid (pet 28a (+); Invitrogen) kloniert. 

Der Nachweis der erfolgreichen Klonierung und Transformation in BL21-Zellen erfolgte 

erneut neben der Antibiotikaselektion auf den Agarplatten mittels Restriktionsverdau mit 

EcoRI und NotI (Abb. 5) sowie DNA-Sequenzierung.  

 

                           M        1       2      3      M 

                          

Abb. 3 Nachweis der erfolgreichen nested-PCR  

In der Abbildung 3 ist eine erfolgreiche nested PCR am Beispiel des PCR-Fragmentes HHV6 A 

gL (707 bp) gezeigt. In der Gelbahn 2 ist eine DNA-Bande des PCR-Fragmentes HHV6 A gL 

(707bp) zu sehen. In den Gelbahnen 1 und 3 sind weitere PCR-Banden von anderen PCR-

Fragmenten zu erkennen, die in den folgenden Ergebnissen jedoch nicht erscheinen. 

g = Glykoprotein 

 

 

4072bp -

12,2kbp 

3054bp 

2036bp 

1636bp 

1018bp 

506/517b
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                            M       1       2       3      4 

                          

Abb. 4:  Nachweis der erfolgreichen TOPO-TA-Klonierung  

Die Abbildung 4 zeigt am Beispiel des DNA-Fragmentes HHV6 A gL (707bp) vier mit den 

Restriktionsenzymen EcoRI und Not1 erfolgreiche Restriktionsverdaue der pCR II-TOPO-

Plasmide, die auf eine erfolgreiche TOPO-TA-Klonierung hinweisen. 

g = Glykoprotein 

 

                              M     1       2      3      4 

                         

Abb. 5:  Nachweis der erfolgreichen Umklonierung in das Expr essionsplasmid 

Die Abbildung 5 zeigt am Beispiel des DNA-Fragmentes HHV6 A gL (707bp) vier mit den 

Restriktionsenzymen EcoRI und Not1 erfolgreiche Restriktionsverdaue der 

Expressionsplasmide, die auf eine erfolgreiche Klonierung der Zielsequenz HHV6 gL in das 

Expressionsplasmid (pet 28a (+), 5443bp) hinweisen. 

g = Glykoprotein 

4072bp - 

12,2kbp 

3054bp 

2036bp 

1636bp 

1018bp 

506/517bp 

4072bp- 

12,2kbp 

3054bp 

2036bp 

1636bp 

1018bp 

506/517bp 
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3.1.3 Aufreinigung der Fusionsantigene 

 

Die heterologe Proteinexpression der viralen Fusionsantigene wurde durch Isopropyl-ß-D-

thiogalactopyranosid (IPTG) am Lactose-Operon induziert. Der pet 28a (+)-

Expressionsvektor trägt das bekannte Bakteriophagen T7 Promotorsystem, welches durch 

die lac-Gene reguliert und durch IPTG induziert wird. Nach der Ernte der Bakterienzellen und 

dem Aufschluss der BL21-Zellen wurden die viralen Fusionsantigene durch die N- und C-

terminalen Poly-His-Tags (6 Histidinreste C- und N-terminal) über eine Ni-NTA-Agarose-

Säule (Qiagen) aufgereinigt. Die Fusionsproteine binden mittels der Histidinreste über die 

Nickelionen an die Nitrilotriacetic Säure (Ni-NTA) NTA. Der His-Tag zählt mit 6 C- und 6 N-

terminal liegenden Histidinresten zu den kleinen Tags und wirkt nur wenig antigen. Der His-

Tag musste daher nicht mit einer Protease abgespalten werden. Zur Dokumentation der 

erfolgreichen Expression und Aufreinigung wurden die vor und nach der Induktion mit IPTG 

sowie während der Reinigungsschritte über die Ni-NTA-Agarose-Säule gesammelten 

Proteinproben mittels SDS-Page-Gelelektrophorese und sich anschließender 

Coomassieblau-Färbung sichtbar gemacht. Beispielhaft für den Expressions- und 

Aufreinigungserfolg vieler Fusionsantigene ist in der Abb. 6 die Aufreinigung des 

Fusionsantigens HHV6 gL dargestellt. Die mittels IPTG induzierte Expression des 

Fusionsproteins bzw. -antigens HHV6 gL ist im Coomassie-Bild durch eine Proteinbande in 

Höhe von 32kDa sichtbar. Die kräftige Bande verweist auf eine sehr gute Proteinexpression. 

Andere hier nicht gezeigte Fusionsproteine wurden schwach oder gar nicht exprimiert. In der 

Abb. 6 wird deutlich, dass neben vielen Bakterienproteinen in der Durchflussfraktion auch ein 

Anteil des Fusionsproteins zu finden war. Durch die Waschschritte wurde der Hauptanteil an 

nicht gebundenen Bakterienproteinen von der Säule gespült. Wie das Gelbild zeigt, wies das 

eluierte Fusionsantigen HHV6 gL eine Reinheit von ca. 80% auf. Die Reinheit der anderen 

HCMV- und HHV6- Antigene schwankte zwischen 60 und 95%.  
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                         M   1   2    3   4   5    6   7   8 

                        

Abb. 6: Nachweis der erfolgreichen Expression und A ufreinigung  der Fusionsantigene 

Die Abbildung 6 zeigt die erfolgreiche Expression und Aufreinigung des Fusionsantigens HHV6 

gL (32kDa) durch das Auftreten einer Proteinbande in erwarteter Höhe in Bahn 2. Vor der 

Induktion ist in der Bahn 1 nur eine sehr schwache Bande in entsprechender Höhe zu 

vermuten. Die Bahn 3 bis Bahn 8 zeigt die Aufreinigungsschritte des Fusionsantigens HHV6 gL. 

In der Bahn 3 sind die Bakterienproteine zu sehen, die nicht an die Ni-NTA-Agarose-Säule 

gebunden haben und daher in den Durchfluss gelangt sind. Die von der Ni-NTA-Agarose-Säule 

durch die Waschschritte 1 und 2 gewaschenen Bakterienproteine sind in den Bahnen 4 und 5 

dokumentiert. Die Bahnen 6 bis 8 zeigen das eluierte Fusionsantigen HHV6 gL (32kDA) in einer 

Reinheit von ca. 80%.  

g = Glykoprotein 

 

Tabelle 13:  Zusammenfassung der Probenaufteilung in der Abb. 6  

Bahnnummer Erläuterungen 

M Marker 

1 lysiertes Bakterienpellet vor der Induktion 

2 lysiertes Bakterienpellet 4h nach der Induktion 

3 Durchfluss 

4 Waschschritt 1 

5 Waschschritt 2 

6 Eluat 1 

7 Eluat 2 

8 Eluat 3 

180kDa 

  130kDa 

  100kDa 

  72kDa 

  55kDa 

   

45kdDa 

  35kDa 

 

  25kDa 

 

 

  15kDa 
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3.2 Evaluierung der Virusantigene im Mikroblot 

 

Der Mikroblot, eine miniaturisierte Form der Westernblot- bzw. der Streifentesttechnologie, 

ermöglicht die Bestimmung von bis zu zehn Parametern in einer Kavität einer 96-Well-

Mikrotiterplatte. Im Rahmen des BMBF-Projektes Bioresponse wurde die Mikroblot-

Technologie vom Netzwerkpartner der Firma Attomol GmbH zur Verfügung gestellt. Zur 

Herstellung der Mikroblots wurden pro Antigen 7µg eingesetzt. Bei einer Taschenbreite von 

7mm entspricht das einer Konzentration von 1µg Antigen pro 1mm. Für die Herstellung der 

HCMV-Mikroblots sowie der HHV6-Mikroblots wurden jeweils zehn HCMV- oder zehn HHV6-

Fusionsantigene auf die Nitrozellulosemembran Porablot NCP routinemäßig 

geblottet (Abb. 7) und anschließend diese Membran der Firma Attomol GmbH zugesandt. 

Der Kooperationspartner, die Firma Attomol GmbH stellte aus den zehn Antigenen 

Mikroblots her (Abb. 8). Die fertigen Mikroblots wurden zur Testung der Antigene 

(Fusionsantigene) auf ihre Funktionalität und Antigenspezifität mittels humaner Seren bzw. 

Plasmen von der Firma Attomol GmbH zurückgesandt. Die Durchführung der Immunreaktion 

in den Mikroblots erfolgte wie unter Punkt 2.2.2.1 aufgeführt. Für die Auswertung der 

Mikroblots stellte der Kooperationspartner eine Software (Mikroblot-Analyzer) zur Verfügung. 

Für die verwendeten Seren wurde zuvor in der Routinelabordiagnostik mit einem etablierten 

und CE zertifizierten Anti-HHV6-IgG-Immunfluoreszenztest der Firma Euroimmun (Lübeck) 

sowie einem Enzygnost* Anti-CMV-IgG Testsystem der Firma Dade Behring (Marburg) der 

Antikörperstatus bestimmt. Es wurde ausschließlich der IgG-Antikörperstatus ermittelt. 
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      M  1     2        3       4      5      6     7      8     9     10                M 

             

Abb. 7: geblottete und mit Ponceaurot gefärbte HCMV -Antigene 

Die Abbildung 7 zeigt eine Nitrozellulosemembran der zehn aufgereinigten und erfolgreich 

geblotteten HCMV-Fusionsantigene (1µg/1mm). Die Fusionsantigene wurden durch die 

Ponceaurot-Färbung sichtbar gemacht.  

 

Tabelle 14: Zusammenfassung der Probenaufteilung in  der Abb. 7  

Bahnnummer Protein Größe 

1 HCMV-pp150-F1 20kDa 

2 HCMV-pp150-F2 28kDa 

3 HCMV-pp150-F3 34kDa 

4 HCMV-gB-F2 19kDa 

5 HCMV-gB-F3 20kDa 

6 HCMV-pp65-F1 25kDa 

7 HCMV-pp65-F2 29kDa 

8 HCMV-pp28-F1 10kDa 

9 HCMV-pp28-F2 10kDa 

10 HCVM-pp52-F1 9kDa 
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Abb. 8 :  Herstellung der Mikroblots 

In der Abbildung 8 ist skizzenhaft die Herstellung der Mikroblots gezeigt. Die Fusionsantigene 

wurden auf einer Membran geblottet und der Firma Attomol zugeschickt. Die durch die 

Ponceaurot-Färbung sichtbar gemachten Fusionsantigene wurden ausgeschnitten und mit 

Zwischenmembranen gestapelt. Der Stapel bestehend aus den geblotteten Antigenen und 

Zwischenmembranen wurde in einem Mikrotom hochkant eingespannt und geschnitten. Die 

fertigen Mikroblotstreifen wurden auf in den Kavitäten fixierten Plastikstegen als Träger 

aufgebracht, wobei die Mikroblotstreifen in Richtung der Plattenböden ausgerichtet sind.  

Mikroblotstreifen 

Kryotom 

Sandwich bestehend aus 
Antigenen und Membranen 

Kavität mit dem 
Mikroblotstreifen 

Stapel bestehend aus geblotteten 
Antigenen und Zwischenmembranen 

Blotmembran 
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Tabelle 15:  Zusammenfassung der im Mikroblot getesteten HCMV- b zw. HHV6-Antigene  

Die Tabelle 15 zeigt die im Mikroblot getesteten HCMV-bzw. HHV6-Antigene in der Anordnung, 

wie sie auch im Mikroblot zu finden waren.  

Bande HCMV-Mikroblot HHV6-Mikroblot 

Markerbande x x 

Referenzbande Immunglobulin G Immunglobulin G 

Markerbande x x 

Antigen 1 HCMV pp150-F1 HHV6 A gB-F1 

Antigen 2 HCMV pp150-F2 HHV6 B gB-F1 

Markerbande x x 

Antigen 3 HCMV pp150-F3 HHV6 A U47-F2 

Antigen 4 HCMV gB-F2 HHV6 B U47-F2 

Markerbande x x 

Antigen 5 HCMV gB-F3 HHV6 A pp100-F1 

Antigen 6 HCMV pp65-F1 HHV6 A pp100-F2 

Markerbande x x 

Antigen 7 HCMV pp65-F2 HHV6 B pp100-F1 

Antigen 8 HCMV pp28-F1 HHV6 B pp100-F2 

Markerbande x x 

Antigen 9 HCMV pp28-F2 HHV6 A gL 

Antigen 10 HCMV pp52-F1 HHV6 B U47-F6 

Markerbande x x 

 

3.2.1 Auswertung der Mikroblotdaten 

 

Die Bindung der Antikörper aus den zu untersuchenden Seren und Plasmen an die 

spezifischen Antigene (Fusionsantigene) wurde durch eine auf Peroxidase und 

Tetramethylbenzidin (TMB) basierende indirekte Immunfärbung sichtbar gemacht, wobei das 

Chromogen Tetramethylbenzidin (TMB) nach der Oxidation als unlöslicher blauer Farbstoff 

am Ort der Reaktion ausfiel. Die Auswertung der gefärbten Antigenbanden in den Mikroblots 

erfolgte durch eine von Attomol zur Verfügung gestellte und sich in der Entwicklung 

befindende Software (Mikroblot Analyzer). Diese transformierte das gescannte Bild der 

Antigenbanden in ein Schwarz-Weiß-Bild und ermittelte auf Grund der Farbdichte einen 

densitometrischen Wert der Antigenbande. Der ermittelte densitometrische Wert wurde dann 

in Relation zum mittleren Grauwert der Hintergrundabgleichsfelder des entsprechenden 

Mikroblots gesetzt. Die ermittelten digitalen Werte lagen zwischen 0 und 680 relativer 

Bandenintensität und stellen ein Maß für die quantitative Farbdichte bzw. gebildete 
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Farbmenge der Antigenbande dar, wobei die Farbmenge mit der Enzymdichte und damit 

indirekt mit der gebundenen Antikörpermenge relativ korreliert. Ein digitaler Wert von 0 zeigt 

an, dass keine Farbreaktion zu messen ist. Steigende digitale Werte zeigen eine quantitative 

Zunahme der Farbdichte an. Die Auswahl des Bandenbereiches zur Ermittlung der digitalen 

Werte erfolgt mit Hilfe einer Programmmaske. Die Software platziert die Bandenmessfelder 

anhand von Markerbanden auf dem Mikroblot. Da die Antigenbanden jedoch nicht immer in 

der gleichen Höhe zu finden waren, entsprachen die durch die Programmmaske definierten 

Bandenmessfelder nicht immer den realen Antigenbereichen. Die ermittelten digitalen Werte 

waren in solchen Fällen falsch. Zum Beispiel wurden mit der Software für einige sehr stark 

gefärbte Antigenbanden, die nur teilweise oder nicht in den Bandenmessfeldern lagen, 

digitale Werte von 0 bis 55 ermittelt. Wenn eine gesamte Antigenbande bei sehr starker 

Färbung im Bandenmessfeld lag, wurden digitale Werte mit einem im Mittel geschätzten 

Wert von 350 relativer Bandenintensität berechnet. Eine manuelle Verschiebung der 

Programmmaske wurde durch die Softwareentwickler nicht vorgesehen. Weiterhin kam es 

bei einigen Mikroblots methodenbedingt zu unspezifischen Hintergrundfärbungen, die auf 

Grund der verstärkten Farbdichte im Bereich der Antigenbanden zu falsch-positiven 

Ergebnissen führten. Im Diagramm 1 ist die Häufigkeitsverteilung der ermittelten digitalen 

Werte von 556 Antigenbanden dargestellt, die mit dem Auge keine erkennbare Farbreaktion 

aufwiesen. Das ist der Fall, wenn der Bandenbereich weiss bzw. keine farbliche Abrenzung 

zum Hintergrund des Mikroblots erkennbar war. 75,7% der Daten wiesen den digitalen Wert 

von 0 auf (keine Farbreaktion). 24,3% der 556 untersuchten Daten wiesen digitale Werte 

größer als 0 auf. Der größte gemessene digitale Wert einer visuell als negativ beurteilten 

Bandenreaktion lag bei 103 relativer Einheit. Normalerweise würde das Programm einen 

solchen Wert eindeutig als positive Reaktion beurteilen und das Serum als positiv einstufen. 

Auf Grund von algorithmischen Entscheidungen der Software wurden weitere ca. 20% der 

Mikroblots nicht ausgewertet. Um eine Auswertung der Daten trotz methodischer Probleme 

und Softwareprobleme zu realisieren, wurde eine semiquantitative Auswertung der 

Bandenfärbung durchgeführt. Für die Auswertung der Mikroblotdaten wurde auf Grundlage 

der Bandenfärbung der visuelle Färbungsgrad von 1-4 definiert (Tabelle 16).  
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Diagramm 1: Häufigkeitsverteilung der mit dem Färbu ngsgrad 1 beurteilten  

digitalen Daten, n= 556  

Im Diagramm 1 sind die ermittelten digitalen Werte von 556 Antigenbanden, die gemessen 

durch das Auge keine Bandenfärbung aufwiesen, in einem Histogramm graphisch dargestellt. 

75,5% der dem Färbungsgrad 1 zugeordneten digitalen Daten wiesen den digitalen Wert von 0 

auf (keine Farbreaktion). 24,3% der digitalen Daten wiesen digitale Werte größer als 0 auf. 

 

Tabelle 16: Definition des visuellen Färbungsgrades    

Färbungsgrad Bandenfärbung Bedeutung 

1 keine Bandenfärbung keine Antigen-Antikörperreaktion 

2 sehr schwache Banden-
färbung, mit dem Auge eine 
gerade noch wahrnehmbare 
Bandenfärbung 

sehr schwache Reaktion (grenzwertig), 
stellt den cut off-Punkt der Methode dar, 
ab diesem Punkt wird die Antigen-
Antikörperreaktion als positiv bewertet 

3 deutliche Bandenfärbung positive Antigen-Antikörperreaktion  

4 sehr starke Bandenfärbung, 
Färbung bis schwarz 
erscheinend  

sehr gute Antigen-Antikörperreaktion  
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Der Färbungsgrad 1 wurde festgestellt, wenn keine Färbung der Antigenbande sichtbar war 

und somit keine Antigen-Antikörperbindung stattgefunden hat. Antigenbanden, die sehr 

schwach gefärbt waren, wobei die Färbung mit dem Auge gerade noch wahrnehmbar war, 

wurden als Färbungsgrad 2 definiert. Der Färbungsgrad 2 stellt den cut off-Punkt der 

Methode dar. Er definiert, ab wann eine Bandenfärbung als Indikator für die Antigen-

Antikörperreaktion als positiv definiert wird. Der Färbungsgrad 2 wurde in der Auswertung als 

grenzwertig betrachtet. Die Färbungsgrade 3 bzw. 4 wurden festgestellt, wenn eine für das 

Auge deutlich sichtbare Bandenfärbung zu beobachten war. Der Färbungsgrad 4 

unterscheidet sich vom Färbungsgrad 3 dahingehend, dass die Farbreaktion sehr stark war 

(Abb. 9). Der Färbungsgrad 3 weist auf eine positive Antigen-Antikörperreaktion hin. Der 

Färbungsgrad 4 definiert für dieses Antigen eine sehr gute Antigen-Antikörperreaktion und 

kann auf eine Sättigung der Antigen-Antikörperreaktion hindeuten. 

 

                                                             

Abb. 9:  Beispiele für den visuellen Färbungsgrad der Antige nbanden 

In der Abbildung 9 sind am Beispiel eines HCMV-Mikroblots Beispiele für den visuellen 

Färbungsgrad gezeigt.  

 

1010 von 101 Patienten mit dem HCMV-Mikroblot und HHV6-Mikroblot ermittelte digitale 

Datenpunkte wurden den visuellen Färbungsgraden von 1-4 zugeordnet. Trotz aufgeführter 

methodischer (Hindergrundfärbung) und Software bedingter Probleme (Programmmaske) 

korrelieren ca. 75% der gemessenen digitalen Daten mit der Farbdichte der Antigenbande 

und stellen somit Werte dar, an dem sich der visuelle Färbungsgrad anlehnen sollte. Im 

Diagramm 2 wird sichtbar, dass die Mittelwerte der vier digitalen Wertemengen mit 

steigendem visuellem Färbungsgrad potenziell ansteigen, wobei die vier Teilmengen große 

Standardabweichungen als Maß für die Streuung aufweisen. Um zu zeigen, dass die 

Färbungsgrad 4 

Färbungsgrad 3 

Färbungsgrad 1 

 

Färbungsgrad 3 

Färbungsgrad 2 

Färbungsgrad 1 

Färbungsgrad 4 

Färbungsgrad 3 
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digitalen nicht normalverteilten Wertemengen der vier visuellen Färbungsgrade vier 

unabhängige Farbabstufungen darstellen, wurde der Kruskal-Wallis Test und der Nemenyi-

Test durchgeführt. Mit dem Kruskal-Wallis Test und dem sich anschließenden Nemenyi-Test 

konnte gezeigt werden, dass die Wertemengen der visuellen Färbungsgrade 1-4 signifikant 

(Kruskal-Wallis Test mit p < 0.001, α=0,05) (Nemenyi-Test mit p<0,005, α=0,05) unabhängig 

voneinander sind. 

Vergleich der visuellen Färbungsgrade 1-4 mit den M ittelwerten der metrischen 
digitalen Wertemengen
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Diagramm 2: Zunahme der Mittelwerte der digitalen W ertemengen mit steigendem 

visuellen Färbungsgrad   

Im Diagramm 2 sind die Mittelwerte der auf densitometrischer Grundlage ermittelten digitalen 

Wertemenge in Abhängigkeit von den vier in Rangfolge steigenden visuellen Färbungsgraden 

dargestellt. Dem Färbungsgrad 1 wurden 556, dem Färbungsgrad 2 100, dem Färbungsgrad 3 

272 und dem Färbungsgrad 482 digitale Datenpunkte visuell zugeordnet. Im Diagramm 2 ist zu 

erkennen, dass die in der Rangfolge visuell steigenden Färbungsgrade mit den Mittelwerten der 

dem Färbungsgrad zugeordneten digitalen Wertemengen potenziell korrelieren, wobei große 

Standardabweichungen als Maß für die Streuung der digitalen Werte zu beobachten sind.  

 

Da die Intervalle zwischen den visuellen Färbungsgraden 1-4 als gleich groß angenommen 

wurden, war die Addition der visuellen Färbungsgrade möglich. Die aus den visuellen 

Färbungsgraden der zehn Antigenbanden ermittelten Antigensummen der Mikroblots wurden 

daher wie metrische Daten behandelt. Die berechneten Antigensummen pro Mikroblot 

konnten somit zwischen 10 und 40 liegen. 
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Tabelle 17: Bildung der Antigensummen 

In der Tabelle 17 ist an einem Beispiel die Bildung der Antigensumme demonstriert. In der 

oberen Zeile sind zehn beliebige Antigene pro Mikroblot durch die Zahlen 1 bis 10 dargestellt. 

Die in der zweiten Zeile aufgeführten visuellen Färbungsgrade 3+4+3+1... werden addiert und 

ergeben die Antigensumme von 23. Die kleinste zu errechnende Antigensumme liegt folglich 

bei 10, die größte berechenbare Antigensumme bei 40.  

Bandennr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Antigensumme  

Färbungsgrad 3 4 3 1 2 3 3 1 1 2 23 

 

3.2.2 Optimierung der Reaktionsbedingungen im Mikro blot  

 

Im Zuge der Antigenevaluierung mussten Probleme bei der Färbereaktion im Mikroblot 

gelöst werden. Die Abbildungen 10 bis 13 zeigen, dass durch die Verwendung eines 

Rotationsschüttlers (IKA-Schüttler MTS 2, IKA-Labortechnik) während der Inkubations- und 

Waschzeiten fleckige Hintergrundfärbungen stark reduziert und die Bandenfärbung 

spezifiziert sowie verstärkt werden konnten.  

 

                               

 Abb. 10 u.  11: Reduktion der Hindergrundfärbung   

In den Abbildungen 10 und 11 sind zwei HCMV-Mikroblots gezeigt, die mit einer Serum- 

verdünnung von 1:100 inkubiert wurden. Die Abbildung 10 zeigt einen HCMV-Mikroblot, der 

während der Inkubations- und Waschzeiten nicht rotierte. Im Hintergrund und Bandenbereich 

kann man fleckige unspezifische Färbungen erkennen. In der Abbildung 11 sind diese 

unspezifischen Färbungen verschwunden. Bei der Färbung dieses Mikroblots wurde während 

der Inkubations- und Waschzeiten ein Rotationsschüttler verwendet, wodurch es zur Reduktion 

der unspezifischen Hintergrundfärbung kommt.  
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Abb. 12 u. 13:  Verstärkung der spezifischen Bandenfärbung  

In den Abbildungen 12 und 13 sind zwei HHV6-Mikroblots gezeigt, die mit einer 

Serumverdünnung von 1:50 inkubiert wurden. Die Abbildung 12 zeigt einen HHV6-Mikroblot, 

der während der Inkubations- und Waschzeiten nicht rotierte. Es sind nur sehr schwach 

gefärbte Banden wahrnehmbar. Die Bandenfärbung erscheint diffus. In der Abbildung 13 sieht 

man klar gefärbte Antigenbanden. Bei der Färbung dieses Mikroblots wurde während der 

Inkubations- und Waschzeiten ein Rotationsschüttler verwendet.  

 

In einer Verdünnungsreihe wurde die Serum- und Konjugatverdünnung ermittelt, bei der eine 

gute Bandenfärbung und gleichzeitig eine geringe Hintergrundfärbung erreicht werden. Für 

den HHV6-IgG-Mikroblot stellte sich die Serumverdünnung von 1:50 mit der kombinierten 

Konjugatverdünnung von 1:25 als Optimum heraus. Für den HCMV-IgG-Mikroblot war eine 

Serumverdünnung von 1:100 mit der kombinierten Konjugatverdünnung von 1:25 optimal. 

Entscheidend für eine gute Färbung der Antigenbanden war die Konjugatverdünnung. Bei 

einer Konjugatverdünnung von 1:50 oder größer war nur eine schwache oder gar keine 

Bandenfärbung erkennbar. Zur Färbung der HHV6-Mikroblots war eine Serumverdünnung 

von 1:50 notwendig, da Serumverdünnungen größer als 1:100 zu einer sehr schlechten oder 

gar keiner Bandenfärbung führten. Serumverdünnungen größer als 1:100 verursachten bei 

der Färbung der HCMV-IgG-Mikroblots eine Abnahme der Färbungsintensität. 

 

3.2.3 Plasma- und Liquordiagnostik – ein weiteres E insatzfeld der Mikroblots 

 

Neben den humanen Seren wurden Plasmen und Liquores in den Mikroblots getestet.  
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3.2.3.1 Plasmadiagnostik mit dem Mikroblot 

 

Der zellfreie und flüssige Anteil vom Blut wird als Blutplasma bzw. Plasma bezeichnet. Das 

Plasma enthält im Gegensatz zum Blutserum bzw. Serum noch die Gerinnungsfaktoren. Im 

HCMV-IgG-Mikroblot oder HHV6-IgG-Mikroblot wurden die Plasmen gleich den Seren 1:100 

oder 1:50 verdünnt. In den Abbildungen 14 und 15 ist sichtbar, dass die Plasmen und Seren, 

welche vom gleichen Patienten stammen und am gleichen Tag gewonnen wurden, im 

Mikroblot ein ähnliches bzw. gleich gefärbtes Bandenmuster aufwiesen. Um eine Aussage 

über die Vergleichbarkeit von Seren und Plasmen im semiquantitativen HCMV-IgG- bzw. 

HHV6-IgG-Mikroblot zu treffen, wurden von zehn Patienten die Serum- und Plasmaproben 

des gleichen Tages dreifach in einem Reaktionsansatz bestimmt. Pro Patient erfolgte daher 

die Bildung von sechs Antigensummen, die aus den Reaktivitäten der jeweils drei Seren und 

drei Plasmen ermittelt wurden. Mit der multivariaten Varianzanalyse mit Messwiederholung 

konnte gezeigt werden, dass die Gruppenmittelwerte der mit dem HCMV-IgG-Mikroblot 

ermittelten Antigensummen der Seren und Plasmen nicht signifikant verschieden sind 

(p=0,072, α=0,05), wobei die unterschiedlichen multivariaten Prüfgrößen exakt den gleichen 

F-Wert und exakt die gleichen Signifikanzniveaues aufwiesen. Die Gruppenmittelwerte der 

im HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der Seren und Plasmen wurden mit allen 

multivariaten Prüfgrößen mit p=0,057 (α=0,05) ebenfalls als nicht signifikant verschieden 

beurteilt. In den Diagrammen 3 und 4 ist sichtbar, dass die mit den HHV6-IgG- und HCMV-

IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der Seren und Plasmen korrelieren. Die 

graphische Korrelation der Antigensummen weist darauf hin, dass Seren und Plasmen, die 

an einem Tag vom gleichen Patienten entnommen wurden, vergleichbare Antigensummen 

aufweisen. Wie mit der multivariaten Analyse gezeigt werden konnte, sind 

Gruppenmittelwerte der im HCMV-IgG- und HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen 

der Seren und Plasmen mit p=0,072 und p=0,052 als nicht signifikant verschieden zu 

bewerten. Jedoch weisen die Plots in den Diagrammen 5 und 6 darauf hin, dass Seren 

sowohl im HCMV-IgG-Mikroblot, als auch im HHV6-IgG-Mikroblot im Gruppendurchschnitt 

minimal stärkere Bandenfärbungen als Plasmen verursachen. Aus den Gruppenmittelwerten 

der Antigensummen der Seren und Plasmen lässt sich ermitteln, dass die Antigensummen 

der Seren im Durchschnitt um 0,5 „Summenstufen“ im HCMV-IgG-Mikroblot und um 0,4 

„Summenstufen“ im HHV6-IgG-Mikroblot größer als die Antigensummen der Plasmen sind.  

Weiterhin zeigen die Streumatrizen (Diagramm 3 und 4), dass sich das Muster der 

korrelierenden Datenpunkte wiederholt, was auf vergleichbare Antigensummen bei 

Wiederholungsbestimmungen hinweist. Außerdem zeigt die multivariate Varianzanalyse, 

dass sich die Gruppenmittelwerte der Antigensummen über die beiden Gruppen (Seren und 

Plasmen) in der Wiederholung, sowohl für den HCMV-IgG-Mikroblot mit p=0,944 (α=0,05), 

als auch für den HHV6-IgG-Mikroblot mit p=0,475 (α=0,05) nicht signifikant unterscheiden. 
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Auch in diesem Test zeigten alle multivariaten Prüfgrößen exakt den gleichen F-Wert und 

exakt die gleichen Signifikanzniveaus. Außerdem wurde mit der multivariaten Varianzanalyse 

gezeigt, dass sich Gruppenmittelwerte der interaktiven Gruppen der Seren und Plasmen 

sowohl für den HCMV-IgG-Mikroblot mit p=0,597 (α=0,05), als auch für den HHV6-IgG-

Mikroblot mit p=0,899 (α=0,05) bei Wiederholung nicht signifikant unterscheiden. Auch in 

diesem Fall weisen alle Prüfgrößen exakt die gleichen F-Werte und Signifikanzniveaus auf. 

In den Diagrammen 7 und 8 sind für den HCMV-IgG-Mikroblot und den HHV6-IgG-Mikroblot 

die ermittelten Gruppenmittelwerte der Antigensummen für die Seren und Plasmen in der 

Wiederholung graphisch dargestellt. Im Diagramm 7 ist sichtbar, dass die 

Gruppenmittelwerte der im HCMV-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der Seren bei 

Dreifachbestimmung minimal um 0,15 „Summenstufen“ und der Plasmen minimal um 0,1 

„Summenstufen“ schwanken. Die Gruppenmittelwerte der im HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten 

Antigensummen der Seren schwanken vergleichbar minimal um durchschnittlich 0,1 

„Summenstufen“ und der Plasmen um durchschnittlich 0,2 „Summenstufen“. Weiterhin 

werden in den Diagrammen 7 und 8 noch einmal die durchschnittlich größeren 

Gruppenmittelwerte der im HCMV-IgG- und HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen 

der Seren gegenüber den Plasmen verdeutlicht.  

 

                                                 

                                       Serum                           Plasma 

Abb. 14 u. 15: Vergleich der zwei mit Serum oder Pl asma inkubierten HCMV-IgG-

Mikroblots  

Die Abbildungen 14 und 15 zeigen zwei HCMV-IgG-Mikroblots, wovon der linke Mikroblot mit 

einem Serum 1:100 und der rechte Mikroblot mit einem Plasma von 1:100 inkubiert wurden. Die 

Abbildungen zeigen ein einheitliches Bild und weisen keine sichtbaren Unterschiede im 

Bandenmuster auf. 
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Diagramm 3: graphische Korrelation der im HCMV-IgG- Mikroblot ermittelten 

Antigensummen von Seren und Plasmen in einer Streum atrix 

Im Diagramm 3 sind die im HCMV-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der zehn Serum-/ 

Plasmapaare in 3-facher Wiederholung als Punkte in einer Streumatrix graphisch dargestellt. 

Die graphische Korrelation der Antigensummen von Seren und Plasmen verweist auf eine 

Vergleichbarkeit der Antigensummen der Serum-/ Plasmapaare. Weiterhin wird im Diagramm 3 

durch das sich wiederholende Muster der Datenpunkte eine Vergleichbarkeit der 

Antigensummen der Serum-/ Plasmapaare bei Wiederholungsbestimmung verdeutlicht.  

 S = Serum, P = Plasma, 1,2,3 = Wiederholungsanzahl  

                                     

Diagramm 4: graphische Korrelation der im HHV6-IgG- Mikroblot ermittelten 

Antigensummen von Seren und Plasmen in einer Streum atrix 

Im Diagramm 4 sind die im HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der zehn Serum-/ 

Plasmapaare in 3-facher Wiederholung als Punkte in einer Streumatrix graphisch dargestellt. 

Die grapische Korrelation der Antigensummen von Seren und Plasmen verweist auf eine 

Vergleichbarkeit der Antigensummen der Serum-/ Plasmapaare. Weiterhin wird im Diagramm 4 

durch das sich wiederholende Muster der Datenpunkte eine Vergleichbarkeit der 

Antigensummen der Serum-/ Plasmapaare bei Wiederholungsbestimmung verdeutlicht. 

 S = Serum, P = Plasma, 1,2,3 = Wiederholungsanzahl 
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Diagramm 5: Vergleich der  Gruppenmittelwerte der im HCMV-IgG-Mikroblot ermitt elten 

Antigensummen der Seren und Plasmen  

Im Diagramm 5 sind die Gruppenmittelwerte der im HCMV-IgG-Mikroblot dreifach ermittelten 

Antigensummen der zehn Serum-/ Plasmapaare graphisch dargestellt. Dass die Seren eine 

minimal stärkere Bandenfärbung als Plasmen verursachen, wird durch den Abfall der 

Gruppenmittelwerte der Antigensummen der zehn Serum-/ Plasmapaare dargestellt, wobei die 

Punkte links von den Geraden die Gruppenmittelwerte der Antigensummen für die zehn Seren 

und die Punkte rechts von den Geraden die Gruppenmittelwerte der Antigensummen für die 

zehn Plasmen wiedergeben.  

                                      

Diagramm 6:  Vergleich der  Gruppenmittelwerte der im HHV6-IgG-Mikroblot ermitt elten 

Antigensummen der Seren und Plasmen  

Im Diagramm 6 sind die Gruppenmittelwerte der im HHV6-IgG-Mikroblot dreifach ermittelten 

Antigensummen der zehn Serum-/ Plasmapaare graphisch dargestellt. Dass die Seren eine 

minimal stärkere Bandenfärbung als Plasmen verursachen wird durch den Abfall der 
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Gruppenmittelwerte der Antigensummen der zehn Serum-/ Plasmapaare dargestellt, wobei die 

Punkte links von den Geraden die Gruppenmittelwerte der Antigensummen für die zehn Seren 

und die Punkte rechts von den Geraden die Gruppenmittelwerte der Antigensummen für die 

zehn Plasmen wiedergeben.  

                                       

Diagramm 7:  Vergleich der  Gruppenmittelwerte der im HCMV-IgG-Mikroblot ermitt elten 

Antigensummen der Seren und Plasmen bei Dreifachbes timmung  

Im Diagramm 7 sind die Gruppenmittelwerte der im HCMV-IgG-Mikroblot dreifach ermittelten 

Antigensummen der zehn Serum-/ Plasmapaare graphisch dargestellt. Das Diagramm 7 zeigt, 

dass die gruppendurchschnittlichen im HCMV-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der 

Seren in der Wiederholung um 0,15 „Summenstufen“ und die gruppendurchschnittlichen 

Antigensummen der Plasmen um 0,1 „Summenstufen“ schwanken, wobei die dunkelgraue Linie 

die durchschnittlichen Antigensummen der Seren darstellt und die hellgraue Linie die 

durchschnittlichen Antigensummen der Plasmen wiedergibt. Weiterhin wird im Diagramm 7 

noch einmal deutlich, dass die Gruppenmittelwerte der im HCMV-IgG-Mikroblot ermittelten 

Antigensummen der Seren größer sind als die Gruppenmittelwerte der ermittelten 

Antigensummen der Plasmen.  
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Diagramm 8:  Vergleich der  Gruppenmittelwerte der im HHV6-IgG-Mikroblot ermitt elten 

Antigensummen der Seren und Plasmen bei Dreifachbes timmung  

Im Diagramm 8 sind die Gruppenmittelwerte der im HHV6-IgG-Mikroblot dreifach ermittelten 

Antigensummen der zehn Serum-/ Plasmapaare graphisch dargestellt. Das Diagramm 7 zeigt, 

dass die gruppendurchschnittlichen im HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der 

Seren in der Wiederholung um 0,1 „Summenstufen“ und die gruppendurchschnittlichen 

Antigensummen der Plasmen um 0,2 „Summenstufen“ schwanken, wobei die dunkelgraue Linie 

die durchschnittlichen Antigensummen der Seren darstellt und die hellgraue Linie die 

durchschnittlichen Antigensummen der Plasmen wiedergibt. Weiterhin wird im Diagramm 8 

noch einmal deutlich, dass die Gruppenmittelwerte der im HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten 

Antigensummen der Seren größer sind als die Gruppenmittelwerte der ermittelten 

Antigensummen der Plasmen.  

 

3.2.3.2 Liquordiagnostik mit dem Mikroblot 

 

Es wurden acht Liquores von fünf Patienten (1 bis 47 Jahre) im HCMV- und HHV6-Mikroblot 

getestet, denen am gleichen Tag Serum abgenommen wurde. Zwei der fünf Patienten 

wurden wegen dem Verdacht auf Meningitis behandelt. Weitere zwei Patienten wurden 

wegen dem Verdacht einer Enzephalitis und ein anderer Patient wegen dem Verdacht auf 

Demenz behandelt. Alle fünf Patienten wiesen eine positive HHV6-PCR auf. Drei Patienten 

waren HCMV positiv. Die Liquores wurden in einer Verdünnung von 1:2 eingesetzt. Das 

Immunglobulin G ist im Liquor durchschnittlich um den Faktor 200 geringer konzentriert als 

im Serum. Um die Daten der Liquores mit den dazugehörigen Seren zu vergleichen, wurde 

neben der 1:100 Serumverdünnung eine 1:400 Serumverdünnung mitgeführt. 
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Die drei HCMV-Mikroblotbilder (Abb. 16, 17, 18) und die drei HHV6-Mikroblotbilder (Abb. 19 

bis 21) zeigen jeweils für einen Patienten das Antigen-spezifische Antikörpermuster von zwei 

Serumverdünnungen (1:100; 1:400) und einer Liquorverdünnung (1:2).  

 

3.2.3.2.1 Liquordiagnostik mit dem HCMV-Mikroblot 

 

                                            

                  Serum 1:100                    Serum 1:400                     Liquor 1:2 

Abb. 16, 17, 18:  Vergleich der 3 mit Seren und Liquor inkubierten HC MV-IgG-Mikroblots 

Die Abbildungen 16 bis 18 zeigen 3 HCMV-IgG-Mikroblots, die mit dem Serum (1:100 und 

1:400 Verdünnung) und Liqour (1:2 Verdünnung) eines Patienten inkubiert wurden. Die 

Bandenmuster der Mikroblots zwei und drei sind vergleichbar und zeigen, dass der Patient 

einen zum Serum vergleichbaren Antikörperpool im Liquor aufweist. 

 

Acht Liquores und die dazugehörigen acht Seren von fünf Patienten wurden im HCMV-IgG-

Mikroblot getestet. Vier der acht Seren waren serologisch HCMV positiv. Sie wiesen auch in 

den zu untersuchenden Liquores HCMV-IgG-Antikörper auf. Drei der vier HCMV positiven 

Liquores erzeugten im HCMV-IgG-Mikroblot Bandenmuster, die mit den Bandenmustern der 

dazugehörigen 1:400 verdünnten Seren vergleichbar sind. In den Abb. 16 bis 18 ist dies am 

Beispiel eines Patienten dokumentiert. Der in der Abb. 16 gezeigte HCMV-Mikroblot wurde 

mit dem 1:100 verdünnten Serum eines HCMV-positiven Patienten inkubiert. Acht von zehn 

Antigenen reagierten gut bis sehr gut mit den Patientenantikörpern. Die Abb. 17 zeigt einen 

HCMV-IgG-Mikroblot des gleichen Patienten, der mit einem 1:400 verdünnten Serum 

inkubiert wurde. Auf Grund der höheren IgG-Antikörperverdünnung ist eine Abnahme der 

Farbstärke und der reaktiven Banden zu beobachten. Nur noch fünf der zehn HCMV-

Antigene reagierten gut bis sehr gut mit den HCMV-Antikörpern. Der im HCMV-IgG-Mikroblot 

getestete Liquor des Patienten zeigte ein zum 1:400 verdünnten Serum vergleichbares 
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Bandenmuster (Abb. 18). Die IgG-Quotienten nach Reiber wurden im aktuellen Fall nicht 

berücksichtigt, da diese Experimentreihe erste Versuche mit Liquores dokumentieren soll 

und nur die Möglichkeit der Liquordiagnostik mit dem HCMV-Mikroblot aufweisen soll. Einer 

der vier HCMV positiven Liquores wies im Vergleich zum 1:400 verdünnten Serum eine 

schwächere HCMV-IgG-Antikörperantwort im HCMV-IgG-Mikroblot auf.  

 

3.2.3.2.2 Liquordiagnostik mit dem HHV6-Mikroblot 

 

                                             

                        Serum 1:50                       Serum 1:400                    Liquor 1:2 

Abb. 19, 20, 21: Vergleich der 3 mit Seren und Liqu or inkubierten HHV6-IgG-Mikroblots  

Die Abbildungen 19 bis 21 zeigen 3 HHV6-IgG-Mikroblots, die mit dem Serum (1:100 und 1:400 

Verdünnung) und Liqour (1:2 Verdünnung) eines Patienten inkubiert wurden. Im ersten HHV6-

IgG-Mikroblot sind drei Antigenbanden schwach bis gut gefärbt (Färbungsgrad 2-3). Der zweite 

und dritte HHV6-Mikroblot zeigen dagegegen keine gefärbten Antigenbanden. 

 

In einer weiteren Experimentreihe wurden die acht Liquores der fünf Patienten und die 

dazugehörigen acht Seren im HHV6-IgG-Mikroblot getestet. Sechs der acht Seren zeigten im 

HHV6-IgG-Mikroblot bei einer Serumverdünnung von 1:50 eine schwache bis gute 

Reaktivität der HHV6-IgG-Antikörper mit mindestens einem Antigen. Bei zwei der acht Seren 

war keine Reaktivität mit den Antigenen im HHV6-IgG-Mikroblot zu erkennen. Alle acht 

Liquores zeigten im HHV6-IgG-Mikroblot keine Reaktivität mit den Antigenen. Die zum 

Vergleich mitgeführten acht 1:400 verdünnten HHV6-Seren zeigten mit den zu testenden 

HHV6-Antigenen im HHV6-Mikroblot ebenfalls keine Reaktivität. In den Abbildungen 19 bis 

21 ist die Reaktivität des Serums und des Lipuores eines Patienten mit den Antigenen im 

HHV6-Mikroblot dargestellt. Die Abb. 19 zeigt den HHV6-IgG-Mikroblot, der mit dem 

Patientenserum bei einer Verdünnung von 1:50 inkubiert wurde. Vier der zehn Antigene 
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reagierten schwach bis gut mit den Patientenantikörpern. Die Abb. 20 stellt den HHV6-IgG-

Mikroblot des gleichen Patienten dar, der mit dem 1:400 verdünnten Serum inkubiert wurde. 

Es konnte keine Reaktivität der Antigenbanden mit HHV6-IgG-Antikörpern des 

Patientenserums bei einer Verdünnung von 1:400 dokumentiert werden. Der getestete 

Liquor des Patienten zeigt im HHV6-IgG-Mikroblot ebenfalls keine Reaktivität mit den 

Antigenen (Abb. 21). Auf Grund der schwachen Reaktivität der HHV6-Antigene mit den 

HHV6-IgG-Antikörpern im Liquor ist eine Liquordiagnostik mit dem HHV6-Mikroblot im 

aktuellen Zustand nicht möglich. 

 

3.2.4 Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit der Mes sergebnisse im Mikroblot 

 

Die Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit der visuellen Färbungsgrade im Bereich der 

Antigenbanden erfolgten in zwei Schritten. Im ersten Schritt wurde die Reproduzierbarkeit 

der Färbungsgrade analysiert, die sich aus der wiederholten Bestimmung von in einem 

Reaktionsansatz getesteten zehn Patientenseren ergab. In einer sich anschließenden 

Untersuchung wurde dann die Reproduzierbarkeit der Färbungsgrade überprüft, die sich aus 

der wiederholten Bestimmung von an zwei verschiedenen Tagen und daher aus zwei 

Reaktionsansätzen getesteten Seren ergab.  

 

3.2.4.1 Dreifachbestimmung von zehn Testseren im HC MV- und HHV6-Mikroblot  

 

In der ersten Untersuchung zur Reproduzierbarkeit der Färbungsgrade im 

Antigenbandenbereich an einem Tag wurden zehn Patientenseren dreifach im 

semiquantitativen HCMV-IgG- bzw. HHV6-IgG-Mikroblot in einem Reaktionsansatz getestet, 

die visuellen Färbungsgrade der Antigenbanden ermittelt und die Ergebnisse in drei Stufen 

analysiert (intra-assay-Varianz). Im ersten Schritt wurde die Reproduzierbarkeit der 

Färbungsgrade der einzelnen Antigene untersucht. Im zweiten Ansatz folgte die 

Untersuchung zur Reproduzierbarkeit der aus den Färbungsgraden gebildeten 

Antigensummen und im dritten Ansatz wurde die Reproduzierbarkeit der serologischen 

HCMV- bzw. HHV6-Aussagen im Mikroblot untersucht (inter-assay-Varianz). 

 

3.2.4.1.1 Reproduzierbarkeit der Färbungsgrade einzelner Antigenbanden  

 

88% aller Antigene im HCMV-IgG-Mikroblot und 84% aller Antigene im HHV6-IgG-Mikroblot 

wiesen bei dreifacher Bestimmung den gleichen Färbungsgrad auf. Bei einer Analyse der 

„reaktiven Antigene“ fiel die Reproduzierbarkeit der Färbungsgrade der Antigene auf 54% im 

HCMV-IgG-Mikroblot und 50% im HHV6-IgG-Mikroblot ab. Unter den „reaktiven Antigenen“ 

werden die Antigene verstanden, die mindestens einmal mit den Antikörpern der 
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Patientenseren reagierten. 91,7% der Antigenreaktionen im HCMV-IgG-Mikroblot und 100% 

der Antigenreaktionen im HHV6-IgG-Mikroblot, die nicht reproduzierbar waren, 

unterschieden sich um einen Färbungsgrad. Nur ein „reaktives Antigen“ (3,8%) im HCMV-

IgG-Mikroblot wies bei wiederholter Bestimmung Unterschiede um zwei Färbungsgrade auf.  

 

Tabelle 18:  tabellarische Zusammenfassung der in einem Reaktion sansatz ermittelten 

reproduzierbaren visuellen Färbungsgrade der Antige nbanden in Dreifachbestimmung  

                   

HCMV-Mikroblot 

reproduzierbare visuelle Färbungsgrade 

für alle Antigene nur „reaktive Antigene“ 

88% 54% 

HHV6-Mikroblot 

reproduzierbare visuelle Färbungsgrade 

für alle Antigene nur „reaktive Antigene“ 

84% 50% 

 

Im zweiten Analyseansatz wurde die Reproduzierbarkeit der Antigensummen der Seren 

mittels univariater Varianzanalyse mit Messwiederholung geprüft. Nach der Prüfung der 

Sphärizitätsannahme mit dem Mauchly-Test ergab die Analyse, dass die Gruppenmittelwerte 

der im HCMV-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der zehn Seren mit p=0,785 

(α=0,05) sich nicht signifikant unterscheiden. Die Gruppenmittelwerte der im HHV6-IgG-

Mikroblot ermittelten Antigensummen der zehn Seren waren mit p=0,897 (α=0,05) ebenfalls 

nicht signifikant unterschiedlich. Die Gruppenmittelwerte der im HCMV-IgG-bzw. HHV6-IgG-

Mikroblot ermittelten Antigensummen der Seren wiesen in der Wiederholung Schwankungen 

von 0,15 „Summenstufen“ und von 0,1 „Summenstufen“ auf. 
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Diagramm 9: Vergleich der  Gruppenmittelwerte der im HCMV-IgG-Mikroblot ermitt elten 

Antigensummen der Seren bei Dreifachbestimmung 

Im Diagramm 9 sind die Gruppenmittelwerte der im HCMV-IgG-Mikroblot dreifach ermittelten 

Antigensummen der zehn getesteten Seren bei Dreifachbestimmung graphisch dargestellt, 

wobei jeder Punkt einen Gruppenmittelwert der Antigensummen der zehn Seren je Bestimmung 

widerspiegelt. Das Diagramm 9 verweist darauf, dass sich die Gruppenmittelwerte der im 

HCMV-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der Seren in der Wiederholung um 0,3 

„Summenstufen“ unterscheiden.  

                                 

Diagramm 10:  Vergleich der  Gruppenmittelwerte der im HHV6-IgG-Mikroblot ermitt elten 

Antigensummen der Seren bei Dreifachbestimmung 

Im Diagramm 10 sind die Gruppenmittelwerte der im HHV6-IgG-Mikroblot dreifach ermittelten 

Antigensummen der 10 getesteten Seren bei Dreifachbestimmung graphisch dargestellt, wobei 



Ergebnisse 

 80 

jeder Punkt einen Gruppenmittelwert der Antigensummen der 10 Seren je Bestimmung 

widerspiegelt. Das Diagramm 10 verweist darauf, dass sich die Gruppenmittelwerte der im 

HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der Seren in der Wiederholung um 0,1 

„Summenstufen“ unterscheiden. 

 

3.2.4.1.3 Reproduzierbarkeit der serologischen Aussagen 

 

In einer dritten Analyse wurde die Reproduzierbarkeit der serologischen Aussagen beurteilt. 

Als serologisch positiv wurde ein Serum oder Plasma definiert, wenn mindestens eins von 

zehn Antigenen einen visuellen Färbungsgrad von 3 aufwies. Als grenzwertig wurde ein 

Serum oder Plasma definiert, wenn mindestens eins der zehn Antigene einen visuellen 

Färbungsgrad von 2 aufwies. Wenn alle zehn Antigene keine Reaktionen zeigten, wurde das 

Serum oder Plasma bezogen auf dieses Virus als serologisch negativ beurteilt. Mit dem 

HCMV-IgG-Mikroblot bzw. dem HHV6-IgG-Mikroblot konnte bei dreifacher Testung der 

Seren für 90% bzw. 80% der Patienten der gleiche HCMV- bzw. HHV6-Status ermittelt 

werden.  

 

3.2.4.2 Zweifachbestimmung von 17 bzw. 10 Seren im HCMV- und HHV6-Mikroblot an 

zwei verschiedenen Tagen 

 

In einer zweiten Untersuchung zur Reproduzierbarkeit der Färbungsgrade im 

Antigenbandenbereich an verschiedenen Tagen wurden 17 und 10 Patientenseren an zwei 

verschiedenen Tagen in einem zeitlichen Abstand von 76 Tagen im semiquantitativen 

HCMV-IgG- bzw. HHV6-IgG-Mikroblot getestet, die visuellen Färbungsgrade der 

Antigenbanden ermittelt und die Ergebnisse analysiert. 

 

3.2.4.2.1 Reproduzierbarkeit der Antigensummen 

 

Die aus den Färbungsgraden der Antigenbanden gebildeten Antigensummen wurden in 

einem t-Test analysiert. Dieser ergab, dass zwischen den im HCMV-IgG- und HHV6-IgG-

Mikroblot ermittelten Antigensummen der Serumpaare signifikante Unterschiede mit p=0,00 

(α=0,05) bzw. p=0,02 (α=0,05) vorhanden sind. Im Diagramm 11 wird der Unterschied 

zwischen den gruppendurchschnittlichen Antigensummen von 21,88 am Tag 1 und von 

18,65 am Tag 2 für den HCMV-IgG-Mikroblot sowie im Diagramm 12 von 13,6 

Standardwerten am Tag 1 und von 11,6 Standardwerten am Tag 2 für den HHV6-IgG-

Mikroblot graphisch verdeutlicht.  
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Diagramm 11:  Vergleich der  Gruppenmittelwerte der an zwei verschiedenen Tagen im 

HCMV-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der Se ren  

Im Diagramm 11 sind die Gruppenmittelwerte der im HCMV-IgG-Mikroblot an zwei 

verschiedenen Tagen ermittelten Antigensummen der 17 getesteten Seren in der Wiederholung 

graphisch dargestellt, wobei jeder Punkt einen Gruppenmittelwert der Antigensummen pro 

Wiederholung widerspiegelt. Das Diagramm 11 verdeutlicht, dass die Gruppenmittelwerte der 

im HCMV-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der Seren mit 21,88 Standardwerten am 

Tag 1 und mit 18,65 Standardwerten am Tag 2 in der Wiederholung schwanken.  

                           

Diagramm 12: Vergleich der  Gruppenmittelwerte der an zwei verschiedenen Tagen im 

HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der Se ren  

Im Diagramm 12 sind die Gruppenmittelwerte der im HHV6-IgG-Mikroblot an zwei 

verschiedenen Tagen ermittelten Antigensummen der 17 getesteten Seren in der Wiederholung 

graphisch dargestellt, wobei jeder Punkt einen Gruppenmittelwert der Antigensummen pro 

Wiederholung widerspiegelt. Das Diagramm 12 verdeutlicht, dass die Gruppenmittelwerte der 
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im HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der Seren mit 13,6 Standardwerten am Tag 

1 und mit 11,6 Standardwerten am Tag 2 in der Wiederholung deutlich schwanken.  

 

3.2.4.2.2 Reproduzierbarkeit der serologischen Aussagen bei Bestimmung an zwei 

verschiedenen Tagen  

 

In einem folgenden Schritt wurde die Reproduzierbarkeit der serologischen Aussagen für die 

im HCMV-IgG-Mikroblot getesteten 17 Serumpaare und für die im HHV6-IgG-Mikroblot 

getesteten 10 Serumpaare an zwei verschiedenen Tagen in einem zeitlichen Abstand von 

76 Tagen analysiert. Die Analyse ergab, dass für 82% von siebzehn im HCMV-IgG-Mikroblot 

getesteten Seren am zweiten Tag die gleiche serologische Aussage gefunden wurde. 

Weiterhin wurde gezeigt, dass 60% von zehn im HHV6-IgG-Mikroblot getesteten Seren am 

zweiten Tag die gleiche serologische Aussage wie am ersten Tag aufwiesen.  

 

3.2.5 Sensitivitäts- und Spezifitätstestung des HCM V-Mikroblots 

 

Sensitivität und Spezifität sind die Qualitätskriterien jedes diagnostischen Testverfahrens. 

Unter der Sensitivität versteht man den Prozentsatz an richtig positiv bestimmten Seren. Das 

heißt, je mehr positive Seren mit der Mikroblotmethode als positiv erkannt werden, umso 

sensitiver ist das Testverfahren. Spezifisch ist die Mikroblotmethode, wenn serologisch 

negative Seren in einem hohen Prozentsatz als negativ erkannt werden. Als serologisch 

positiv wurde ein Serum definiert, wenn mindestens eins von zehn Antigenen einen visuellen 

Färbungsgrad von 3 aufwies. Als grenzwertig wurde ein Serum definiert, wenn mindestens 

eins von zehn Antigenen einen visuellen Färbungsgrad von 2 aufwies. Wenn alle zehn 

Antigene keine Reaktion zeigten, wurde das Serum bezogen auf dieses Virus als serologisch 

negativ beurteilt. 

Zur Einschätzung der Sensitivität und Spezifität des HCMV-IgG-Mikroblots wurden als 

Standard humane Seren herangezogen, die in der Routinediagnostik des Institutes für 

Virologie mittels Enzygnost* Anti-CMV-IgG Testsystem (Dade Behring, Marburg) getestet 

wurden. Außerdem diente der HCMV IgG-recomBlot (Mikrogen, Neuried) - ein weiteres 

diagnostisches Testsystem - als Vergleichssystem. 

Für den HCMV-IgG-Mikroblot konnte an 60 getesteten Seren (30 Negativseren und 30 

Positivseren) eine Sensitivität von 100% und eine Spezifität von 80% gezeigt werden. Die 

Antigene HCMV pp150-F1, HCMV pp150-F2, HCMV gB-F2, HCMV gB-F3, HCMV pp65-F1 

und HCMV pp65-F2 reagierten in unterschiedlicher Stärke von schwacher Reaktivität bis 

deutlicher Reaktion (Färbungsgrad 2 und 3) in unterschiedlichen Mustern mit sechs HCMV 

negativ getesteten Seren (mittels Enzygnost* Anti-CMV-IgG getestet). Bei einem 

Wiederholungsversuch zeigten die sechs HCMV-negativ getesteten Seren im HCMV-IgG-
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Mikroblot keine Antikörperreaktion. Anhand der Verlaufskontrollen der sechs Patienten 

wurden die sechs fragwürdigen Seren serologisch als HCMV-negativ eingestuft. 

Verglichen mit dem Enzygnost* Anti-CMV-IgG Testsystem (Dade Behring, Marburg) wurde 

für den HCMV IgG-recomBlot (Mikrogen, Neuried) eine Sensitivität von 100% und eine 

Spezifität von 93,4% ermittelt. Von den zwei falsch-positiven Seren reagierte ein Serum 

ebenfalls mit dem HCMV-IgG-Mikroblot.  

Außerdem wurden weitere 21 mittels Enzygnost* Anti-CMV-IgG Testsystem (Dade Behring, 

Marburg) als grenzwertig eingestufte Seren mit dem HCMV-Mikroblotsystem und dem HCMV 

IgG-recomBlot (Mikrogen, Neuried) getestet. Auf Grund der serologischen Verlaufsdaten und 

der klinischen Daten erfolgte die Einteilung der 21 Patientenseren in serologisch HCMV-

negativ bzw. HCMV-positiv. Es wurden zwölf positive HCMV-Patienten und neun negative 

HCMV-Patienten identifiziert. Die Ergebnisse des HCMV-Mikroblots und des HCMV IgG-

recomBlots (Mikrogen, Neuried) unterschieden sich deutlich (Diagramme 13 bis 16). Die 

zwölf positiv beurteilten HCMV-Seren wurden im HCMV-IgG-Mikroblot in 16,7% als HCMV-

negativ, in 41,7% als HCMV-positiv und in 41,7% als HCMV-grenzwertig getestet 

(Diagramm 13). Der HCMV recomBlot von Mikrogen (Neuried) stufte die zwölf positiven 

Seren zu 91,7% als HCMV-positiv und 8,3% als HCMV-grenzwertig ein (Diagramm 15). Die 

neun negativ beurteilten HCMV-Seren wurden im HCMV-Mikroblot in 22,2% als HCMV-

negativ, in 22,2% als HCMV-positiv und in 55,6% als HCMV-grenzwertig getestet 

(Diagramm 14). Der recomBlot von Mikrogen (Neuried) stufte die negativen Seren in 88,9% 

als HCMV-positiv und in 11,1% als HCMV-grenzwertig ein (Diagramm 16).  

Alle drei HCMV-Testsysteme (HCMV-IgG-Mikroblot, HCMV IgG-recomBlot Enzygnost* Anti-

CMV-IgG Testsystem) konnten die 21 fragwürdigen Seren nicht den richtigen serologischen 

Aussagen zuordnen. Es traten falsch-positive und falsch-negative Ergebnisse auf. Außerdem 

gab es zwischen den drei serologischen HCMV-Testsystemen deutliche 

Ergebnisunterschiede. 
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Diagramm 13 u. 14:  Spezifitätstestung des HCMV-IgG-Mikroblots  

Die Diagramme 13 und 14 stellen die serologische Einteilung der zwölf klinisch als HCMV-

positiv und neun klinisch als HCMV-negativ beurteilten Seren in Prozent durch den HCMV-IgG-

Mikroblot dar.  

Neg = HCMV-negative Seren, Pos = HCMV-positive Seren, Grenz = HCMV grenzwertige Seren 

 

Diagramm 15 u. 16:  Spezifitätstestung des HCMV IgG-recomBlots (Mikroge n, Neuried)  

Die Diagramme 15 und 16 stellen die serologische Einteilung der zwölf klinisch als HCMV-

positiv und neun klinisch als HCMV-negativ beurteilten Seren in Prozent durch den HCMV-IgG-

recomBlot (Mikrogen, Neuried) dar.  

Neg = HCMV-negative Seren, Pos = HCMV-positive Seren, Grenz = HCMV-grenzwertige Seren 
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3.2.5.1 Vergleich der antigenen Eigenschaften der H CMV-Antigene im IgG-Mikroblot 

 

Die antigenen Eigenschaften der HCMV-Antigene wurden mit 30 HCMV positiven 

Patientenseren im Mikroblot getestet. In Tabelle 19 ist für jedes HCMV-Antigen die 

durchschnittliche Reaktivität mit den IgG-Antikörpern der 30 Patientenseren aufgeführt. Die 

Antikörper der 30 Patientenseren reagierten am häufigsten mit dem Antigen HCMV pp150 

F2. Aber auch die Antigene HCMV pp150 F1 bzw. F3 und HCMV gB F3, sowie HCMV pp28 

F2 wiesen gute antigene Eigenschaften auf und stellen ein breites Panel an Antigenen zum 

Nachweis von HCMV-IgG-Antikörpern dar.  

 

Tabelle 19:  Zusammenfassung der durchschnittlichen Reaktivitäte n der im HCMV-IgG-

Mikroblot getesteten Antigene  

Als Maß für die durchschnittliche Reaktivität der im HCMV-IgG-Mikroblot getesteten HCMV-

Antigene wurden von den zehn HCMV-Antigenen die Mittelwerte der visuellen Färbungsgrade 

von 30 HCMV positiven Patientenseren gebildet. Am häufigsten reagierten die IgG-Antikörper 

der Seren mit dem Antigen HCMV pp150 F2. 

 HCMV = humanes Zytomegalovirus, g = Glykoprotein, F1, F2, F3 = Fragment 1, 2, 3  

 

HCMV 

pp150 F1 

HCMV 

pp150 F2 

HCMV 

pp150 F3 

HCMV gB 

F2  

HCMV gB 

F3 

HCMV 

pp65 F1 

HCMV 

pp65 F2 

HCMV 

pp28 F1 

HCMV 

pp28 F2 

HCMV 

pp52 F1 

3,4 3,5 3,3 2,4 3,1 2,8 1,2 2,3 2,9 1,6 

 

3.2.6 Sensitivitäts- und Spezifitätstestung des HHV 6-Mikroblots 

 

Für die Beurteilung der Sensitivität und Spezifität des HHV6-IgG-Mikroblots konnte kein 

Goldstandard definiert werden, da erhältliche serologische HHV6-Testsysteme, wie der in 

der Routinediagnostik eingesetzte Anti-HHV6-IgG-Immunfluoreszenztest (Euroimmun, 

Lübeck) falschnegative Ergebnisse oder Kreuzreaktionen zeigen. Um eine Aussage über die 

Qualität des HHV6-IgG-Mikroblots zu treffen, wurde dieser mit dem HHV6-IgG-IFT 

(Euroimmun, Lübeck) und dem HHV6-IgG-ELISA (Panbio, Rüsselsheim) verglichen. Nach 

Angaben der Hersteller werden im HHV6-IgG-IFT (Euroimmun, Lübeck) HHV6-A-Antigene 

und im HHV6-IgG-ELISA (Panbio, Rüsselsheim) HHV6-B-Antigene eingesetzt. Im HHV6-

Mikroblot liegen fünf HHV6-A-Antigene und fünf HHV6-B-Antigene vor. Die Antigene wiesen 

nur lineare Epitope auf. Als serologisch positiv wurde ein Serum definiert, wenn mindestens 

eins von zehn Antigenen einen visuellen Färbungsgrad von 3 aufwies. Als grenzwertig wurde 

ein Serum definiert, wenn mindestens eins von zehn Antigenen einen visuellen 

Färbungsgrad von 2 aufwies. Wenn alle zehn Antigene keine Reaktion zeigten, wurde das 

Serum bezogen auf dieses Virus als serologisch negativ beurteilt. 
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Mit den drei diagnostischen HHV6-Testsystemen (HHV6-IgG-Mikroblot, HHV6-IgG-ELISA 

und dem HHV6-IgG-IFT) wurden 89 Testseren (30 Thrombozytenspender, 30 

Eigenblutspender und 29 Kinderseren) beurteilt. Es konnten nur 29 Kinderseren mit den 

HHV6-Testsystemen untersucht werden, da die Menge zur Testung von allen drei 

Testsystemen für ein weiteres Kinderserum nicht ausreichend war. Der in Form eines 

Säulendiagramms (Diagramm 17) dargestellte Vergleich der drei serologischen HHV6-

Testsysteme zeigt, dass der HHV6-Mikroblot mit dem HHV6-IgG-IFT in 79,8%, der HHV6-

IgG-Mikroblot mit dem HHV6-IgG-ELISA in 64% und der HHV6-IgG-ELISA mit dem HHV6-

IgG-IFT in 67,4% der getesteten 89 Patientenseren in den serologischen Aussagen 

übereinstimmt.  
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Diagramm 17: Vergleich der diagnostischen HHV6-Test systeme  (HHV6-IgG-

Mikroblot, HHV6-IgG-ELISA und HHV6-IgG-IFT)   

Das Diagramm 17 stellt einen Vergleich zwischen den 3 HHV6-Testsystem (HHV6-IgG-

Mikroblot, HHV6-IgG-ELISA und HHV6-IgG-IFT) dar. Die Säulen geben, gemessen an den 89 

Testseren (60 Erwachsenenseren und 29 Kinderseren) für jeweils zwei HHV6-Testsysteme 

prozentual die serologisch übereinstimmenden HHV6-Ergebnisse wieder. Der HHV6-IgG-

Mikroblot wies mit dem HHV6-IgG-IFT (Euroimmun, Lübeck) die stärkste Übereinstimmung auf.  

IFT = Immunfluoreszenztest, ELISA = Enzym-linked Immunosorbent Assay   

Weiterhin konnte ermittelt werden, dass der HHV6-IgG-IFT (Euroimmun, Lübeck) mit 100% 

der Thrombozytenspender und 96,7% der Eigenblutspender einen hohen Prozentsatz als 

HHV6 positiv testete. Der HHV6-IgG-Mikroblot beurteilte wie der HHV6-IgG-IFT mit 96,7% 

der Thrombozytenspender und 83,3% der Eigenblutspender einen großen Prozentsatz der 

Erwachsenenseren als HHV6-positiv. Zwei von 60 Erwachsenenseren (3,3%) wurden mit 
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dem HHV6-IgG-Mikroblot als serologisch grenzwertig beurteilt. Diese Seren wurden nicht 

den HHV6-positiven Seren zugeordnet und nicht in die Berechnungen der HHV6-

Prävalenzen einbezogen. Der HHV6-IgG-ELISA (Panbio, Rüsselsheim) hingegen wies im 

Vergleich zum HHV6-IgG-Mikroblot und dem HHV6-IgG-IFT (Euroimmun, Lübeck) mit nur 

63,3% für die Thrombozytenspender und 70% für die Eigenblutspender eine geringere 

HHV6-Prävalenz bei den Erwachsenenseren nach. 

Da die HHV6-Primärinfektion vor dem zweiten Lebensjahr erfolgt, sind Kinderseren wichtig 

für die Einschätzung von serologischen HHV6-Testsystemen. Von den 29 Kinderseren 

stammten 20 Seren von Kindern, die über zwei Jahre alt waren (Durchschnittsalter: 

9,9 Jahre) und 9 Seren von Kindern, die unter zwei Jahre alt waren (Durchschnittsalter: 

1 Jahr). Obwohl der HHV6-IgG-Mikroblot und der HHV6-IgG-IFT 70% der Kinderseren von 

Kindern über zwei Jahren als HHV6-positiv einstuften, wiesen sie in 45% der Ergebnisse 

Unterschiede auf. Der HHV6-IgG-ELISA wies ähnlich den Erwachsenenseren eine HHV6-

Prävalenz von 55% auf. Bei den getesteten Kinderseren unter zwei Jahren wiesen der 

HHV6-IgG-IFT und der HHV6-IgG-ELISA mit 88,9% eine hohe Übereinstimmung der 

Ergebnisse auf. Der HHV6-IgG-Mikroblot hingegen zeigte mit nur 55% eine deutlich 

geringere Übereinstimmung der Ergebnisse mit dem HHV6-IgG-IFT und HHV6-IgG-ELISA, 

jedoch wies er für die Kinderseren eine HHV6-Prävalenz von 44,4% auf. Der HHV6-IgG-IFT 

stufte 33,3% der Seren von Kindern unter zwei Jahren als HHV6-positiv ein und der HHV6-

IgG-ELISA 22,2%. 

 

Tabelle 20:  tabellarische Zusammenfassung der HHV6-Prävalenzen für die drei HHV6-

Testsysteme sowie Zusammenfassung der serologisch ü bereinstimmenden Ergebnisse 

zwischen den HHV6-Testsystemen 

In der Tabelle 20 wurden für die drei HHV6-Testsysteme (HHV6-IgG-Mikroblot, HHV6-IgG-IFT 

und HHV6-IgG-ELISA) die von 89 Testseren (30 Thrombozytenspender, 30 Eigenblutspender 

und 29 Kinderseren) ermittelten HHV6-Prävalenzen in Prozenten zusammengefasst. Außerdem 

wurden die beim Vergleich der HHV6-Testsysteme serologisch übereinstimmenden HHV6-

Ergebnisse prozentual dargestellt.  

 Serologische 
HHV6-
Testsysteme 

Kinder 
unter 2 
Jahre 
n=9 

Kinder 
über 2 
Jahre  
n=20 

Thrombozyten-
spender 
n=30 

Eigenblutspender  
n=30 

Mikroblot 44,4% 70% 96,7% 83,3% 
IFT 33,3% 70% 100% 96,7% 

Positive 
Prävalenz 

ELISA 22,2% 55% 63,3% 70% 
Mikroblot/ IFT 55,5% 55% 96,7% 83,3% 
Mikroblot/ 
ELISA 

55,5% 70% 60% 66,7% 
Überein-
stimmungen 

IFT/ ELISA 88,9% 65% 63,3% 66,7% 
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3.2.6.1 Vergleich der antigenen Eigenschaften der H HV6-Fusionantigene im Mikroblot 

 

Die antigenen Eigenschaften der HHV6-Antigene wurden mit 57 HHV6 positiven Seren im 

Mikroblot geprüft. Im Vergleich mit den HCMV-Antigenen reagierten die HHV6-Antigene 

durchschnittlich schwächer mit den IgG-Antikörpern der getesteten Seren. Das HHV6 B-U47-

F6-Antigen reagierte am häufigsten mit den IgG-Antikörpern der Patientenseren (Tabelle 22). 

Aber auch die Antigene HHV6 A/ B pp100 F1 bzw. F2 weisen gute antigene Eigenschaften 

auf. Die Mittelwerte der visuellen Färbungsgrade der Antigene verweisen darauf, dass die 

getesteten Seren mehr HHV6 B Antigen-spezifische als HHV6 A Antigen-spezifische IgG-

Antikörper aufwiesen. 

 

Tabelle 21:  Zusammenfassung der durchschnittlichen Reaktivitäte n der im HHV6-IgG-

Mikroblot getesteten HHV6-Antigene  

Als Maß für die durchschnittliche Reaktivität der im HHV6-IgG-Mikroblot getesteten HHV6-

Antigene wurden von den zehn HHV6-Antigenen die Mittelwerte der visuellen Färbungsgrade 

von 30 getesteten Seren ermittelt. Am häufigsten reagierten die Antikörper der Seren mit dem 

Antigen HHV6 B U47 F6. 

HHV6 = humanes Herpesvirus 6, g = Glykoprotein, F1, F2, F6 = Fragment 1, 2, 6  

 

HHV6 A 

gB-F1 

HHV6 B 

gB-F1 

HHV6 A 

U47-F2 

HHV6 B 

U47-F2 

HHV6 A 

pp100-F1 

HHV6 A 

pp100-F2 

HHV6 B 

pp100-F1 

HHV6 B 

pp100-F2 

HHV6 A 

gL 

HHV6 B 

U47-F6 

1,4 1,4 1,7 2,1 1,9 2,4 2,7 2,0 2,0 3,2 

 

3.2.6.2 Einfluss des Alters auf den HHV6-IgG-Antikö rpertiter 

 

Im Diagramm 18 ist eine negative Korrelation zwischen dem zunehmenden Alter der 

Patienten und der abnehmenden HHV6-Antigensumme gezeigt. In einer Korrelationsanalyse 

konnte eine negative lineare Korrelation zwischen dem zunehmenden Alter und der 

Abnahme der Antigensumme mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner 1% 

nachgewiesen werden. Der berechnete Korrelationskoeffizient nach Pearson liegt bei 

r= -0,433 und weist auf eine moderate Korrelation hin.  
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Diagramm 18: Entwicklung der HHV6-Antikörperantwort  mit zunehmendem Alter 

Im Diagramm 18 ist das Alter von 60 Patienten in Abhängigkeit der ermittelten HHV6-

Antigensumme dargestellt, die ein Maß für die Konzentration an Antikörpern im Serum 

wiedergibt. Durch die dargestellte lineare Regressionskurve kann auf eine Korrelation 

verwiesen werden, die durch eine Korrelationsanalyse nach Pearson signifikant bestätigt wurde.  

 

3.2.7 Beurteilung der Testseren mit dem HHV6-IgG-Mi kroblot 

 

In einer anschließenden Analyse wurden die Erwachsenenseren (Thrombozytenspender und 

Eigenblutspender) und die Kinderseren in monovalente HHV6 A- bzw. HHV6 B-Seren 

eingeteilt und diese von den polyvalenten HHV6-Seren unterschieden. Im HHV6-IgG-

Mikroblot liegen fünf HHV6 A-Antigene und fünf HHV6 B-Antigene vor (Tabelle 21). Als 

HHV6 A- bzw. HHV6 B-monovalent wurden Seren mit dem HHV6-IgG-Mikroblot definiert, 

wenn diese entweder nur HHV6 A Antigen-spezifische IgG-Antikörper oder nur HHV6 B 

Antigen-spezifische IgG-Antikörper aufwiesen.  
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Tabelle 22:  Zusammenfassung der im Mikroblot vorliegenden HHV6- Antigene  

In der Tabelle 21 sind die HHV6-Antigene mit den Proteinsequenzen der entsprechenden 

Virusproteine zusammengefasst. 

HHV6-A-Antigene Aminosäure-
sequenz 

Protein 

HHV6 A-gB-F1 aa335-395 Glykoprotein B 
HHV6 A-U47-F2 aa341-650 Membran sekretiertes 

Glykoprotein U47 
HHV6 A-pp100-F1 aa295-576 Tegumentprotein 

pp100 
HHV6 A-pp100-F2 aa569-852 Tegumentprotein 

pp100 
HHV6-A-gL aa12-242 Glykoprotein L 
HHV6-B-Antigene Aminosäure- 

sequenz 
Protein 

HHV6 B-gB-F1 aa335-395 Glykoprotein B 
HHV6 B-U47-F2 aa321-727 Membran sekretiertes 

Glykoprotein U47 
HHV6 B-pp100-F1 aa281-614 Tegumentprotein 

pp100 
HHV6 B-pp100-F2 aa581-839 Tegumentprotein 

pp100 
HHV6 B-U47-F6 aa542-644 Membran sekretiertes 

Glykoprotein U47 
 

Die HHV6 A- und HHV6 B-Antigene reagierten mit den Antikörpern der 90 Humanseren (30 

Thrombozytenspender, 30 Eigenblutspender und 30 Kinderseren) in unterschiedlichen 

Mustern.  

Im Diagramm 19 wird deutlich, dass 81,7% der 60 getesteten Erwachsenenseren 

(30 Thrombozytenspender und 30 Eigenblutspender, Durchschnittsalter 40,7 Jahre, mind. 

18 Jahre, max. 81 Jahre) HHV6 A Antigen-spezifische und HHV6 B Antigen-spezifische IgG-

Antikörper aufwiesen. Außerdem wird im Diagramm 19 deutlich, dass die HHV6 A-/ B-

polyvalenten Erwachsenenseren mehr HHV6 B Antigen-spezifische IgG-Antikörper 

aufwiesen, was durch die Verschiebung des Antigen-spezifischen IgG-Antikörpermusters in 

Richtung der HHV6 B-Antigene sichtbar wird. Sieben (11,7%) der 60 Erwachsenenseren 

reagierten nur mit HHV6-B-Antigenen. Nur ein Serum (1,7%) der getesteten 

Erwachsenenseren war HHV6 A-monovalent und wies Reaktionen mit den HHV6 A U47 F2-, 

HHV6 A pp100 F2- und den HHV6 A gL-Antigenen auf. 5% der Erwachsenenseren wiesen 

keine IgG-Antikörper gegen die zu untersuchenden HHV6 A- und B-Antigene auf. Sie 

wurden mit dem HHV6-IgG-Mikroblot als serologisch HHV6-negativ beurteilt. 
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Diagramm 19: Antigen-spezifisches IgG-Antikörpermus ter der 60 Erwachsenenseren mit 

den HHV6 A- und B-Antigenen  

Im Diagramm 19 ist das Antigen-spezifische IgG-Antikörpermuster der 60 Erwachsenenseren 

(30 Thrombozytenspender und 30 Eigenblutspender, Durchschnittsalter 40,7 Jahre, min. 18 

Jahre, max. 81 Jahre) mit den HHV6 A- und HHV6 B-Antigenen dargestellt, wobei für jedes 

Serum die Subtyp-spezifischen Antigensummen im Diagramm aufgetragen sind. Seren mit 

gleichen Subtyp-spezifischen Antigensummen werden durch die zunehmenden 

Kreisdurchmesser und durch die angegebene Zahl dargestellt. Das Diagramm 19 verdeutlicht, 

dass 81,7% der Erwachsenenseren (Thrombozytenspender und Eigenblutspender) HHV6 A-/ 

B-polyvalent sind und häufiger Antikörper aufweisen, die mit den HHV6 B-Antigenen reagieren. 

Die deutlich geringere Anzahl monovalenter Seren ist häufiger HHV6 B subtypspezifisch. 

 

Die eingeführte Einteilung der Kinderseren unter Punkt 3.2.6 in Seren von Kindern unter und 

über zwei Jahren wurde beibehalten. 60% der Seren von Kindern unter zwei Jahren 

(zwischen 10 und 16 Monate alt) wurden mit dem HHV6-Mikroblot als HHV6-negativ getestet 

(Diagramm 20). Drei Seren von Kindern unter zwei Jahren (2, 9 und 16 Monate alt) wurden 

als HHV6 B-monovalent beurteilt. Ein Kinderserum (10%, fast 15 Monate alt) wies IgG-

Antikörper gegen HHV6 A- und HHV6 B-Antigene auf.  
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Diagramm 20: Antigen-spezifisches IgG-Antikörpermus ter von zehn Kinderseren unter 

zwei Jahren mit den HHV6 A- und B-Antigenen  

Im Diagramm 20 ist das Antigen-spezifische IgG-Antikörpermuster der zehn Seren von Kindern 

unter zwei Jahren (Durchschnittsalter 1 Jahr, mind. 2 Monate, max. 1,5 Jahre) mit den HHV6 A- 

und HHV6 B-Antigenen gezeigt, wobei für jedes Serum die Subtyp-spezifischen 

Antigensummen im Diagramm aufgetragen sind. Seren mit gleichen Subtyp-spezifischen 

Antigensummen werden durch die zunehmenden Kreisdurchmesser und durch die angegebene 

Zahl dargestellt. Neben den vielen HHV6-negativen Seren sind 75% der HHV6-positiven Seren 

HHV6 B-monovalent. Nur ein Serum ist HHV6 A-/ B-polyvalent. 

 

Erwartungsgemäß fiel die mit dem HHV6-IgG-Mikroblot ermittelte HHV6-Durchseuchung der 

Seren von Kindern über zwei Jahren mit 70% HHV6-positiven Seren (14 Seren, 

Durchschnittsalter der Kinder 9,9 Jahre, mind. 3 Jahre, max. 18 Jahre) höher als bei den 

Kindern unter zwei Jahren (Diagramm 21) aus. Jeweils drei Kinderseren wurden als 

grenzwertig (15%, Durchschnittsalter 10,7 Jahre, mind. 8 Jahre, max. 14 Jahre) und als 

HHV6-negativ (15%, Durchschnittsalter der Kinder 9,3 Jahre, min. 4 Jahre, max. 13 Jahre) 

beurteilt. Mit 65% (13 Seren) waren deutlich mehr Seren von Kindern über zwei Jahren im 

Vergleich zu Kindern unter zwei Jahren HHV6 A-/ B-polyvalent. 20% (vier Seren, 

Durchschnittsalter der Kinder 9,5 Jahre, mind. 3 Jahre, max. 14 Jahre) der HHV6-positiven 

und -grenzwertigen Seren von Kindern über zwei Jahren wiesen nur IgG-Antikörper gegen 

die HHV6 B-Antigene auf. HHV6 A-monovalente Kinderseren wurden in beiden 

Altersgruppen der Kinder nicht gefunden. Wie für die Erwachsenenseren gezeigt, kann in 

den Diagrammen 20 und 21 auch für die Kinderseren eine Verschiebung der IgG-

Antikörperantwort in Richtung der HHV6 B-Antigene gezeigt werden.  
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Diagramm 21: Antigen-spezifisches IgG-Antikörpermus ter von 20 Kinderseren über zwei 

Jahren mit den HHV6 A- und B-Antigenen  

Im Diagramm 21 ist das Antigen-spezifische IgG-Antikörpermuster der 20 Seren von Kindern 

über zwei Jahren (Durchschnittsalter 9,9 Jahre, mind. 3 Jahre, max. 18 Jahre) mit den HHV6 A- 

und HHV6 B-Antigenen dargestellt, wobei für jedes Serum die Subtyp-spezifischen 

Antigensummen im Diagramm aufgetragen sind. Seren mit gleichen Subtyp-spezifischen 

Antigensummen werden durch die zunehmenden Kreisdurchmesser und durch die angegebene 

Zahl dargestellt. Im Diagramm wird die Zunahme an HHV6 A-/ B-polyvalenten Seren bei 

Kindern über zwei Jahren deutlich. 65% der Kinderseren wiesen IgG-Antikörper gegen HHV6 A- 

und B-Antigene auf. Die mit 20% deutlich geringere Anzahl monovalenter Seren ist nur HHV6 B 

Subtyp-spezifisch. 

 

3.2.8 Untersuchungen zur serologischen Unterscheidu ng der HHV6-positiven Seren  

 

Die serologische Unterscheidung der positiven HHV6-Seren in HHV6 A-monovalente bzw. 

HHV6 B-monovalente Seren ist mit den kommerziell erhältlichen serologischen 

Testsystemen nicht möglich. Um zwischen HHV6 A- und B-positiven Seren zu 

unterscheiden, wurden Subtyp-spezifische HHV6-Antigene exprimiert. Wie unter Punkt 3.1.1 

beschrieben, wurden von den HHV6-Subtypen Sequenzbereiche von homologen 

Strukturproteinen ausgewählt, die als antigen beschrieben sind und Sequenzunterschiede 

aufweisen. Diese ausgewählten Sequenzbereiche der homologen Strukturproteine 

(Glykoprotein B, Tegumentprotein pp100 und Glykoprotein U47) wurden als Fusionsproteine 

exprimiert. Im HHV6-Mikroblot liegen fünf HHV6 A-Antigene und fünf HHV6 B-Antigene vor. 

Die Antigene besitzen nur lineare Epitope und sind nicht glykosyliert. Vier der fünf HHV6 A-

Antigene (HHV6 A-gB-F1, HHV6 A-U47-F2, HHV6 A-pp100-F1 und HHV6 A-pp100-F2) 
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weisen homologe Proteinsequenzen zu vier der fünf HHV6 B-Antigene (HHV6 B-gB-F1, 

HHV6 B-U47-F2, HHV6 B-pp100-F1 und HHV6 B-pp100-F2) auf (Tabelle 23).  

 

Tabelle 23:  Zusammenfassung der homologen vier HHV6 Antigenpaar e mit dem 

Prozentsatz an identischen Aminosäuren  

Antigene Prozentsatz der identischen 

Aminosäuren 

HHV6 A gB F1 HHV6 B gB F1 90% 

HHV6 A U47 F2 HHV6 B U47 F2 83% 

HHV6 A pp100 F1 HHV6 B pp100 F1 76% 

HHV6 A pp100 F2 HHV6 B pp100 F2 81% 

 

3.2.8.1 Vergleich der IgG-Antikörperreaktionen mit den homologen HHV6-Antigenen 

 

Die Spezifität der homologen HHV6 A- bzw. B-Antigene (Tabelle 23) wurde mit Hilfe von 90 

humanen Testseren (30 Thrombozytenspender, 30 Eigenblutspender und 30 Kinderseren) 

untersucht. Die Antigen-spezifischen IgG-Antikörpermuster der Testseren mit den 

homologen HHV6 A- und B-Antigenpaaren sind in den Diagrammen 22 bis 25 dargestellt. Im 

Diagramm 22 ist das Antigen-spezifische IgG-Antikörpermuster der 90 Testseren mit dem 

homologen Antigenpaar HHV6 A gB F1 und HHV6 B gB F1 zu sehen. Trotzdem die Antigene 

HHV6 A gB F1 und HHV6 B gB F1 zu 90% identische Aminosäuren aufweisen, reagierten 

7,7% der Testseren (7 Seren) spezifisch nur mit dem HHV6 B gB F1-Antigen. Dagegen 

reagierten 4,4% der Testseren (4 Seren) allein nur mit dem HHV6 A gB-F1 Antigen. 13 

Testseren (14,4%) wiesen Antikörper auf, die mit beiden Antigenen reagierten. 73,3% der 

Testseren zeigten keine Reaktion mit einem der HHV6 A bzw. B gB F1-Antigene.  

Im Diagramm 23 ist das Antigen-spezifische IgG-Antikörpermuster der 90 Testseren mit den 

homologen Antigenen HHV6 A U47 F2 und HHV6 B U47 F2 gezeigt. Sie weisen 83% an 

identischen Aminosäuren auf. Da mit 33,3% der Testseren über 15% mehr an Seren mit den 

Antigenen HHV6 A U47 F2 und HHV6 B U47 F2 reagierten, sind diese HHV6-Antigene 

deutlich antigener als die homologen HHV 6 A- bzw. B gB-F1-Antigene. Insgesamt 45,6% 

der Testseren wiesen keine IgG-Antikörper gegen die HHV6 A- bzw. B-U47 F2 Antigene auf. 

Wie bereits unter Punkt 3.2.7 gezeigt, reagierten die Testseren deutlich stärker mit den 

HHV6 B-Antigenen. Das wird durch die Beobachtung gestützt, dass mit 15,6% mehr 

Testseren allein nur mit dem HHV6 B U47 F2-Antigen reagierten, wohingegen nur 5,6% 

Testseren allein nur mit dem HHV6 A U47 F2-Antigen (5,6%) reagierten.  

In den Diagrammen 24 und 25 sind die Antigen-spezifischen IgG-Antikörpermuster der 90 

Testseren mit den homologen Antigenpaaren HHV6 A pp100 F1 und HHV6 B pp100 F1, 

sowie HHV6 A pp100 F2 und HHV6 B pp100 F2 dargestellt. Die Antigene HHV6 A pp100 F1 



Ergebnisse 

 95 

und HHV6 B pp100 F1 weisen mit 76% identischer Aminosäuren weniger homologe 

Bereiche auf, als die Antigene HHV6 A pp100 F2 und HHV6 B pp100 F2 (81% identische 

Aminosäuren). Mit 45,5% reagierten vergleichsweise mehr Testseren mit den HHV6 A- und 

B-pp100 F2-Antigenen, mit den HHV6 A pp100 F2 und HHV6 B pp100 F2-Antigenen 

dagegen nur 36,6%. Die stark antigenen Eigenschaften des HHV6 B pp100 F1-Antigens 

werden im Diagramm 24 durch die Verschiebung der IgG-Antikörperantwort in Richtung des 

HHV6 B pp100-F1-Antigens sichtbar. 35,5% der Testseren reagierten spezifisch nur mit dem 

HHV6 B pp100 F1-Antigen. Nur ein Testserum (1,1%) wies IgG-Antikörper auf, die allein nur 

mit dem HHV6 A pp100 F1-Antigen reagierten. Der Vergleich der Diagramme 24 und 25 

zeigt, dass die Testseren nicht – wie möglicherweise zu vermuten - stärker mit dem HHV6 B 

pp100 F2-Antigen reagierten, sondern häufiger mit dem HHV6 A pp100 F2-Antigen. 10% der 

Testseren wiesen Antikörper auf, die allein nur mit dem subtypspezifischen 

HHV6 A pp100 F2-Antigen reagierten. Dagegen reagierte kein Testserum allein nur mit dem 

Antigen HHV6 B pp100 F2. 44,4% der 90 Testseren zeigten keine Reaktionen mit den 

Antigenen HHV6 A pp100 F2 und HHV6 B pp 100 F2. Im Vergleich zeigten nur 26,6% der 90 

Testseren mit dem HHV6 A/ B pp100 F1-Antigenpaar keine Reaktion.  

 

IgG-A nt ikö rpermuster der 90 T estseren mit  
dem H H V6 B  gB  F 1-A nt igen in A bhängigkeit  

des H H V6 A  gB  F 1-A nt igens 
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Diagramm 22 u. 23: Antigen-spezifisches IgG  Antikörpermuster der 90 Testseren mit den 

homologen HHV6 A/ B gB F1- und HHV6 A/B U47 F2-Anti genpaaren  

Im Diagramm 22 ist das Antigen-spezifische IgG-Antikörpermuster der 90 Testseren (30 

Thrombozytenspender, 30 Eigenblutspender und 30 Kinderseren) mit den Antigenen HHV6 A 

gB F1 und HHV6 B gB F1 gezeigt. Im Diagramm 23 ist das Antigen-spezifische IgG-

Antikörpermuster der gleichen 90 Testseren mit den Antigenen HHV6 A U47 F2 und HHV6 B 

U47 F2 dargestellt. An den X- u. Y-Achsen ist der visuelle Färbungsgrad als Maß für die 

Reaktivität aufgetragen. Gleiche visuelle Färbungsgradpaare unterschiedlicher Seren werden 

durch die zunehmenden Kreisdurchmesser und durch die angegebene Zahl verdeutlicht. Die 

Diagramme verweisen auf spezifische Reaktionen der Testseren mit den Antigenpaaren.  

 



Ergebnisse 

 96 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagramm 24 u. 25: Antigen-spezifisches IgG-Antikör permuster der 90 Testseren mit den 

HHV6 A/ B pp100 F1 und HHV6 A/ B pp100 F2- Antigenp aaren   

Im Diagramm 24 ist das Antigen-spezifische IgG-Antikörpermuster der 90 Testseren (30 

Thrombozytenspender, 30 Eigenblutspender und 30 Kinderseren) mit den Antigenen HHV6 A 

pp100 F1 und HHV6 B pp100 F1 gezeigt. Im Diagramm 25 ist das Antigen-spezifische IgG-

Antikörpermuster der gleichen 90 Testseren mit den Antigenen HHV6 A pp100 F2 und des 

HHV6 B pp100 F2 dargestellt. An den X- u. Y-Achsen ist der visuelle Färbungsgrad als Maß für 

die Reaktivität aufgetragen. Gleiche visuelle Färbungsgradpaare unterschiedlicher Seren 

wurden durch die zunehmenden Kreisdurchmesser und durch die angegebene Zahl 

verdeutlicht. Der Vergleich der Diagramme 24 und 25 sowie der Diagramme 22 und 23 weist 

auf die starken antigenen Eigenschaften des HHV6 B pp100 F1-Antigens hin. 35,5% der 

Testseren reagierten allein nur mit dem Antigen HHV6 B pp100 F1, wohingegen allein nur mit 

dem Antigen HHV6 B pp100 F2 kein Testserum reagierte. 45,5% der Testseren wiesen IgG-

Antikörper sowohl gegen das Antigen HHV6 A pp100 F2 als auch gegen das Antigen HHV6 B 

pp100 F2 auf. 

 

3.2.8.2 Algorithmus zur serologischen Unterscheidun g der HHV6-Seren  

 

Mit dem HHV6-IgG-Mikroblot können HHV6-Seren identifiziert werden, die nur Antikörper 

gegen die Antigene eines HHV6-Subtypen aufweisen. Diese Seren werden als monovalente 

HHV6 A- oder B-Seren bezeichnet. HHV6-Seren, die Antikörper gegen beide 

subtypspezifischen HHV6-Antigene aufweisen, werden als polyvalente HHV6-Seren 

beurteilt. Des Weiteren kann bei vielen polyvalenten HHV6-Seren eine Predominanz für den 

HHV6 B-Subtypen beobachtet werden. Als HHV6 B-predominant wird ein Serum definiert, 

wenn die Antigensummen der vier HHV6 B-spezifischen Antigene um mindestens drei 

Summenstufen größer sind als die Antigensummen der HHV6 A-spezifischen Antigene und 

wenn mindestens zwei HHV6 B-spezifische Antigene mit den Antikörpern des Serums 

reagieren.  
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3.3 Antikörperkinetiken nach hämatopoetischer Stamm zelltransplantation  

 

3.3.1 Entwicklung der HCMV spezifischen IgG-Antikör perantwort nach allogener 

hämatopoetischer Stammzelltransplantation (HSZT) 

 

Über einen Zeitraum von 1 bis 270 Tagen (+251/-156 Tagen) nach der hämatopoetischen 

Stammzelltransplantation (HSZT) wurde mit dem HCMV-IgG-Mikroblot die Entwicklung der 

HCMV-IgG-Antikörperantwort von 22 Patienten dokumentiert. Alle 22 Patienten waren vor 

der HSZT HCMV-positiv und wurden auf Grund der Spenderprävalenz in zwei Gruppen 

untergliedert. Zehn Patienten erhielten die Blutstammzellen von HCMV-negativen Spendern. 

Zwölf weitere Patienten hingegen erhielten die Blutstammzellen von HCMV-positiven 

Spendern und wurden daher der Gruppe zwei zugeordnet. Pro Patient wurden über den 

Zeitraum von 150 Tagen von mindestens drei Seren bzw. Plasmen die HCMV-

Antigensummen als Maß für die Antikörpertiter der Seren bzw. Plasmen bestimmt, wobei 69 

bis 5 Tage vor der HSZT von jedem Patienten die HCMV-Antigensumme als Ausgangswert 

ermittelt wurde. Auf Grund der unter den Punkten 3.2.4.1 und 3.2.4.2 beschriebenen 

Streuung der Antigensummen bei wiederholter Testung der Seren mussten Grenzwerte 

definiert werden, ab welcher Summendifferenz zwischen zwei Antigensummen von einem 

HCMV-Antikörpertiteranstieg bzw. –abfall gesprochen werden kann bzw. welche 

Summendifferenzen auf die methodenbedingte Streuung der Antigensummen 

zurückzuführen sind. Da die Summendifferenzen der an einem Tag wiederholt ermittelten 

Antigensummen sowie der an zwei verschiedenen Tagen wiederholt ermittelten 

Antigensummen nach dem Kolmogorov-Smirnow-Test nicht von der Normalverteilung 

abweichen (p=0,285, α=0,05 und p=0,928, α=0,05), wurden nur die Summendifferenzen als 

wirkliche Antikörperanstiege bzw. abnahmen beurteilt, die außerhalb der 

Glockenkurvenfläche der aus der durch die Wiederholungsversuche der Summendifferenzen 

gebildeten Normalverteilung lagen. Die Grenzwerte berechneten sich daher aus dem 

Mittelwert der wiederholt gemessenen Summendifferenzen plus oder minus 3mal der 

Standardabweichung. Bei einem Vergleich von zwei Antigensummen, die an einem Tag im 

gleichen Reaktionsansatz bzw. die an zwei verschiedenen Tagen ermittelt wurden, wurde ab 

einer Summendifferenz von fünf bzw. zehn von einem realen Antikörpertiteranstieg bzw. –

abfall gesprochen.  

Mit dem HCMV-IgG-Mikroblot kann neben der IgG-Antikörperkinetik auch differenziert die 

HCMV Antigen-spezifischen IgG-Antikörperreaktionen untersucht werden. In den 

Tabellen 27 und 28 sind die IgG-Antikörperverläufe der 22 Patienten zusammengefasst. 

Neun von zehn Patienten (90%) der Gruppe 1 (Spender HCMV-negativ, Empfänger HCMV-

positiv) wiesen nach der HSZT mindestens einmal eine positive HCMV-PCR auf. Dagegen 
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zeigten nur 50% der Patienten (sechs Patienten) der Gruppe 2 (Spender HCMV-positiv, 

Empfänger HCMV-positiv) in dem Zeitraum nach der HSZT mindestens einmal eine positive 

HCMV-PCR. Nur drei von zehn Patienten der Gruppe 1 mit gezeigter positiver HCMV-PCR 

wiesen 106, 182 sowie 283 Tage nach der HSZT einen Anstieg der HCMV-Antigensummen 

als Maß für den Antikörpertiteranstieg auf. Mit 58,3% (sieben der zwölf Patienten) zeigten 

deutlich mehr Patienten der Gruppe 2 83, 86, 145, 157, 161 sowie 186 Tage nach der HSZT 

einen Anstieg des HCMV-Antikörpertiters, wobei nur für vier dieser Patienten eine positive 

HCMV-PCR nachgewiesen werden konnte.  

Weiterhin konnte bei vier von 10 Patienten der Gruppe 1 und bei drei von zwölf Patienten der 

Gruppe 2 trotz stabilen oder abfallenden Antikörpertiter eine Zunahme einzelner HCMV 

Antigen-spezifischer IgG-Antikörperreaktionen beobachtet werden (Tabelle 22). Des 

Weiteren konnte man oft vor oder während des Antikörperanstieges die Zunahme von 

HCMV pp52 F1 Antigen-spezifischen IgG-Antikörperreaktionen beobachten (Tabelle 22).  

Ein Wechsel der HCMV Antigen-spezifischen IgG-Antikörper konnte bei drei von 10 

Patienten der Gruppe 1 182, 204 und 283 Tage nach der HSZT beobachtet werden. Der 

Wechsel des IgG-Antikörpermusters wurde durch die Zunahme von einzelnen HCMV 

Antigen-spezifischen IgG-Antikörperreaktionen bei gleichzeitiger Abnahme anderer Antigen-

spezifischer IgG-Antikörperreaktionen sichtbar. 

Keine sichtbaren Hinweise für eine serologische Antwort auf eine HCMV-Reaktivierung 

konnten dagegen bei drei Patienten der Gruppe 1 beobachtet werden. Trotz gezeigter 

HCMV-PCR als Indikator für eine HCMV-Reaktivierung im Zeitraum 47 bis 60 Tage, 36 bis 

199 Tage sowie 54 bis 104 Tage nach der HSZT konnte bis zum Ende der Beobachtungszeit 

179, 206 und 147 Tage nach der HSZT kein Antikörperanstieg gemessen oder zunehmende 

Reaktivitäten einzelner Antigene beobachtet werden. 
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Tabelle 24: Zusammenfassung der IgG-Antikörperentwi cklung nach HSZT bei HCMV 

negativem Transplantatspender 

In Tabelle 27 sind von zehn Patienten mit negativem HCMV-Blutstammzellspender die Anstiege 

oder Abfälle der HCMV-IgG-Antikörpertiter, der Nachweis von einzelnen Antigen-spezifischen 

IgG-Antikörperreaktionen und der Nachweis von frühen IgG-Antikörpern zusammengefasst. Der 

Nachweis von einzelnen Antigenen wurde in der Tabelle nur dokumentiert, wenn der 

Färbungsgrad einzelner Antigene um mindestens 2 Grad zum vorhergehenden Tag 

zugenommen hatte. 

 

Empfänger HCMV-positiv, Spender HCMV-negativ (n = 1 0) 

 Tage nach hämatopoetischer Stammzelltransplantatio n  

Patienten  Positive 
HCMV-
PCR 

HCMV-
Antikörper
-anstieg 
 

HCMV-
Antikörper-
abfall 

Zunehmende 
Färbungsgrade 
einzelner 
Antigene 

Nachweis 
von HCMV 
pp 52 F1-
Antikörpern  

Beobach-
tungszeit-
raum 

1 44-56 106 --------------- 57 ----------------- 371 

2 34-55,  

86-97  

--------------- 133 ------------------ 58  133  

3 47-60  --------------- 179 ------------------ ----------------- 179  

4 ----------- --------------- ---------------- ------------------ 268  268  

5 58-94 --------------- ---------------- 192 ----------------- 461  

6 29-70, 

136-255, 

455 

182 ---------------- 182 182, 511 511 

7 50, 65, 

152-216 

--------------- 204 204 224 224 

8 34-69, 

134, 183-

199 

--------------- 82 ------------------- ---------------- 206 

9 54, 104 --------------- 90 ------------------- ----------------- 147 

10 38-94, 

147, 255-

405 

283 ---------------- 389 ---------------- 489 
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Tabelle 25: Zusammenfassung der IgG-Antikörperentwi cklung nach HSZT bei HCMV 

positivem Transplantatspender 

In Tabelle 28 sind von zwölf Patienten mit positivem HCMV-Blutstammzellspender die Anstiege 

oder Abfälle der HCMV-IgG-Antikörpertiter, der Nachweis von einzelnen Antigen-spezifischen 

IgG-Antikörperreaktionen und der Nachweis von frühen IgG-Antikörpern zusammengefasst. Der 

Nachweis von einzelnen Antigenen wurde in der Tabelle nur dokumentiert, wenn der 

Färbungsgrad einzelner Antigene um mindestens 2 Grad zum vorhergehenden Tag 

zugenommen hatte. 

 

Empfänger HCMV-positiv, Spender HCMV-positiv (n = 1 2) 
 Tage nach hämatopoetischer Stammzelltransplantatio n 
Patienten  Positive 

HCMV-
PCR 

HCMV-
Antikörper-
anstieg 

HCMV-
Antikörper-
abfall 

Zunehmende 
Färbungsgrade 
einzelner 
Antigene 

Nachweis 
von HCMV  
pp 52 F1-
Antikörpern  

Beobach-
tungszeit- 
raum 

1 ----------- 161 --------------- 161, 359 ---------------- 521 

2 57-73, 

188 

--------------- 296 296  ---------------- 296  

3 48-64 -------------- 145 68 ---------------- 145 

4 ----------- -------------- --------------- ------------------ ---------------- 138 

5 ----------- 86 --------------- 86 86 114 

6 ----------- ------------- 376 ------------------ ---------------- 376 

7 48-76 83 148 83 83 272 

8 ----------- ------------- -------------- 182 ---------------- 293 

9 114-124 157 262 157 98 313 

10 ----------- 161 --------------- 161 273 273 

11 11-39, 

96-106 

186 106 189 ---------------- 189 

12 49-145 145 71 145 ----------------- 145 

 

3.3.2 Entwicklung der HHV6 spezifischen IgG-Antikör perantwort nach allogener 

hämatopoetischer Stammzelltransplantation (HSZT) 

 

Über einen Zeitraum bis zu 150 Tage (+/- 36 Tage) nach der hämatopoetischen 

Stammzelltransplantation wurde mit dem HHV6-IgG-Mikroblot die Entwicklung der HHV6-

Antikörperantworten von 17 Patienten mit und ohne gezeigter HHV6-Reaktivierung 

dokumentiert (Tabelle 24). Pro Patient wurden über diesen Zeitraum von mindestens drei 

Seren bzw. Plasmen die HHV6-Antigensummen als ein Maß für den HHV6-

IgG-Antikörpertiter der Seren bzw. Plasmen bestimmt, wobei 51 bis 5 Tage vor der 

hämatopoetischen Stammzelltransplantation von jedem Patienten die HHV6-Antigensumme 
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als Ausgangswert ermittelt wurde. Der Anstieg oder Abfall des HHV6-IgG-Antikörpertiters 

wurde wie unter 3.3.1 beschrieben durch die Zunahme oder Abnahme der HHV6-

Antigensummen gezeigt. Um zu unterscheiden, welche Summendifferenzen einen realen 

Antikörperanstieg darstellen bzw. welche durch eine methodenbedingte Streuung der 

Antigensummen verursacht sind, wurden wie unter Punkt 3.3.1 Grenzwerte definiert. Zur 

Berechnung der Grenzwerte wurden die Summendifferenzen erst auf eine Nichtabweichung 

von der Normalverteilung geprüft. Da die Summendifferenzen der an einem Tag wiederholt 

ermittelten Antigensummen sowie der an zwei verschiedenen Tagen wiederholt ermittelten 

Antigensummen nach dem Kolmogorov-Smirnow-Test nicht von der Normalverteilung 

abweichen (p=0,570, α=0,05 und p=0,732, α=0,05), wurden die Grenzwerte für einen realen 

Antikörperanstieg bzw. -abfall aus dem Mittelwert der Summendifferenzen plus 3mal der 

Standardabweichung der Summendifferenzen berechnet. Bei einem Vergleich von zwei 

Antigensummen, die an einem Tag im gleichen Reaktionsansatz bzw. die an zwei 

verschiedenen Tagen ermittelt wurden, wurde ab einer Summendifferenz von fünf bzw. neun 

von einem realen Antikörperanstieg oder –abfall gesprochen.  

Für sechs der 17 untersuchten Patienten (37,5%) konnte 15-54 Tage nach der 

hämatopoetischen Stammzelltransplantation durch einen positiven HHV6-PCR-Nachweis 

molekulargenetisch eine HHV6-Reaktivierung gezeigt werden. Drei der sechs Patienten 

(50%) mit einer gezeigten positiven HHV6-PCR wiesen 61, 86 sowie 182 Tage nach der 

hämatopoetischen Stammzelltransplantation und 7, 71 sowie 148 Tage nach der positiven 

HHV6-PCR einen mit dem HHV6-IgG-Mikroblot dokumentierten IgG-Antikörperanstieg auf. 

Es wurden drei HHV6 A/ B-Reaktivierungen dokumentiert, wobei zwei der drei 

Antikörperanstiege durch eine deutliche Mehrheit an nachgewiesenen HHV6 B Antigen-

spezifischen IgG-Antikörpern gekennzeichnet waren. Ein anderer Patient (17%) mit gezeigter 

positiver HHV6-PCR wies einen Abfall der HHV6-IgG-Antikörper auf. Zwei weitere Patienten 

(33%) mit einer dokumentierten positiven HHV6-PCR zeigten über den Zeitraum von 150 

Tagen keinen messbaren HHV6-Antikörperanstieg oder -abfall.  

Für 64,7% der Patienten (elf Patienten) konnte über den Zeitraum von 150 Tagen nach der 

hämatopoetischen Stammzelltransplantation keine positive HHV6-PCR nachgewiesen 

werden. Vier der elf Patienten (36,4%) wiesen trotz fehlender positiver HHV6-PCR an den 

Tagen 36, 57, 79 und 90 nach der hämatopoetischen Stammzelltransplantation einen HHV6-

IgG-Antikörperanstieg auf. Alle vier Patienten zeigten serologisch eine HHV6 A/ B-

Reaktivierung, wobei zwei der vier Antikörperverläufe erneut durch eine deutliche Mehrheit 

an HHV6 B Antigen-spezifischen IgG-Antikörpern gekennzeichnet waren. Einen Abfall des 

HHV6-IgG-Antikörpertiters wurde bei drei weiteren Patienten (30%), die keine positive 

HHV6-PCR aufwiesen, beobachtet. Weitere vier von elf Patienten, für die keine positive 

HHV6-PCR gezeigt wurde, wiesen einen gleichbleibenden HHV6 IgG-Antikörperspiegel auf. 
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Alle sieben IgG-Antikörperverläufe, die durch einen HHV6 IgG-Antikörperanstieg 

gekennzeichnet waren, wiesen unabhängig vom HHV6-PCR-Nachweis eine ähnliche HHV6-

IgG-Antikörperkinetik auf. Nach einem kurzen Anstieg des HHV6 IgG-Antikörpertiters folgte 

immer ein Abfall des HHV6 IgG-Antikörpertiters (Diagramm 26), wobei die Anstiege und 

Abfälle der IgG-Antikörpertiter unterschiedlich stark ausfielen. Einen zweiten Anstieg des 

HHV6 IgG-Antikörpertiters, wie er bei den HCMV-Antikörperkinetiken beobachtet werden 

konnte, wurde nicht dokumentiert.  

 

Tabelle 26: Zusammenfassung der HHV6-IgG-Antikörper verläufe innerhalb der 150 Tage 

nach der hämatopoetischen Stammzelltransplantation 

Patienten Tage nach hämatopoetischer Stammzelltrans plantation 
 Positive 

HHV6-PCR 
HHV6-Antikörper-
anstieg 

HHV6 Antikörper- 
abfall 

Beobachtungs-
zeitraum 

1 ------------------ ----------------------------- ---------------------------- 484 

2 ------------------ 57 ---------------------------- 167 

3 ------------------ ----------------------------- 133 133 

4 ------------------ 79 164 164 

5 34 182 399 511 

6 ----------------- 36 133 224 

7 ----------------- 90 --------------------------- 147 

8 24, 28 ---------------------------- --------------------------- 489 

9 25, 33 ---------------------------- 18 164 

10 ----------------- ---------------------------- --------------------------- 521 

11 ----------------- --------------------------- 145 145 

12 54 61 --------------------------- 138 

13 15 86 --------------------------- 114 

14 ---------------- ---------------------------- --------------------------- 376 

15 23 --------------------------- --------------------------- 293 

16 ---------------- --------------------------- --------------------------- 189 

17 ---------------- --------------------------- 71 145 
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Diagramm 26: IgG-Antikörperentwicklung nach hämatop oetischer 

Stammzelltransplantation  

Diagramm 26 zeigt einen typischen mit dem HHV6-IgG-Mikroblot dokumentierten HHV6-IgG-

Antikörperverlauf nach hämatopoetischer Stammzelltransplantation. Die Antigensummen 

wurden aus den ermittelten visuellen Färbungsgraden der Antigenbanden gebildet und sind ein 

Maß für die IgG-Antikörpertiter im Serum.  
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4. Diskussion 

 

4.1 Probleme der heterologen Proteinexpression 

 

Insgesamt 60 Fusionsproteine wurden mit unterschiedlichem Erfolg exprimiert. Obwohl die 

Expressionsvektoren ein richtiges Leseraster aufwiesen, konnten einige Fusionsproteine gar 

nicht sowie andere nur schwach exprimiert werden. Die Ursachen dafür sind vielfältig. Die 

Fusionsproteine wiesen möglicherweise biochemische oder molekularbiologische 

Eigenschaften auf, die einen negativen Einfluss auf den Stoffwechsel und damit auf die 

Replikation oder das Wachstum der BL21-Bakterien genommen haben. Es könnte auch sein, 

dass einige Fusionsproteine Eigenschaften aufwiesen, die auf die BL21-Bakterien toxisch 

wirkten. Toxische Proteine inhibieren z.B. die Proteinsynthese [110], in dem sie die 

Ribosomenfunktion hemmen. Oft haben die für das Bakterium toxischen Proteine Funktionen 

als Membranproteine, Nucleasen oder cytoplasmatische Proteine. Außerdem kann die 

Überexpression von nichttoxischen Proteinen zur nicht korrekten Faltung der Proteine und 

zur Transkription von Hitzeschockgenen [111] sowie zur Expression von Stressgenen [112-

114] führen. Die Proteinsynthese der zelleigenen Proteine und damit auch der 

Wirtsstoffwechsel der Bakterienzelle werden reduziert sowie an die Expression der 

heterologen Proteine angepasst. Die nicht korrekte Faltung der heterologen Proteine endet 

entweder in der Proteolyse der Proteine [115] oder in der Akkumulation der Proteine in 

unlöslicher Form in Einschlusskörperchen [116]. Die massive Akkumulation der 

überexprimierten nichttoxischen Proteine in der Bakterienzelle kann zu einer 

Wachstumshemmung führen [117]. Der von Borsig et al. (1997) gezeigte negative Einfluss 

des His-Tags auf die Expressionsrate verweist auf den His-Tag als eine weitere mögliche 

Ursache für die schlechte Expression einiger Fusionsproteine [118]. Weiterhin zeigte sich 

während der heterologen Proteinexpressionen, dass kleinere Fusionsproteine in größeren 

Mengen als große Fusionsproteine exprimiert wurden. Dieses Ergebnis konnte man auch so 

erwarten, da in einer definierten Expressionszeit eine größere Menge an kleinen Proteinen 

translatiert werden. Des Weiteren ist die Wahrscheinlichkeit höher, dass bei der 

Transkription bzw. Translation von großen Proteinen öfters Fehler auftreten und daher 

weniger korrektes Protein exprimiert wird als bei kleineren Proteinen.  

 

4.2 Grenzen der Aufreinigung über die Ni-NTA-Agaros e-Säule 

 

In der Abb. 6 unter dem Punkt 3.1.3 ist eine unvollständige Bindung des exprimierten 

Fusionsproteins HHV6 A gL an die Ni-NTA-Agarose-Säule zu sehen, die auch bei anderen 

Fusionsproteinen beobachtet werden konnte. Der Verlust von exprimiertem Fusionsprotein 

durch falsche Pufferkonditionen wurde überprüft und ausgeschlossen. Das Herabsetzen der 
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Imidazolkonzentration im Lysispuffer von 50mM auf 20mM stärkte die Bindung der 

Fusionsproteine an die Ni-NTA-Agarose-Säule, führte jedoch gleichzeitig auch zur 

verstärkten Bindung von unerwünschten bakteriellen Proteinen an die Ni-NTA-Agarose-

Säule. Eine weitere mögliche Ursache für die unzureichende Bindung der Fusionsproteine 

an die Ni-NTA-Säule ist die unvollständige Lyse der Einschlusskörperchen, in denen die 

Fusionsproteine nach einer Überexpression akkumuliert vorliegen. Die His-Tags sind daher 

vermutlich nicht frei zugänglich und können mit den Ni-Ionen der Ni-NTA-Säule nicht 

interagieren. Da zur Herstellung der Mikroblots pro Antigen nur 7µg Fusionsprotein 

notwendig waren und die eluierten Fusionsproteine durch eine weitere Elektrophorese von 

den verunreinigten Proteinen getrennt sowie nach dem Blotten aus der Blottmembran 

ausgeschnitten wurden, waren die exprimierten Proteinmengen sowie die Reinheit der 

eluierten Fusionsproteine zwischen 50 und 90% als ausreichend für weitere Tests 

anzusehen.  

 

4.3 Semiquantitative Auswertung der Mikroblotdaten 

 

Zwanzig Prozent der HCMV-IgG- und HHV6-IgG-Mikroblots konnten nicht ausgewertet 

werden, da die von der Attomol GmbH zur Verfügung gestellte Software die Markerbanden, 

welche eine erfolgreiche Immunfärbung signalisieren, auf Grund der starken 

Hintergrundfärbung nicht erkannte. Das Erkennen der Markerbande durch die Software ist 

für die Auswertung der Mikroblots jedoch Voraussetzung. Bei weiteren ca. 25% der Antigen-

Antikörperreaktionen ermittelte die Software auf Grund von unspezifischer 

Hintergrundfärbung und der Formenvarianz der Antigenbanden falsche digitale Werte. 

Während des Westernblots transferieren und binden Antigene an die Nitrozellulosemembran 

proteinspezifisch beispielsweise auf Grund ihrer Molekulargewichte und der Porengröße der 

Nitrozellulosemembran unterschiedlich gut [119]. Die Querschnitte der Antigenbanden 

können sich daher von Bande zu Bande unterscheiden. Auf Grund der Formenvarianz 

außerhalb der Bandenmessfelder liegende Antigenbanden führen zu falschen 

Messergebnissen. Die Hauptursache für die unspezifischen Hintergrundfärbungen sind die 

durch hydrophobische oder elektrostatische sowie ionische Kräfte verursachten 

unspezifischen Bindungen der Primärantikörper der humanen Seren oder der Konjugat-

Antikörper an die Nitrozellulosemembran [120]. Außerdem können durch das Auftauen der 

Serum- bzw. Plasmaproben Ig-haltige Molekülaggregate entstehen, die verstärkt 

unspezifische Hintergrundfärbungen verursachen. Eine andere mögliche Ursache für 

unspezifische Hintergrundfärbungen könnte die Aggregation des Chromogens oder 

Konjugats, verursacht beispielsweise durch falsche Lagerung des Konjugat- oder 

Substratpuffers sein [120]. Eine falsche Zusammensetzung des Puffers kann ebenfalls zu 

einer unvollständigen Lösung des Chromogens führen. Die einfachste Methode zur 



Diskussion 

 106 

Reduzierung unspezifischer Hintergrundfärbungen ist das Blockieren unspezifischer 

Bindestellen mit anderen Serumproteinen, wie z.B. Rinderserumalbumin, fetalem 

Kälberserum oder Casein. Dem Probenpuffer, der zur Verdünnung der humanen Seren 

diente, wurden durch die Firma Attomol definierte Substanzen zugesetzt, die die 

unspezifischen Bindungen der Primärantikörper der humanen Seren an die 

Nitrozellulosemembran minimieren sollten. Durch den Zusatz von Detergenzien oder durch 

pH-Wertanhebung der Probenpuffer können hydrophobe Bindungen der Antikörper ebenfalls 

reduziert werden [120]. Eine weitere Möglichkeit neben dem Blocken der unspezifischen 

Bindestellen und dem Zusatz von Detergenzien in den Probenpuffer ist die Reduktion der 

primären Antikörperkonzentration. Um die gefärbten Antigenbanden in den Mikroblots trotz 

unspezifischer Hintergrundfärbungen und variierender Positionierung der Antigenbanden zu 

beurteilen, wurde eine semiquantitative Auswertung durchgeführt. Die Beurteilung der 

Bandenfärbung erfolgte visuell. Die Antigenbanden wurden auf Basis des Färbungsgrades 

mit einer Abstufung von 1 bis 4 beurteilt. Da bekannt ist, dass visuelle Beurteilungen sich 

zwischen verschiedenen Beobachtern unterscheiden [121], erfolgte die Auswertung der 

gefärbten Antigenbanden immer durch ein und dieselbe Person.  

 

4.4 Optimierung der Farbreaktion im Mikroblot  

 

Die ersten gefärbten Mikroblots wiesen starke Hintergrundfärbungen auf. Außerdem wirkten 

die gefärbten Antigenbanden schwach und verschwommen. Die Verwendung eines 

Rotationsschüttlers während der Inkubationszeiten und der Waschzeiten führte zur 

Reduktion der Hintergrundfärbung. Die Färbung der Banden hingegen wurde kräftiger und 

war weniger diffus. Methodisch bedingt muss sich der Mikroblot nahe dem Plattenboden 

befinden. Der enge Spalt zwischen dem Mikroblot und dem Plattenboden führt dazu, dass 

Diffusionsvorgänge im Mikroblot nicht mit der gleichen Kinetik wie in der Mikrotiterplatte 

ablaufen. Dieses Problem wurde durch die Verwendung eines Rotationsschüttlers während 

der Inkubation und der Waschschritte gelöst. Die Rotationsbewegung des Schüttlers 

unterstützt die Diffusionsvorgänge zwischen dem Mikrotiterplattenboden und dem Mikroblot. 

Nicht gebundene oder unspezifische Antikörper der Serum- bzw. Konjugatflüssigkeit werden 

durch die zirkulierende Waschflüssigkeit effektiver weggewaschen, wodurch die 

Hintergrundfärbung reduziert wird. Weiterhin können die Antikörper der Seren besser in die 

Nähe der Antigene gelangen und an diese binden.  
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4.5 Seren, Plasmen und Liquores - im Mikroblot eins etzbare Probenmaterialien 

 

4.5.1 Vergleich der Reaktivität von Seren und Plasm en im Mikroblot 

 

Das von einem Patienten stammende und am gleichen Tag gewonnene Serum-/ Plasmapaar 

erzeugte im HCMV-IgG- bzw. HHV6-IgG-Mikroblot für das Auge sichtbar vergleichbare 

Farbmuster der Antigenbanden. Die Ergebnisse der multivariaten Varianzanalyse mit 

Messwiederholung zeigen, dass die Gruppenmittelwerte der mit dem HCMV-IgG-Mikroblot 

und dem HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen der Seren und Plasmen nicht 

signifikant unterschiedlich sind (p=0,072 für den HCMV-IgG-Mikroblot, p=0,057 für den 

HHV6-IgG-Mikroblot bei α=0,05). In den Plotdiagrammen 5 und 6 unter Punkt 3.2.3.1 wird 

jedoch deutlich, dass die Antigenbanden bei der Reaktion mit Seren im Vergleich zu 

Plasmen im Durchschnitt sowohl im HCMV-IgG-Mikroblot als auch im HHV6-IgG-Mikroblot 

stärker gefärbt sind. Diese Beobachtung lässt vermuten, dass im Plasma Substanzen zu 

finden sind, die die Antigen-Antikörper-Reaktion stören. Als Plasma wird der nicht zelluläre 

Bestandteil des Blutes, der im Gegensatz zum Blutserum bzw. Serum noch alle 

Gerinnungsfaktoren, wie Fibrin oder Fibrinogen enthält, bezeichnet. Möglicherweise 

interagiert das Fibrinogen bzw. Fibrin mit den Antikörpern im Plasma und erschwert so die 

Bindung der Antikörper an die Antigene im Mikroblot, was durch eine minimal schwächere 

Bandenfärbung deutlich wird. Allner (1985) konnte zeigen, dass Fibrinogen störend in 

verschiedenartigen Enzymimmunassays interferiert [122]. Die Auswirkung der Effekte auf 

das Ergebnis wurde abhängig vom Testprinzip (Sandwich-Technik oder Bindungsassay) als 

variabel beschrieben. Tate et al. (2004) verwiesen dagegen darauf, dass die Maskierung der 

Antikörper durch Fibrin im Plasma die Antikörper-Antigenreaktion im Immunassay 

beeinflussen kann [123]. Eine andere mögliche Ursache für die nicht signifikante schwächere 

Bandenfärbung bei der Verwendung von Plasmen im Mikroblot ist, dass durch die 

Anwesenheit von ca. 3% mehr Protein (Fibrin und Fibrinogen) im Plasma sowie die räumlich 

engeren Verhältnisse im Mikroblot die Bindung der Antikörper an die Antigene erschwert 

wird. Die statistische Analyse der zehn Plasma/ Serumpaare ergab bei grenzwertiger 

Signifikanz (p=0,072 für den HCMV-Mikroblot, p=0,057 für den HHV6-IgG-Mikroblot bei 

α=0,05) keinen signifikanten Unterschied. In einer 2. Studie sollte untersucht werden, ob bei 

einer größeren Anzahl an Serum-/ Plasmapaaren ein signifikanter Unterschied zwischen 

Seren und Plasmen auftritt. Eine weitere interessante Fragestellung wäre, ob der mit dem 

Mikroblot messbare Reaktivitätsunterschied zwischen Serum und Plasma auch mit der 

ELISA-Technologie nachweisbar ist.  
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4.5.2 Liquordiagnostik – Möglichkeiten und Grenzen mit dem Mikroblot 

 

Erste Versuche mit Liquores zeigten, dass Liquordiagnostik mit dem HCMV-IgG-Mikroblot 

möglich ist. Vier Liquores der drei HCMV-positiven Patienten (von insgesamt fünf Patienten) 

wiesen Reaktivitäten mit den Antigenen im HCMV-Mikroblot auf. Der IgG-Index nach Reiber 

(QIgG = IgG Liquor/ IgG Serum, Qalb = alb Liquor/ alb Serum) zur Bestimmung von 

intrathekaler IgG-Antikörperproduktion z.B. auf Grund entzündlicher Erkrankungen des 

Nervensystems wurde nicht ermittelt, da die Versuche erste Hinweise für die Möglichkeit der 

HCMV-Liquordiagnostik liefern sollten. Für die Vorversuche wurde ein durchschnittlicher 

Q(IgG) = 5x10-3 angenommen. Dementsprechend wurden bei einer Liquorverdünnung von 

1:2 die parallelen Serumproben 1:400 vorverdünnt. Im Gegensatz zu HCMV-

Liquordiagnostik ist die HHV6-Liquordiagnostik in den Laboratorien keine Routinediagnostik. 

In der Literatur gibt es nur wenige Artikel [124, 125] über den serologischen Nachweis von 

HHV6 spezifischen Antikörpern im Liquor. Derfuss et al. (2005) konnten mit der ELISA-

Methode bei 34% der Patienten mit einer Multiplen Sklerose und bei 12% der 

Kontrollpatienten mit anderen neurologischen Erkrankungen im Liquor HHV6-spezifische 

Antikörper nachweisen [124]. Die acht im HHV6-IgG-Mikroblot mit einer Verdünnung von 1:2 

getesteten Liquores zeigten keine Reaktion mit den HHV6-Antigenen. Um die für die HHV6-

Liquordiagnostik notwendigen antigenen Eigenschaften der HHV6-Antigene zu prüfen, muss 

in einer folgenden Studie eine größere Anzahl an Patientenliquores im HHV6-IgG-Mikroblot 

getestet werden. Es ist nicht auszuschließen, dass bei einer intrathekalen HHV6-IgG-

Antikörperproduktion HHV6-IgG-Antikörper mit der Mikroblotmethode nachgewiesen werden 

könnten. Eine mögliche Ursache für den erschwerten Nachweis von HHV6 IgG Antikörpern 

mit dem HHV6-IgG-Mikroblot in den Patientenliquores ist ein schwacher HHV6-IgG-

Antikörpertiter der Patientenliquores. Außerdem wird beim Vergleich der mit dem HHV6-IgG-

Mikroblot und dem HCMV-IgG-Mikroblot ermittelten Antigensummen (Mittelwert der 

Antigensummen im HHV6-Mikroblot = 21; Mittelwert der Antigensummen im HCM-Mikroblot 

= 27) der Seren von 29 Thrombozyten- und Eigenblutspendern zwischen 18 und 63 Jahren 

sichtbar, dass die Patientenseren trotz höherer Verdünnung stärker mit den HCMV-

Antigenen als mit den HHV6-Antigenen reagierten. Im hiesigen Institut für Virologie am 

Universitätsklinikum Dresden erfolgt der serologische Routinenachweis von HHV6-

Antikörpern mit einem Anti-HHV6-IgG Immunfluoreszenztest der Firma Euroimmun (Lübeck). 

In der Routinediagnostik werden HHV6-IgG-Titer von 1:20 bis 1:80 gemessen. Mit dem vor 

20 Jahren eingesetzten vergleichbaren Anti-HCMV-IgG Immunfluoreszenztest für den 

Nachweis von HCMV-Antikörpern konnte ein bis zu 10-fach höherer Titer (1:640) ermittelt 

werden. Auch in der Literatur beschriebene geometrische Titer weisen auf im Durchschnitt 

höhere Konzentrationen von HCMV-IgG-Antikörpern im Vergleich zu HHV6-IgG-Antikörpern 

in Seren bei vorausgesetzter HCMV- bzw. HHV6-Infektion hin [126-128]. Unterschiedliche 
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IFT-Methoden auf Grund unterschiedlich verwendeter Zelllinien und Virusstämme bzw. 

Antigene können ebenfalls unterschiedliche Titeraussagen verursachen. Weiterhin kann 

möglicherweise das Ergebnis durch den Gesundheitszustand und das Alter der Patienten 

beeinflusst werden.  

 

4.6 Untersuchungen zur Stabilität der Mikroblots 

 

Die Stabilität der Mikroblots wurde an einem Tag und über mehrere Wochen durch die 

dreifache Bestimmung von 10 Patientenseren in einem Reaktionsansatz und von 

10 bzw. 17 Patientenseren an zwei verschiedenen Tagen überprüft. 

 

4.6.1 Reproduzierbarkeit der Messergebnisse in eine m Reaktionsansatz 

 

In der ersten Analyse wurde die Reproduzierbarkeit der Färbungsgrade der Antigen-

Antikörperreaktionen untersucht. 88% aller Antigene im HCMV-IgG-Mikroblot und 84% aller 

Antigene im HHV6-IgG-Mikroblot wiesen bei dreifacher Bestimmung in einem 

Reaktionsansatz den gleichen Färbungsgrad auf. Bei einer auf die „reaktiven Antigene“ 

beschränkten Analyse zeigten nur 54% im HCMV-IgG-Mikroblot und 50% im HHV6-Mikroblot 

den gleichen Färbungsgrad. Mögliche Ursachen für die nur moderate Reproduzierbarkeit der 

Färbungsgrade der einzelnen reaktiven Antigene sind in der Verteilung der Epitope sowie 

der Antikörperbindung zu suchen. Während der Gelelektrophorese transferieren Antigene 

auf die Nitrozellulosemembran proteinspezifisch beispielsweise auf Grund ihres 

Molekulargewichtes unterschiedlich stark [119]. Bolt et al. (1997) beschrieben, dass Proteine 

mit einem großen Molekulargewicht während der Elektrophorese schlechter auf Membranen 

transferiert werden [119]. Dagegen sind Nitrozellulosemembranen mit kleinen Poren 

notwendig, um Proteine mit einem kleinem Molekulargewicht zu halten und zu binden [129]. 

Es ist daher wahrscheinlich, dass die Querschnitte der Antigenbanden im Mikroblot von 

Bande zu Bande unterschiedlich groß sind und unterschiedlich viele Epitope in 

unterschiedlich sterischen Verhältnissen präsentiert werden. Auch Underwood (1993) zeigte, 

dass die Antigendichte in den festen Phasen der Bindungsassays durch die Bindung an die 

Plastik variieren [130]. Dass die Anordnung der Epitope einen Einfluss auf die 

Antikörperbindung hat, beschrieb Mattes (1997) [131]. Polyvalente Seren enthalten eine 

Vielzahl an verschiedenen IgG Antikörpern, die bivalent sind. Bivalente Anikörper können mit 

einer hohen Affinität an ein Antigen sowohl bivalent als auch mit einer niedrigeren Affinität 

monovalent binden. Sie binden komplexe Antigene abhängig von der Antigendichte meist in 

einer Mischung von bivalenten und monovalenten Bindungen [132], die von Reaktion zu 

Reaktion variieren kann und daher zu geringfügig unterschiedlichen Färbungen im Mikroblot 

führen kann. Wie Kaufman und Jain (1992) für den ELISA zeigten [133], ist die bivalente 
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Gleichgewichts- und Bindungskonstante nur bei identischen experimentellen Konditionen 

verwendbar. Eine weitere mögliche Ursache für die nur moderate Reproduzierbarkeit der 

Färbungsgrade ist, dass die bivalente Gleichgewichts- und Bindungskonstante für den 

Mikroblot vermutlich nicht konstant ist. 

Die univariate Varianzanalyse mit Messwiederholung ergab, dass die Streuung der 

Färbungsgrade der Antigen-Antikörper-Reaktion nicht so stark ist, um signifikante 

Unterschiede zwischen den im HCMV-IgG- und HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten 

Antigensummen nachzuweisen. 

Bei dreifacher Bestimmung der Seren mit dem HCMV-IgG- und HHV6-IgG-Mikroblot konnte 

für 90% und 80% der Seren der gleiche serologische Status ermittelt werden. Seren, die in 

der Wiederholung serologisch unterschiedliche Ergebnisse aufwiesen, waren meist 

grenzwertig oder schwach positiv. Sie wiesen zunächst meist grenzwertige oder schwach 

positive Reaktivitäten auf und zeigten bei einer wiederholten Messung gar keine oder nur 

noch grenzwertige Reaktivitäten. Eine Möglichkeit, um Einfluss auf die Spezifität der 

Mikroblotmethode zu nehmen und mögliche durch kreuzreaktive Antikörper falsch-positive 

Ergebnisse zu unterbinden, ist die Veränderung der „Cutoff“-Grenze. Es ist bekannt, dass 

einige Hersteller (Mikrogen, Neuried) von Streifentesttechnologien erst ab zwei schwach 

reaktiven Antigenen bzw. bei der Reaktivität eines bestimmten Antigens von einem schwach 

positiven Serum ausgehen. Auch bei der IFT-Methode kann die Cutoff-Grenze von Hersteller 

zu Hersteller und abhängig vom Beobachter schwanken. Ein folgendes Problem bei 

Veränderung der Cutoff-Grenze ist, dass die Sensitivität der Mikroblotmethode beeinflusst 

wird und das falsch-negative Ergebnisse auftreten können. Es muss daher in folgenden 

Untersuchungen eine Cutoff-Grenze ermittelt werden, die das Gleichgewicht zwischen 

Sensitivität und Spezififät der Mikroblotmethode optimal widerspiegelt. Dieser Cutoff kann 

sowohl durch die Anzahl der reaktiven Antigene als auch durch Reaktivität der Antikörper mit 

einem bestimmten Antigen definiert werden. 

 

4.6.2 Signifikante Unterschiede bei wiederholter Me ssung an verschiedenen Tagen 

 

Die an zwei verschiedenen Tagen im HCMV-IgG- und HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten 

Antigensummen der Seren waren im t-Test signifikant verschieden. Für 82% der 17 im 

HCMV-Mikroblot getestete Seren und für 60% der 10 im HHV6-Mikroblot getesteten Seren 

wurde an beiden Tagen der gleiche serologische Status ermittelt. Diese nicht befriedigende 

Reproduzierbarkeit der Färbungsgrade und serologischen Ergebnisse ist durch mehrere 

Faktoren bedingt. Neben den bereits unter Punkt 4.7.1 beschriebenen Ursachen, wie der 

variierenden Antigendichte, bedingt durch die unterschiedlichen Blotteffizienzen der Proteine 

sowie der vermutlich nicht konstanten bivalenten Bindungskonstante, können IgG-haltige 

Molekülaggregate durch wiederholtes Auftauen der Seren zu unterschiedlichen 
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Färbungsgraden der Antigenbanden führen. Weitere mögliche Ursachen für das Streuen der 

Färbungsgrade sind unterschiedliche Qualitäten der Blockierungsreagenzien sowie die 

Aggregation des Chromogens oder Konjugates z.B. als Folge der falschen Lagerung des 

Konjugat- oder Substratpuffers [120]. Die Aggregation des Chromogens oder Konjugates 

kann zu einer hohen Farbdichte im Bereich der Banden führen. Um den Mikroblot als 

diagnostisches Testsystem zu nutzen muss die Mikoblotmethode verbessert werden. Die 

Proteine müssen entsprechend ihrer Blotteffizienzen so geblottet werden, dass sie 

gleichmäßig auf die Nitrozellulosemembran transferiert werden und eine optimale 

Präsentation der Epitope gewährleistet werden kann. Die Auswahl der Membranen mit 

richtigen Porengrößen kann eine optimale Bindung der Proteine unterstützen. Konjugat- und 

Substratlösung müssen auf die Zusammensetzung und Lagerungsfähigkeit überprüft 

werden. 

 

4.7 HCMV-Mikroblot - ein sensitives diagnostisches Testsystem 

 

Der HCMV-IgG-Mikroblot zeigte mit einer Sensitivität von 100% und einer Spezifität von 80% 

ein gutes Ergebnis, wobei bei einer wiederholten Messung eine Spezifität von 100% gezeigt 

wurde. Der HCMV IgG-recomBlot wies im Vergleich zum HCMV-IgG-Mikroblot mit einer 

Sensitivität von 100% und einer Spezifität von 93,4% ein besseres Ergebnis auf.  

Das Schwanken der Färbungsgrade von schwacher bzw. deutlicher Reaktivität nach negativ 

bei einigen Antigenbanden in wiederholter Messung war auch bei anderen Seren im gleichen 

Zeitrahmen zu beobachten. Ursache für die mit dem HCMV-IgG-Mikroblot gemessenen 

Reaktivitäten der sechs HCMV negativen Seren der Antigene HCMV pp150 F1, HCMV 

pp150 F2, HCMV gB F2, HCMV gB F3, HCMV pp65 F1 und HCMV pp65 F2 im ersten 

Messdurchgang kann eine falsch eingestellte Konjugatlösung sein. Eine unterschiedliche 

Qualität der Blockingreagenzien ist eine weitere mögliche Ursache für die gemessenen 

unterschiedlichen Reaktivitäten. In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Spezifität des 

HCMV-IgG-Mikroblots im Vergleich zum HCMV IgG-recomBlot (Mikrogen) an 21 von 

Enzygnost* Anti-CMV-IgG-Testserum als grenzwertig eingestuften Seren geprüft. Der 

klinische Verlauf der Patienten zeigte, dass alle drei HCMV-IgG-Testsysteme nicht in der 

Lage waren, alle 21 Seren serologisch richtig einzustufen. Miller et al. (1989) beschrieben 

ebenfalls die unterschiedliche Fähigkeit von serologischen Testsystemen, HCMV-IgG-

Antikörper nachzuweisen [134]. Das verdeutlicht, dass die diagnostischen Testsysteme bei 

sehr niedrigen IgG-Antikörperkonzentrationen und wahrscheinlich starken 

Assayinterferenzen an ihre Grenzen stoßen. In solchen Situationen kann bei einem klinisch 

akuten Fall nur auf eine HCMV PCR oder den pp65-Antigenassay zurückgegriffen werden. 

Bei klinisch nicht akuten Fällen muss eine Verlaufskontrolle Klarheit schaffen. Eine mögliche 

Fehlerquelle für falsch-positive Ergebnisse im HCMV-IgG-Mikroblot ist die Bindung der 
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polyklonalen Serumantikörper an Fremd-E. coli-Proteine. Die in E. coli (BL21-Zellen) 

exprimierten viralen Fusionsantigene wurden über eine Ni-NTA-Agarosesäule aufgereinigt. 

Anschließend erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese nochmals eine Trennung der viralen 

Fusionsproteine von den E. coli-Proteinen. Da kein Nachweis z.B. mittels HPLC über die 

Reinheit der Antigenfraktionen geführt wurde, ist eine Kontamination der Antigenfraktion mit 

Fremdproteinen nicht auszuschließen. Ein weiterer Reinigungsschritt könnte diese falsch-

positiven Ergebnisse möglicherweise unterbinden. Kreuzreaktive Autoantikörper sind eine 

andere mögliche Ursache für unspezifische Reaktionen.  

 

4.8 Drei verschiedene HHV6-Testsysteme – drei versc hiedene HHV6-Prävalenzen 

 

In der Literatur wurden immer wieder Patienten beschrieben, die im Speichel oder in den 

peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) HHV6-DNA aufwiesen, bei denen jedoch im 

Serum oder Plasma mit den üblichen HHV6-Testsystemen keine HHV6-IgG-Antikörper 

nachgewiesen werden konnten [23, 135]. Auch in der Routinediagnostik des Institutes für 

Virologie an der Medizinischen Fakultät Carl Gustav Carus der TU Dresden sind falsch-

negative Ergebnisse und Kreuzreaktionen des verwendeten Anti-HHV6-IgG-

Immunfluoreszenztest (Euroimmun, Lübeck) ein bekanntes Problem. Neben den 

methodenbedingten Schwankungen bereitet die Tatsache, dass die HHV6-Prävalenz auch 

geographisch und altersabhängig streuen kann [127, 136, 137], bei der Beurteilung der 

Qualität von HHV6-Testsystemen Schwierigkeiten. Trotz verschiedener auch kommerziell 

erhältlicher HHV6-Testsysteme gibt es keinen Goldstandard, der zur Beurteilung der 

Sensitivität und Spezifität für den HHV6-Mikroblot dienen kann. Die Beurteilung der 

Sensitivität und Spezifität des HHV6-Mikroblots musste daher durch den Vergleich mit den 

beiden kommerziell erhältlichen HHV6-Testsystemen HHV6-IgG-IFT (Euroimmun, Lübeck) 

und HHV6-IgG-ELISA (Panbio, Rüsselsheim) sowie durch den Vergleich mit den in der 

Literatur beschriebenen HHV6-Prävalenzuntersuchungen erfolgen. Der Vergleich der 

Ergebnisse der drei HHV6-Testsysteme zeigt, dass drei verschiedene HHV6-Testsysteme 

für die gleichen Testseren (60 Erwachsenenseren und 29 Kinderseren) drei verschiedene 

HHV6-Prävalenzen ermitteln, wobei der HHV6-IgG-Mikroblot mit dem HHV6-IgG-IFT mehr 

übereinstimmende Ergebnisse aufweist als mit dem HHV6-IgG-ELISA. Eine wahrscheinliche 

Ursache für die unterschiedlich ermittelten HHV6-Prävalenzen ist der Einsatz von 

verschiedenen HHV6-Antigenen in unterschiedlichen HHV6-Testsystemen. Im 

HHV6-IgG-IFT liegen laut dem Hersteller Euroimmun (Lübeck) HHV6-A-Antigene, die 

methodenbedingt Konformationsepitope, aber auch lineare Epitope aufweisen. Im HHV6-

IgG-ELISA hingegen liegen nach Aussagen des Herstellers Panbio (Rüsselsheim) HHV6 B-

Antigene vor. Für die Herstellung des HHV6-Mikroblots wurden jeweils fünf HHV6 A- und 

HHV6 B-Antigene verwendet, die nur lineare Epitope aufweisen. Außerdem hat die 
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Epitoppräsenation der Antigene, die durch die Aufreinigungsmethoden und die Darstellung 

der Antigene im Testsystem bedingt ist, einen Einfluss auf die Ergebnisse der Testsysteme. 

Beispielsweise können durch die Fixierungsmethoden der lysierten Zellen im HHV6-IgG-IFT 

Epitope maskiert werden, die dadurch für die IgG-Antikörper nicht erkennbar sind. Die für 

den Mikroblot exprimierten HHV6-Fusionsantigene wurden durch eine SDS-

Gelelektrophorese aufgetrennt und anschließend geblottet. Durch die Aufnahme der 

Fusionsantigene in den SDS-Probenpuffer, der neben dem SDS auch Mercaptoethanol 

enthält, wurden die Antigene mit einer negativen Ladung maskiert und die Di-Sulfidbrücken 

der Antigene protoniert. Die HH6-Antigene in den Mikroblots liegen daher in linearisierter 

Form vor und weisen keine Sekundärstrukturen auf. Nach dem Blotten kann es an den C- 

und N-terminalen Enden der Antigene zu Rück-Faltungen kommen, die jedoch nicht der 

natürlichen Sekundärstruktur des Antigens entsprechen. Außerdem sind die HHV6-Befunde 

durch die Reaktionsumgebung und die Reaktionskomponenten der HHV6-Testmethoden 

bedingt. Fluoreszenzfärbungen, die z.B. durch Autoantikörper oder Kreuzreaktionen 

verursacht sind, können zu falsch-positiven Ergebnissen führen. Unspezifische 

Hintergrundfärbungen im HHV6-IgG-Mikroblot aber auch im HHV6-IgG-ELISA z.B. durch 

unspezifische Antikörper oder falsche Lagerung des Konjugat- oder Substratpuffers können 

ebenfalls zu falsch-positiven Ergebnissen führen. Da die Cutoff-Grenze der verschiedenen 

hergestellen HHV6-Testsysteme unterschiedlich definiert ist, kann dies eine weitere 

mögliche Ursache für unterschiedliche HHV6-Befunde sein. Auch die subjektive Beurteilung 

der Ergebnisse beim HHV6-IgG-Immunfluoreszenztest bzw. HHV6-IgG-Mikroblot durch den 

Analysten kann eine weitere Ursache für unterschiedliche HHV6-Befunde sein. 

Die mit dem HHV6-IgG-Mikroblot und dem HHV6-IgG-IFT ermittelten positiven HHV6-

Prävalenzen von 90% und 98,4% der Erwachsenenseren sind mit den in der Literatur 

beschriebenen HHV6-Durchseuchungen der Bevölkerung von 80% [16] bis 95% vergleichbar 

[35, 135, 138]. Der HHV6-IgG-ELISA konnte nur 66,7% positive HHV6-Seren finden. Es ist 

daher wahrscheinlich, dass der HHV6-IgG-ELISA nicht sensitiv genug ist und falsch-negative 

Ergebnisse aufweist. Auch bei den getesteten 29 Kinderseren wies der HHV6-IgG-ELISA mit 

22,2% für die Kinder unter 2 Jahren (9 Seren) und mit 55% für die Kinder über 2 Jahren 

(20 Seren) im Vergleich zum HHV6-IgG-IFT und HHV6-IgG-Mikroblot die geringste positive 

HHV6-Prävalenz auf. Der HHV6-IgG-Mikroblot und der HHV6-IgG-IFT beurteilten 70% der 

Kinderseren über 2 Jahren und 44,4% bzw. 33,3% der Kinderseren unter 2 Jahren als 

positiv. Das durchschnittliche Alter der neun Kinderseren unter 2 Jahren lag bei 1 Jahr. 

Zerr et al. (2005) zeigten durch den Nachweis von HHV6-DNA im Speichel, dass die Anzahl 

an mit HHV6 infizierten Kindern nach der Geburt kontinuierlich steigt und ca. 40% der Kinder 

bis zum 1. Lebensjahr mit HHV6 infiziert sind [139]. Dieser Befund korreliert mit den 

Ergebnissen des HHV6-IgG-Mikroblot (44,4%) und HHV6-IgG-IFT (33,3%). Die Zunahme an 

infizierten HHV6-Kindern wird durch den Anstieg der spezifischen HHV6-IgG-Antikörper 
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zwischen dem 9. und 12. Lebensmonat sichtbar [16, 17]. Andere Prävalenzstudien aus 

Italien, Thailand, Argentinien und Deutschland zeigen für Kinder um 1 Jahr HHV6-

Seroprävalenzen von 60,61% bis 92,68% [35], [140-143] und liegen damit über den von 

Zerr et al. (2005) beschriebenen 40% an infizierten Kindern um 1 Jahr [139] sowie über den 

ermittelten HHV6-Prävalenzen des HHV6-IgG-Mikroblots, des HHV6-IgG-IFTs und des 

HHV6-IgG-ELISA. Die verschiedenen HHV6-Prävalenzen können durch unterschiedlich 

definierte Cutoffs der HHV6-Testsysteme oder die Verwendung unterschiedlicher Antigene 

im Testsystem sowie geographisch unterschiedliche HHV6-Antikörpertiter verursacht sein. 

Wie bereits beschrieben, können die Antikörpertiter in verschiedenen Bevölkerungen 

variieren. Bis zum 2. Lebensjahr steigt die Infektionsrate stetig an und die HHV6-Prävalenz 

der Kinder ist mit der Prävalenz der Erwachsenenseren vergleichbar. Das durchschnittliche 

Alter der getesteten 20 Kinder über 2 Jahre lag mit 9,9 Jahren deutlich über 2 Jahren. In 

diesem Alter entspricht die HHV6-Seroprävalenz der HHV6-Prävalenz der Erwachsenen und 

bleibt stabil [35] bzw. fällt leicht ab [141, 143]. Die mit dem HHV6-IgG-Mikroblot, dem HHV6-

IgG-IFT und dem HHV6-IgG-ELISA ermittelten HHV6-Prävalenzen von 55% bis 70% liegen 

unter den in der Literatur beschriebenen HHV6-Prävalenzen der Erwachsenenseren von 

80% bis 95%. Auch bei diesen unterschiedlich gemessenen HHV6-Prävalenzen können 

methodische Ursachen, wie die Verwendung unterschiedlicher Antigene im Testsystem oder 

die Definition des Cutoffs sowie geographische Ursachen eine Rolle spielen. Eine 

Beurteilung der Sensitivität und Spezifität des HHV6-Mikroblots ist schwierig, da der 

Vergleich der Ergebnisse der drei HHV6-Testsysteme mit den in der Literatur beschriebenen 

HHV6-Prävalenzen auf Unterschiede im Testsystem, aber auch mögliche geographische 

Unterschiede der HHV6-Prävalenzen hinweist. Die Ergebnisse zeigen auch, dass der HHV6-

IgG-Mikroblot und der HHV6-IgG-IFT sensitiver als der HHV6-IgG-ELISA sind, wobei der 

HHV6-IgG-Mikroblot und der HHV6-IgG-IFT eine vergleichbare Sensitivität aufweisen. Alle 

drei HHV6-Testsysteme wiesen einen kontinuierlichen Anstieg der HHV6-Antikörper nach 

der Geburt auf. Zusätzlich konnte mit dem HHV6-IgG-Mikroblot die negative Korrelation 

zwischen zunehmendem Alter und abnehmendem HHV6-IgG-Antikörpertiter der Patienten, 

die Yanagi et al. (1990) zeigte [144], bestätigt werden. Dies verweist darauf, dass der HHV6-

IgG-Mikroblot als auch der HHV6-IgG-IFT und der HHV6-IgG-ELISA fähig sind, HHV6-

Antikörper spezifisch nachzuweisen. 

 

4.9 Der Mikroblot – eine serologische Methode zur U nterscheidung von monovalenten 

HHV6 A- und HHV6 B-Seren 

 

In der Literatur sind viele verschiedene Methoden zur Unterscheidung von HHV6 A- und 

HHV6 B-Infektionen bzw. –Reaktivierungen, wie z.B. die Varianten-spezifische HHV6 PCR 

[145], die Varianten-spezifische nested PCR [146], die Varianten-spezifische Real Time-PCR 



Diskussion 

 115 

[147] oder die Varianten-spezifische DNA PCR Oligohybridisierungsmethode [26] und der 

Varianten-spezifische Restriktionsverdau [148] beschrieben. Jedoch gibt es keine 

kommerziellen HHV6-Testsysteme, die serologisch zwischen HHV6 A- und HHV6 B-

Infektionen bzw. -Reaktivierungen unterscheiden. Ein wichtiges Ziel der vorliegenden Arbeit 

war daher die Entwicklung eines serologischen HHV6-Testsystems zur Unterscheidung von 

HHV6 A- und B-Infektionen bzw. -Reaktivierungen. Dazu wurden jeweils fünf HHV6 A- und 

HHV6 B-Antigene rekombinant hergestellt und über die Ni-NTA-Agarosesäule aufgereinigt. 

Vier der fünf HHV6 A-Antigene weisen homologe Proteinsequenzen zu vier der fünf HHV6 B-

Antigene auf, wobei die homologen Antigene Sequenzunterschiede von 10% bis 24% 

zeigen. 

 

4.9.1 Serologische Dominanz des HHV6 B-Subtyps 

 

Bei der serologischen Beurteilung der 90 Testseren (60 Erwachsenenseren und 

30 Kinderseren) zeigte sich, dass über 80% der Erwachsenen IgG-Antikörper sowohl gegen 

HHV6 A-Antigene, als auch gegen HHV6 B-Antigene aufwiesen und daher vermutlich mit 

HHV6 A und HHV6 B infiziert sind. Da die polyvalenten Seren der Erwachsenen häufiger und 

stärker mit den HHV6 B-Antigenen als mit den HHV6 A-Antigenen reagierten, ist eine 

häufigere Re-Infektion bzw. Reaktivierung mit HHV6 B anzunehmen. Insgesamt 11,7% der 

Erwachsenenseren waren HHV6 B-monovalent und daher vermutlich nur mit HHV6 B 

infiziert. Dagegen reagierte nur eines der 60 Erwachsenenseren (1,7%) nur mit drei HHV6 A-

Antigenen. Die Dominanz des HHV6 B-Subtypen gegenüber dem HHV6 A-Subtypen in 

Europa und in den USA ist in der Literatur bereits beschrieben wurden [23, 145]. Aberle et al. 

(1996) konnten mit einer Subtyp-spezifischen nested PCR zeigen, dass 98% der 

Erwachsenen mit HHV6 B und 16% zusätzlich mit HHV6 A infiziert sind, wobei HHV6 A-DNA 

nur in den mononukleären peripheren Blutzellen nachgewiesen wurde [23]. Im Speichel 

hingegen wurde nur HHV6 B-DNA nachgewiesen. Dass über 50% der Erwachsenen mit 

beiden HHV6-Subtypen infiziert sind, konnte ebenfalls durch die Untersuchungen an 

Lungengeweben mittels einer Subtyp-spezifischen PCR von Cone et al. (1996) gezeigt 

werden [149]. Für 64,7% der Patienten konnten im Lungengewebe beide HHV6-Subtypen 

nachgewiesen werden. Nur zwei der Lungengewebe (5,9%) waren außschließlich mit HHV6 

A und sieben nur mit HHV6 B (29,4%) infiziert. Das von Con et al. (1996) gezeigte Verhältnis 

der HHV6 Infektionen von 64,7% Mischinfektionen, 29,4% HHV6 B-Infektionen und 5,9% 

HHV6 A-Infektionen [142] konnte mit dem HHV6-IgG-Mikroblot von 81,7% Mischinfektionen, 

11,7% HHV6 B-Infektionen und 1,7% HHV6 A-Infektionen serologisch bestätigt werden. Drei 

(5%) der 60 Erwachsenenseren wiesen keine mit dem HHV6-IgG-Mikroblot nachweisbaren 

spezifischen HHV6 Antigen-spezifischen IgG-Antikörper auf. Da der HHV6-IgG-IFT und der 

HHV6-IgG-ELISA zwei der drei Seren als HHV6-positiv beurteilten, ist mangelnde Sensitivität 
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des HHV6-IgG-Mikroblots gegenüber diesen Seren eine mögliche Ursache für die negative 

Beurteilung der Seren.  

Eine deutliche Dominanz des HHV6 B-Subtyen konnte serologisch auch bei Kindern unter 

2 Jahren beobachtet werden. 40% (4 Seren) der Seren von Kindern unter 2 Jahren 

(10 Kinderseren insgesamt mit einem Durchschnittsalter von 1 Jahr) wurden mit dem HHV6-

Mikroblot als HHV6 positiv eingestuft. Drei der vier Kinderseren waren HHV6 B-monovalent. 

Nur ein Kinderserum wies sowohl IgG-Antikörper gegen HHV6 A-Antigene als auch gegen 

HHV6 B-Antigene auf. Ward et al. (2007) wiesen für Europa in 99% den HHV6 B-Subtypen 

als Ursache für die HHV6-Primärinfektion nach [150]. Auch Dewhurst et al. (1993) zeigten, 

dass in den USA 97% der symptomatischen HHV6-Primärinfektionen durch HHV6 B 

verursacht werden [20]. In Südafrika hingegen konnte der HHV6 A-Subtyp als 

Hauptverursacher für die HHV6-Primärinfektion ermittelt werden [151]. Re-Infektionen mit 

HHV6 A konnten Caserta et al. (2004) bei einem 5,5 Jahre alten und bei einem 7,4 Jahre 

alten Kind beobachten [146]. Mit dem HHV6-IgG-Mikroblot konnte serologisch ebenfalls eine 

Zunahme der HHV6 A Antigen-spezifischen IgG-Antikörper bei Kindern über 2 Jahren 

beobachtet werden. Insgesamt 76,5% der Seren von Kindern mit einem durchschnittlichen 

Alter von 9,9 Jahren waren HHV6 polyvalent und wiesen HHV6 IgG-Antikörper gegen die 

HHV6 A- und B-Antigene auf. Dagegen waren 23,5% der Kinderseren HHV6 B-monovalent. 

HHV6 A-monovalente Kinderseren wurden in beiden Kindergruppen nicht gefunden. Die mit 

dem HHV6-IgG-Mikroblot ermittelten Ergebnisse zeigen, dass Kinder zuerst mit HHV6 B 

infiziert werden, was wahrscheinlich über den Speichelkontakt der Eltern erfolgt. Erst in 

einem späteren Alter erfolgt dann die Re-Infektion mit HHV6 A. Ausnahmen stellen Kinder 

mit integrierter HHV6-DNA dar. Ward et al. (2007) konnten bei vier Patienten mit integrierter 

HHV6-DNA im Alter von 0 Monaten, 4 Monaten, 2,8 Jahren und 12 Jahren den HHV6 A-

Subtypen im Serum nachweisen [150]. 

 

4.9.2 Interpretation der IgG-Antikörperreaktionen m it den homologen HHV6-

Antigenpaaren 

 

Dass einige IgG-Antikörper Subtyp-spezifisch nur mit einem Antigen der homologen 

Antigenpaare reagierten, während andere IgG-Antikörper kreuzreaktiv mit beiden Antigenen 

der homologen Antigenpaare reagierten, legt die Vermutung nahe, dass die homologen 

HHV6 A- und HHV6 B-Antigene sowohl Subtyp-spezifische Epitope tragen, als auch Epitope 

aufweisen, die kreuzreaktiv sind. Der Vergleich der IgG-Antikörpermuster der homologen 

Antigenpaare HHV6 A/ B pp100 F1 und HHV6 A/ B pp100 F2 verdeutlicht, dass die Antigene 

des homologen Antigenpaares HHV6 A/ B pp100 F2 mit 8,9% mehr Testseren häufiger als 

die Antigene des homologen Antigenpaares HHV6 A/ B pp100 F1 kreuzreaktiv waren. 

Dieses Ergebnis lässt mehr kreuzreaktive Epitope im C-terminalen Bereich (Fragment 2) als 
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im N-terminalen Bereich des Tegumentprotein pp100 vermuten. Diese Vermutung wird durch 

das Wissen, dass im C-terminalen Bereich (Fragment 2) im Unterschied zum N-terminalen 

Bereich (Fragment 1) des Tegumentproteins pp100 5% mehr homologe Sequenzen 

vorliegen, gestützt. 

Die differenzierte Auswertung der HHV6 IgG-Antikörperverläufen nach hämatopoetischer 

Stammzelltransplantation (HSZT) zeigte, dass bei HHV6 B pp100 F1 Antigen-spezifischen 

IgG-Antikörperreaktionen in 6 von 7 Fällen (86%) auch HHV6 A pp100 F2 Antigen-

spezifische IgG-Antikörperreaktionen zu beobachten waren. Der Vergleich der 

Proteinsequenzen der homologen Antigenpaare verweist darauf, dass die Antigene 

HHV6 B pp100 F1 und HHV6 A pp100 F2 im Proteinbereich aa 569 bis 614 einen 

überlappenden Bereich aufweisen (Abb. 22). Dieser überlappende Proteinbereich ist 

57 Aminosäuren groß und trägt wahrscheinlich ein Epitop, welches kreuzreaktiv ist und 

daher nicht zwischen den HHV6-Subtypen unterscheidet. Um den genauen Sequenzbereich 

des vermuteten Epitops zu bestimmen, ist die Epitopkartierung mit monoklonalen 

Antikörpern eine mögliche Methode.  

Die Antigen-spezifischen IgG-Antikörpermuster der homologen HHV6 A/ B pp100 F1- und 

HHV6 A/ B pp100 F2-Antigenpaare legen die Wahrscheinlichkeit nah, dass im N-terminalen 

und im C-terminalen Bereich des Tegumentproteins pp100 Subtyp-spezifische Epitope 

liegen. Das Antigen-spezifische IgG-Antikörpermuster des HHV6 A/ B pp100 F1-

Antigenpaares zeigte, dass 35,5% der Testseren allein mit dem HHV6 B pp100 F1-Antigen 

reagierten, wohingegen 1,1% der Testseren allein mit dem HHV6 A pp100 F1-Antigen 

reagierten. Weiterhin war im Antigen-spezifische IgG-Antikörpermuster des HHV6 A/ B 

pp100 F2-Antigenpaares zu sehen, dass 10% der Testseren Subtyp-spezifisch allein mit 

dem HHV6 A pp100 F2 Antigen reagierten, wohingegen kein Testserum allein mit dem 

HHV6 B pp100 F2 Antigen reagierte. Eine serologische Unterscheidung der HHV6-Subtypen 

allein durch ein homologes Antigenpaar ist jedoch nicht möglich ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 22: schematische Darstellung der Überlappungsb ereiche der HHV6 A pp100 F1/ F2- 

und HHV6 B pp100 F1/ F2-Antigene 
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4.10 Unterschiedliche HCMV- bzw. HHV6-IgG-Antikörpe rkinetiken nach allogener 

hämatopoetischer Stammzelltransplantation (HSZT) 

 

HHV6-Reaktivierungen treten durchschnittlich 14-28 Tage nach der Blutstammzell-

transplantation [46, 47, 93] und damit früher als HCMV-Reaktivierungen auf, die 

durchschnittlich 33-135 Tage nach der Blutstammzelltransplantation zu beobachten sind [94-

97]. Die qualitative oder quantitative PCR ist in vielen diagnostischen Routinelaboren und 

Forschungseinrichtungen die Methode der Wahl, um HHV6- oder HCMV-Reaktivierungen 

sowie -Infektionen nach der hämatopoetischen Stammzelltransplantation (HSZT) 

nachzuweisen. Mit der qualitativen nested PCR und einer sich anschließenden quantitativen 

Real-Time-PCR (RT-PCR) wurde in der Routinediagnostik des Institutes für Virologie an der 

Medizinischen Fakultät der TU Dresden für sechs der 17 Patienten (35,3%) 15 bis 54 Tage 

nach hämatopoetischer Stammzelltransplantation im Blutplasma HHV6-DNA als Indiz für 

eine HHV6-Reaktivierung nachgewiesen. Andere Autoren, wie beispielsweise Dzieciatkowski 

(2008), konnten mit 30% [152], 42,5% [153], 48% [93], 48,6% [154] für vergleichbar viele 

Patienten HHV6-Reaktivierungen nach der HSZT nachweisen. Die schwach 

unterschiedlichen Prozentzahlen der nachgewiesenen HHV6-Reaktivierungen sind 

vermutlich durch die unterschiedlichen Nachweismethoden, die malignen 

Grunderkrankungen und die Therapien der Patienten verursacht [87]. Die Graft Versus-

Erkankung (GvHD) kann ebenfalls einen Einfluss auf die HHV6-Reaktivierung nehmen [87]. 

Weiterhin wurde in der Routinediagnostik des Institutes für Virologie an der Medizinischen 

Fakultät der TU Dresden für neun von zehn HCMV-positive Patienten (90%), deren 

Transplantationsspender HCMV-negativ waren, im Blutplasma HCMV-DNA als Indiz für eine 

HCMV-Reaktivierung zwischen 34 und 405 Tagen nach der HSZT nachgewiesen. Aber nur 

bei 50% der HCMV-positiven Patienten (sechs von zwölf Patienten) mit HCMV-positiven 

Transplantatspendern wurden zwischen 11 und 145 Tagen nach der HSZT HCMV-DNA im 

Blutplasma nachgewiesen. Diese Ergebnisse decken sich mit den von Matthes-Martin et al. 

(2003) beschriebenen Beobachtungen, dass HCMV-Reaktivierungen bei einem HCMV-

positiven Empfänger durch die Auswahl eines HCMV-positiven Spenders reduziert werden 

können [92]. Der HCMV-Serostatus der Empfänger und Spender ist dabei ein 

entscheidender Risikofaktor für eine HCMV-Infektion bzw. -Reaktivierung [155].  

Serologische Testmethoden werden im Vergleich zum pp65-Antigentest und zu 

molekularbiologischen Methoden wie z.B. der PCR als Nachweismethode für HHV6-

Reaktivierungen oder HCMV-Reaktivierungen nach einer HSZT selten eingesetzt, da eine 

frühzeitige Erkennung einer HHV6- oder HCMV-Reaktivierung durch den IgG-

Antikörperanstieg bei immunsupprimierten Patienten schwierig ist. Die Störung der 

humoralen Immunantwort und damit assoziiert die Störung der IgG-Antikörperentwicklung 

bedingt durch die Chemotherapie, maligne Grunderkrankung, GvHD und 
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medikamentenbedingte Immunsuppression erschweren den Nachweis einer HHV6- oder 

HCMV-Reaktivierung durch den IgG-Antikörperanstieg. Aber auch Kreuzreaktionen und 

fehlende Sensitivität der HHV6-Testsysteme sind weitere mögliche Ursachen für eine 

schwierige serologische HHV6- bzw. HCMV-Diagnostik nach HSZT. Jedoch konnten 

Lausen et al. (2004) zeigen, dass übertragene B-Gedächtniszellen im Transplantations-

patienten 9 Monate nach der Stammzelltransplantation nach erneutem Kontakt mit dem 

Antigen (Impfung) IgG-Antikörper produzierende Plasmazellen bilden können [80]. Auch  

Miyoshi et al. (2001) konnten in Folge einer Virus-Reaktivierung IgG-Antikörperproduktion 

nach Stammzelltransplantation zeigen [156]. Sie beobachteten, dass 62,5% der 

untersuchten Transplantationspatienten nach einer allogenen bzw. autologen HSZT einen 

HHV6-IgG-Antikörperanstieg zeigten, der bei 80% dieser Patienten zeitlich nah zur gezeigten 

HHV6-Reaktivierung lag. Auch Schoppel et al. (1998) konnten belegen, dass 58,6% 

Patienten mit einer nachgewiesenen positiven HCMV-PCR nach einer allogenen 

Knochenmarktransplantation einen Antikörperanstieg aufwiesen [157].  

Die mit dem HHV6-IgG- bzw. HCMV-IgG-Mikroblot gemessenen IgG-Antikörperverläufe der 

Patienten nach HSZT wiesen zwischen nachgewiesener Virus-Reaktivierung und der 

IgG-Antikörperentwicklung keinen Zusammenhang auf. Nicht nach jeder positiven HCMV- 

bzw. HHV6-PCR wurde ein IgG-Antikörperanstieg beobachtet, was vermutlich durch die 

Immunsuppression verursacht ist. Weiterhin konnten HCMV-IgG- bzw. HHV6-IgG-

Antikörperanstiege selten zeitnah zur positiven HCMV- bzw. HHV6-PCR-Nachweisen 

gezeigt werden. Drei von sechs Transplantationspatienten mit positiven HHV6-PCR-

Nachweisen wiesen einen HHV6-IgG-Antikörperanstieg auf, wobei nur ein IgG-

Antikörperanstieg mit 7 Tagen Verzögerung zeitnah zur positiven HHV6-PCR lag. Dieses 

Ergebnis unterscheidet sich deutlich zu den Nachweisen von Miyoshi et al. (2001) [156]. 

Möglicherweise verursachen verschiedene serologische Nachweismethoden diese 

gemessenen Unterschiede. Aber auch verschiedene Therapien nach der hämatopoetischen 

Stammzelltransplantation können eine Rolle spielen. Für drei von neun HCMV-positive 

Patienten (33,3%) mit HCMV-negativen Transplantatspendern und gezeigter positiver 

HCMV-PCR konnten Antigen-spezifische IgG-Antikörperanstiege nachgewiesen werden. Die 

beobachteten IgG-Antikörperanstiege wurden 106, 182 und 283 Tage nach der HSZT 

gemessen und lagen weit von der ersten positiv gemessenen HCMV-PCR entfernt, die 29, 

38 sowie 44 Tage nach der HSZT gemessen wurde. Die Antigen-spezifischen IgG-

Antikörperverläufe waren von deutlich mehr HCMV-positiven Patienten mit HCMV-positiven 

Transplantatspendern und positiven PCR-Nachweis durch einen IgG-Antikörperanstieg 

gekennzeichnet. Vier von sechs HCMV-positive Patienten (66,6%) mit HCMV-positiven 

Transplantatspendern und mindestens einem positive PCR-Nachweis wiesen einen HCMV 

Antigen-spezifischen IgG-Antikörperanstieg auf. Zwei der vier Patienten zeigten HCMV IgG-

Antikörperanstiege, die mit 35 und 43 Tagen Unterschied zeitnah zur positiven HCMV-PCR 
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lagen. Die mit dem HCMV-IgG-Mikroblot gemessenen unterschiedlichen IgG-

Antikörperkinetiken der HCMV-positiven Patienten mit positiven HCMV-

Transplantatspendern oder negativen HCMV-Transplantatspendern korrelierten, wie für 

HHV6 gezeigt im Unterschied zu Schoppel et al. (1998) [157] nur mäßig mit den HCMV-

PCR-Nachweisen. Auch Munoz et al. (2001) fanden keine Korrelation zwischen aktiver 

HCMV-Infektion und Glykoprotein B-Antikörpertiter [158]. Der von Ludwig et al. (2006) und 

Ljungman (1986) beschriebene signifikant höhere spezifische IgG-Antikörperlevel bei 

Patienten mit einer HCMV-Reaktivierung nach einer HSZT konnte mit dem HCMV-IgG-

Mikroblot nicht beobachtet werden [159, 160]. Außerdem wiesen sieben Patienten trotz 

negativer HCMV- bzw. HHV6-PCR 86 bzw. 161 und 36, 57, 79 bzw. 90 Tage nach der HSZT 

frühe HCMV- bzw. HHV6-IgG-Antikörperanstiege auf. Da die ersten B-Lymphozyten erst drei 

Monate nach HSZT nachweisbar sind [74, 75] und erst sechs Monate nach der HSZT die 

ersten B-Lymphozyten den Isotypwechsel vollziehen können [74, 75], sind die gemessenen 

frühen IgG-Antikörperanstiege bis zu 180 Tagen nach der HSZT bei Patienten mit HCMV-

positiven Transplantatspendern durch die Übertragung von B-Gedächtniszellen sowie 

Plasmazellen verursacht [79, 80]. Chemoradioresistente langlebige Plasmazellen können 

ebenfalls eine Ursache für die IgG-Antikörperproduktion nach der HSZT auch bei HCMV-

positiven Patienten mit HCMV-negativen Tranplantatspendern darstellen. Ein Einfluss durch 

die Immunglobulingaben oder Thrombozytenkonzentrate auf die IgG-Antikörperantwort 

konnte nicht beobachtet werden, ist aber nicht auszuschließen. Weiterhin wiesen sechs 

Patienten mit gezeigter positiver HCMV-Reaktivierung eine Abnahme des Antikörperspiegels 

auf. Auch der von Ludwig et al. (2006) beschriebene langsame aber stetige Anstieg der 

Glykoprotein B (gB) spezifischen Antikörper bei Patienten ohne HCMV-Reaktivierung konnte 

mit dem HCMV-Mikroblot nur bei zwei von sieben Patienten beobachtet werden [159].  

Einen stetigen Anstieg von HHV6 Antigen-spezifischen IgG-Antikörpern bei Patienten ohne 

HHV6-Reaktivierung, wie er von Ludwig et al. (2006) gegen gB ohne HCMV-Reaktivierung 

gezeigt wurde [159], konnte mit dem HHV6-Mikroblot ebenfalls nicht beobachtet werden. 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass mit dem HHV6-IgG bzw. HCMV-IgG-Mikroblot kein 

Zusammenhang zwischen positiver HHV6- und HCMV-PCR und HHV6- bzw. HCMV-IgG-

Antikörperantwort gefunden wurde. Bei nur drei IgG-Antikörperverlaufen konnten mit den 

HHV6-IgG- und HCMV-IgG-Mikroblots IgG-Antikörperanstiege zeitnah zu positiven PCR-

Nachweisen beobachtet werden. Der Nachweis einer HCMV- bzw. HHV6-Reaktivierung 

allein auf Grundlage des IgG-Antikörperverlaufes ist daher bei immunsupprimierten 

Patienten nicht möglich. 

Die mit dem HHV6-IgG-Mikroblot gemessenen HHV6-IgG-Antikörperverläufe wiesen im 

Vergleich zu den HCMV-IgG-Antikörperverläufen eine Besonderheit auf. Während die 

HCMV-IgG-Antikörperverläufe der Patienten nach der HSZT durch mehrere HCMV-IgG-

Antikörperanstiege und -abfälle gekennzeichnet waren, wiesen die HHV6-IgG-
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Antikörperanstiege der sieben Patienten unabhängig vom positiven HHV6-PCR-Nachweis 

nur einen kurzen HHV6-IgG-Antikörperanstieg sowie einen nachfolgenden 

HHV6-IgG-Antikörperabfall auf. Da HHV6-Reaktivierungen kurz nach der HSZT 

(14-28 Tagen) und im Gegensatz zu HCMV-Reaktivierungen nur in einem kurzen Zeitfenster 

nachgewiesen werden, ist vermutlich nur für diesen begrenzten Zeitraum HHV6-Antigen als 

Trigger für die Antikörper produzierenden Plasmazellen verfügbar.  

 

4.11 Reduktion der HCMV-Reaktivierung durch HCMV-po sitive Transplantatspender 

 

Der HCMV-Serostatus des Empfängers und Spenders sind entscheidend für die HCMV-

Infektion bzw. –Reaktivierung nach der hämatopoetischen Stammzelltransplantation (HSZT) 

[155]. Matthes-Martin et al. (2003) zeigten, dass HCMV-Reaktivierungen nach der HSZT bei 

HCMV-positiven Empfängern durch die Auswahl von HCMV-positiven Spendern reduziert 

werden können [92]. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass nur 50% 

der HCMV-positiven Patienten mit HCMV-positiven Transplantatspendern nach der HSZT 

eine positive HCMV-PCR aufwiesen. Dagegen konnte bei 90% der HCMV-positiven 

Patienten, die das Stammzelltransplantat von HCMV-negativen Transplantatspendern 

erhielten, eine positive HCMV-PCR nach HSZT nachgewiesen werden. Außerdem wurde ein 

Einfluss des HCMV-Serostatus des Transplantatspenders auf die IgG-Antikörperentwicklung 

der Patienten nach HSZT beobachtet werden. Vier von sechs Patienten (66,6%) mit HCMV-

positiven Transplantatspendern und positiven HCMV-PCR-Nachweisen, aber nur drei von 

neun Patienten (33,3%) mit HCMV-negativen Transplantatspendern und positiven HCMV-

PCR-Nachweisen zeigten nach der HSZT einen HCMV-IgG-Antikörperanstieg. Wie 

Boland et al. (1992) zeigten, konnten frühe HCMV-IgG-Antikörperanstiege bis zu 180 Tage 

nach der HSZT in dieser Arbeit überwiegend nur bei HCMV-positiven Patienten mit positiven 

HCMV-Transplantatspendern beobachtet werden [161]. 50% der HCMV-positiven Patienten 

mit positiven HCMV-Transplantatspendern wiesen unabhängig von positiven HCMV-PCR-

Nachweisen 83-161 Tage nach der HSZT frühe IgG-Antikörperanstiege auf. Aber nur einer 

von zehn HCMV-positiven Patienten (10%) mit einem HCMV-negativen 

Transplantatempfänger und nachgewiesener HCMV-PCR zeigte 106 Tage nach HSZT einen 

HCMV-IgG-Antikörperanstieg. Frühe IgG-Antikörperanstiege bei Patienten mit HCMV-

positiven Transplantatspendern sind wahrscheinlich durch die Übertragung von B-

Gedächtniszellen sowie Plasmazellen verursacht [79, 80], da die ersten B-Lymphozyten erst 

drei Monate nach HSZT nachweisbar sind [74, 75] und erst sechs Monate nach der HSZT 

die ersten B-Lymphozyten den Isotypwechsel vollziehen können [74, 75]. 

Chemoradioresistente langlebige Plasmazellen können ebenfalls eine Ursache für die IgG-

Antikörperproduktion nach der HSZT darstellen [78, 79], [81] und sind vermutlich die 

Ursache für die IgG-Antikörperanstiege bei Patienten mit HCMV-negativen 



Diskussion 

 122 

Transplantatspendern. Van Tol (1996) zeigten, dass 83% der Patienten noch Jahre nach 

HSZT eigene persistierende IgG-Antikörper aufwiesen [79]. Auch Gerritsen et al. (1993) 

konnten die von chemoradioresistenten Plasmazellen gebildeten Antikörper bis zu einem 

Jahr nach der Blutstammzelltransplantation nachweisen [81]. Mit dem HCMV-Mikroblot 

wurde bei 16 von 22 Patienten (72,7%) über mindestens 103 bis zu 521 Tage nach HSZT für 

mindestens zwei Antigene eine stetig gleichbleibende Antikörperreaktion dokumentiert. 

Möglicherweise ist dies ist ein Verweis für das Überleben von chemoradrioresistenten 

Hinweis Plasmazellen. 

 

4.12 HCMV pp52-F1 Antigen-spezifische IgG-Antikörpe rreaktionen – möglicherweise 

ein Nachweis für HCMV-Reaktivierungen nach HSZT 

 

Mit dem Mikroblot ist neben der Ermittlung des IgG-Antikörpertiters zusätzlich auch eine 

differenzierte Auswertung der IgG-Antikörperreaktionen möglich. So konnte bei vier 

Patienten mit HCMV-negativen Transplantatspendern eine Zunahme der HCMV pp52-F1 

Antigen-spezifischen IgG-Antikörperreaktionen 58, 182, 224, 268 und 511 Tage nach 

hämatopoetischer Stammzelltransplantation (HSZT) beobachtet werden, wobei drei 

Patienten einen Abfall oder einen stabilen Antikörpertiter zeigten. Nur ein Patient wies 

182 Tage nach der HSZT neben dem Anstieg der HCMV pp52-F1 Antigen-spezifischen IgG-

Antikörper gleichzeitig einen Anstieg des IgG-Antikörpertiters auf. Weiterhin zeigten vier 

Patienten mit HCMV-positiven Transplantatspendern 83, 86, 98 und 273 Tage nach der 

HSZT ebenfalls eine Zunahme der HCMV pp52-F1 Antigen-spezifischen IgG-

Antikörperreaktionen, wobei zwei Patienten gleichzeitig einen Anstieg der IgG-Antikörper 

aufwiesen. Das pp52-Protein wurde als Antigen für frühe Antikörper der HCMV-Infektion 

beschrieben [103]. Der Nachweis von IgG-Antikörpern gegen das HCMV pp52-F1-Antigen 

könnte trotz abfallendem oder stabilen HCMV IgG-Antikörpertiter auf eine HCMV-

Reaktivierung hinweisen. Frühe HCMV pp52-F1 Antigen-spezifische IgG-Antikörperanstiege 

bei Patienten mit positiven Transplantatspendern (83, 86 und 98 Tage) könnten durch die 

Übertragung von B-Gedächtniszellen sowie Plasmazellen verursacht sein [79, 80]. Wie 

Lausen et al. (2004) zeigten, können die übertragenen B-Gedächtniszellen im 

Transplantationspatienten 9 Monate nach der Stammzelltransplantation nach erneutem 

Kontakt mit dem Antigen (Impfung) IgG-Antikörper sezernierende Plasmazellen bilden [80]. 

Der Nachweis dieser zunehmenden IgG-Antikörper könnte ein serologischer Nachweis für 

eine HCMV-Reaktivierung sein. Bei HCMV-positiven Patienten mit negativen 

Transplantatspendern sind frühe Anstiege der HCMV pp52-F1 Antigen-spezifischen IgG-

Antikörper bis zu 180 Tage (58 Tage) nach HSZT wahrscheinlich durch chemoradio-

resistente B-Lymphozyten verursacht, die vermutlich auch einen IgG-Antikörperanstieg bei 

HCMV-positiven Patienten mit positiven Transplantatspendern verursachen könnten. HCMV 
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pp52-F1 Antigen-spezifische IgG-Antikörperanstiege über 180 Tage (182, 224, 268, 273 und 

511 Tage) nach der HSZT sind dagegen wahrscheinlich durch die neu entwickelten, IgG 

sezernierenden B-Lymphozyten, die sich nach der HSZT aus den CD34+-Stammzellen des 

Spenders differenziert haben, bedingt. Wie Van Tol (1996) zeigte, haben 86,4% der 

Patienten 6 Monate nach der HSZT den IgG-Allotypus des Spenders übernommen [78, 79]. 

In einer weiteren Studie wäre es interessant, die HCMV Antigen-spezifischen IgG-

Antikörperreaktionen der Stammzellspender mit den HCMV Antigen-spezifischen IgG-

Antikörperreaktionen der Empfänger nach der Transplantation zu vergleichen. 

Möglicherweise kann man HCMV Antigen-spezifische Antikörperreaktionen, die beim 

Empfänger nach der Transplantation auftreten auch beim Spender finden. Dies könnte auf 

die Übertragung von Plasmazellen hinweisen. 

 

4.13 Wechsel der Antigen-spezifischen IgG-Antikörpe rmuster 182, 204 und 283 Tage 

nach der HSZT 

 

Drei Patienten mit einem HCMV negativen Transplantatspender wiesen 182, 204 sowie 

283 Tage nach der HSZT einen Wechsel der HCMV Antigen-spezifischen 

IgG-Antikörpermuster auf, wobei zwei der drei Patienten gleichzeitig einen Anstieg des IgG-

Antikörpertiters zeigten. Ein Patient hingegen wies einen gleichbleibenden IgG-

Antikörpertiter auf. Der Wechsel der Antigen-spezifischen IgG-Antikörpermuster verweist auf 

die Bildung von neuen IgG-Antikörper sezernierenden B-Lymphozyten und lässt einen 

Wechsel der B-Lymphozytenpopulation vom Empfänger zum Spender vermuten. Auch 

Van Tol (1996) konnte zeigen, dass 86,4% der Patienten 6 Monate nach der HSZT den IgG-

Allotypus des Spenders übernommen haben [78, 79]. Vermutlich haben sich die mit dem 

HCMV-IgG-Mikroblot neu nachweisbaren IgG-Antikörper sezernierenden B-Lymphozyten 

aus den übertragenen CD34+-Stammzellen des Transplantatspenders differenziert. Der 

Wechsel der B-Lymphozytenpopulation vom Empfänger zum Spender ab 6 Monate nach der 

HSZT ist für die Patienten ein wichtiger Schritt für die Rekonstitution der B-Lymphozyten. Mit 

dem HHV6-Mikroblot konnte ein Wechsel der HHV6 Antigen-spezifischen IgG-Antikörper 

nicht beobachtet werden.  

 

4.14 Differenzierung der HHV6 A-Antigen- und HHV6 B -Antigen-spezifischen 

Antikörperreaktionen nach hämatopoetischer Stammzel ltransplantation (HSZT) 

 

Sieben von 17 Patienten wiesen unabhängig davon, ob für diese Patienten mittels PCR eine 

HHV6-Reaktivierung nachgewiesen wurde oder nicht, einen Anstieg des HHV6 IgG-

Antikörpertiters auf. Alle sieben HHV6 IgG-Antikörperverläufe zeigten sowohl HHV6 A 

Antigen-spezifische als auch HHV6 B Antigen-spezifische Antikörperreaktionen, wobei vier 



Diskussion 

 124 

IgG-Antikörperverläufe durch eine deutliche Mehrheit an HHV6 B Antigen-spezifischen IgG-

Antikörpern gekennzeichnet waren, die serologisch eine häufigere HHV6 B-Reaktivierung 

vermuten lassen. Die Mehrheit der erschienenen Studien beschrieben nach der HSZT 

ebenfalls häufiger HHV6 B-Reaktivierung. Sassenscheidt et al. (2006) konnten mit der Real-

Time-PCR (RT-PCR) bei 22 Patienten nur HHV6 B-DNA im Plasma nach der HSZT 

nachweisen [147]. Auch Wang et al. (2006) und Reddy et al. (2005) wiesen mit RT-PCR bei 

97% der HHV6-positiven Patienten nur HHV6 B-DNA in den peripheren mononukleären 

Blutzellen (PBMC) bzw. im Plasma nach der HSZT nach [154, 162]. Nur bei 3% der HHV6-

positiven Patienten konnten sie im PBMC bzw. Plasma allein HHV6 A-DNA nachweisen. 

Kontrovers zu diesen drei Studien wiesen Nitsche et al. (2001) mit RT-PCR bei 80% der 

untersuchten Patienten im Plasma sowohl HHV6 A-DNA als auch HHV6 B-DNA nach HSZT 

nach [163]. Dass die Probenauswahl entscheidend für die Richtigkeit der Studie ist, konnten 

Nitsche et al. (2001) ebenfalls in der selben Studie zeigen, da bei 88% der Patienten nach 

HSZT in den PBMC nur HHV6 B-DNA nachgewiesen werden konnte [163]. Mit dieser Studie 

vergleichbar wiesen Cone et al. (1996) bei 64,7% der HSZT-Patienten im Lungengewebe 

HHV6 A- und B-DNA nach und zeigten vergleichbar zu Nitsche et al. (2001) eine 

Reaktivierung beider HHV6-Subtypen im Lungengewebe nach HSZT. Mit 29,4% der HSZT-

Patienten, die im Lungengewebe nur HHV6 B-DNA aufwiesen, konnte Cone et al. (1996) 

ebenfalls eine deutlich häufigere HHV6 B-Reaktivierung zeigen. Nur 5,9% der Patienten 

wiesen im Lungengewebe allein HHV6 A-DNA auf [149]. Vollin et al. (2004) zeigten durch 

den Nachweis von HHV6 B-Antigenen in PBMC vier Tage nach der HSZT bei 62% der 

Patienten und durch den Nachweis von HHV6 A-Antigenen in PBMC 24 Tage nach der 

HSZT bei 33% der Patienten einen zeitlich unterschiedlichen Reaktivierungszeitpunkt der 

beiden HHV6-Subtypen auf [164]. Bei 65% der Patienten mit nachgewiesenen 

HHV6B-Antigenen in den PBMC wurden später ebenfalls HHV6 A-Antigene in den PBMC 

nachgewiesen. Da die HHV6-Antikörperanstiege durch eine Mehrheit von HHV6 B-Antigen-

spezifischen IgG-Antikörpern bei vier von sieben Patienten gekennzeichnet waren und die 

HHV6 B-Antigen-spezifischen IgG-Antikörper im Antikörperanstieg eher sichtbar wurden, ist 

eine häufigere HHV6 B-Reaktivierung und ein früherer HHV6 B-Reaktivierungszeitpunkt zu 

vermuten. Die spätere HHV6 A-Reaktivierung führt wahrscheinlich zu einer zeitlich 

verzögerten HHV6 A-Antigen-spezifischen IgG-Antikörperbildung, die sich in den Antigen-

spezifischen IgG-Antikörpermustern durch eine Mehrheit an HHV6 B-Antigen-spezifischen 

IgG-Antikörpern zeigt. Weitere Untersuchungen an einer größeren Patientenzahl nach HSZT 

mit dem HHV6-Mikroblot müssen folgen, um die Ergebnisse zu validieren. Weiterhin sollte 

überprüft werden, ob der gleichzeitige Nachweis von HHV6 A- und HHV6 B-Antigen-

spezifischen IgG-Antikörpern durch gruppenspezifische kreuzreaktive Epitope der 

homologen Antigene bedingt ist.  
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5. Zusammenfassung, Ausblick und Perspektiven für die Mikroblottechnologie 

 

Die Durchseuchungsrate der Bevölkerung in Deutschland mit den humanen ß-Herpesviren 

liegt zwischen 40 und 90%. Nach der Primärinfektion verbleiben die ß-Herpesviren latent in 

den Körperzellen und haben die Fähigkeit, z.B. nach körperlichem Stress, bei 

Immunsuppression oder unter UV-Strahlung erneut in den lytischen Vermehrungszyklus 

einzutreten. Die kommerziell erhältlichen serologischen Methoden für die Diagnostik der 

humanen ß-Herpesviren haben sich in den letzten Jahren wenig weiterentwickelt. Der 

enzymgekoppelte Immunadsorptionstest (ELISA) und der Immunfluoreszenztest (IFT) sind 

die Standardmethoden für die Diagnostik der humanen ß-Herpesviren. Da bei der 

Bestimmung des IgM-Titers Kreuzreaktionen sowie falsch-positive oder falsch-negative 

Ergebnisse auftreten können, reicht der IgM-Titer als alleinige Aussage für die Diagnose 

einer akuten Infektion nicht aus. Weiterhin fehlt bei einer Superinfektion mit einem anderen 

Stamm des gleichen Virus oder im Falle einer Reaktivierung des Virus oft die IgM-Antwort. In 

diesen Fällen kann nur auf Grund des IgG-Titeranstieges eine Reaktivierung bzw. 

Superinfektion angenommen werden. Bei fehlender Immunkompetenz bleibt der Anstieg des 

IgG-Titers jedoch oft aus. Serologische ELISA-IgG-Tests und IFT-IgG-Tests auf der Basis 

von Mischantigenen für den Nachweis von HCMV- oder HHV6-Reaktivierungen zeigen bei 

immunsupprimierten Patienten zurückliegende Infektionen bzw. Reaktivierungen an. 

Kommerzielle Western Blots für den Nachweis von IgG-Antikörpern gegen „late antigens“ der 

Zytomegalieviren sind verfügbar, werden aber nur in Speziallaboratorien eingesetzt. 

Weiterhin ist eine Differenzierung der Subtypen HHV6 A und HHV6 B mit den kommerziell 

erhältlichen Methoden wie ELISA und IFT nicht möglich. Eine Unterscheidung der Subtypen 

HHV6 A und HHV6 B wäre aber auf Grund der Unterschiede in der Infektionsfähigkeit, im 

Replikationsmuster, in der Epidemiologie und der Pathogenität wünschenswert. 

Im Rahmen des BMBF-Projektes Bioresponse (Projektträger Jülich: Förderkennzahl beim 

BMBF: 03WKR03E) und der nachfolgenden Stipendiatenförderung durch die Jürgen-

Manchot-Stiftung wurden für eine differenzierte ß-Herpesvirusdiagnostik auf Basis des 

Mikroblots je zehn HCMV- und HHV6-Antigene exprimiert und evaluiert. Die 

Mikroblottechnologie - eine an Mikrowellplatten angepasste und miniaturisierte Form der 

Streifentesttechnologie - ermöglicht den simultanen Nachweis von bis zu zehn Antigen-

spezifischen IgG-Antikörpern bei geringem Proben- und Reagenzienverbrauch. Von in der 

Literatur als antigen beschriebenen Strukturproteinen und Nichtstrukturproteinen der 

Betaherpesviren wurden Proteinbereiche mit und ohne bekannten Epitopen ausgewählt und 

als Fusionsproteine in BL-21 Zellen exprimiert. Jeweils zehn über die Ni-NTA-Agarose-Säule 

aufgereinigte virusspezifische Fusionsantigene wurden zur Herstellung der Mikroblots 

eingesetzt.  
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Der HCMV-IgG-Mikroblot und der HHV6-IgG-Mikroblot wiesen zu den kommerziell 

erhältlichen serologischen Testsystemen (HHV6-IgG-IFT von Euroimmun, Lübeck, HCMV-

IgG-ELISA von Dade Behring, Marburg, HCMV-IgG-recom Blot von Mikrogen, Neuried) 

vergleichbare Sensitivitäten auf. Im Vergleich zum HHV6-IgG-ELISA (Panbio, Rüsselsheim) 

ist der HHV6-IgG-Mikroblot die empfindlichere Nachweismethode. Die Spezifität des 

HHV6-IgG-Mikroblots ist mit den HHV6-Testsystemen (HHV6-IgG-IFT von Euroimmun, 

Lübeck, HHV6-IgG-ELISA von Panbio, Rüsselsheim) vergleichbar. Weiterhin wies der 

HCMV-IgG-Mikroblot im Vergleich zum kommerziell erhältlichen HCMV-IgG-ELISA (Dade 

Behring, Marburg) und zum HCMV-IgG-recom Blot (Mikrogen, Neuried) eine Spezifität von 

80% bzw. 83% auf.  

Der Mikroblot hat sich als ein geeignetes diagnostisches Instrument erwiesen, um neben der 

Entwicklung des IgG-Antikörpertiters auch differenziert die Antigen-spezifischen 

IgG-Antikörperantworten unter bestimmten Fragestellungen zu untersuchen. So ermöglicht 

der HHV6-IgG-Mikroblot erstmals eine serologische Unterscheidung von HHV6 A und 

HHV6 B monovalenten Seren und den Nachweis von HHV6 A/ B polyvalenten Seren. 

Die Mikroblottechnologie wurde primär für die serologische Testung von Seren und Plasmen 

etabliert. Mit dem HCMV-IgG-Mikroblot wäre aber auch eine Liquordiagnostik möglich. 

Jedoch konnte mit dem HHV6-IgG-Mikroblot vermutlich auf Grund nicht ausreichender 

Sensitivität eine Einsatzmöglichkeit in der Liquordiagnostik anhand dieser Arbeit wegen zu 

geringer Probenzahlen nicht gezeigt werden. In einer anschließenden Studie sollte dennoch 

die Eignung der HHV6-Antigene für die HHV6-Liquordiagnostik mit einem größeren Umfang 

an Liquores geprüft werden.  

Stabilitätstestungen zeigten, dass die Messergebnisse von am gleichen Tag wiederholt 

gemessenen Seren oder Plasmen reproduzierbar waren. An verschiedenen Tagen 

gemessene Seren und Plasmen wiesen jedoch unterschiedliche Messergebnisse auf. 

Mögliche Ursachen für die geringe Reproduzierbarkeit der Messergebnisse im Mikroblot sind 

die unterschiedlichen Epitopdichten ein und desselben Antigens in den Mikroblots, die 

unspezifische Hintergrundfärbung in den Mikroblots sowie die nicht konstante bivalente 

Gleichgewichts- und Bindungskonstante der IgG-Antikörper im Mikroblot. In folgenden 

Studien sollte durch eine Optimierung des Proteintransfers der Antigene auf die 

Nitrozellulosemembran eine gleiche Epitopdichte gewährleistet werden. Gleichzeitig muss 

der Algorithmus der Software dahingehend verbessert werden, dass dieser trotz einer 

möglichen Verunreinigung der Mikroblots oder schwacher Hintergrundfärbung die 

Markerbande erkennt und eine Auswertung gewährleistet werden kann. Die unspezifische 

Hintergrundfärbung in den Mikroblots sollte nach Absprache mit dem Hersteller durch den 

Einsatz alternativer Blockreagenzien weitgehend reduziert werden. Weiterhin muss die 

Cutoff-Grenze so definiert werden, dass eine bestmögliche Sensitivität bei optimaler 

Spezifität der Mikroblotmethode ermöglicht wird. Dieser Cutoff kann sowohl durch die Anzahl 
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der reaktiven Antigene als auch durch die Färbungsstärke der Antigen-Antikörperreaktion mit 

einem spezifischen Antigen definiert werden.  

In einem zweiten klinisch orientierten Teil dieser Arbeit wurden mit der Mikroblottechnologie 

die HCMV- und HHV6-Antikörperantworten nach hämatopoetischer Stammzell-

transplantation (HSZT) untersucht. Die HCMV- und HHV6-Antikörperverläufe der Patienten 

nach HSZT wiesen keinen Zusammenhang zwischen nachgewiesener Reaktivierung und 

IgG-Antikörperentwicklung auf. Der Nachweis einer HCMV- bzw. HHV6-Reaktivierung bzw. -

Infektion nur auf Grundlage des IgG-Antikörpertiters ist bei immunsupprimierten Patienten 

daher nicht möglich. Es konnte nicht nach jeder positiven HCMV- bzw. HHV6-PCR ein IgG-

Antikörperanstieg beobachtet werden, was vermutlich durch die Immunsuppression der 

Patienten bedingt war. Weiterhin konnten HCMV- bzw. HHV6-IgG-Antikörperanstiege selten 

zeitnah zu positiven HCMV- bzw. HHV6-PCR-Nachweisen gezeigt werden. Im Gegensatz 

dazu wurden bei weiteren Patienten mit HCMV- bzw. HHV6-positiven Transplantatspendern 

trotz negativer PCR frühe HCMV- bzw. HHV6-IgG-Antikörperanstiege bis zu 180 Tage nach 

der HSZT nachgewiesen. Diese frühen IgG-Antikörperanstiege sind wahrscheinlich durch die 

mit dem Stammzelltransplantat übertragenen B-Gedächtniszellen sowie Plasmazellen 

verursacht und tragen zur frühen Immunrekonstitution des Patienten bei. 

Chemoradioresistente langlebige Plasmazellen können ebenfalls eine Ursache für frühe 

IgG-Antikörperanstiege bis zu 180 Tage nach der HSZT bei HCMV-positiven Patienten mit 

negativen HCMV- bzw. HHV6-Transplantatspendern oder bei Patienten mit positiven HCMV- 

bzw. HHV6-Transplantatspendern darstellen.  

Während die HCMV-IgG-Antikörperverläufe der Patienten nach der HSZT unabhängig von 

den positiven HCMV-PCR-Nachweisen durch mehrere HCMV-IgG-Antikörperanstiege und 

-abfälle gekennzeichnet waren, wiesen die HHV6-IgG-Antikörperverläufe unabhängig von 

den positiven HHV6-PCR-Nachweisen nur einen HHV6-IgG-Antikörperanstieg auf, der von 

einem HHV6-Antikörperabfall gefolgt wurde. Da HHV6-Reaktivierungen mit 14-28 Tagen 

kurz nach der HSZT und im Gegensatz zu HCMV-Reaktivierungen nur in einem kurzen 

Zeitfenster nachgewiesen wurden, ist vermutlich nur für diesen begrenzten Zeitraum HHV6-

Antigen als Trigger für die Antikörper produzierenden Plasmazellen verfügbar. Ob gesunde 

Probanden nach einer HHV6-Infektion oder HHV6-Reaktivierung eine ähnliche 

Antikörperkinetik wie HSZT-Patienten aufweisen, sollte in einer Folgestudie untersucht 

werden. 

Mit der Mikroblottechnologie konnte ein Einfluss des HCMV-Serostatus vom 

Transplantatspender auf die HCMV-IgG-Antikörperentwicklung nach HSZT gezeigt werden. 

Überwiegend nur HCMV-positive Patienten mit positiven HCMV-Transplantatspendern 

wiesen unabhängig von der HCMV-Reaktivierung frühe IgG-Antikörperanstiege bis zu 

180 Tage nach der HSZT auf. Diese frühen IgG-Antikörperanstiege sind durch die mit dem 

Stammzelltransplantat übertragenen B-Gedächtniszellen oder Plasmazellen sowie seltener 
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durch chemoradioresistente Plasmazellen verursacht und können zu einer frühen 

Immunrekonstitution beitragen.  

Im Gegensatz zu der kommerziell erhältlichen ELISA-Technik kann mit dem Mikroblot neben 

der Antikörperkinetik auch differenziert die Entwicklung der Antigen-spezifischen IgG-

Antikörperreaktionen untersucht werden. So konnte bei sieben von 22 Patienten trotz Abfall 

des HCMV-Antikörpertiters bzw. stabilem HCMV-Antikörpertiter eine Zunahme von einzelnen 

HCMV Antigen-spezifischen IgG-Antikörpern nach hämatopoetischer Stammzell-

transplantation beobachtet werden. Diese einzelen IgG-Antikörperanstiege könnten 

serologisch auf eine HCMV-Reaktivierung hinweisen.  

Weiterhin konnte bei drei von zehn Patienten mit HCMV-negativen Transplantatspendern 

unabhängig vom HCMV-IgG-Antikörpertiter ein Wechsel der HCMV Antigen-spezifischen 

IgG-Antikörpermuster ab dem 6. Monat beobachtet werden. Der Wechsel der HCMV 

Antigen-spezifischen IgG-Antikörpermuster verweist auf die Bildung von neuen IgG-

Antikörper sezernierenden B-Lymphozyten und vermutlich auf einen Wechsel der 

B-Lymphozytenpopulation vom Empfänger zum Spender. Der Wechsel der 

B-Lymphozytenpopulation vom Empfänger zum Spender ist für den Patienten ein wichtiger 

Schritt für die Rekonstitution der B-Lymphozyten nach HSZT. Mit dem HHV6-IgG-Mikroblot 

hingegen konnte ein Wechsel der Antigen-spezifischen IgG-Antikörper nicht beobachtet 

werden.  

Eine Unterscheidung der HHV6-Subtypen auf serologischer Basis nach hämatopoetischer 

Stammzelltransplantation wurde neu etabliert. Alle sieben mit dem HHV6-IgG-Mikroblot 

nachgewiesenen HHV6-IgG-Antikörperanstiege zeigten sowohl HHV6 A Antigen-spezifische, 

als auch HHV6 B Antigen-spezifische IgG-Antikörperreaktionen. Jedoch zeigten vier von 

sieben Antikörperverläufen überwiegend HHV6 B Antigen-spezifische IgG-

Antikörperreaktionen. Weiterhin konnten HHV6 B Antigen-spezifische IgG-Antikörper früher 

als HHV6 A Antigen-spezifische IgG-Antikörper nachgewiesen werden. Auf Grund dieser 

Beobachtungen ist zu vermuten, dass der HHV6 B-Subtyp zu einem früheren Zeitpunkt und 

häufiger nach der HSZT als der HHV6 A-Subtyp reaktiviert. 
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8. Thesen 

 

1. Im Rahmen des BMBF-Projektes BioResponse und der nachfolgenden 

Stipendiatenförderung durch die Jürgen-Manchot-Stiftung wurde für den Mikroblot eine 

infektionsdiagnostische Applikation entwickelt und evaluiert. Die Mikroblottechnologie - ein 

an Mirowellplatten angepasstes und auf Streifentesttechnologie basierendes 

Multiparameterdiagnostiksystem - ermöglicht den simultanen Nachweis von bis zu 

10 Antigen-spezifischen IgG-Antikörpern bei geringem Proben- und Reagenzienverbrauch. 

 

2. Die entwickelten HCMV- und HHV6-IgG-Mikroblots sind für den serologischen Nachweis 

von HCMV- bzw. HHV6-Infektionen sowie HCMV- bzw. HHV6–Reaktivierungen geeignet.  

 

3. Im Vergleich zu kommerziell erhältlichen serologischen Testsystemen (HHV6-IgG-IFT; 

Euroimmun, Lübeck, HCMV-IgG-ELISA; Dade Behring, Marburg, HCMV-IgG-recom Blot, 

Mikrogen, Neuried) weist der Mikroblot eine vergleichbare Sensitivität auf oder ist im 

Vergleich zum HHV6-IgG-ELISA (Panbio, Rüsselsheim) die empfindlichere 

Nachweismethode.  

 

4. Die Spezifität des HHV6-IgG-Mikroblots ist mit den Spezifitäten der HHV6-Testsysteme 

(HHV6-IgG-IFT Euroimmun, Lübeck, HHV6-IgG-ELISA, Panbio, Rüsselsheim) vergleichbar. 

Der HCMV-IgG-Mikroblot wies im Vergleich zu HCMV-IgG-ELISA (Dade Behring, Marburg) 

und HCMV-IgG-recom Blot (Mikrogen, Neuried) eine Spezifität von 80% bzw. 83% auf.  

 

5. Die Mikroblottechnologie wurde primär für die Testung von Plasmen und Seren etabliert. 

Der HCMV-IgG-Mikroblot ist auch in der Liquordiagnostik einsetzbar. Beim HHV6-IgG- 

Mikroblot konnte ein Einsatz in der Liquordiagnostik jedoch bis heute nicht gezeigt werden. 

 

6. Der HHV6-Mikroblot ermöglicht eine serologische Unterscheidung zwischen 

monovalenten HHV6 A- und HHV6 B-Seren/ -Plasmen sowie den Nachweis von HHV6 A-/ 

B-polyvalenten Seren/ Plasmen.   

 

7. Die serologische Beurteilung zeigte, dass über 80% der Erwachsenen IgG-Antikörper 

sowohl gegen HHV6 A-Antigene, als auch gegen HHV6 B-Antigene aufwiesen und daher 

vermutlich mit HHV6 A und HHV6 B infiziert sind. Die polyvalenten Seren der Erwachsenen 

reagierten häufiger und stärker mit den HHV6 B-Antigenen als mit den HHV6 A-Antigenen. 

Das könnte auf eine häufigere Re-Infektion bzw. Reaktivierung des HHV6 B-Subtypen 

hindeuten.  
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8. Die serologischen Ergebnisse weisen bei Kindern auf eine Primärinfektion innerhalb der 

ersten beiden Lebensjahre mit HHV6 B hin. Die Infektion mit HHV6 A erfolgt hingegen in 

einem späteren Lebensalter.  

 

9. Die HHV6- bzw. HCMV-Antikörperverläufe der Patienten nach hämatopoetischer 

Stammzelltransplantation (HSZT) wiesen zwischen der positiven HHV6- bzw. HCMV-PCR 

und den HHV6- bzw. HCMV-Antikörperentwicklungen keine Zusammenhänge auf.  

 

10. Einen Einfluss des HCMV-Serostatus des Transplantatspenders auf die 

IgG-Antikörperentwicklung des Empfängers nach der HSZT konnte gezeigt werden. In den 

ersten 180 Tagen nach hämatopoetischer Stammzelltransplantation konnten überwiegend 

nur bei HCMV-positiven Patienten mit positiven HCMV-Transplantatspendern unabhängig 

von den nachgewiesenen HCMV-Reaktivierungen frühe IgG-Antikörperanstiege beobachtet 

werden. Diese frühen IgG-Antikörperanstiege sind vermutlich durch die mit dem 

Stammzelltransplantat übertragenen B-Gedächtniszellen oder Plasmazellen sowie seltener 

durch chemoradioresistente Plasmazellen verursacht und können zu einer frühen 

Immunrekonstitution beitragen. 

 

11. Im Unterschied zu den kommerziell erhältlichen ELISA oder IFT ist mit dem Mikroblot 

neben der Bestimmung des Antikörpertiters auch eine differenzierte Auswertung der 

Antigen-spezifischen IgG-Antikörperantworten möglich. So konnte bei sieben von 

22 Patienten trotz Abfall des HCMV-Antikörpertiters bzw. stabilem HCMV-Antikörpertiter eine 

Zunahme von einzelnen HCMV Antigen-spezifischen IgG-Antikörpern nach 

hämatopoetischer Stammzelltransplantation beobachtet werden. Dies könnte serologisch auf 

eine HCMV-Reaktivierung hinweisen.  

 

12. Der gezeigte Wechsel der HCMV Antigen-spezifischen IgG-Antikörpermuster 6 Monate 

nach der HSZT bei drei von zehn Patienten mit negativen HCMV-Transplantatspendern 

verweist auf die Bildung von neuen IgG-Antikörper sezernierenden B-Lymphozyten und 

einen Wechsel der B-Lymphozytenpopulation vom Empfänger zum Spender. Der Wechsel 

der B-Lymphpzytenpopulation vom Empfänger zum Spender ist für die Patienten ein 

wichtiger Schritt für die Rekonstitution der B-Lymphozyten. 

 

13. Eine Unterscheidung der HHV6-Subtypen auf serologischer Basis nach 

hämatopoetischer Stammzelltransplantation wurde neu etabliert. Die HHV6 A und 

HHV6 B Antigen-spezifischen IgG-Antikörperantworten nach HSZT lassen vermuten, dass 

der HHV6 B-Subtyp eher und häufiger nach der HSZT reaktiviert, als der HHV6 A-Subtyp.  

 


