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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Familie der Herpesviren

1.1.1 Einteilung der Herpesviren

Bei Mensch und Tier sind die Mitglieder der Familie der Herpesviren weit verbreitet. Nach ihrer

Pathogenitit, ihrem Tropismus und ihren Vermehrungseigenschaften werden sie in Alpha-, Beta-

und Gamma-Herpesviren eingeteilt (Tab. 1) [95].

Unterfamilie | Genus Mensch Tier
Alpha- Simplexvirus Herpes-simplex-Virus | Mammilitisvirus des Rindes
Herpesviren Typ 1 (HSV 1) (BHV2)
Herpes-simples-Virus | cercopithecine Herpesvirus 1
Typ 2 (HSV 2) (Herpes-B-Virus)
Varicellavirus Humanes Herpesvirus | Pseudorabiesvirus (SHV1)
Typ 3 = Varizella- Infektioses Rhinotracheitis-
Zoster-Virus (VZV) Virus (BHV1)
Equiner Herpesvirus 1,4,3
(EHV1)
Beta- Zytomegalievirus | Humanes Herpesvirus | bovines Zytomegalievirus
Herpesviren Typ 5 = Humanes (BHV4)
Zytomegalievirus felines Zytomegalievirus
(CMV) (FHV2)
Muromegalievirus Maus-Zytomegalievirus
(MHV1)
Roseolovirus Humanes Herpesvirus | Herpesvirus aotus Typ 1 + 3,
Typ 6 (HHV-6) EinschluBkoérperchenrhinitis,
Humanes Herpesvirus | Schwein (SHV2)
Typ 7 (HHV-7)
Gamma- Lymphocryptovirus | Humanes Herpesvirus | Bovines Herpesvirus 3, BKF
Herpesviren Typ 4 = Epstein-Barr- | Pavian-Herpesvirus,
Virus (EBV) Schimpansen-Herpesvirus
Rhadinovirus Humanes Herpesvirus | Herpesvirus ateles,
Typ 8 (HHV-8) Herpesvirus saimiri (HVS)

Tab. 1: Einteilung der Herpesviren [ modifiziert nach [102]]

Die Alpha-Herpesviren weisen ein breites Wirtsspektrum und in vitro einen kurzen
Vermehrungszyklus auf. Hingegen zeichnen sich die Beta-Herpesviren durch ein enges
Wirtsspektrum und lange Replikationszyklen aus. Bei den Gamma-Herpesviren finden sich ein

sehr enges Wirtsspektrum und unterschiedliche Vermehrungszyklen.
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1.1.2 Morphologie der Herpesviren

Die Herpesviren weisen ein groBes Genom (120 — 230 kb) aus einer einzelnen linearen doppel-
strangigen DNA auf, die mit dem Virus-Core, einer fibrilliren Proteinmatrix, assoziiert ist.
Umschlossen werden DNA und Core von einem ikosaedrischen Kapsid, das einen Durchmesser
von 100 nm aufweist. Dieses Kapsid setzt sich aus 162 Kapsomeren zusammen, die iiber
Disulfidbriicken mit anderen, an der Innenseite der Kapsomere lokalisierten Virusproteinen
verbunden sind. Durch diese Virusproteine besteht eine Verbindung zur DNA. Zudem besitzen
die Herpesviren eine Hiille, die sich aus der inneren Kernmembran der jeweiligen Wirtszelle (der
infizierten Zelle) ableitet. Je nach Zell- oder Virusart werden jedoch eine kleinere oder groflere
Anzahl von Viren erst im Zytoplasma, an der Zellmembran oder gar nicht umhiillt. Neben den
zellkodierten Proteinen finden sich auch virale Proteine in der Hiille. Diese stellen sich zum Teil
in Form von Proteinvorspriingen (,,Spikes*) an der Virusoberfliche dar. Sie spielen bei der
Absorption an Zellrezeptoren, bei der Penetration und Aufnahme in die Zelle, aber auch als
Ausloser und Ziel der Antikorperantwort eine wichtige Rolle. Zwischen Kapsid und Hiille
befindet sich das sogenannte Tegument, eine unstrukturierte Proteinmatrix, welche von variabler
GroBe ist und somit den Virendurchmesser (ca. 200 nm) beeinflusst [12,102]. Abb. 1 zeigt die

schematische Darstellung eines Herpesvirus.

Halle Tegument
mit
Spikes
Core
DNA Kapsid

Abb. 1: Schematische Darstellung eines Herpesvirus: Protein-Core und DNA, die miteinander in Wechselwirkung
stehen, bilden das Innere des Virus. Umschlossen werden beide von einem ikosaedrischen Kapsid. Die Hulle leitet
sich von der inneren Kernmembran ab und weist auch virale Proteine (Spikes) auf. Der Raum zwischen Kapsid und
Hulle wird durch das Tegument, das eine Reihe von Proteinen enthalt, ausgefiillt. [42]
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1.1.3 Persistenz im Organismus

Gemeinsam ist allen Herpesviren eine hohe Durchseuchungsrate von 60 — 90 % und die
Féahigkeit, in unterschiedlichen Zellen iiber einen langen Zeitraum, bzw. lebenslang zu
persistieren (Tab. 2) [12]. Lediglich das HSV 2 und das HHV 8 zeigen hinsichtlich ihrer
Durchseuchungsrate keine ubiquitidre Verteilung [67]. Abhéngig vom jeweilig infizierten Zelltyp
und von physiologischen Parametern existieren zwei verschiedene Infektionsmodi: latente und
lytische Infektion [12,130]. Die lytische Infektion ist durch Virusreplikation und Freisetzung der
Virusnachkommenschaft charakterisiert. Die latente Infektion zeichnet sich durch eine
ausgeprigte Restriktion der viralen Genexpression aus. Die Virus-DNA findet sich im Zustand
der Latenz als extrachromosomales Episom im Nukleoplasma der Wirtszelle (Tab. 2). Es findet
zwar mit Hilfe der zelluliren DNA-Polymerase die Replikation der Virus-DNA statt, aber die
Entstehung infektioser Viren unterbleibt. Dabei ist noch unbekannt, welche Mechanismen auf
molekularer Ebene die Latenz steuern und welche zur Reaktivierung und Einleitung des

lytischen Zellzyklus fithren [12,71,102,168].

Virus Zielzellen der Latenz
HSV 1 und 2 Ganglienzellen

VZV Ganglienzellen

CMV Lympho- / Granulozyten
EBV B-Lymphozyten

HHV-6 T-Lymphozyten

HHV-7 T-Lymphozyten

HHV-8 B-Lympho- / Monozyten

Tab. 2: Zielzellen der Latenz bei den verschiedenen Herpesviren

Haufig kommt es bei einer Infektion mit Herpesviren zu einem subklinischen Krankheitsverlauf.
Reaktivierungen der Infektion, sowohl klinischer als auch subklinischer Art, sind keine
Seltenheit. Psychischer Stre3, Fieber, Traumen, Immunsuppression, andere Infektionen und

Reize wie Sonnenbestrahlung werden als Ausldser diskutiert [12,102].
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1.1.4 Replikation der Herpesviren

Die Infektion von Zellen durch Herpesviren kann auf zwei unterschiedliche Arten erfolgen. Zum
einen ermoglichen bestimmte Oberflichenproteine eine Adhédsion an Rezeptoren der
Zelloberfliche. Darauthin kommt es zu einer Verschmelzung von Virushiille und Zellmembran,
so daB3 die Virus-DNA, nun noch umbhiillt von Kapsid und Tegument, in das Zytoplasma gelangt.
Zum anderen besteht auch die Moglichkeit der Zellverschmelzung von infizierten und nicht
infizierten Zellen. Auf diese Weise konnen die Herpesviren auch in Zellen eindringen, die keine

entsprechenden Rezeptoren an ihrer Oberflache aufweisen [102].

Ausgehend vom Zytoplasma der infizierten Zelle erreicht das Genom des Virus iiber den
Transport entlang der Mikrotubuli den Zellkern, wo es zirkularisiert und im Nukleoplasma als
Episom vorliegt. Auch die viralen Proteine, die iiber Signale fiir den Transport zum Kern

verfiigen, dringen durch die Kernporen in das Nukleoplasma ein [102].

Das Virusgenom wird in einem kaskadenartig regulierten Zyklus exprimiert. Zu Beginn erfolgt
die Synthese der immediate early- oder alpha-Proteine. Sie stellen wichtige Regulationsenzyme
u.a. fiir die Initiation der Replikation dar und werden von ca. 10 % des Genoms kodiert. Im
Zellkern aktivieren sie die Promotoren der delayed early- oder beta-Proteine, zu denen Enzyme
zur DNA-Synthese (Polymerase, Thymidin-Kinase etc.) und nukleinséurebindende Polypeptide
gehoren. Thr Anteil am Genom macht ca. 40 % aus. Die late- oder gamma-Proteine, die von ca.
43 % des Genoms kodiert werden, werden parallel zur DNA-Synthese gebildet. Zu ihnen zdhlen
Glykoproteine, die zum einen in die innere Kernmembran eingelagert werden. Zum anderen
werden sie in die Zytoplasmamembran eingebaut und stellen dort das Ziel der Immunantwort
dar. Unter den late-Proteinen finden sich auch die Proteine fiir Kapsid und Tegument, die ins
Nukleoplasma transportiert werden. Die Zusammensetzung der einzelnen Komponenten erfolgt
im Zellkern. DNA-haltige Kapside assoziieren mit den Tegumentproteinen und werden von der
inneren Kernmembran, in die die Glykoproteine eingebaut sind, umschlossen. Entlang des
endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparates finden die Partikel ihren Weg zur
Oberfliche der Zelle. Auf diesem Weg reifen die Partikel durch Modifikationen der
Glykoproteine zu infektiosen Viren. An der Zytoplasmamembran werden die Viren entweder
freigesetzt oder sie gelangen durch Zellfusion in eine Nachbarzelle. Die infizierten Zellen setzen
auch sogenannte L-Partikel frei, die sich nur aus einer Hiillmembran und dem Tegument

zusammensetzen und nicht infektios sind [102].
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1.2 Das Humane Herpesvirus Typ 8 (HHV-8)

1.2.1 Geschichte

Im Jahre 1872 beschrieb der ungarische Dermatologe Moritz Kaposi erstmalig ein idiopatisches
multiples Pigmentsarkom der Haut bei dlteren Menschen jlidischer Abstammung, von denen ein
Patient zudem einen Befall der Lunge und des Gastrointestinaltraktes zeigte [155,156]. Zwanzig
Jahre spiter wurde dieses Krankheitsbild nach seinem Erstbeschreiber Kaposi-Sarkom (KS)
benannt. Chang et al. gelang es im Jahre 1994 mittels ,,representational difference analysis®, aus
KS-Gewebe DNA-Sequenzen eines bis dahin unbekannten Virus zu isolieren, das sie als KS-
assoziiertes Herpesvirus (KSHV) bezeichneten [31]. Die Analysen der Sequenzen lieen eine
sichere Einordnung des Virus in die Familie der Herpesviren zu [131], genauer gesagt in die
Unterfamilie der Gamma-Herpesviren Genus Rhadinovirus [104]. Bezogen auf die formale,
numerische Bezeichnung der Herpesviren wurde das Virus Humanes Herpesvirus Typ 8 (HHV-

8) benannt.

1.2.2 Morphologie des HHV-8 und HHV-8 Subtypen

Das Genom des HHV-8 weist eine Grofle von etwa 170 kb auf [125]. Es setzt sich aus einer
140,5 kb groflen long unique coding region (LUR) zusammen, die von multiplen G- und C-
reichen, 801 bp langen terminal repeat- (TR-) Sequenzen flankiert wird [132]. Zwei Arten von
Genen konnen unterschieden werden: Zum einen die in sieben Blocken (blocks 1-7)
angeordneten Gene, die Homologien mit anderen Herpesviren aufweisen und fiir
Strukturproteine und Enzyme kodieren, zum anderen die zwischen den Blocken liegenden
Genregionen (interblock regions a-h) mit fiir HHV-8 oder fiir Rhadinoviren spezifischen ORFs
[28,132]. Insgesamt sind mindestens 81 ORFs [132], nach neueren Erkenntnissen 90 ORFs [63]
bekannt, wobei 66 Homologien zu ORFs des Herpesvirus saimiri (HVS, ein tierpathogenes
Rhadinovirus, vgl. Tab. 1) aufweisen [132]. Ungewohnlich, bezogen auf die anderen
Herpesviren, ist die grole Anzahl an Genen, die homolog zu humanen Genen sind: v-Cyclin, v-
FLIP, vBcl-2, vIRF 1-4, vGPCR, vMIP I-III, vIL-6 (vgl. Tab. 3, Tab. 4). Die Nomenklatur der
ORFs, die homolog zu HVS-Genen sind, basiert auf der HVS-Nomenklatur. Die ORFs ohne

Homologie zu HVS-Genen sind mit dem Préfix K versehen und chronologisch numeriert (1-15)



Einleitung -14 -

[132], wobei neu entdeckte ORFs (K4.1, K4.2, K8.1, K10.1, K10.5, K10.7, K11.1 und K14.1)
integriert wurden [63].

Das Genom des HHV-8 ist in der iiberwiegenden Mehrzahl der Abschnitte der LUR hochgradig
konserviert, jedoch an beiden Enden des Genoms finden sich Gene, die in ihrer Sequenz
betrachtlich variieren. Am rechten Ende des Genoms lassen sich basierend auf
Sequenzunterschieden zwei verschiedene Varianten des ORF-K15, genannt P (predominant) und
M (minor), unterscheiden, die insgesamt eine Ubereinstimung in ihrer Aminoséuresequenz von
lediglich 33 % zeigen [117]. ORF-K15 kodiert fiir ein Membranprotein, LAMP (latency-
associated membrane protein) (siche Tab. 3) [71]. Auch das am linken Ende des Genoms
lokalisierte ORF-K 1, welches fiir ein Transmembranprotein mit Ahnlichkeit zur Immunglobulin-
rezeptorfamilie kodiert (siche Tab. 4), weist eine Variabilitit von bis zu 40 % auf, die sich vor
allem auf zwei hypervariable Regionen VR1 und VR2 konzentriert [34,164,170]. Basierend auf
den Unterschieden in der Sequenz des ORF-K1 werden fiinf verschiedene Subtypen (A-E),
sowie innerhalb der Subtypen A, C und D weitere Varianten (A1-5, C1-5 und D1-2) des HHV-8
beschrieben. Dabei zeigen die einzelnen Subtypen deutliche geographische Priferenzen: In
Europa, den USA und Australien finden sich Subtyp A und C, in Asien und im mittleren Osten
Subtyp C, in Afrika Subtyp B sowie A5, Subtyp D findet sich bei Personen, die von den Pazifik-
Inseln abstammen (inklusive Taiwan, Australien und Japan), und Subtyp E bei brasilianischen

Amerindians [13,164,170].

1.2.3 Pathogenese des HHV-8

Uber die Primirinfektion mit HHV-8 ist zur Zeit noch nicht viel bekannt. In der Literatur finden
sich unterschiedliche Fallbeschreibungen iiber mogliche Erstmanifestationen der HHV-8-
Infektion. So beschreiben Casper et al. ein vermehrtes Auftreten geschwollener Lymphknoten im
Rahmen der Serokonversion [27]. Oksenhendler et al. konnten bei einem HIV-positiven
Patienten zervikale Lymphadenopathie, Fieber, Arthralgie, Splenomegalie und Zytopenie im
Zusammenhang mit der HHV-8-Erstinfektion feststellen [110]. Fieber, Thrombozytopenie und
Splenomegalie traten im Zuge der Primérinfektion bei Transplantationspatienten auf [80]. Wie
Wang et al. bei HIV-negativen Patienten zeigen konnten, induziert die Primérinfektion mit

HHV-8 eine HHV-8-spezifische CD8-positive T-Zell-Antwort und 16st unspezifische Symptome
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wie Diarrh6, Lymphadenopathie, Abgeschlagenheit und umschriebenen Hautausschlag aus
[159]. Andere Arbeitsgruppen beschreiben bei immunkompetenten Kindern aus Afrika das
Auftreten von Fieber und makulopapulosem Hautausschlag sowie eine Serokonversion fiir
HHV-8 [7] bzw. von Fieber und Symptomen einer Infektion des Respirationstraktes [64]. Die
Zeit bis zum Auftreten weiterer Symptome bzw. zum Ausbruch der Erkrankung, der nur einen
geringen Teil der Infizierten betrifft, hdngt in erster Linie vom Immunstatus des Infizierten und

nicht von der Lénge der bestehenden Infektion ab [71].

Wie fiir alle Herpesviren charakteristisch, persistiert HHV-8 in der Mehrzahl der infizierten
Zellen in latenter Form. Dort existiert es im Zellkern der Wirtszelle als geschlossene, zirkuldre
episomale DNA [125]. Vor allem scheint das Virus in CD19-positiven B-Zellen zu persistieren
[5]. Der latente Infektionszyklus betrifft auch die MCD- (pre-germinal centre b-cells) und PEL-
Zellen (post-germinal centre b-cells) sowie die Spindelzellen des Kaposi-Sarkoms (endotheliale
Vorléduferzellen). In Monozyten, Makrophagen und wahrscheinlich auch in den mononukleéren
Zellen des peripheren Blutes findet der lytische Infektionszyklus des HHV-8 statt [63].
Ausgelost werden kann der lytische Infektionszyklus durch Chemikalien wie Phorbolester und

Butyrat [71].

Wihrend der Viruslatenz werden nur wenige Gene transkribiert. Da somit nur eine minimale
Anzahl an korperfremden Antigenen présentiert wird, wird das Immunsystem des Wirts nicht
aktiviert. In dieser Zeit ist das Virus abhédngig von den zelluldren Mechanismen der Replikation
[71]. Eine Ubersicht iiber die synthetisierten Proteine der Latenz gibt Tab. 3. Das latente
Kernprotein LANA-1 (latency-associated nuclear antigen) bzw. LAN-1 (latent nuclear antigen)
stellt das Protein dar, das bei weitem am hidufigsten synthetisiert wird, [102] und ist ein
zuverldssiger Marker fiir die Anwesenheit des Virus in den Zellen [71]. Es ist der Ausloser der
sogenannten LANA-Fluoreszenz, eines gesprenkelten nukledren Firbungsmusters bei
Immunfluoreszenztests mit nicht induzierten Zellen, d.h. Zellen mit latentem Infektionszyklus
[102,156]. Dieses Muster ist auf die Tatsache zuriickzufiihren, daB LANA das Virusepisom
durch Interaktion mit dem chromosomalen Bindungsprotein Histon HI1 an das zelluldre
Chromatin bindet [63,140,156]. Auf diese Weise wird der Verbleib des Virusgenoms in der
Wirtszelle sowie die Ubernahme des Virusgenoms in die Tochterzellen der Wirtszelle
gewihrleistet [41,102]. Von Bedeutung ist es auch fiir die Replikation des Virusepisoms, indem
es sich an OriP bindet [102]. Je nach Umgebungsbedingungen ist LANA in der Lage, die
Transkription sowohl zu unterbinden als auch zu aktivieren [63,140]. Zudem scheint LANA als
virales Onkogen zu fungieren, in dem es eine Unterbindung der zelluldren Apoptose durch die

Bindung an p53 ermdglicht. Des weiteren kann es durch Interaktion mit pRb
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(Retinoblastomprotein) den durch pRb induzierten Zellzyklusarrest autheben [63]. Fujimuro et
al. konnten zudem einen dritten Mechanismus aufzeigen, der ein vermehrtes Zellwachstum

bedingt: die Wnt-p-Catenin-Signaltransduktionskaskade [44].

Zwei weitere Proteine der Viruslatenz, v-Cyclin und v-FLIP, sind ebenfalls in der Lage, in den
Zellzyklus einzugreifen. So ist v-Cyclin (durch Komplexbildung mit CDK6) in der Lage, pRb zu
phosphorylieren und dadurch den Eintritt der Zelle in die S-Phase zu fordern. Die
Komplexbildung von v-Cyclin mit CDK6 ist insensitiv gegeniiber den zelluliren CDK-
Inhibitoren. Das virale Protein v-FLIP wirkt anti-apoptotisch durch Inhibition der Fas/TNF-
induzierten Apoptose und schiitzt infizierte Zellen vor dem Zelltod durch zytotoxische T-

Lymphozyten [41,63].

Protein ORF Molekulargewicht | Funktion

(kD)
LANA-1/ 73 222 234 latentes Kernprotein; fordert die episomale
LAN-1 Replikation; vermittelt die Interaktion des

Virusgenoms mit den Chromosomen der
Wirtszelle und gewihrleistet seine Weitergabe
bei der Zellteilung; inhibiert p53 und pRb

Kaposin A | K12 12 latentes Membranprotein; induziert die
Aktivitét verschiedener zelluldrer Kinasen
LAMP K15 35-60 latentes (?) Membranprotein; induziert Src-

abhingige Phosphorylierung an Tyrosinresten
und Anlagerung von TRAF1 -3

v-Cyclin 72 ca. 30 Homolog zum zelluldren Cyclin D2; bewirkt
zusammen mit der cyklinabhingigen Kinase 6
die Phosphorylierung von Histon H1 und der
Rb105/107-Proteine mit Freisetzung der E2F-
Transaktivatoren; fordert Eintritt der Zellen in
die S-Phase; resistent gegeniiber zelluldren
CDK-Inhibitoren

v-FLIP 71 wirkt als FLICE-(Caspase-8)Inhibitor-Protein;
inhibiert den Proze der Fas/TNF-induzierten
Apoptose und schiitzt vor zytotoxischen T-
Lymphozyten

Tab. 3: Ubersicht Uber die Proteine der Viruslatenz, deren ORF, Molekulargewicht und Funktion (modifiziert
nach[41,63,71,102])

Nach der Induktion des lytischen Infektionszyklus werden eine Vielzahl weiterer Proteine
exprimiert. Eine Ubersicht iiber die Proteine des lytischen Infektionszyklus gibt Tab. 4. Aber
auch LANA wird weiterhin exprimiert. Das virale Protein vBcl-2 inhibiert die Bax-vermittelte

und virusinduzierte Apoptose durch Heterodimerbildung mit humanem Bcl-2 (c-Bcl-2)
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[63,155,156]. Andere Proteine (vIL-6, vMIPs) sind homolog zu zelluldren Zytokinen und kénnen

ebenso wie der vVGPCR iiber Anderungen der Signaltransduktionen infizierter Zellen zu einer

Dysregulation des Zellzyklus fiihren [155].

Protein ORF Molekulargewicht | Funktion
(kD)

vIL-6 K2 ca. 20 Homolog zum zelluldren Cytokin IL-6 (c-IL-
6); wird von den Zellen sezerniert; bindet sich
an die B-Untereinheit des IL-6-Rezeptors und
stimuliert die Proliferation von Plasmazellen

vIRFs ca.20-73 Homologe zu den zelluldren IRF-Proteinen

vIRF-1 |K9 (c-IRFs); unterbinden deren Interaktionen mit

vIRF-2 |KI11/KI11.1 den ISRE-Promotorelementen und die

vIRF-3 |K10.5/K10.7 Expression der von diesen kontrollierten

vIRF-4 | K10/K10.1 Gene; blockieren die IFN- und IFR-
vermittelte Aktivierung der Transkription

vBcl-2 16 60% Homologie zu Bcl-2 und Bax; inhibiert

die Bax-vermittelte und die virusinduzierte
Apoptose

vGPCR 74 Homolog zu IL-8 Rezeptor CXCR1 und
CXCR2; bindet IL-8; onkogen

vMIPs Chemokine mit angiogenen Eigenschaften

vMIP-I K6 CCR-8 Agonist
vMIP-II | K4 CCR-3 Agonist
vMIP-III | K4.1 CCR-4 Agonist

K1 K1 46 Transmembranprotein; aggregiert zu Dimeren
und induziert {iber die Src-abhéngige
Phophorylierung von Tyrosinresten die
Interaktion von SH2-doménhaltigen
Proteinen und die Zellaktivierung; onkogen

K3 K3 Downregulierung von MHC Klasse I

K5 K5 Downregulierung von MHC Klasse I und
Rezeptoren der Natiirlichen Killerzellen (NK)
(unterbindet dadurch die Zellyse durch NK)

Tab. 4: Ubersicht iiber die Proteine des lytischen Infektionszyklus, deren ORF, Molekulargewicht und Funktion
(modifiziert nach [63,102,132,156])

1.2.4 Seroepidemiologie und Ubertragungswege des HHV-8

Das HHV-8 zeigt eine interessante geographische Verteilung in Bezug auf die

Seroprévalenzraten mit auffallend hohen Seroprdvalenzraten (30 — 60 %) in afrikanischen
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Lindern, die siidlich der Sahara liegen, sowie Agypten und mittleren Seroprivalenzraten (5 — 35
%) in Italien (mit zum Teil deutlichen regionalen Unterschieden), Griechenland und Israel.
Hingegen sind die Seroprivalenzraten der Normalbevolkerung in Landern wie den USA,
Grofbritannien, Deutschland, Ddnemark, Frankreich und den Niederlanden mit bis zu maximal 3

— 5 % deutlich niedriger [139].

Die Ubertragungswege des HHV-8 werden basierend auf dem heutigen Stand der Forschung
zum Teil noch kontrovers diskutiert. Einigkeit herrscht beziiglich der sexuellen Ubertragung
unter homosexuellen Maénnern, einer Bevdlkerungsgruppe mit einer hohen HHV-8-
Seroprévalenz (siche auch Abschnitt 4.4) [16,27,39,90,96]. Dabei werden verschiedene
Risikofaktoren postuliert: hoheres Lebensalter [39], ldngerer Zeitraum der aktiven
Homosexualitdt [96,109], groBe Anzahl an wechselnden Sexualpartnern [27,90,109], HIV-
positive Sexualpartner [27], eigener HIV-Serostatus [39,90,96], Vorhandensein anderer sexuell
tibertragbarer Krankheiten (sexual transmitted diseases (STD)) wie Syphilis, Gonorrhoe, HSV-2
[27,109], Einnahme von Amylnitrit [27] und bestimmte sexuelle Praktiken wie

Anogenitalverkehr [88,96,109] und Orogenitalverkehr [39].

In Bezug auf die sexuelle Ubertragung unter Heterosexuellen erscheinen die Ergebnisse
kontrovers bzw. nicht eindeutig [66,148], vor allem der Infektionsweg bei Frauen ist noch nicht
genau bekannt. Einige Arbeitsgruppen konnten zeigen, dal Frauen, die sexuellen Kontakt mit
HIV-positiven bisexuellen Ménnern unterhalten, ein hoheres Risiko haben, KS zu entwickeln,
als Frauen, die sexuellen Kontakt mit HIV-positiven intravendsen Drogenabhingigen unterhalten
[10,11]. Ebenso wird eine parenterale Ubertragung durch Blut und Blutprodukte kontrovers
gesehen [40,90,129]. Cannon et al. beschreiben sowohl die Moglichkeit der blutgebundenen
Ubertragung des HHV-8 bei intravends drogenabhiingigen Frauen (durch das gemeinsame
Benutzen von Nadeln) als auch die der heterosexuellen Ubertragung in Zusammenhang mit
Risikofaktoren wie Seropositivitit fiir Syphilis und kommerziellem Sex [26]. Eine Ubertragung
des Virus im Rahmen von Bluttransfusionen mit Blut HHV-8-positiver Spender konnten Engels
et al. jedoch nicht nachweisen [40]. Im Zusammenhang mit dem fehlenden Nachweis fiir die
Ubertragung des HHV-8 im Rahmen von Bluttransfusionen sind aber vor allem zwei
Uberlegungen von Bedeutung: Zum einen zeigen Blutspender im Regelfall keine Virimie
[14,161], zum anderen werden bei Transfusionen keine (CD19-positiven) B-Lymphozyten

ibertragen, die iiberwiegend die Viren beherbergen [14,97].

Die Ubertragung von HHV-8 im Rahmen von Organtransplantationen wird ebenfalls

beschrieben [79,79,80,99,108,123], wobei das Risiko fiir den Empfinger, sich {iber eine
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Transplantatniere eines HHV-8-positiven Spenders mit dem Virus zu infizieren, zwischen 2 % -
12 % liegt [99,123]. Die Ubertragung von HHV-8 auch iiber andere Organe wird angenommen,
jedoch finden sich in der Literatur zum jetzigen Zeitpunkt nur wenige Beweise, wie zum Beispiel

bezogen auf die Lebertransplantation [87].

Der Nachweis von HHV-8-DNA in Speichel und nasalen Sekreten [15,25,72,78,113,157] legt
zudem die Vermutung nahe, daB3 das Virus auch auf diesem Wege libertragen werden kann.
Durch den Nachweis von virusspezifischer RNA im Speichel kdnnte sogar davon ausgegangen
werden, dall dhnlich wie bei dem nichsten humanpathogenen Verwandten des HHV-8, dem
EBYV, die Epithelzellen des Oropharynx die Quelle fiir das Virus im Speichel darstellen und Ort
des lytischen Replikationszyklus sind [72,113,157] oder B-Lymphozyten aus der Tonsilla

lingualis oder Tonsilla palatina [72].

Bezogen auf den Nachweis von HHV-8-DNA im Ejakulat finden sich in der Literatur
widerspriichliche Daten. So konnten Monini et al. in 91 % der Ejakulate von Patienten, die sich
einer Varikozelenoperation unterzogen, HHV-8-DNA nachweisen [103]. Andere Arbeitsgruppen
waren jedoch nicht in der Lage, das Virus im Ejakulat von Patienten ohne Kaposi Sarkom oder
HIV nachzuweisen [36,61,114], wobei bei diesen Studien die regionalen Unterschiede in den

Priavalenzen des HHV-8 zu beachten sind.

In den Endemiegebieten von KS (dquatoriales, dstliches und siidliches Afrika) scheint aufgrund
der Tatsache, daf3 auch Kinder hohe, den Erwachsenen dhnliche HHV-8-Seroprédvalenzen zeigen
und die Seroprivalenzrate mit dem Alter zunimmt, eine nicht-sexuelle Ubertragung eine
bedeutende Rolle zu spielen [6,20,50,94]. Auch in Italien, einem Land mit hohen
Seroprédvalenzraten bei gesunden Erwachsenen (13,8 %) [162] und einer hohen Inzidenz von
klassischem KS, weisen Kinder vor der Pubertit schon relativ hohe Seroprévalenzraten (4,4 %)
auf, was ebenfalls fiir einen nicht-sexuellen Ubertragungsweg des HHV-8 spricht [163].
Hinweise auf eine nicht-sexuelle, intrafamiliire Ubertragung, sei sie horizontal oder vertikal,
sahen Angeloni et al. auch in dem gehduften serologischen Nachweis von HHV-8 unter
Ehepartnern, Kindern und Geschwistern von Patienten mit klassischem KS in Sardinien [8],
sowie Calabro et al. durch die Untersuchung einer italienischen, HHV-8 positiven Mutter, ihrer
beiden Sexualpartner und ihrer beiden HHV-8 positiven Kinder [24]. Ahnliche Beobachtungen
beschreiben auch Plancoulaine et al. in ithrer Untersuchung afrikastimmiger Bevolkerung in

Franzdsisch Guayana [116].

Sitas et al. vermuten zudem einen EinfluB der duBleren Lebensumstinde wie Armut auf die

Ubertragung des HHV-8, da sie in Siidafrika einen deutlichen Unterschied zwischen den
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Seroprédvalenzen der weillen und schwarzen Bevolkerung feststellen konnten (5 % versus 20 %),

der jedoch mit zunehmendem Ausbildungsgrad der schwarzen Bevolkerung abnahm [146].

Zusammengefa3t scheinen je nach Bevolkerungsgruppe und Land unterschiedliche

Ubertragungswege des HHV-8 von Bedeutung zu sein.

1.2.5 HHV-8 assoziierte Erkrankungen

1.2.5.1 Das Kaposi-Sarkom

Benannt nach dem ungarischen Dermatologen Moritz K. Kaposi ist das Kaposi-Sarkom definiert
als eine maligne, multilokuldre Systemerkrankung, die von den Gefdflendothelien ausgeht [58].
Sarcoma idiopathicum multiplex haemorrhagicum, Pseudosarcomatosis haemorrhagica
pigmentosa und Retikuloangiomatose sind gebrduchliche Synonyme [2]. Bedingt durch die
AIDS-Epidemie steht das KS in der Liste der durch Infektionen verursachten Tumoren an vierter
Stelle [75]. Im Mittelpunkt der Pathogenese scheinen Storungen von Wundheilungsprozessen
und der Zytokinregulation zu stehen. Nach derzeitigem Stand der Wissenschaft geht man davon
aus, dafl das Auftreten des KS mit einer Irritation des Immunsystems assoziiert ist, die zu einer
Aktivierung CD8-positiver T-Zellen und einer vermehrten Expression von Zytokinen des T-
Helfer-Typs 1 mit gesteigerter Produktion von Interferon y (IFNy) fiihrt. Ausgehend von einem
dem Granulationsgewebe &hnelnden Gewebe, das mit reichlich Entziindungszellen (CDS-
positive T-Zellen, Monozyten, Makrophagen) durchsetzt ist, kommt es durch die von den
Entziindungszellen sezernierten inflammatorischen Zytokine (unter anderem IFNy, TNFa, IL-1p,
IL-6) zur Aktivierung von Endothelzellen und Chemotaxis/Rekrutierung zirkulierender Zellen.
Dieser ProzeB3 scheint durch die Infektion mit HHV-8 getriggert oder verstirkt zu werden.
Aufgrund dieser Annahme geht man davon aus, daf} das frithe Stadium des KS kein Sarkom im
eigentlichen Sinne, sondern vielmehr ein hyperplastischer, reaktiv inflammatorischer Prozef3 ist.
Dafiir spricht auch die Polyklonalitdt des friihen Stadiums, wohingegen die spéten Stadien oft
monoklonal sind. Diese spéten Stadien sind assoziiert mit einer Deregulierung von Onkogenen,

Tumorsuppressorgenen und Antiapoptosegenen (c-myc, c-int, ras, pS3, Bcl-2) [41].

Nach epidemiologischen und klinischen Gesichtspunkten werden vier Formen des Kaposi-

Sarkoms unterschieden: das sogenannte klassische Kaposi-Sarkom (CKS), das Kaposi-Sarkom
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bei iatrogener Immunsuppression (PT-KS), das endemische afrikanische Kaposi-Sarkom (AKS)
und das epidemische HIV-assoziierte Kaposi-Sarkom (AIDS-KS) [41,58]. Beim klassischen
Kaposi-Sarkom sind vor allem Minner nach dem 50. Lebensjahr in Osteuropa und dem
Mittelmeerraum betroffen. Diese Form tritt eher selten auf, befillt bevorzugt die untere
Extremitidt und zeigt nur selten eine kutane Dissemination oder eine viszerale Beteiligung
[41,58,156]. Das Kaposi-Sarkom bei iatrogener Immunsuppression, z.B. im Rahmen einer
Organtransplantation, zeigt ebenfalls einen recht milden Verlauf, hingegen neigt es zu schneller
Generalisation [2,41]. Die dritte Form, das endemische afrikanische Kaposi-Sarkom, betrifft vor
allem Kinder und junge Erwachsene des dquatorialen, Ostlichen und siidlichen Afrikas, zeigt
einen aggressiveren und chronischen Verlauf mit (erst spéter) Beteiligung der inneren und/oder
lymphatischen Organe [41,156]. Beim epidemischen HIV-assoziierten Kaposi-Sarkom handelt
es sich um die aggressivste Form mit disseminiert-kutanem und viszeralem (u.a. Lunge,
Gastrointestinaltrakt) Befall [2,41]. Das KS ist die hdufigste AIDS-assoziierte Tumorentitdt und
ist eine der Hauptursachen fiir Morbiditit und Mortalitidt der AIDS-Patienten [156]. Im Vergleich
zur Normalbevdlkerung wird AIDS-Patienten ein 20.000-fach hoheres Risiko zugeschrieben, an

KS zu erkranken [10].

Die Erstlokalisation kann jede Stelle der Haut oder der Schleimhiute betreffen. Im Falle des
klassischen Kaposi-Sarkoms sind es vor allem die Fiile und die Unterschenkel, beim HIV-
assoziierten Kaposi-Sarkom sind oft die Mundschleimhdute und die Schleimhdute des
Gastrointestinaltraktes Ausgangspunkt der Erkrankung. Es finden sich braunlich-livide oder
lividrote, asymptomatische Makulae (early/patch-stage), Plaques (plaques-stage) bis hin zu
Tumorknoten (late/nodular-stage), die bevorzugt in Richtung der Spaltlinien der Haut lokalisiert

sind [41,57,58] (siche Abb. 2).

Abb. 2: Kaposi Sarkom (von Dr. Peter Anderson, University of Alabama at Birmingham, Department of Pathology)
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Dieses Bild kann unter Umsténden liber Jahre hinweg keine Verdnderung aufweisen. Aber es
besteht auch die Gefahr, dafl ein schnelles Wachstum und eine disseminierte Ausbreitung
auftreten. Dabei kann es zu lokalen Schmerzen und aufgrund von Blutungen in das umgebende
Gewebe zu gelbgriinen Verfiarbungen kommen. Bei fortschreitendem Wachstum der Tumoren
entstehen zentrale Nekrosen und Exulzerationen mit Blutungsneigung. Durch Konfluenz zweier
oder mehrerer Sarkome konnen, verstirkt durch ein Begleitddem, enorme Schwellungen der
betroffenen Extremitét oder des Gesichts auftreten. Neben der Haut und den Schleimhéuten
konnen auch Lymphknoten und innere Organe, vor allem die Lunge und der
Gastrointestinaltrakt, aber auch Milz, Leber, Knochen und Gehirn betroffen sein. Eine solche
aggressive und infiltrative Ausbreitung des Tumors kann ohne Behandlung in wenigen Wochen
zum Tode fithren. Unter Abheilung entstehen graubraune bis hellbraune Hyperpigmentierungen,
die zum Teil jahrelang bestehen bleiben. Die Begleitdodeme konnen vor allem an den

Unterschenkeln ebenfalls iiber einen langen Zeitraum persistieren [2,58].

Alle vier Formen zeigen das gleiche histopathologische Bild (sieche Abb. 3), das durch
Angioneogenese im mittleren und oberen Korium (aktivierte proliferierende endotheliale Zellen
bilden abnorme, bizarr geformte, teils abortive BlutgefiBe (slit-like vessels)), Odem,
herdférmige  Erythrozytenextravasate, = Hadmosiderinablagerungen, Infiltration  durch

lymphomononukleédre Zellen sowie spindelformige Zellen charakterisiert wird [41,58,155].

Abb. 3: Histomorphologie des Kaposi Sarkom (A und C von Dr. Peter Anderson, University of Alabama at
Birmingham, Department of Pathology; B aus AFIP Atlas of Tumor Pathology)
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Diese spindelformigen Zellen (KS spindle cells = KSC) werden als die Tumorkomponente des
Kaposi Sarkoms angesehen und stellen eine heterogene Zellpopulation aus aktivierten
vaskuldren und lymphatischen Endothelzellen (E-KSC) sowie Zellen, die von Makrophagen
abstammen (M-KSC), dar [41]. Immunhistochemisch nachweisbar exprimieren die meisten KSC
CD34 und CD36, die Endothel-assoziierte Antigene darstellen, sowie seltener Actin, CD68
(Makrophagen-assoziiertes Antigen) und Faktor XIIla [124]. Alle KSC scheinen mit HHV-8
infiziert zu sein, wobei jedoch die Mehrzahl der Zellen latent infiziert ist und nur wenige Zellen

infektiose Viren produzieren [71,152].

Die Sicherung der Diagnose erfolgt mittels histologischer Untersuchung einer Tumorbiopsie.
Antikorper gegen HHV-8 sind meist schon Monate vor dem Auftreten der ersten Tumoren und je
nach verwendeter Untersuchungsmethode in nahezu 100% aller Patienten mit KS nachweisbar.
Differentialdiagnostisch wichtig ist die Bazillire Angiomatose, eine vasoproliferative

Erkrankung, die dem Kaposi-Sarkom klinisch dhnelt [58].

Das Kaposi-Sarkom wird nach Mitsuyasu in vier Stadien eingeteilt (Tab. 5), nach denen sich

auch die Therapie richtet.

Stadium | Merkmale Therapie
I Kutan limitiert (<10 Herde/
anatomischer Bereich) Vorwiegend Lokaltherapie: z.B. Exzision
II Kutan disseminiert (>10 Herde / | oder Lasertherapie
2 und mehr anatomische Bezirke)
I Viszeral (Gastrointestinaltrakt, Antivirale Kombinationstherapie + INF-a
Lunge, Lymphknoten) (Zytostatika sind zwar wirksam, verstiarken
v Kutan und viszeral aber die Immunsuppression — hohes Risiko
opportunistischer Infektionen)

Tab. 5: 4 Stadien des Kaposi-Sarkoms [57,100]
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1.2.5.2 Andere Malignome

Primary effusion lymphoma (PEL) / Body cavity-based lymphoma (BCBL)

Hierbei handelt es sich um ein seltenes Non-Hodgkin Lymphom, das vor allem HIV-positive
Patienten betrifft. Charakteristisch ist ein Lymphombefall der Pleura-, Perikard- und/oder
Peritonealh6hle ohne Nachweis eines soliden Tumors. Es sind aber auch Fille beschrieben, in
denen maligne Zellen benachbarte Organe infiltrieren, im peripheren Blut nachgewiesen werden
konnen oder eine solide Tumormasse in den Lymphknoten, der Lunge oder dem
Gastrointestinaltrakt zu finden ist [29,71,155,156]. Die Tumorzellen sind in der {iberwiegenden
Mehrzahl der Félle, nur einige Ausnahmen sind beschrieben [133], B-Zellen mit klonalem
Immunglobulin-Gen-Rearrengement, Expression von CD45 und CD138 ohne weitere Marker
reifer B-Zellen. Die Morphologie der Tumorzellen weist Ahnlichkeiten mit dem groBzelligen
immunoblastischen Lymphom und dem anaplastischen grof3zelligen Lymphom auf. Eine
Koinfektion der Tumorzellen mit EBV wird in 86% der Félle beschrieben [29,155]. Die
Tumorzellen zeigen dhnlich den KSC nur eine eingeschrinkte Gen- und Proteinexpression,

jedoch kann in 10 — 30 % der Zellen vIL-6 nachgewiesen werden [71].

Multicentric Castleman’s disease (MCD) / Multicentric angiofollicular hyperplasia

Diese gutartige, lymphoproliferative Erkrankung befdllt multiple Lymphknotenstationen
mediastinal, mesenterial und/oder peripher [140] und betrifft vor allem HIV-positive Patienten.
Die Ursache dieser Erkrankung scheint eine dysregulierte IL-6-Produktion, bei HHV-8-
assoziiertem MCD die vIL-6—Produktion zu sein [71]. Das Spektrum der Symptome umfaf3t
Lymphadenopathie, Splenomegalie bzw. Milzinfiltration und Fieberepisoden [63,155].
Histologische Charakteristika sind vergroferte Keimzentren mit B-Zell- und GefaB-Proliferation,
wobei zwei histologische Varianten unterschieden werden: zum einen die Plasmazellvariante mit
Plasmazellproliferation und Erhalt der nodalen Lymphknotenstruktur, zum anderen die "hyaline
vascular’ Variante mit Verdnderung der Keimzentren und reichlich hyalinisierten Geféa3en [140].
Uberwiegend solitire, vor allem mediastinal lokalisierte Herde, die durch Exzision kurativ
therapiert werden konnen, zeichnen die “hyaline vascular’ Variante aus [71]. Vor allem die
Plasmazellvariante ist HHV-8-assoziiert, wobei das Virus in grofen plasmablastischen Zellen
nachweisbar ist, die von naive B-cells abstammen und polyklonalen Ursprungs sind [38]. Diese
Variante reprisentiert nahezu alle Fille von MCD bei HIV-positiven Patienten und 40-50% der
Félle bei HIV-negativen Patienten [17,149]. Bei HIV-positiven Patienten ist es oft mit KS
vergesellschaftet [140], und es tritt hdufig bei HIV-positiven Minnern auf, die sich via
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Geschlechtsverkehr infiziert haben [111]. Die HHV-8-assoziierte Variante des MCD zeigt oft
einen progredienten Verlauf, wobei die Mehrzahl der Patienten innerhalb von zwei Jahren
verstirbt. MCD geht oft dem Auftreten eines Non-Hodgkin-Lymphoms voraus, obwohl die

Erkrankung selbst als nicht-neoplastisch angesehen wird [71].

Andere

Die Rolle von HHV-8 in Bezug auf andere Erkrankungen oder Tumorentititen wird zur Zeit
noch widerspriichlich diskutiert. So wiesen Retting et al. in dendritischen Zellen des
Knochenmarks von Patienten mit Multiplem Myelom HHV-8-DNA nach [128]. Einige
Arbeitsgruppen konnten dieses Ergebnis reproduzieren, bzw. einen Zusammenhang zwischen
Multiplem Myelom und HHV-8 nachweisen [4,22,32], andere Arbeitsgruppen jedoch nicht
[82,86,93,112,160]. Da aber weder Antikorper gegen HHV-8 bei den Patienten nachweisbar
waren, noch ein epidemiologischer Zusammenhang zwischen Multiplem Myelom und Kaposi
Sarkom besteht, erscheint eine &tiologische Bedeutung des HHV-8 beziiglich des Multiplen
Myeloms doch eher zweifelhaft [29]. Auch in Bezug auf das Prostatakarzinom gelangten einige
Arbeitgruppen zu widerspriichlichen Ergebnissen [107,152]. Ebenfalls zweifelhaft wird die Rolle
von HHV-8 im Zusammenhang mit epithelialen Hauttumoren nach Organtransplantationen,
Pemphigus vulgaris/folliaceus, Sarkoidose, Hidmangiomen und Aniosarkomen gesehen, bei

denen einzelne Arbeitsgruppen Virus-DNA nachweisen konnten [28,155].

1.3 Das Zytomegalievirus (CMYV)

Bekannt wurde das Zytomegalievirus durch prd- und perinatale Infektionen mit z.T.
schwerwiegenden Folgen fiir den Embryo bzw. das Neugeborene. Es zdhlt zu den Beta-
Herpesviren, weist ein enges Wirtsspektrum und lange Replikationszyklen auf. Bei der
Replikation kommt es vielfach zu Riesenzellbildung und Zytopathologie. Nach der Fixierung der
befallenen Zellen lassen sich nukleédre, eulenartige EinschluBkorperchen finden (Eulenaugen-
zellen). Der hiufigste Ubertragungsweg des CMV ist der orale. Auf diesem Wege erreicht das
Virus zundchst die Speicheldriisen. Von dort findet die Ausbreitung, die vom Immunstatus des

Infizierten abhingig ist, sowohl hdmatogen (Leukozyten-assoziierte Virdmie) als auch
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zellgebunden statt, wobei die Zellen des GefdBlendothels hierbei eine entscheidende Rolle
spielen. Desweiteren kann eine Infektion tliber Blut, Organtransplantate, sexuelle Kontakte
(Zervixsekrete, Samenfliissigkeit), Harn und Muttermilch erfolgen. Auch eine transplazentare
Ubertragung withrend der gesamten Schwangerschaft von der Mutter auf das ungeborene Kind
st moglich. Pathologische Zellen finden sich vor allem in den Speicheldriisen, den Nieren und

Nebennieren, zirkulierendes Virus vor allem in Leukozyten [12,71,102].

1.3.1 Krankheitsbilder

Die Erstinfektion mit dem Zytomegalievirus verlduft in den meisten Fillen asymptomatisch, in
weniger als 5 % der Fille treten Symptome auf. Nach einer Inkubationszeit von vier bis acht
Wochen kommt es bei Immunkompetenten nur gelegentlich zu Symptomen wie
Lymphadenopathie, Fieber, Lymphozytose, Osophagitis, Gastritis, subklinischer Hepatitis,
Hepato- und Splenomegalie, Ausschlag und grippedhnlichen Beschwerden. Immunsupprimierte
zeigen jedoch einen weitaus schwereren und bisweilen todlichen Verlauf mit Hepatitis,
interstitieller Pneumonie, gastrointestinalen Ulcera, Chorioretinitis und in einigen Fillen auch
eine ZNS-Beteiligung in Form einer Enzephalitis. Im Gefolge einer Transplantation kann es

durch das Zytomegalievirus zu einer Transplantatentziindung kommen [12,71,102].

Bei einer prinatalen Infektion kann es zu Thrombozytopenie mit petechialen Blutungen,
Hepatosplenomegalie, Mikrozephalus mit geistiger und korperlicher Retardierung,
Chorioretinitis und Horschdden bis hin zu Taubheit kommen. Eine eher selten auftretende
perinatale Infektion ist in den meisten Féllen symptomlos, selten hat sie eine Pneumonie,

Hepatosplenomegalie, Andmie oder Thrombozytopenie zur Folge [12,102].

1.3.2 CMYV in der Schwangerschaft

Als einziges Virus in der Familie der Herpesviren ist die vertikale Ubertragung des CMV nicht

nur beschrieben, sondern tritt hiufig auf und spielt somit eine entscheidende Rolle in der
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Ausbreitung des Virus [71]. Die Pravalenz der intrauterin erworbenen CMV-Infektionen wird in
der Literatur mit 0,2 — 2,5 % aller Lebendgeburten angegeben [43]. In Deutschland wird die
Privalenz der kongenitalen CMV-Infektion auf 0,2 % geschétzt [137], in Europa liegt sie
zwischen 0,2 und 0,5 % [158].

Bei Immunschwiéche und bei 10 — 20 % aller Schwangeren durch die hormonelle Umstellung in
der Schwangerschaft findet sich eine CMV-Aktivierung, die eine Ausscheidung des Virus im
Zervixsekret zur Folge hat. Etwa 1/3 aller seropositiven Miitter scheiden das Virus auch mit der
Muttermilch aus. Nachweise von CMV-IgM bei vorhandenem CMV-IgG sind hiufig. Ahnlich
wie bei der Erstinfektion zeigen sich bei einer Reaktivierung keine oder nur milde Symptome,
wodurch sie meist unerkannt bleibt. Im Rahmen dieser Reaktivierung kann es aber in etwa 0,2 —

2 % der Fille zu einer Ubertragung auf das ungeborene Kind kommen [91].

Im Falle einer Primirinfektion mit CMV wéhrend der Schwangerschaft, die in ca. 0,7 — 4,1 %
vorkommt und zu den haufigsten Infektionen in der Schwangerschaft zihlt, liegt die Gefahr der

transplazentaren Ubertragung bei 20 — 40 % [71,91,151].

Zu einer Ubertragung des CMV kann es aber auch unter der Geburt (intrapartum) kommen, da
etwa 10 % der Schwangeren das Virus im Zervixsekret ausscheiden. Ist bei der Mutter im
Zervixsekret CMV nachweisbar, findet sich eine Ubertragungsrate auf das Neugeborene von ca.
50 %. Wie bereits erwéhnt, scheiden ca. 30 % der seropositiven Miitter das Virus auch mit der
Muttermilch aus. Diese Art der Ubertragung stellt die hidufigste zwischen Mutter und Kind dar.
Kinder seropositiver Miitter infizieren sich in 25 % der Félle. LaBt sich das Virus in der

Muttermilch nachweisen, erhoht sich die Zahl der infizierten Kinder auf 69 % [71].

Schétzungen zu Folge sind ca. 1 % aller Neugeboren mit dem Zytomegalievirus infiziert, womit
die kongenitale Zytomegalie eine Spitzenposition unter den intrauterin erworbenen Infektionen
einnimmt. Von diesen zeigen etwa 90 % zunichst keine Symptome, 5 % haben ein zu geringes
Geburtsgewicht und die restlichen 5 % weisen schwere Storungen (z.B. Mikrozephalus) auf. Das
Hauptmerkmal und die am héufigsten auftretende Verdnderung der kongenitalen Zytomegalie
sind die periventrikuldren Verkalkungen. Mit bleibenden Schdden muf3 bei vorhandener
Symptomatik in 50 — 90 % der Fille gerechnet werden. Doch auch von den zunéchst
asymptomatischen Kindern bleiben 7 — 25 % dauerhaft geschiadigt. Anzumerken ist auch, dafl
der Typ der miitterlichen Erkrankung (Primirinfektion versus Reaktivierung) einen Einflufl auf
die Schwere und den Verlauf der kindlichen Erkrankung hat. Zudem finden sich im Falle einer
intrapartum oder iiber die Muttermilch erworbenen CMV-Infektion weitaus mildere Verldufe als

bei kongenitaler Zytomegalie [71,91].
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1.4 HIV und AIDS

Das HI-Virus zéhlt zu den hiillentragenden RNA-Viren der Familie der Retroviren und der
Gattung der Lentiviren. Neben den Lentiviren umfaflit die Familie der Retroviren noch zwei
andere Gattungen: die HTLV-Retroviren und die Spumaviren [101]. Auf Grund von
serologischen Eigenschaften und Genomanalysen werden zwei verschiedene Typen des HI-Virus
unterschieden [74]: HIV-1, welches weltweit vorkommt und in der westlichen Welt
vorherrschend ist, und HIV-2, das vornehmlich in Westafrika vorkommt. Sowohl HIV-1 als auch
HIV-2 werden aufgrund von Sequenzunterschieden in verschiedene Subtypen unterteilt.
Entdeckt sind bei HIV-1 bisher drei Subtypen: M (major), N (new, non-M or -O) und O (outlier).
Innerhalb des Subtyps M lassen sich 9 verschiedene Genotypen (clades) A — I finden, wobei
Genotyp B in Europa und Nordamerika der vorherrschende ist. Die Genotypen A, C und D
dominieren in Afrika und in Asien iiberwiegen B, C und E. HIV-2 wird in sechs Genotypen (A —
F) eingeteilt. Es besteht die Moglichkeit einer Doppelinfektion mit zwei verschiedenen Typen.
Die Entstehung verschiedener Virusmutanten (Quasispezies) im Korper eines Patienten
geschieht durch stindige Mutation im Verlauf einer HIV-Infektion und stellt ein Hauptproblem
in der antiretroviralen Therapie dar [57,71,101].

Ubertragen wird das HI-Virus im Rahmen sowohl homo- als auch heterosexueller
Sexualkontakte durch Samen- oder Vaginalfliissigkeit und parenteral iiber Blut und
Blutprodukte. Auch eine Ubertragung von der Mutter auf das Kind ist prinatal {iber die Plazenta,
unter der Geburt und durch das Stillen (die Muttermilch kann auch ohne eine Kontamination mit

Blut HI-Viren enthalten) moglich [57,101].

1.4.1 Geschichte

Ende der siebziger und Anfang der achtziger Jahre des letzten Jahrhunderts erregten in den USA
bis dato unbekannte Krankheiten bzw. Krankheitsverldufe, die (zunichst) ausschlieBlich
Homosexuelle betrafen, die Aufmerksamkeit der Wissenschaft. Die Zahl der CD4-positiven T-
Lymphozyten (T-Helferzellen) der Erkrankten war z.T. bis auf Werte Nahe Null abgesunken, sie
wiesen eine generalisierte Lymphandeopathie, opportunistische Infektionen mit Pneumocystis
carini und anderen seltenen Erregern auf und zeigten seltene Tumoren wie das Kaposi Sarkom

[71]. Als betroffen glaubte man nur Homosexuelle. Ein frankokanadischer Airline-Steward, der
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in vielen Landern iiber Jahre homosexuellen Geschlechtsverkehr hatte, wurde als ,,Patient 0%, als
Erstinfizierter genannt. Namen wie ,,Schwulenkrebs® oder ,,Schwulenpneumonie® wurden fiir
die Erkrankung mit einer Sterblichkeitsrate von iiber 40 % (1981) benutzt. Anhaltspunkte fiir ein
Virus als Ausloser der Erkrankung, die den Namen AIDS — Acquired Immuno Deficiency
Syndrome erhielt, fanden sich erstmals im Jahre 1981. Weltweit traten immer neue
Krankheitsfalle auf, wobei mittlerweile neben Homosexuellen nun auch Neugeborene,
Empfianger von Bluttransfusionen und Hé&mophiliepatienten betroffen waren [71]. Entdeckt
wurde das Virus im Jahre 1983 von Luc Montagnier (Pasteur-Institut in Paris) [9] und Robert
Gallo (National Institute of Health in Bethesda) [46] und erhielt vom internationalen Komitee fiir

Taxonomie 1986 den Namen Human Immunodeficiency Virus (HIV) [33].

1.4.2 Morphologie des HIV-1

Die HI-Viren sind im Durchmesser etwa 100 nm und besitzen eine Hiille, die von der
Zytoplasmamembran der Zelle gebildet wird. In diese Hiille sind zwei verschiedene virale
Glykoproteine integriert, die aus einem gemeinsamen Vorlduferprodukt (gp160) durch die
Spaltung mittels einer Furinprotease hervorgehen: zum einen das transmembrane Protein (TP)
mit einem Molekulargewicht von 41 kD (gp 41), zum anderen das externe Glykoprotein (EP) mit
einem Molekulargewicht von 120 kD (gp 120), welches mit dem &ufleren Teil des
transmembranen Proteins assoziiert ist. Das gp120 weist eine hohe Variabilitit beziiglich seiner
Aminoséduresequenz auf, die vor allem fiinf Bereiche (V1 bis V5) betrifft. Die Region V3 ist
dabei von besonderer Bedeutung, da sie den Angriffspunkt fiir neutralisierende Antikorper
darstellt und beim Eintritt in die Wirtszelle eine wichtige Rolle spielt. An der Hiillinnenseite sind
die Matrixproteine (MA) in Form von Trimeren lokalisiert, die durch die Ausbildung einer
netzartigen Proteinschicht den Viren eine isometrische Struktur geben. Das konische, aus
Kapsidproteinen aufgebaute Viruskapsid oder Core befindet sich im Zentrum des Virus. Es
enthdlt das Genom des Virus, zwei gleichartige einzelstringige RNA-Genome von Plus-
Polaritit, und die viralen Enzyme Protease (PR), Integrase (IN) und Reverse Transkriptase (RT).
Zwischen Core und Hiille befindet sich das Link-Protein (LI), welches beide miteinander
verbindet. Der Hauptbestandteil der sogenannten Lateralkdrperchen, die nahe der Hiillinnenseite

liegen und wahrscheinlich elektronenmikroskopische Artefakte sind, ist das Matrixprotein [101].
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1.4.3 Pathogenese und Replikation des HIV-1

Um sich replizieren zu konnen, ist das HI-Virus auf mehrere Dinge angewiesen: Rezeptoren an
der Zelloberfliche, um in die Zelle eindringen zu konnen, zytoplasmatische
Transportmechanismen und die ,,Transkriptionsmaschinerie® im Zellkern. Allen voran dienen
CD4-positive T-Lymphozyten (T-Helferzellen) dem HIV-1 als Wirtszellen, aber auch andere
CD4-positive Zellen, wie Makrophagen, Monozyten und Langerhans Zellen der Epidermis.
Erfolgt die Infektion liber Verletzungen der Haut oder Schleimhaut, handelt es sich bei den
ersten befallenen Zellen wahrscheinlich um Makrophagen und Langerhans Zellen. Die
Makrophagen dienen den Viren als Reservoir, so daB3 diese {iber lange Zeit persistieren konnen.
Der Eintritt in die Zelle erfolgt mittels Interaktion des viralen Hiillproteins gp120 mit dem CD4-
Rezeptor. Von den vier extrazelluliren Dominen des CD4-Proteins besitzt die aminoterminale
Domiéne drei Bereiche, die den complementarity-determining regions (CDR) der
Immunglobuline gleichen. Das HI-Virus geht mittels der konservierten Region C3 des gp120
eine hoch affine Bindung mit CDR2 und CDR3 ein. Die hochvariable Region V3 des gp120
bindet an einen Korezeptor, meistens den B-Chemokinrezeptor CCRS. Bei einem CCRS-
Gendefekt, der bei 1 % der Europder vorkommt, besteht ein partieller Schutz vor einer Infektion
mit HIV-1. Neben den CD4-tragenden Zellen ist das Virus auch in der Lage, neuronale Zellen
wie Schwannsche Zellen oder Oligodendrozyten zu befallen. Bei diesen Zellen ist
wahrscheinlich das Glykolipid Galactosylceramid der Bindungspartner fiir gp120. Durch die
Bindung des Virus an den CD4-Rezeptor kommt es zu einer Anderung der Proteinstruktur, die
die Aktivierung der Membranfusionsaktivitit des gp41 zur Folge hat. Zytoplasmamembran und
Virushiille verschmelzen, wodurch das Kapsid in die Zelle {ibertreten kann. Nach dem Eintritt in
die Zelle wird die virale RNA mittels der Reversen Transkriptase in komplementire DNA
transkribiert und zu doppelstringiger DNA erginzt. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 10~ bis
10* werden bei diesem Vorgang falsche Basenpaare eingefiigt, weil die Reverse Transkriptase
die Lesegenauigkeit nicht kontrollieren kann. Das ist einer der Griinde, warum das HI-Virus eine
hohe Mutationsrate aufweist. Die DNA wird in den Zellkern transportiert und dort unter
Einwirkung der Integrase in das Genom der Zelle integriert. Wie alle Lentiviren kann das HI-

Virus auch ruhende Zellen befallen [76,101].

Die Transkription erfolgt durch die zellulire RNA-Polymerase II. Das erste synthetisierte
Virusprotein ist das Tat-Protein (transactivator of transcription), das in den Zellkern wandert und
dort die Transkriptionsrate erh6ht. Ebenfalls zu den frithen Proteinen zdhlt das Rev-Protein, das
an die RRE der einfach-gespleifliten oder ungespleifiten viralen mRNA-Molekiile bindet und

somit deren Transport ins Zytoplasma begiinstigt. Dadurch kommt es zum Ubertritt in die spite
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Phase des Replikationszyklus. An der Membran des endoplasmatischen Retikulums werden die
Membranproteine synthetisiert, wobei beide Proteine (gpl120 und gp41) durch Spaltung aus
einem gemeinsamen Vorlduferprodukt (gp160) hervorgehen. Diese Spaltung findet wihrend des
Transportes zur Zytoplasmamembran der Wirtszelle statt, wo die Proteine in die Membran
integriert werden. An den freien Ribosomen im Zytoplasma werden die Gag- und Gag/Pol-
Vorlduferproteine synthetisiert, von wo aus sie mit Hilfe zelluldrer Faktoren ebenfalls zur
Zytoplasmamembran gelangen. Dort akkumulieren sie und interagieren mit den bereits in die
Membran integrierten viralen Glykoproteinen. Auch ungespleiite RNA-Molekiile werden zur
Zytoplasmamembran transportiert. Jeweils zwei RNA-Molekiile, die zusammen das Virusgenom
der nidchsten Generation darstellen, treten in Kontakt mit der ,modifizierten
Zytoplasmamembran. Dadurch kommt es zur Ausstiilpung der Zytoplasmamembran und zur
Abschniirung noch unreifer Viruspartikel. In den Viruspartikeln wird durch autokatalytische
Spaltung aus den Vorlduferproteinen die Protease freigesetzt. Diese spaltet aus verbliebenen
Vorlauferproteinen die Reverse Transkriptase und Integrase sowie die Matrix-, Kapsid-,
Nukleokapsid- und Link-Proteine ab. Durch diesen Prozel werden die Viruspartikel infektios

[76,101].

Da das Tat-Protein des HIV-1 eine Rolle im Zusammenhang mit dem KS spielt, sei im
Besonderen auf dieses Protein eingegangen. Zur Zeit gelten die Lentiviren als einzige
Virengruppe, die liber Tat-Proteine verfiigt. Codiert wird das Tat-Protein durch zwei Exons.
Wihrend des Infektionszyklus stellt es das erste synthetisierte Virusprotein dar und wirkt
tiberwiegend im Zellkern. Durch seine Bindung an das TAR-Element (trans-activation response)
am 5'-Ende der viralen mRNA-Molekiile entfaltet es seine transaktivierende Wirkung, in dem
die Transkription des LTR-Promotors um mehr als hundertfach verstirkt wird. Desweiteren
scheinen einige Tat-Proteine von den infizierten Zellen in die Umgebung sezerniert zu werden.
Dort ist es biologisch aktiv und kann durch die Bindung an Integrine auf der Oberflidche anderer
Zellen zum einen die Aufnahme in diese Zellen und nach dem Transport in den Zellkern die
Transaktivierung zellulirer Gene bewirken. Zum anderen kann durch die Bindung an die
Zelloberfliche eine Signalkaskade in Gang gesetzt werden, die zu einem verdnderten
Genexpressionsmuster in diesen Zellen fiihrt. Dadurch ist eine Beeinflussung der Synthese von
Zytokinen, Enzymen, Adhésionsfaktoren und Wachstumsrezeptoren moglich. Wichtig fiir diese
Funktion des Tat-Proteins ist ein Abschnitt in der carboxyterminalen Doméne des Proteins, eine
Sequenzfolge von Aminoséduren, die regelméfig an Proteininteraktionen beteiligt ist: Arginin —

Glycin — Asparaginsidure = RGD) [41,101].
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1.4.4 Klinik und Stadieneinteilung

Die ,,serologische Inkubationszeit®, definiert iiber den Zeitabstand zwischen der Infektion und
dem Auftreten von Antikoérpern gegen HIV im Serum, betrdgt 1 — 3, in seltenen Féllen bis zu 6
Monaten. Die ,klassische Inkubationszeit™ als Zeitraum zwischen der Infektion und den ersten
Krankheitssymptomen, d.h. dem Auftreten von AIDS, ist von verschiedenen Faktoren wie dem
Immunstatus, dem Erndhrungszustand, dem Lebensstil, Begleiterkrankungen, der Effizienz der
Therapie und dem Lebensalter abhéngig. Sie liegt bei Erwachsenen in den Industrienationen bei
10 &+ 2 Jahren, in den Landern der Dritten Welt kommt es friiher zu ersten Symptomen. Auch bei
perinataler Infektion ist die Inkubationszeit mit nur etwa 5 Jahren kiirzer. Ein exzellenter Marker
fiir den Grad der Immundefizienz und das Risiko, eine opportunistische Infektion zu entwickeln,
ist die Zahl der CD4-positiven T-Lymphozyten. Die Viruslast dient hingegen als wichtigster
prognostischer Faktor fiir die HIV-Erkrankung. Die HIV-Infektion 148t sich auf der Basis
klinischer Befunde in vier Gruppen (I — IV) einteilen. Da die Erkrankung stationir bis progressiv

verlduft, kann es keine Riickstufung in den Stadien bzw. Gruppen geben [57,71].

Als Gruppe I wird die Akute HIV-Krankheit bezeichnet und verlduft in vielen Féllen inapparent.
In 20 — 30 % der Fille ist die Primédrinfektionen durch Symptome begleitet, jedoch bleiben sie
meist unerkannt. In einem Zeitraum von 6 Tagen bis 6 Wochen nach der Infektion treten
Symptome wie Fieber, Lymphknotenschwellung, Hepatosplenomegalie, Angina und in seltenen
Féllen Meningoenzephalitis auf. Diese Symptome erinnern an die Mononukleose. Gegen die
Mononukleose spricht aber ein negativer Paul-Bunnell-Test und das lymphopenische Blutbild.
Manchmal leiden die Infizierten auch unter einer Art Hautausschlag, der vor allem den oberen
Korperstamm betrifft und nach 1 -2 Tagen wieder verschwindet. Verstreut auf der Haut finden
sich bis zu 1 cm grofe, z.T. geschwollene und leicht juckende Flecken. Desweiteren konnen
Myalgien, Arthralgien, Diarrhd, Ubelkeit, Erbrechen, Kopfschmerzen, Gewichtsverlust,
Candidiasis und neurologische Symptome auftreten. Antikdrper gegen HIV lassen sich in dieser

Zeit in der Regel noch nicht nachweisen [57,71,101].

Die Asymptomatische Infektion oder Latenzphase stellt die Gruppe II dar. Hierbei wird noch
eine Gruppe II A von einer Gruppe II B unterschieden, wobei im Falle der Gruppe II A die
Laborwerte im Normbereich liegen. Bei Infizierten der Gruppe II B findet man hingegen
pathologische Laborwerte. Klinisch zeigen sich sowohl die Betroffenen der Gruppe II A als auch
die der Gruppe II B gesund. Sie tragen aber das Virus, das sich im lymphatischen Gewebe

vermehrt, in sich und sind damit ansteckend [57].
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Die Gruppe III wird als Generalisierte Lymphadenopathie oder Lymphadenopathie-Syndrom
(LAS) bezeichnet. Auch hier werden wie in Gruppe II anhand der Laborwerte zwei
Untergruppen unterschieden. Der Test auf HIV-Antikoper féllt in diesem Stadium positiv aus.
Gekennzeichnet ist das LAS durch persistierende, d.h. {iber einen Zeitraum von drei Monaten
hinaus bestehende, Lymphknotenschwellungen an mindestens zwei extrainguinalen Lokali-
sationen. Die betroffenen Lymphknoten sind nicht druckschmerzhaft und haben einen

Durchmesser von mehr als 0,5 cm. Allgemeinsymptome sind nicht vorhanden [57,101].

In der Gruppe IV A — E sind die HIV-assoziierten Erkrankungen zusammengefaf3t, wobei ein
Betroffener mehreren Untergruppen zu gleich angehoéren kann. Der AIDS-Related-Complex
(ARC) stellt die Untergruppe IV A dar. Definiert ist er durch zwei klinische Symptome und zwei
Laborwerte aus Tab. 6 [57].

Klinische Symptome Laborbefunde

Nachtschwei3 > 1 Monat T-Helferzellen < 400/ul

Unfreiwilliger Gewichtsverlust > 10 % T4/Ts-Quotient < 1

Fieber > 1 Monat (ohne andere Ursache) Granulozytopenie

Diarrho > 1 Monat (ohne andere Ursache) Thrombozytopenie
Anédmie
Vermehrung der y-Globuline (insbes. IgG)
Verminderung oder Verzogerung der
Hautreaktion vom verzdgerten Typ

Tab. 6: Mdgliche klinische Symptome und Laborbefunde, wobei vom AlDS-Related-Complex gesprochen wird, wenn
zwei dieser klinischen Symptome und zwei der Laborbefunde vorhanden sind [57]

In der Untergruppe IV B sind die neurologischen Erkrankungen zusammengefaflt. Hierbei
handelt es sich im wesentlichen um drei Erkrankungen: die subakute HIV-Enzephalitis mit Hirn-
atrophie, die Myelopathie mit Degeneration der Riickenmarksbahnen und die Periphere

Neuropathie [57].

Die Untergruppe IV C umfafit die groBe Gruppe der Infektionen, wobei man zwischen den
opportunistischen Infektionen (C 1), die AIDS definieren, und anderen Infektionen (C 2)
unterscheidet. Zu den Erregern der opportunistischen Infektionen, die in 80 % der Fille die
Erstmanifestation von AIDS kennzeichnen, zdhlen Protozoen (Pneumocystis carinii, Toxoplasma
gondii, Cryptosporidium parvum, Isospora belli und hominis, Mikrosporidien), Pilze (Candida,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus, Histoplasma capsulatum), Bakterien (atypische
Mykobakterien (Mycobacterium-avium-Komplex = MAC)) und Viren (CMV, HSV,

Papovaviren). Nicht selten kommt es zu Mehrfachinfektionen. Zur Gruppe IV C 2 zéhlen die
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orale Candidiasis, die orale Haarleukoplakie (Erreger: EBV), der Herpes zoster, die

Lungentuberkulose und die Nokardiose [57].

Malignome, die AIDS definieren, bilden die Untergruppe IV D. Das epidemische Kaposi-
Sarkom, ZNS-Lymphome, Non-Hodgkin-Lymphome (iiberwiegend hochmaligne und vom B-

Zelltyp) und das invasive Zervixkarzinom gehoren dieser Untergruppe an [57].

Andere Erkrankungen wie die interstitielle Pneumonie bei Kindern oder das Wasting-Syndrom,
gekennzeichnet durch einen Gewichtsverlust von mehr als 10 %, Schwiche (meist zusammen

mit chronischer Diarrhd, zéhlen zur Gruppe IV E [57].

Eine andere Einteilung (Tab. 7) in die Stadien A1 — C3 orientiert sich sowohl an klinischen

Kategorien (A — C) als auch an dem Laborparameter der T-Helferzellen (1 — 3).

Klinische Kategorien

A B C
Asymptomatische Symptomatisch, aber AIDS-Indikator-
CD4-positive Zellen / oder akute HIV- nicht A oder C Krankheiten
ul Krankheit oder LAS
1 >500 Al B1 Cl
2 200 — 499 A2 B2 C2
3 <200 A3 B3 C3

Tab. 7: CDC-Stadieneinteilung der HIV-Infektion von 1993 [1]

1.4.5 HIV-Erkrankung und HHV-8

HIV- und HHV-8-Infektion und -Erkrankung scheinen in einem Zusammenhang zu stehen,
wobei HIV einen Einflufl auf die HHV-8-Erkrankung selbst und ihren Verlauf ausiibt.

Die Inzidenz von KS zeigt sich bei HIV-1-infizierten Patienten um mindestens 20.000-fach
erhoht [11]. Das AIDS-KS zeichnet sich im Vergleich zu den drei anderen Formen des KS durch
seine hohere Aggressivitit aus (vgl. auch 1.2.5.1). Es zdhlt zu den hdufigsten neoplastischen

Erkrankungen in einigen Regionen Afrikas [30].
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Die Inkubationszeit bis zum Auftreten von KS hédngt unter anderem von der Reihenfolge der
Infektion ab. Studien belegen, daB3 Patienten, die sich zuerst mit dem HI-Virus und danach mit
HHV-8 infiziert haben, AIDS-KS schneller entwickeln als Patienten, die vor ihrer Infektion mit
dem HI-Virus bereits HHV-8-positiv waren [71].

Wie bereits in Abschnitt 1.4.3 erwéhnt, spielt das Tat-Protein des HIV-1 in der Pathogenese des
AIDS-KS eine besondere Rolle. HIV-1 Tat scheint sowohl die Inzidenz als auch die
Aggressivitidt von KS zu erhohen [41,106]. Harrington et al. beschreiben, dal HIV-1 Tat die
Expression von Zytokinen induziert, die normale Endothelzellen die Charakteristika von KSC
annehmen 14Bt, und HHV-8 in peripheren Blutlymphozyten aktiviert [55]. Zudem konnten
Huang et al. zeigen, dal HHV-8 und HIV-1 sich wechselseitig in ihrer Genexpression verstirken
[62]. Eine weitere Erkldrung fiir die hohere Aggressivitdt des AIDS-KS sehen Morini et al. in der
Féhigkeit von HIV-1 Tat, den VEGF-Rezeptor KDR von Endothelzellen und KSC zu aktivieren
und dadurch unter anderem die Migration von KSC zu induzieren [106]. Desweiteren kann HIV-
1 Tat durch die Induktion zelluldrer proinflammatorischer und pro-proliferativer Gene (und
deren Proteine IL-6, MCP-1, VCAM-1 und ICAM-1) die hohere Aggressivitit von AIDS-KS
bedingen [68].

Nicht nur das KS sondern auch das PEL zeigt im Rahmen von AIDS eine aggressivere
Verlaufsform mit einem mittleren Uberleben vom Zeitpunkt der Diagnose von 5 — 7 Monaten

[71].
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Mit der Entdeckung des HHV-8 und seiner Rolle in der Entstehung von KS und anderen
Erkrankungen (siehe 1.2.5) gewann auch die Frage nach den Ubertragungswegen des Virus eine
grofe Bedeutung. Vor allem die Moglichkeit der vertikalen Ubertragung wird seitdem intensiv

und kontrovers diskutiert.

Serologische Untersuchungen von Neugeborenen und Kindern (vor allem in den
Endemiegebieten von KS) zeigten relativ hohe HHV-8-Seroprédvalenzraten (siehe auch 1.2.4).
Da aber insbesondere bei Neugeborenen eine sexuelle Ubertragung und in den meisten Fillen
ebenfalls die (ohnehin nicht gesicherte) Ubertragung durch Blut und Blutprodukte
ausgeschlossen werden kann, liegt die Vermutung nahe, da in dieser Population andere
Ubertragungswege von Bedeutung sein miissen. Vor allem im Falle HHV-8-positiver
Neugeborener kénnte eine vertikale, transplazentare Ubertragung eine iibergeordnete Rolle
spielen. Zudem ist in Bezug auf die Moglichkeit der vertikalen Ubertragung HHV-8 nicht der
einzige Vertreter aus der Familie der Herpesviren, denn bei CMV, VZV und HHV-6 ist die
vertikale Ubertragung als ein Ubertragungsmodus bereits beschrieben [136].

Hauptziel dieser Arbeit ist die Beantwortung der Frage, ob auch im Falle des HHV-8 eine
vertikale Ubertragung moglich bzw. von Bedeutung ist. Bezogen auf Nicht-Endemiegebiete des

HHYV-8 liegen zu diesen Fragen zurzeit keine Studien vor.

Zur Beantwortung dieser Frage wurde das endgiiltige Untersuchungskollektiv durch die HHV-8-
Seropositivitit der Miitter definiert. Durch die Screeninguntersuchung von 308 miitterlichen
Serumproben konnten die Miitter mit IgG-Antikdrpern gegen HHV-8 und ihre Neugeborenen
ausgewdhlt werden. Das Blut der ausgewihlten Neugeborenen wurde auf IgG- und IgM-
Antikorper gegen HHV-8 sowie HHV-8-DNA getestet, das der ausgewihlten Miitter auf [gM-
Antikorper gegen HHV-8, auf IgG- und IgM-Antikorper gegen CMV sowie auf HHV-8-DNA.

Weitere Aspekte dieser Arbeit liegen im Vergleich der beiden Herpesviren CMV und HHV-§,
vor allem im Bezug auf ihr Verhalten wéihrend der Schwangerschaft (Reaktivierung) und den
vertikalen Ubertragungsmodus, und im Vergleich der Seroprivalenzraten des HHV-8 in den

verschiedenen Untersuchungskollektiven.

Als Kontrollkollektiv wurden bewullt HIV-positive Patienten ausgewéhlt. Die Griinde hierfiir
liegen zum einen in den bekannten hohen HHV-8-Seropréivalenzraten, so dafl die verwendeten
Untersuchungstechniken getestet werden konnten. Zum anderen soll als Nebenaspekt dieser

Arbeit auf den beschriebenen Zusammenhang zwischen HIV und HHV-8 eingegangen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur und Stimulationsversuch

Zellen: BCBL-1 Zellen [126]: B-Zell-Lymphomzellinie, HHV-8-positiv, EBV-negativ
BJAB-Zellen: Lymphomzellinie, EBV-negativ

Zur Induktion werden Phorbol-Ester (4p3-phorbol-12-myristate-13-acetate, SIGMA No. P-8139)
und humanes, rekombinantes Interleukin 6 (Boehringer Mannheim Biochemica, Best. Nr. 1138
600) benutzt. AnschlieBend werden die Zellen fiir zwei bis drei Tage bei 37°C im Brutschrank

inkubiert und dann weiter verwendet.
Phorbol-Ester (PE):

Die Gebrauchslosung wird aus 1 ml Phorbol-Ester und 5 ml DMSO hergestellt. Zu 100 ml
Medium werden 10 pl Phorbol-Ester (20 ng/ml) gegeben.

Interleukin 6 (IL-6):

Zur Herstellung der Gebrauchslosung wird das IL-6 (500.000 U/ml) in 9 ml RPMI (5 % FKS)

aufgenommen.

2.2 Herstellung von Objekttragern

Der Inhalt einer T 175 Zellkulturflasche (100 ml) wurde in zwei Falcon-Plastikréhrchen (50 ml)
iiberfiihrt. Die R6hrchen wurden bei 85 x g ( MSE Zentrifuge 600 UPM, rm = 21,2 cm) 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert und das Sediment mit 10 ml PBS
suspendiert. Die Suspensionen der beiden Rohrchen wurden vereinigt und erneut zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert und das Sediment in 10 ml PBS aufgenommen. Mit
der Pasteurpipette wurde etwas Zellsuspension entnommen, in eine Neubauer-Zihlkammer
gefiillt und die Zellen ausgezahlt. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Sediment anhand der
vorangegangenen Zellzihlung in PBS suspendiert, so daB die Dichte 1,2 x 10° Zellen /2 pl (=6
x 10’/ml) betrug. Jeweils 2 pl der Zellsuspension wurden auf die vorgesehenen Felder der

Objekttrager aufgetragen, trocknen gelassen und 10 min in Aceton fixiert.
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2.3 Immunfluoreszenztest

Der Immunfluoreszenztest diente zum Nachweis von HHV-8-Antikérpern im Serum bzw.

Plasma der untersuchten Personen.

Gearbeitet wurde mit einer 1:40 Serumverdiinnung beim IgG-IFA und mit einer 1:21
Serumverdiinnung beim IgM-IFA. Zur Vorabsorbierung von Rheumafaktoren wurde beim IgM-
IFA das Serum mit RF-Absorbens (Dade Behring) versetzt. Mit Hilfe einer Eppendorfpipette
wurden 20 pl der Serumverdiinnung auf die vorgesehenen Felder der Objekttrager aufgetragen.
Auf die Felder 1 + 5 wurde die positive und auf die Felder 2 + 6 die negative Kontrolle pipettiert.
Die Objekttrager wurden fiir 30 min bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Danach
wurden die Objekttrager mit destilliertem Wasser abgespiilt, in Farbetroge gestellt und zweimal
jeweils 5 min mit PBS gewaschen. Es wurde mit einer 1:30 FITC-konjugierten-anti-human-
Immunglobulin-Verdiinnung (,,Konjugat“ oder ,.Zweitantikorper®) gearbeitet. Dabei mulfite
beachtet werden, daBl das Konjugat lichtempfindlich ist, so daB nur die bendtigte Menge
hergestellt wurde. Die Objekttrager wurden aus dem Férbetrog genommen und mit dem Fon
getrocknet. Jeweils 20 pl des verdiinnten Konjugats wurden auf die Felder aufgetragen. Die
Objekttrager wurden erneut 30 min bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. AnschlieBend
wurden sie mit destilliertem Wasser abgespiilt, in Farbetroge gestellt und zweimal jeweils 5 min
mit PBS gewaschen. Nach dem Trocknen wurden die Objekttriger mit Mounting-Fluid
eingedeckt und mit einem Deckglas versehen. Die Auswertung erfolgte unter dem

Fluoreszenzmikroskop (1:25 Neofluar-Objektiv, Zeiss-Filterkombination FT 510 und LP 520).

2.4 Virus-DNA-Isolierung

2.4.1 High Pure Viral Nucleic Acid Kit®

Boehringer Mannheim (Best. Nr. 1 858 874)

Diese Methode diente zur Isolierung der viralen DNA aus Vollblut der untersuchten Personen.

Vorbereitung:

Proteinase K wurde in 4,5 ml bidest. H,O aufgenommen und aliquotiert bei —20°C gelagert.
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Der Waschpuffer wurde mit 40 ml Ethanol p.A. versetzt.

Poly(A)Carrier-RNA wurde in 0,4 ml Elutionspuffer gelost und portioniert a 40 ul bei — 20°C
gelagert. Zur Herstellung einer Arbeitslosung fiir 10 Proben wurde eine Portion aufgetaut und

mit 2,5 ml Bindepuffer versetzt. Die Arbeitslosung wurde immer frisch hergestellt, da die

Poly(A) Carrier-RNA bei Lagerung bei RT ausfallt.

Durchfiihrung:

Mittels des High Pure Viral Nucleic Acid Kits® wurden die viralen Nukleinsduren aus Vollblut
isoliert. Es wurden 200 pl Vollblut mit 200 pl Arbeitslosung und danach mit 40 pl Proteinase K
versetzt. Die Proben wurden sofort gut gemischt und fiir 10 min bei 72°C inkubiert. Dann
wurden je 100 pl Isopropanol zu den Proben pipettiert und gut gemischt. Die High Pure Filter-
Tubes wurden in ein Auffanggefdl gesetzt und die Proben jeweils in das obere Reservoir
pipettiert. Die Auffanggefde inklusive Filter-Tubes wurden 60 sec bei 8000 x g in einer
Standard-Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und die Filter-Tubes in
neue AuffanggefiaBe gesetzt. Es wurden 450 ul Waschpuffer in das obere Reservoir pipettiert und
60 sec bei 8000 x g zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und die Filter-Tubes in neue
Auffanggefifle gesetzt. Es wurden 450 pul Waschpuffer zugegeben, 60 sec bei 8000 x g und
danach ca. zehn Sekunden bei 13000 x g zentrifugiert. Die Filter-Tubes wurden in saubere,
nucleasefreie 1,5 ml Reaktionsgefda3e eingesetzt. Zur Elution der Nukleinsduren wurden jeweils

50 pl Elutionspuffer in die Filter-Tubes gegeben und fiir 60 sec bei 8000 x g zentrifugiert.

2.4.2 DNA-Extraktion nach Boom
Sie diente als Alternativmethode zur Extraktion von viraler DNA aus Vollblut [19,49,60].
Material:

Lysispuffer [60]:
5 M Guanidine thiocyanate (MW 118,1) 590 g

1 % Triton X-100 10 ml
0,5M EDTA 40 ml
1 M Tris-HCI1 pH 6,4 20 ml

Jeweils 900 ul wurden in konische Reaktionsgefifle (1,5 ml) mit Schraubdeckel gegeben.
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NUCLISENS™ — Isolation Kit No. 84123 (fiir 50 Extraktionen) (Organon®™)

Durchfiihrung:

Nukleinsdurefreisetzung

Die Reaktionsgefifle mit Lysispuffer wurden in einer Eppendorf-Zentrifuge 15 sec bei 10.000 x
g zentrifugiert. Danach wurden die ReaktionsgefaBe auf Kristalle {iberpriift und gegebenenfalls
erneut zentrifugiert. Es wurden 200 ul Vollblut (EDTA- oder Heparin-Blut) hinzugegeben und

kurz gevortext.

Nukleinsédureisolierung

Der Waschpuffer aus dem Kit (22 ml fiir 10 Proben) wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert, wobei
er alle zehn Minuten bewegt wurde, um die Kristalle vollstdndig zu 16sen, und anschlieBend
wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt. Das Reaktionsgefdall (0,8 ml) mit Silica-Partikeln aus
dem Kit wurde gevortext, bis die Losung triib erschien. Dieser Vorgang wurde unmittelbar vor
der Zugabe zu den Proben wiederholt. Die Proben wurden fiir 30 sec bei 10.000 x g
zentrifugiert. Es wurden 50 pl der Silica-Suspension zu jeder Probe gegeben. Fiir 10 min wurden
die Proben bei Raumtemperatur inkubiert, wobei ca. alle 2 min gevortext wurde. Nach dieser
Zeit wurden die Proben fiir 30 sec bei 10.000 x g zentrifugiert. Der nach der Zentrifugation
entstandene Uberstand wurde vorsichtig, ohne das Sediment zu beriihren, abgesaugt, wobei nach
jeder Probe eine neue Spitze verwendet wurde. Es wurde 1 ml Waschpuffer zupipettiert und nach
jeder Probe die gestopften Spitzen gewechselt. Die Proben wurden kurz gevortext, um das
Sediment zu 16sen und bei 10.000 x g fiir 30 sec zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde
vorsichtig abgesaugt und 1 ml Waschpuffer zugegeben. Die Proben wurden gevortext und fiir 30
sec bei 10.000 x g zentrifugiert. Diese Prozedur wurde anschlieend noch zweimal mit 70 %
Ethanol und einmal mit Aceton durchgefiihrt. Dann wurde der Uberstand vorsichtig jeweils unter
Verwendung neuer Spitzen abgesaugt. Die gedffneten R6hrchen wurden im Anschluf3 fiir 10 min

bei 56°C mit Papier bedeckt inkubiert.

Elution

Den Proben wurden jeweils 50 ul Elutionspuffer aus dem Kit zugegeben. Die Proben wurden

gevortext, bis sich das Sediment geldst hatte. Es wurde 2 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Der
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Uberstand (etwa 30 — 35 pl) wurde unter Verwendung gestopfter Spitzen in neue Rohrchen

uberfiihrt.

2.4.3 DNA-Extraktion aus PCR-Produkten

Jeweils 80 pl der Probe wurden in Eppendorfhiitchen pipettiert. Nach der Zugabe von 40 pl
Ethanol wurde auf unterer Stufe fiir ca. 30 sec gevortext. Es wurden 40 ul SEVAG (Chloroform-
Isoamylalkohol 25:1) hinzugegeben. Die Proben wurden 5 min bei 15.000 UPM zentrifugiert.
Die wisserige Phase wurde in neue Eppendorthiitchen iiberfiihrt, und es wurden ca. 75 pl
SEVAG (entspricht der bereits im Hiitchen vorhandenen Fliissigkeitsmenge) hinein pipettiert.
Die Proben wurden ca. 30 sec auf unterer Stufe gevortext und fiir 5 min bei 15.000 UPM
zentrifugiert. Die wésserige Phase wurde in neue Hiitchen iiberfithrt und 10 Vol.% 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) hinzugegeben. Bei Raumtemperatur wurden die Proben 60 sec lang
stehengelassen. Eiskaltes Ethanol in doppelter Menge der enthaltenen Fliissigkeit wurde hinzu-
gegeben. Die Proben wurden fiir mindestens 60 min bei —20°C inkubiert und dann fiir 20 min bei
15.000 UPM zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, und das Pellet wurde in 150 pl 70
%igem Ethanol (Raumtemperatur) aufgenommen. Fiir 10 min wurden die Proben bei 15.000
UPM zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Proben 2 min bei Raumtemperatur

belassen. Das Pellet wurde in 10 pl TE-Puffer aufgenommen.

2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.5.1 HHV-8-PCR

ORF 26 [31]: 5'Primer: 5" — AGC CGA AAG GAT TCC ACC AT -3
3'Primer: 5" — CTG GAC GTA GAC AAC ACG GA -3’

Sonde [31]: 5" —TGC AGC AGC TGT TGG TGT ACCACAT-3’
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Alternative Primer zur Verifizierung des positiven DNA-Nachweises:
KS330 [45]: 5'Primer: 5" — ACG GAT TTG ACC CCG TGT TC -3’
3'Primer: 5" — AAT GAC ACA TTG GTG GTA TA -3’
OREF 25: sense: 5" — GGA ATT CAG TCA TGG CAC TCG ACA AGAG-3"

antisense: 5" — CGG ATC CTC GTT AGC GTG GGG AAT ACC AAC-3"

Master-Mix:

1-fach
dNTP 2,0 ul
10 x PCR-Puffer 10,0 pl
Primer 1 10,0 pl
Primer 2 10,0 pl
aqua dest. 70,0 pl
Taq pol. 0,5 ul
Gesamt 102,5 ul

95 ul /Ansatz + 5 pl Probe

Amplifikationsparameter:

Thermocycler Perkin Elmer 9200, Methode 24

Programm 20 2 min bei 95°C HOLD
Programm 21 30 sec bei 94°C
30 sec bei 55°C 40 Zyklen
1 min bei 72°C
Programm 22 5 min bei 72°C
Programm 23 4°C FOREVER

2.5.2 p-actin PCR

Primer: 5 Primer: 5" — AGA AGA GCT ACG AGC TGC CTG ACG -3

3'Primer: 5" — CTG CAT ACT CCT GCT TGC TGA TCC -3’
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Primer in Anlehnung an das in-house-Protokoll

Master-Mix:

1-fach
dNTP 2,0 ul
10 x PCR-Puffer 10,0 ul
Primer 1 10,0 pl
Primer 2 10,0 pl
aqua dest. 70,0 pl
Taq pol. 0,5 ul
Gesamt 102,5 ul

95 ul /Ansatz + 5 ul Probe

Amplifikationsparameter:

Thermocycler Perkin Elmer 9200, Methode 18

Programm 19 5 min bei 95°C

Programm 15 1 min bei 95°C
30 sec bei 60°C
10 sec bei 72°C } 40 Zyklen
1 min bei 72°C

Programm 17 4°C FOREVER

2.6 Southern-Blot

Modifiziertes hauseigenes Protokoll aus verschiedenen anderen Protokollen.

Material:

Denaturierungslosung:
1,5 M NaCl 87¢
0,5 M NaOH 20g

aqua dest. ad 1000 ml
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Neutralisationslosung (S & S-Protokoll):

3 M Na-Acetat x 3 H,O (MW 136)
aqua dest.

mit Eisessig auf pH 5,5

aqua dest.

20 x SSC (Maniatis S. B.13) [134]:

3,0 M NaCl

0,3 M 3Na-Citrat x 2H,0
aqua dest.

mit NaOH auf pH 7,0
aqua dest.

Losung autoklavieren

20 % SDS:

Sodiumdodecylsulfat (MW 228)
aqua dest.

0,5 M Natriumphosphatpuffer pH 7,2:

Na,HPO,4 x 2 H,O (MW 178)
85 %ige Phosphorsiure
aqua dest.

Blotbenetzungspuffer:

0,5 M Na-Phosphat pH 7,2
aqua dest.

Hybridisierungslosung:

0,5M EDTA

20 % SDS

0,5 M Na-Phosphat
aqua dest.

Blocking reagent (Bohringer) erst vor Gebrauch in jeweiliges Volumen zugeben
(fiir eine Membran: 0,15 g Blocking reagent + 15 ml Hybridisierungslosung)

Waschlésung A: 2 x SSC, 1 % SDS

20 x SSC
20 x SDS
aqua dest.

ad

ad

ad

ad

ad

ad

ad

ad

408 g
600 ml

1000 ml

1753 ¢
882 ¢g
800,0 ml

1000,0 ml

100 g
500 ml

345¢
2,0ml
500,0 ml

50 ml
100 ml

0,2 ml
35,0 ml
50,0 ml

100,0 ml

50,0 ml
25,0 ml

ad 500,0 ml
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Waschlosung B: 1 x SSC, 1 % SDS

20 x SSC 25,0 ml
20 x SDS 25,0 ml
aqua dest. ad 500,0 ml

Waschlosung C: 1 x SSC

20 x SSC 25,0 ml
aqua dest. ad 500,0 ml
Puffer 1:
100 mM Maleinsdaure (MW 116) 11,6 g
150 mM NacCl 87¢g
aqua dest. ad 1000,0 ml
pHad 7,5
Puffer 2:

Puffer 1 + 0,5 % Blocking reagent (2,5 g auf 500 ml)
(fiir eine Membran: 40 ml Puffer 1 + 0,2 g Blocking reagent)
Losung bei 60°C inkubieren

Puffer 3 (Substratpuffer fiir NBT/BCIP):

1 M Tris-HCI1 pH 9,5 50,00 ml

100 mM NacCl 290 ¢g

50 mM MgCl, x 6 H,O (MW 203) 5,07 ¢g

aqua dest. ad 500,00 ml
Durchfiihrung:

Die DNA wurde im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde fiir 30 min in
Denaturierungslosung und zweimal fiir je 15 min in Neutralisationslosung auf einem Schiittler
inkubiert. Eine Nylonmembran (Schleicher & Schiill Nytran-Membran Nr. NY 13 N (0,45 um) )
wurde kurz in destilliertem Wasser und anschlieBend mindestens 5 min in 10 x SSC inkubiert.
Die Transferkammer wurde nach Maniatis gebaut (Abb. 4) [134]. Als Transferpuffer wurde 10 x
SSC verwendet. Der Transfer lief iiber Nacht.
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Gewicht
500 g Glasplatte
Papiertiicher
Nylonmcmbran
Whatman Whatman
3IMM Papier 3MM Papier
Transfer- Gel

‘ / Stiitze \ ‘

Abb. 4: Transferkammer nach Maniatis [134]

puffer

Am nichsten Morgen wurde das Gel unter UV-Licht auf DNA-Riickstinde kontrolliert. Die
Membran wurde UV-Licht (0,5 J/cm?) ausgesetzt, um die DNA querzuvernetzen, und dann kurz

in Blotbenetzungspuffer inkubiert.

Prahybridisierung

Die Nylonmembran wurde in eine Tiite gelegt, 10 ml Hybridisierungslosung hinzugegeben. Die
Tiite wurde verschweillt und in ein Wasserbad (37°C) gelegt. Nach 45 min wurde die Tiite

entnommen, gedffnet und die Losung komplett entfernt.

Hybridisierung

In die Tiite wurden 2,5 ml Hybridisierungslosung und 10 pl Biotin-Sonde pipettiert. Die Tiite
wurde verschweillit und im Wasserbad (37°C) inkubiert. Nach 2 Stunden wurde die Tiite
entnommen, gedffnet und die Membran herausgeholt. Die Membran wurde nun zweimal jeweils
5 min bei Raumtemperatur in der Waschlésung A, danach fiir zweimal jeweils 15 min bei 37°C
in vorgewarmter Waschlosung B und zum Schlu3 zweimal jeweils 5 min bei Raumtemperatur in

Waschlosung C auf einem langsam rotierenden Schiittler inkubiert.
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Immunologischer Nachweis

Alle Inkubationen erfolgten bei Raumtemperatur. Die Membran wurde ca. 60 sec in Puffer 1
gewaschen und dann fiir 30 min in 40 ml Puffer 2 inkubiert. Es wurden 10 pl des spezifischen
Antikorpers Streptavidin-AP mit 35 ml Puffer 1 vermischt, um die gewiinschte Verdiinnung von
1:3500 herzustellen. Die Membran wurde fiir 30 min in dieser Losung inkubiert. Danach wurde
die Membran zweimal jeweils 15 min mit Puffer 1 gewaschen. Zur Herstellung des Substrats
wurden 1% Losung 1 (NBT) und 1% Losung 2 (BCIP) in Puffer 3 pipettiert. Die Membran
wurde mit dem Substrat in einem verschlossenen Gefda3 im Dunkeln bis zu einem Tag inkubiert,

wobei darauf geachtet wurde, dall das Gefal3 nicht geschiittelt wurde.

2.7 Nested-PCR

AuBere Primer [31]:

ORF 26:  5'Primer: 5" — AGC CGA AAG GAT TCC ACC AT -3’
3’Primer: 5" — CTG GAC GTA GAC AAC ACGGA -3

Innere Primer [45]:

KS330:  5'Primer: 5" — ACG GAT TTG ACC CCG TGT TC -3~

3'Primer: 5" — AAT GAC ACA TTG GTG GTA TA -3’

Alternative Pimer zur Verifizierung des positiven DNA-Nachweises:

AuBere Primer [147]:

ORF 22A: 5'Primer: 5" — TAA TCA CCT AGA GGA TCC ATG CAG GGT CTA G-3’

ORF 22B: 3'Primer: 5" — ATC TAC GCT TTA GCG GCC GCC TAA TAA AGG ATGG -3
Innere Primer [147]:

ORF 22C: 5'Primer: 5" — ATT GGC AAC AAC GAGTCC -3’

ORF 22D: 3'Primer: 5" — CCA ACA TCT GAA ACA ACA CC-3’
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Master-Mix:

1-fach
dNTP 2,0 ul
10 x PCR-Puffer 10,0 pl
Primer 1 10,0 pl
Primer 2 10,0 pl
aqua dest. 70,0 ul
Taq pol. 0,5 ul
Gesamt 102,5 pl

95 ul /Ansatz + 5 pl Probe

Amplifikationsparameter:

Thermocycler Perkin Elmer 9200, Methode 24

Programm 20 2 min bei 95°C HOLD
Programm 21 30 sec bei 94°C
30 sec bei 55°C 40 Zyklen
1 min bei 72°C
Programm 22 5 min bei 72°C
Programm 23 4°C FOREVER

2.8 Real-time-PCR

2.8.1 Prinzip der Real-time TaqMan' PCR

Im Gegensatz zur konventionellen PCR ermoglicht die Real-time-PCR-Technologie die
simultane Durchfiihrung der Amplifikation sowie der Detektion in einem Reaktionsgefd3. Dem
Verfahren liegt der Anfang der 90'er Jahre beschriebene 5' Nuklease assay [59] zugrunde, bei
dem man sich die 5' Exonukleaseaktivitit der Taq-Polymerase zunutze macht. Der 1993 von der

™

Firma Applied Biosystems entwickelte TagMan =~ PCR Assay verwendet als Sonde ein

Oligonukleotid, dessen 5' Ende mit dem Fluoreszenz-Reporter-Farbstoff (Fluoreszein-Derivat,
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zumeist 6-Carboxy-Fluorescein, FAM) und dessen 3' Ende mit einem Quencher-Farbstoff

(Rhodamin-Derivat, zumeist 6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin, TAMRA) markiert ist.

Die rdumliche Ndhe von Reporter und Quencher auf der intakten Sonde bewirkt, dafl bei
Anregung mit einer Wellenldnge von 488 nm kein Signal entstehen kann. Wéhrend der
Annealing-Phase hybridisiert die Sonde zusammen mit den Primern an der Matrize. In der
Extensionsphase verdriangt die Tag-Polymerase die Sonde, die dabei hydrolysiert wird. Das
dabei entstehende Fluoreszenzsignal wird von der CCD-Kamera gemessen. Da dies bei jedem
der normalerweise 40-45 Zyklen geschieht, erhdlt man quasi online ein MeBsignal, das
proportional zum entstandenen PCR-Produkt ist. Da die Sonde exakt auf ein Primer-Paar
abgestimmt sein muf3, und die spezielle Synthese damit recht teuer ist, gibt es als Alternative fiir
die Erzeugung von Fluoreszenzsignalen die Verwendung von DNA-Farbstoffen, die sich
sequenz-unabhéngig an jede Form von doppelstringiger DNA anlagern. Statt des klassischen
DNA-Farbstoffs Ethidiumbromid verwendet man dabei zumeist das Sybr-Green, das sich in die

kleine Grube der DNA-Doppelhelix ("minor-groove Farbstoff") interkaliert.

0
R = Reporter
Polymerisation-Beginn Q= Quencher
5' u 3'
3 5
) 3!
5 Abb. 5: Schema der Real-time TagMan-PCR.
. Als entscheidende Modifikation gegeniiber
Strangverdrangung der konventionellen PCR ist der Einsatz einer
fluoreszenz-markierten Sonde zu sehen, die
t am 5' Ende als Reporter (R) einen FAM-
5 ’ 3 Farbstoff und am 3' Ende als Quencher (Q)
3 5 einen TAMRA-Farbstoff besitzt. Die Sonde
, 3 wird direkt bei der Amplifikation zugesetzt und
S 5 bei der Polymerisation durch die
Exonukleaseaktivitdt der Taqg-Polymerase
zerstért. Die dabei erfolgende raumliche
e ¢ Trennung von Reporter und Quencher
Spaltung DAY erzeugt ein meRbares Signal, das von der
, N CCD-Kamera des Gerates gemessen wird.
5
3 5'
5l 3!
5
. . (L
Polymerisation-Abschluf’ -@; * !
1 1 \
| IR J 3
5
3 5
5l 3|
5
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Entscheidend fiir Quantifizierungsstrategien ist dabei nicht die Stirke des Signals, das in den
meisten Féllen vor den letzten Zyklen ein Plateau erreicht, sondern die Kinetik des Anstiegs.
Dabei geht als MeBgrof3e ein, bei welchem Zyklus das Fluoreszenz-Signal einen vorgegebenen
Schwellenwert tibersteigt (CT = threshold cycle). In Abhingigkeit von der Menge an Matrize,
die zu Beginn der Amplifikation vorlag, verschiebt sich dieser Wert mit steigender Menge zu
einem fritheren Zyklus (niedriger CT-Wert) und umgekehrt. Bei einer optimal verlaufenden
Reaktion sollte sich die Menge an Amplifikaten mit jedem Zyklus verdoppeln, d.h.

mathematisch kann die PCR beschrieben werden mit der Gleichung:

Y = X(1+E)"

wobei Y die Menge an Amplicons, X die Startkopienzahl zu Beginn der PCR, E die Effizienz
der Reaktion (im Idealfall 1.0) und n die Anzahl der PCR-Zyklen ist. Da die Effizienz von den
Reaktionsbedingungen (Primerauswahl, Ampliconlédnge, Qualitdt der Polymerase etc.) abhingt,
ist es zur Quantifizierung notwendig, bei jedem Experiment eine definierte Menge an

sequenzspezifischem DNA-Standard in mehreren Verdiinnungsstufen mitgetestet wird, um eine

Standardkurve erstellen zu konnen.

2.8.2 Materialien und Durchfiihrung

Die Auswahl der Primer erfolgte mit Hilfe der Software ,,Primer Express® der Firma Applied

Biosystems.

Sense-primer: HHVS8ORF26F
CAA CGG ATT TGA CCT CGT GTT

Auf Endkonzentration von 3 uM mit Minimum sterile Buffer einstellen.

Anti-sense-primer: HHV8ORF26R
TGC TGC AGA ATA GCG TGC C

Auf Endkonzentration von 6 uM mit Minimum sterile Buffer einstellen.
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TagMan PCR Sonde: HHVEB

FAM - CCA TGG TCG TGC CGC AGC A - TAMRA

Auf Endkonzentration von 1 pM mit Minimum sterile Buffer einstellen.

Minimum sterile Buffer (1 mM Tris-HCI pH 8 /0,01 mM EDTA):

IM Tris-HCI pH 8

0,5M EDTA

aqua dest.
Master-Mix:

1-fach

PCR-Uni-Mix 25 ul
Primer F Sul
Primer R Sul
Sonde S5ul
aqua dest. Sul
Gesamt 45 ul

45 ul / Ansatz + 5 ul Probe

Amplifikationsparameter:

50 wl

1wl
50 ml

Thermocycler Perkin Elmer 7700 oder 5700, Standardprogramm

Cycle Temperatur
[°C]
HOLD 50,00
HOLD 95,00
CYCLE 95,00
60,00

Zeit Wiederholung
[min]

2:00

10:00

0:15 40

1:00

Ramp

Auto
Auto

Auto

Abb. 6 zeigt die Lokalisation der TagMan-PCR-Primer am HHV-8-Plasmid (siche Abb. 7).
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HHV8ORF26F

TagManSonde

HHV8ORF26R

ORF26 (major capsid protein)

#1058 (ORF-antisense)

#1054(ORF-sense)

HHV8-ORF26-1
1855 bp

Abb. 6: Lokalisation der TagMan-PCR-Primer am Plasmid

2.9 Herstellung von rekombinanten HHV-8-kodierenden Plasmiden

2.9.1 Ligation

Vektor: pSGpNIA1 tat (modifiziert nach pSG-Vektor von Stratagene™)

Insert: PCR-Produkt

Eco RI geschnitten
Ansatz:
pSGpNIAL tat 1 ul (=1 pg)
Bam HI I ul
one for all buffer 1wl
aqua dest. 7wl

Dieser Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
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Dann wurden folgende Substanzen zugegeben:

2,5 mM dNTP-Mix

one for all buffer

Klenow Polymerase (2 U/ul)
aqua dest.

I ul
1l
1wl
7 ul

Es wurde fiir 10 min bei 37°C und danach fiir 15 min bei 68°C inkubiert. Anschliefend wurde

1ul Eco RI zugegeben und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Ansatz 1:

pSGpNIAL tat
Eco RI

Bam HI
Puffer B

aqua dest.

Ansatz 2:

PCR-Produkt
Eco RI
Puffer B
aqua dest.

Il
1wl
Il
2 ul
15 ul

Sul
1wl
2 ul
12 ul

Beide Ansétze wurden fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschlieBend in einem 1,2 %igen

Low-Melt-Gel aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurden die Banden ausgeschnitten und

getrennt aufgelost.

Ligationsansatz:

Bande Vektor
Bande Insert
T4-Ligase
10x Puffer
aqua dest.

Il
Il
1wl
2 ul
15 ul

Der Ligationsansatz wurde eine Stunde bei 37°C und anschlieend iiber Nacht bei Raum-

temperatur inkubiert.



Material und Methoden

-54 -

RPT ENH B
 RPTENHA
RPT I
RPT Il

RPTI

'AUX ORI
Apa LI (4149)

~ Nco 1(259)

~ 5'RNA
. SV40 ORI
ELP

Apa LI (3651)

\ Cla 1(376)
pSGHHVBORF26 B oo
4829 bp ' RGlobin

EcoR I(1044)
T7

Apa LI (1257)

|\ BamHI(1314)

\ ORF26-Fragmer
\
L POLY A

. EPOLYA

. Neo I(1463)
\E%WA

Pst 1(1502)
| BamH I (1638)
Apa LI (2405)

Abb. 7: HHV-8-Plasmid (pSGHHV8ORF26)
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2.9.2 Transfektion

Material:

Medium:

SOB-Medium 1 ml
2 M MgCl, Sul
1 M Glukose 20 pl

Durchfiihrung:

Die kompetenten Zellen wurden fiir 10 min auf Eis gelegt. Es wurden 5 pl des Ligationsansatzes
hinzugegeben und die Proben fiir weitere 10 min auf Eis gelegt. Dann wurden die Proben fiir 90
sec bei 42°C inkubiert und im Anschlufl fiir 90 sec auf Eis gelegt. Die Proben wurden
zusammen mit 0,8 ml Medium in R6hren tiberfiihrt und fiir 60 min bei 37°C auf einem Schiittler

inkubiert. Der Inhalt wurde auf LB-Amp-Platten ausgestrichen.

2.9.3 Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Losungen:
P1 (50 mM Tris-HCI1 pH 8,0/ 10 mM EDTA / RNAse A (100 pug/ml)):

1 M Tris-HCI1 pH 8,0 Sml
0,5M EDTA 2 ml
RNase A (10 mg/ml) 1 ml
aqua bidest. ad 100 ml

P2 (0,2 M NaOH / 1 % SDS):

2 M NaOH 10 ml
10 % SDS 10 ml
aqua bidest. ad 100 ml

P3: 2,55 M Kaliumacetat pH 4,8
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Durchfiihrung:

Von der Bakteriensuspension wurden ca. 1,5 ml in Eppendorfhiitchen tiberfiihrt. Diese wurde bei
Raumtemperatur fiir 60 sec bei 15.000 UPM zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde
abgesaugt und 300 pl der Losung P1 hinzugegeben. Die Hiitchen wurden fiir ca. 30 sec auf einen
Schiittler gestellt, um das Pellet zu 16sen. Danach wurden 300 pl der Losung P2 hinzupipettiert.
Bei Raumtemperatur wurden die Proben fiir 5 min inkubiert, wobei sie zwischenzeitlich
vorsichtig geschwenkt wurden. Es wurden 300 pl der Losung P3 hinzugegeben und die Hiitchen
ca. 10 mal kopfiiber geschwenkt. Bei 4°C wurden die Proben fiir 15 min bei 15.000 UPM
zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden jeweils 640 pl Isopropanol in neue Eppendorfhiitchen
pipettiert. Der durch die Zentrifugation entstandene Uberstand wurde vorsichtig, ohne das
Prazipitat zu berithren, in die vorbereiteten Eppendorthiitchen iiberfiihrt, wobei die
Pipettenspitze nicht in das Isopropanol eingetaucht wurde. Bei Raumtemperatur wurde fiir 15
min bei 15.000 UPM zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und 100 pl 70 %iges Ethanol
zugegeben. Bei Raumtemperatur wurde fiir 15 min bei 15.000 UPM zentrifugiert. Das

entstandene Pellet wurde in 50 pl TE-Puffer aufgenommen.

2.9.4 Maxi-Priparation von Plasmid-DNA

Qiagen® Plasmid Maxi Kit Nr. 12163

Von der Platte wurden einzelne Kolonien entfernt und jeweils in Reagenzgldser mit 2 — 5 ml LB-
Medium und ausreichender Menge selektivem Antibiotikum (Ampicillin) iiberfiihrt. Diese
wurden fiir etwa 8 Stunden bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die
Kulturen in 100 ml bzw. 150 ml selektivem LB-Medium 1/1000 verdiinnt und verblieben fiir 12
—16 Stunden bei 37°C auf einem Schiittler. Bei 4°C wurden die Proben dann fiir 15 min bei 6000
x g zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10 ml Puffer P1
aufgenommen. Durch Vortexen der Proben wurde das Pellet vollstindig in Losung gebracht. Es
wurden 10 ml Puffer P2 hinzupipettiert und vorsichtig gemischt, indem die Reaktionsgefdfie 4 —
6 mal invertiert wurden. Die Proben wurden fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurden
10 ml eisgekiihlten Puffer P3 hinzugegeben und sofort nach der Zugabe vorsichtig durch 4 — 6
maliges Invertieren gemischt. Die Proben wurden 15 — 20 min auf Eis gelegt und dann erneut

kurz gemischt. Bei 4°C wurde fiir 30 min bei >20.000 x g zentrifugiert. Sogleich nach der
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Zentrifugation wurde der Uberstand, der die Plasmid-DNA enthilt, abpipettiert und erneut bei
4°C fir 15 min bei >20.000 x g zentrifugiert. Wéhrenddessen wurden die Qiagen-tips
vorbereitet, indem 10 ml Puffer QBT hineingegeben und gewartet wurde, bis die Siule
leergelaufen war. Der durch die Zentrifugation entstandene Uberstand wurde sofort nach deren
Ende in die vorbereiteten Qiagen-tips pipettiert. Es wurde gewartet, bis die Sédule leergelaufen
und die Plasmid-DNA in das Qiagen-,,Harz*“ eingedrungen war. AnschlieBend erfolgte die
zweimalige Waschung der Qiagen-tips mit jeweils 30 ml Puffer QC. Zur Elution der DNA
wurden 15 ml Buffer QF verwendet. Der Durchlauf wurde aufgefangen, und zur Prézipitation
der DNA wurden 10,5 ml 100 %iges Isopropanol (Raumtemperatur) hinzugegeben, so daf3 eine
Endkonzentration von ca.70 % resultiert. Direkt danach wurden die Proben gemischt und bei 4°C
fiir 30 min bei>15.000 x g zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde vorsichtig
dekantiert. Das Pellet wurde mit 5 ml 70 %igem Ethanol (Raumtemperatur) gewaschen und dann
fiir 10 min bei >15.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert. Fiir 10 —
15 min wurde das Pellet an der Luft getrocknet und dann in 200 pl TE-Puffer (pH 8,0)

aufgenommen.
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3 Resultate

3.1 Stimulationsversuch und Immunfluoreszenztest

Stimulationsversuch zur Induktion des lytischen Zellzyklus [16]:

Zellen: BCBL-1 in jeweils 25 ml RPMI (10 % FKS); stehend
Stimulation:
1. Kontrolle

2. Zugabe von 100 pl IL-6 (50.000 U/ml) — =200 U/ml

3. Zugabe von 2,5 ul PE (200 pg/ml) — =20ng /ml
4. Zugabe von 100 pl IL-6 und 2,5 ul PE
Zellzahlung:
Beginn 1. Tag 2. Tag 3. Tag
Kontrolle 5/14/8/9 =9 3/12/10/7 =8 6/14/8/6 =9

+1L-6 8/13/16/6 18/13/18/14=16 | 9/20/6/6 =10 6/11/14/11 =11
+ PE =11 3/4/5114=17 5/4/5/6 =5 5/8/7/18 =1

+1L-6 + PE 9/7/12/8 =9 13/5/5/7=18 12/7/8/5 =18

Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen konnte nach Zugabe von IL-6 vor allem nach
einem Tag eine deutliche Proliferationszunahme beobachtet werden: Wéahrend die Zahl der
Kontrollzellen leicht abnahm, zeigte sich nach Zugabe von IL-6 eine Zunahme der Zellzahl.
Durch die Zugabe von PE kam es bei den Zellen zu einer Abnahme der Zellzahl bedingt durch
PE-induzierten Zelltod. Dieser konnte durch die kombinierte Zugabe von IL-6 und PE reduziert

werden, so daf} sich dhnliche Zellzahlen wie bei den Kontrollzellen fanden.

Es wurden im Anschluf3 an den Stimulationsversuch die vier unterschiedlich behandelten BCBL-
1-Zellen jeweils im IFA mit unterschiedlichen Seren getestet. Wie in Abb. 8 zu erkennen ist,
konnten mit den sowohl mit PE als auch mit IL-6 behandelten Zellen die besten Ergebnisse
erzielt werden. Im weiteren wurden die Untersuchungen mit den mit PE und IL-6 behandelten
BCBL-1-Zellen durchgefiihrt. Somit handelt es sich bei dem fiir die Screeninguntersuchungen
verwendeten IFA um einen Antikorpersuchtest gegen lytische Antigene. Charakteristisch fiir die
Positivitdt bei dem IFA gegen lytische Antigene ist eine zytoplasmatische Fluoreszenz [77] im

Gegensatz zur charakteristischen Kernfluoreszenz des IFA gegen latente Antigene [102,156].
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Abb. 8: HHV-8-Immunfluoreszenztest (IFA): A + B: BCBL-1-Zellen nach Stimulation mit Phorbolester und IL-6, C:
BCBL-1-Zellen nach Stimulation mit IL-6, D: BCBL-1-Zellen ohne Stimulation, A = HHV-8-IgM-positives Serum, B — D
= HHV-8-IgG-positives Serum

Abb. 9: HHV-8-Immunfluoreszenztest (IFA): A - D: BCBL-1-Zellen nach Stimulation mit Phorbolester und IL-6, A:
positive Kontrolle des HHV-8-IgG-IFA, B: positive Kontrolle des HHV-8-IgM-IFA, C: negative Kontrolle des HHV-8-
IgG-IFA, D: negative Kontrolle des HHV-8-IgM-IFA
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Wie in Abb. 9 zu erkennen ist, lassen sich sowohl im IgG- als auch im IgM-IFA keine
unspezifischen Reaktionen finden. Als positiv im Hinblick auf das Vorhandensein von

Antikorpern gegen lytische Antigene ist die zytoplasmatische Fluoreszenz zu werten.

3.2 B-actin-PCR

Die B-actin-PCR diente dem Nachweis von PCR-Inhibitoren.

M pK Mu Ki nK nk

1000 kb ——
500 kb =——

Abb. 10: B-actin-PCR-Ergebnis der Untersuchung von mitterlichem Blut und kindlichem Nabelschnurblut, M = kb-
Marker, pK = positive Kontrolle, Mu = Mutter, Ki = Kind, nK = negative Kontrolle

Durch das positive Ergebnis der Untersuchung des miitterlichen Blutes kann das Vorhandensein
von PCR-Inhibitoren, die zu einem falsch negativen Ergebnis der nested-PCR fiihren,

ausgeschlossen werden (vgl. Abb. 10).
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3.3 Nested-PCR

3.3.1 Empfindlichkeit der nested-PCR

Die Empfindlichkeit der nested-PCR wurde anhand einer Verdiinnungsreihe des hergestellten
HHYV-8-Plasmids (siche Abb. 7) ausgetestet.

Vektor: 4700 bp

Insert: 787 bp
4887bp = 4,9 kb (Konzentration: 1 pug /ul)
M = 4900 bp x 660 daltons /bp = 3,234 x 10° daltons

1
pmol /pg : 10° pg /ug x 6604900 pmol /pg = 0,31 pmol /pg

pg /pmol : (660 x 4900) pg /pmol x % pg/pg = 3,234 pg /pmol

Molekiile /ug : 6,022 x 10" Molekiile /pmol x 0,31 pmol /ug = 1,86 x 10" Molekiile /ug

Das Plasmid wurde in einer Konzentration von 1pg /ul eingesetzt und in einer logarithmischen
Verdiinnungsreihe  bis zu einer  Verdiinnungsstufe von  107?  verdiinnt. Die

Nachweisbarkeitsgrenze lag bei einer Verdiinnungsstufe von 107°.

Daraus resultiert eine Empfindlichkeit der nested-PCR von etwa 20 Molekiilen/pl.

3.3.2 Ergebnis der nested-PCR

Die nested-PCR-Untersuchung auf HHV-8-DNA ergab bei einem Neugeborenen einen positiven
Nachweis, bei seiner Mutter konnte jedoch keine HHV-8-DNA nachgewiesen werden (siche
Abb. 11). Beziiglich der duBBeren Primer fiir die erste Runde (ORF 26) und der inneren Primer fiir
die zweite Runde (KS330) siehe auch 2.7.
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M pK Mu Ki nkK

1000 kb —

500 kb —
300 kb —

Abb. 11: HHV-8-nested-PCR-Ergebnis der Untersuchung von mitterlichem Blut und kindlichem Nabelschnurblut im
Doppelansatz, M = kb-Marker, pK = positive Kontrolle, Mu = Mutter, Ki = Kind, nk = negative Kontrolle

3.4 Real-time-PCR

Die Real-time-PCR diente als Alternativmethode zur nested-PCR und fiir weitere
Screeninguntersuchungen an kindlichem Nabelschnurblut. Der Nachweis von HHV-8-DNA
gelang hierbei nicht. Die Empfindlichkeit der Real-time-PCR lag bei weniger als 50 Kopien.

3000 K
300 K
30 K

—

Rn-Wert

Zyklusgahl

30,6 33,9 37,2

Abb. 12: Ergebnis der HHV-8-Real-time-PCR des Plasmids
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3.5 Southern Blot

Der Southern Blot wurde zunéchst fiir den Nachweis von HHV-8-DNA genutzt, zeigte sich im
Vergleich zur nested-PCR aber weniger bzw. zu wenig empfindlich fiir den Nachweis von HHV-

8-DNA aus Vollblut der Patienten.

Wie in Abb. 13 zu erkennen ist, konnte bei Patientenprobe 7 (aus Vollblut isolierte Virus-DNA)
lediglich durch nested-PCR HHV-8-DNA nachgewiesen werden. Im Southern Blot zeigte sich

dieselbe Probe negativ.

Patientenproben

MpK1 2 3 456 7 8 9101112nK

1000 kb —
500 kb —
300 kb~

B I

Abb. 13: Ergebnisse der nested-PCR (A) versus Ergebnisse des Southern Blot (B) mit &quivalenten Proben, M = kb-
Marker, pK = positive Kontrolle (HHV-8-DNA aus BCBL-1-Zellen), 1 — 12 = Patientenproben (Virus-DNA isoliert aus
Vollblut der Patienten), nK = negative Kontrolle

Aufgrund der zu geringen Sensitivitit gelangte der Southern Blot fiir die weiteren

Untersuchungen von Patientenproben nicht mehr zum Einsatz.
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3.6 Seroprivalenz des HHV-8 in den untersuchten Kollektiven

Die HHV-8-Seroprivalenzen in den untersuchten Kollektiven wurden mittels des Immun-
fluoreszenztest zum Nachweis von HHV-8-Antikorpern gegen lytische Antigene (vgl. 3.1)
bestimmt, eine serologische Untersuchungsmethode, die sich durch eine hohe Sensitivitit

auszeichnet (vgl. 4.2).

Die CMV-Seropriavalenzen des Mutter-Kind-Kollektives wurden mittels ELISA bestimmt und

aus der Routinediagnostik ibernommen.

Fiir den im folgenden angegebenen Nachweis von HHV-8-DNA gelangte die nested-PCR zur

Anwendung.

3.6.1 Seroprivalenz des HHV-8 bei Miittern und Kindern

Es wurden zu Beginn 308 Miitter mittels Immunfluoreszenztest auf Antikdrper vom Typ IgG
gegen HHV-8 untersucht, wobei 46 (14,9 %) Miitter die gesuchten Antikorper aufwiesen. Diese
46 Miitter und ihre Kinder wurden daraufhin in das zu untersuchende Kollektiv aufgenommen.
Die Miitter wurden auf Antikorper vom Typ IgG gegen CMV, auf Antikorper vom Typ IgM
gegen HHV-8 und CMV und auf HHV-8-DNA getestet. Bei den Kindern beschriankte sich die
Suche auf Antikorper vom Typ IgG und IgM gegen HHV-8 und auf HHV-8-DNA.

Die Ergebnisse sind in Tab. 8 aufgefiihrt.
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Alter |HHVS-| HHVS- | HHVS8- | CMV | CMV | HHVS- | HHVS8- | HHVS-
1999 IgG IgM DNA IgG IgM IgG IgM DNA
Mutter | Mutter | Mutter | Mutter | Mutter | Kind Kind Kind
1 25 pos. neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
2 20 pOS. pos. neg. 3400 pos. pos. neg. neg.
3 25 pos. pos. neg. 9600 neg. neg. neg. —
4 36 pos. pos. neg. neg. neg. neg. neg. —
5 29 pos. neg. neg. 22000 | grenz. pos. neg. neg.
6 23 pos. neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
7 35 poS. pos. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
8 24 pos. pos. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
9 31 pos. neg. neg. 13000 neg. pos. neg. neg.
10 23 pos. neg. neg. 5800 neg. pos. neg. neg.
11 29 pos. neg. neg. 4900 neg. pos. neg. neg.
12 26 pos. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
13 38 pos. neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
14 37 pos! pos. neg. 14000 neg. pos. neg. pos.
15 31 pos. neg. neg. 4200 neg. pos. neg. neg.
16 28 pos. neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
17 32 pos. neg. neg. 19000 neg. pos. neg. neg.
18 34 PoOS. neg. neg. 11000 neg. pos. neg. neg.
19 41 pos. neg. neg. 7400 neg. pos. neg. neg.
20 23 pos. pos. neg. 2200 neg. pos. neg. neg.
21 28 pos. pos. neg. 16000 neg. pos. neg. neg.
22 31 pos. neg. neg. 4000 neg. pos. neg. neg.
23 31 pos. neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
24 36 poSs. pos. pos. 9100 pos. pos. neg. neg.
25 35 pos. neg. neg. 640 neg. pos. neg. neg.
26 32 pos. neg. neg. 5000 neg. pos. neg. neg.
27 42 pos. neg. neg. 12000 neg. pos. neg. neg.
28 24 pos. pos. neg. 1000 neg. pos. neg. neg.
29 36 pos. neg. neg. 990 neg. pos. neg. neg.
30 30 pos. neg. neg. 1000 neg. pos. neg. neg.
31 38 pos. neg. pos. 1600 neg. pos. neg. neg.
32 24 pos. neg. neg. 2400 neg. pos. neg. neg.
33 24 pos. neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
34 27 pos. pos. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
35 32 pos. neg. neg. 9200 neg. pos. neg. neg.
36 39 pos. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
37 37 pos. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
38 32 pos. neg. neg. pos. neg. pos. neg. neg.
39 35 pos. neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
40 26 pos. neg. - pos. neg. pos. neg. neg.
41 39 pos. neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
42 23 pos. neg. neg. pos. grenz. pos. neg. neg.
43 35 pos. neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
44 36 pos. neg. neg. pos. neg. pos. neg. neg.
45 33 pos. neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
46 30 pos. neg. neg. pos. grenz. pos. neg. neg.

Tab. 8: Ergebnisse bei Mittern und Kindern (grenz. = grenzwertig)
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Bei 41 (89,1 %) Kindern fanden sich Antikérper vom Typ IgG gegen HHV-8. Antikérper vom
Typ IgM gegen HHV-8 zeigten 10 (21,7 %) Miitter und keines der Kinder. HHV-8-DNA lief3
sich bei 2 (4,3 %) Miittern und 1 (2,2 %) Kind nachweisen [3,141].

Das Durchschnittsalter der untersuchten Miitter lag bei 30,9 Jahren.

Miitter (46) Kinder (46)
HHV-8-1gG 46 (100 %) 41 (89,1 %)
HHV-8-IgM 10 (21,7 %) 0 (0,0 %)
HHV-8-DNA 2 (4,3 %) 1(2,2 %)

Tab. 9: Pravalenzen von HHV 8-IgG, -IgM und -DNA bei Mittern und Kindern

Antikorper vom Typ IgG gegen CMV zeigten 29 (63,0 %) Miitter, von denen 2 (4,3 %) auch
Antikoper vom Typ IgM gegen CMV aufwiesen. Bei diesen beiden Miittern konnten zudem
auch Antikorper vom Typ IgM gegen HHV-8 nachgewiesen werden [3,141].

Miitter (46)
CMV-IgG 29 (63,0 %)
CMV-IgM 2 (4,3 %)
HHV-8- und CMV-IgG 29 (63,0 %)
HHV-8- und CMV-IgM 2 (4,3 %)

Tab. 10: Pravalenzen der IgG- und IgM-Antikérper bei den Miittern

3.6.2 Seroprivalenz des HHV-8 in der Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe wurde ein Kollektiv von HIV-Patienten gewéhlt. Diese umfaflite insgesamt
60 Patienten, davon 14 Frauen und 46 Minner. Gesucht wurde nach Antikérpern vom Typ IgG
und IgM gegen HHV-8 und nach HHV-8-DNA. Tab. 11 =zeigt die Ergebnisse der
Untersuchungen, die Stadieneinteilung der HIV-Erkrankung sowie das Vorhandensein von KS.

Die Stadieneinteilung erfolgte wie in Tab. 7 beschrieben.
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Geschlecht Alter HHVS- | HHVS8- | HHVS- KS Stadium
1999 IgG IgM DNA

1 W. 33 pos. neg. — B3
2 m. 44 neg. neg. neg. — A3
3 m. 34 neg. neg. neg. — A3
4 m. 40 neg. neg. neg. — B3
5 m. 47 pos. neg. neg. — B3
6 W. 23 pos. neg. pos. — C3
7 m. 59 pos. neg. neg. — C2
8 m. 43 neg. neg. neg. — C3
9 m. 30 pos. pos. neg. — C3
10 m. 52 pos. neg. neg. — C3
11 m. 38 neg. neg. neg. — B2
12 m. 40 [PposTITTpos ] neg. - B3
13 W. 39 neg. neg. neg. — C3
14 m. 37 POS. neg. neg. — A2
15 m. 43 \ neg. neg. — B2
16 m. 35 m neg. neg. — A2
17 W. 26 neg. neg. + C3
18 W. 32 neg. neg. neg. — B3
19 m. 32 neg. neg. neg. — C3
20 m. 45 pos. neg. neg. — B3
21 m. 53 neg. neg. neg. — A3
22 m. 28 neg. neg. neg. — B3
23 m. 23 neg. neg. neg. — C3
24 m. 62 0S. neg. neg. — B2
25 m. 34 hl pos. neg. + C3
26 W. 22 neg. neg. neg. — Al
27 m. 59 pos. neg. neg. — C3
28 m. 40 neg. neg. neg. — C3
29 W. 35 neg. neg. neg. — A2
30 m. 28 neg. neg. neg. — Cl
31 m. 59 neg. neg. neg. — C3
32 m. 39 pos. neg. neg. — C3
33 m. 55 pos. neg. neg. — C3
34 m. 32 pos. neg. neg. — A2
35 m. 28 neg. neg. neg. — B3
36 m. 45 pos. pos. neg. — C3
37 W. 34 neg. neg. neg. — A2
38 m. 57 ﬁl pos. neg. + C3
39 m. 60 neg. neg. neg. — A3
40 m. 44 pos. neg. neg. — A3
41 m. 63 neg. neg. neg. — A3
42 W. 60 neg. neg. neg. — Al
43 m. 35 pos. neg. pos. — A3
44 m. 37 neg. neg. neg. — A3
45 m. 46 neg. neg. neg. — A2
46 w. 27 _I neg. neg. - A2
47 m. 26 neg. neg. neg. — A2
48 m. 39 pos. neg. pos. — Al
49 W. 36 pos. neg. neg. — C3
50 W. 56 pos. neg. neg. — C3
51 m. 58 neg. neg. — C2
52 m. 47 pos. neg. neg. — A3
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Geschlecht Alter HHYVS- HHVS8- | HHVS- KS Stadium
1999 IgG IgM DNA
53 m. 39 pos. neg. neg. — B3
54 W. 29 neg. neg. neg. — B3
55 m. 52 pos. pos. pos. — A3
56 m. 42 pos. neg. neg. — C3
57 m. 39 pos.! neg. neg. A C2
58 m. 55 pos. neg. neg. — C3
59 m. 59 pos. neg. neg. — C3
60 W. 38 pos. pos. neg. — A3

Tab. 11: Ergebnisse in der Kontrollgruppe bezliglich der Nachweise von IgG- und IgM-Antikdrpern gegen HHV-8 und
von HHV-8-DNA, des Vorhandenseins des Kaposi Sarkoms und der Einordnung in die CDC-Stadien der HIV-
Erkrankung (siehe Tab. 7)

Das Durchschnittsalter der gesamten Gruppe lag bei 42 Jahren, das der Frauen bei 35 Jahren und
das der Minner bei 43 Jahren. Antikorper vom Typ IgG gegen HHV-8 zeigten insgesamt 35
(58,3 %) Patienten, wobei davon 7 (50,0 %) Frauen und 28 (60,9 %) Mianner waren. Insgesamt 7
(11,7 %) der Patienten wiesen Antikdrper vom Typ IgM gegen HHV-8 auf, davon 1 (7,1 %) Frau
und 6 (13,0 %) Ménner. HHV-8-DNA lieB} sich bei insgesamt 4 (6,7 %) Patienten nachweisen,
bei 1 (7,1 %) Frau und 3 (6,5 %) Ménnern. Auch das Kaposi Sarkom fand sich bei 4 (6,7 %)
Patienten (1 (7,1 %) Frau und 3 (6,5 %) Minner), wobei es aber keine Ubereinstimmung mit den

Patienten, die HHV-8-DNA aufwiesen, gab.

Gesamt (60) Frauen (14) Miinner (46)
Durchschnittsalter [Jahre] 42 35 43
HHV-8-1gG 35 (58,3 %) 7 (50,0 %) 28 (60,9 %)
HHV-8-IgM 7 (11,7 %) 1 (7,1 %) 6 (13,0 %)
HHV-8-DNA 4 (6,7 %) 1 (7,1 %) 3 (6,5 %)
Kaposi Sarkom 4 (6,7 %) 1 (7,1 %) 3 (6,5 %)
Stadium A1l 3 (5,0 %) 2 (14,3 %) 1(2,2 %)
Stadium A2 8 (13,3 %) 3(21,4 %) 5(10,9 %)
Stadium A3 11 (18,3 %) 1 (7,1 %) 10 (21,7 %)
Stadium B1 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
Stadium B2 3 (5,0 %) 0 (0,0 %) 3 (6,5 %)
Stadium B3 10 (16,7 %) 3 (21,4 %) 7 (15,2 %)
Stadium C1 1 (1,7 %) 0 (0,0 %) 1(2,2 %)
Stadium C2 3 (5,0 %) 0 (0,0 %) 3 (6,5 %)
Stadium C3 21 (35 %) 5 (35,7 %) 16 (34,8 %)

Tab. 12: Pravalenzen in der Kontrollgruppe



Diskussion - 69 -

4 Diskussion

4.1 Vertikale versus horizontale Ubertragung von HHV-8

Im Rahmen der Untersuchungen von Nabelschnurblut von 46 Neugeborenen HHV-8-
seropositiver Miitter konnte bei einem Neugeborenen (1/46, 2,2 %) HHV-8-DNA mittels nested-
PCR aus kindlichem Nabelschnurblut nachgewiesen werden. Dieser Nachweis kann als direkter
Beweis fiir die Moglichkeit der vertikalen Ubertragung des HHV-8 angesehen werden. Die
Sequenzanalyse der isolierten HHV-8-DNA zeigte zwar eine Ubereinstimmung mit der aus den
BCBL-1-Zellen isolierten DNA, trotzdem ist eine Kontamination der Probe als unwahrscheinlich
anzusehen, da zum einen die DNA-Extraktion und die PCR-Untersuchungen in separaten
Laboratorien durchgefiihrt wurden, und zum anderen HHV-8-DNA nur in einem geringen
Prozentsatz der Proben nachgewiesen werden konnte. Auch eine Kontamination des kindlichen
Blutes durch miitterliches Blut ist nicht zu vermuten, da im miitterlichen Blut zum einen keine
HHV-8-DNA, sondern lediglich Antikérper gegen HHV-8 nachweisbar waren. Zum anderen
konnte durch das negative Ergebnis der PCR-Amplifikation des nicht-vererbbaren HLA-DRf}
Exon 2 eine Kontamination durch miitterliches Blut ausgeschlossen werden [73]. Des weiteren
wurde, um ein falsch-positives Ergebnis auszuschlie3en, mittels eines weiteren Primerpaares das

Ergebnis verifiziert.

Das negative Ergebnis der Untersuchung des miitterlichen Blutes auf HHV-8-DNA ist zu
erklaren durch die Unterschiedlichkeit der Nachweise: Waihrend der IFA die lebenslang
produzierten Antikorper nachweist, wird mit der PCR zirkulierendes Virusgenom aufgespiirt.
Obwohl das HHV-8 im Infizierten persistiert, mufl im verwandten Untersuchungsmaterial
(Vollblut) nicht zwingend bei jedem Seropositiven HHV-8-DNA nachweisbar sein. Ein falsch
negatives Ergebnis der PCR-Untersuchung des miitterlichen Blutes aufgrund von PCR-

Inhibitoren konnte durch das positive Ergebnis der B-actin-PCR ausgeschlossen werden.

Derzeit liegen nicht viele Studien vor, die explizit der Frage nach der Moglichkeit der vertikalen

Ubertragung des HHV-8 (insbesondere in Nicht-Endemiegebieten) nachgehen.

Die Mdglichkeit der vertikalen Ubertragung des HHV-8 konnten auch Mantina et al. aufzeigen,
die ein Kollektiv von 89 HHV-8-seropositiven Miittern aus Sambia und deren Neugeborenen
untersuchten. Bei 13 der 89 untersuchten Miitter (14,6 %) war HHV-8-DNA in den
mononukledren Zellen des peripheren Blutes nachweisbar, sowie bei zwei von 89 Neugeborenen

(2,5 %) (deren Miitter zeigten einen negativen HIV-1-Serostatus). Zum Ausschluf3 falsch-
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positiver Ergebnisse wurden die Blutproben der Neugeborenen zudem mittels eines weiteren

Primerpaares untersucht [85].

Brayfield et al. kamen durch ihre Untersuchung der mononukleédren Zellen des peripheren Blutes
von 12 Neugeborenen aus Sambia zu einem dhnlichen Ergebnis. Bei zwei Neugeborenen (16 %)
konnte HHV-8-DNA nachgewiesen werden (Miitter mit positivem HHV-8- und negativem HIV-
1-Serostatus). Der positive DNA-Nachweis wurde mittels weiterer PCR-Untersuchungen

bestdtigt [21].

Fiir die Mdoglichkeit der vertikalen Ubertragung sprechen auch zwei Fallberichte {iber das
Auftreten von KS bei einem sechs Tage alten Sdugling und einem sechs Monate alten Kind

[54,83].

Ebenso ergeben sich aus einer Analyse von 100 KS-Fillen im Kindesalter in Uganda [169]
indirekte Hinweise auf die Moglichkeit einer vertikalen Ubertragung des HHV-8. Ziegler und
Katongole-Mbidde konnten zeigen, da3 das mittlere Alter, in dem erstmalig KS auftrat, bei HIV-
positiven Kindern bei 33 Monaten (Intervall 2-98) und bei HIV-negativen Kindern bei 34
Monaten (Intervall 11-108) lag. Diese Daten sprechen fiir einen sehr frithen Zeitpunkt der

Infektion mit HHV-8, entweder intrauterin, unter der Geburt oder in der frithen Kindheit.

Ein gegenteiliges Ergebnis erlangten Sarmati et al. durch das Screening von 50 Proben
Nabelschnurblutes, in denen mittels PCR keine HHV-8-DNA Sequenzen nachgewiesen werden
konnten, obwohl die Sensitivitdit der verwendeten PCR-Untersuchung mit ein bis zwei
Viruskopien angegeben wurde [135]. Jedoch lag bei dieser Studie die HHV-8-Seroprivalenzrate
der Miitter lediglich bei 6,4 % (3/47) im Gegensatz zu einer Seroprivalenzrate von 14,9 %
(46/308) in der oben beschriebenen eigenen Studie. Im Anschluf3 an das serologische Screening
im Rahmen der eigenen Studie wurde zudem nur das Nabelschnurblut der Kinder untersucht,
deren Miitter HHV-8-Antikorper aufwiesen. Dadurch ergab sich im Kollektiv von 46 Mutter-
Kind-Paaren eine HHV-8-Seroprivalenzrate der Miitter von 100% verglichen mit einer
Seroprédvalenzrate von 6,4 % in einem Kollektiv dhnlicher Groe (47 Mutter-Kind-Paare). Somit
kann der fehlende Nachweis von HHV-8-DNA Sequenzen im Nabelschnurblut im Rahmen der
Studie von Sarmati et al. [135] nicht als statistisch signifikanter Beweis gewertet werden, der
eine vertikale Ubertragung des HHV-8 ausschlieBt, da zum einen das untersuchte Kollektiv mit
47 Mutter-Kind-Paaren im Vergleich zu klein ist, und zum anderen die Seropridvalenzrate zu

niedrig ist.

Calabro et al. sprechen sich basierend auf ihrer Untersuchung von 32 HIV-positiven Miittern und

ihrer Kinder gegen die Moglichkeit der vertikalen Ubertragung des HHV-8 aus. Bei 34,3 % der
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Miitter (11/32) und bei allen Kindern dieser Miitter konnten HHV-8-Antikorper nachgewiesen
werden. Im Alter von zwdlf Monaten zeigten sich noch fiinf dieser Kinder seropositiv, jedoch
konnte mittels einer nested-PCR-Untersuchung keine HHV-8-DNA aus den mononukleédren
Zellen des peripheren Blutes nachgewiesen werden. Nach 24 Monaten konnten bei keinem der
Kinder HHV-8-Antikorper detektiert werden [23]. Bei dieser Studie lag die Seropridvalenzrate
der Miitter mit 34,3 % (11/32) zwar tiber der Seroprdvalenzrate der zuvor beschriebenen Studie
und iiber der Seroprivalenzrate von 14,9 % (46/308) der eigene Studie. Jedoch ist in der eigenen
Studie das Kollektiv der Miitter mit 308 gegeniiber 32 in der Studie von Calabro et al. [23] um
ein Vielfaches groBer, so dal ebenso bei dieser Studie die statistische Signifikanz aufgrund des
zu kleinen Kollektivs in Frage gestellt werden kann. Zudem wurden bezogen auf die
Empfindlichkeit der durchgefiihrten nested-PCR keine Angaben gemacht, die jedoch von
Bedeutung sind, da die Kopienanzahl der Viren in den mononukledren Zellen des peripheren

Blutes sogar bei Patienten mit AIDS-KS gering ist [153].

Eine Vielzahl von anderen, vor allem serologischen Studien, stellt die horizontale Ubertragung

des HHV-8 gegeniiber der vertikalen Ubertragung in den Vordergrund.

Anhand seroepidemiologischer Studien von 1337 Einwohnern afrikanischer Abstammung in
Franzdsisch Guayana fanden Plancoulaine et al. eine hohe Korrelation zwischen kindlicher und
miitterlicher Seropositivitit fiir HHV-8 (insbesondere bei Kindern mit einem Alter unter zehn
Jahren) bzw. der Seropositivitit unter Geschwistern. Zudem zeigte sich eine deutlich
altersabhéngige Zunahme der Seropositivitdt. Diese beiden Ergebnisse zusammen mit der
geringen Seroprivalenz bei Kindern unter fiinf Jahren lieBen Plancoulaine et al. zu dem Schluf}
kommen, dal HHV-8 in Endemiegebieten vor allem horizontal von der Mutter auf das Kind oder

unter Geschwistern {libertragen wird [116].

Lyall et al. untersuchten Serumproben von 92 Mutter-Kind-Paaren sowie 100 Kindern auf das
Vorkommen von Antikdrpern gegen HHV-8. Bei 17 der 92 Miitter (18,5 %) waren HHV-8-
Antikorper nachweisbar. Von den Kindern dieser 17 Miitter, die ausnahmslos afrikanischen
Ursprungs waren, wiesen 11 (64,7 %) ebenfalls Antikorper auf, jedoch nahm der Antikorpertiter
kontinuierlich bis zu einem Alter der Kinder von sieben Monaten ab. Sechs Kinder zeigten
zudem eine Serokonversion, was fiir einen diaplazentaren Ubergang der miitterlichen Antikdrper
auf das Kind und gegen eine vertikale Ubertragung von HHV-8 spricht. Diese Beobachtung
zusammen mit einer Seroprdvalenzrate von 6 % unter den untersuchten 100 Kindern (mittleres

Alter 4 Jahre), lieB die Autoren eine horizontale Ubertragung des HHV-8 vermuten [81].
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Eine Studie unter 215 Kindern, Heranwachsenden und jungen Erwachsenen aus Uganda konnte
bei 52 % (110/215) Antikorper gegen orf65 und /oder LANA-Antikorper nachweisen, sowie eine
deutliche Zunahme der Privalenz mit dem Alter (37 % bei Kindern zwischen 0-5 Jahren und 58
% bei Kindern zwischen 5-9 Jahren verglichen mit 49 % bei jungen Erwachsenen im Alter von
20-24 Jahren), zwei Tatsachen, die fiir eine am ehesten nicht sexuelle, horizontale Ubertragung

vor der Pubertit in Endemiegebieten sprechen [94].

Seroepidemiologische Studien von 567 hospitalisierten Kindern aus Italien ergaben eine
Seroprivalenzrate von 4,4 % und einen Anstieg derselben mit zunehmendem Alter, dieselben
zwei Beobachtungen, die auch Mayama et al. fiir das Vorkommen einer horizontalen
Ubertragung des HHV-8 in Endemiegebieten, bzw. in Gebieten mit hohen HHV-8-

Seroprédvalenzraten votieren lassen [163].

Eine Studie von 32 Mutter-Kind-Paaren aus Kamerun mit einer HHV-8-Seroprivalenzrate von
47 % der Miitter (15/32) konnte bei allen zwdlf untersuchten Neugeborenen HHV-8-positiver
Miitter IgG-Antikoper gegen HHV-8 innerhalb der ersten drei Monate nach der Geburt
nachweisen. Dieses Ergebnis wurde auf die passive, diaplazentare Ubertragung miitterlicher
IgG-Antikoper zuriickgefiihrt. Fiir diese Schlussfolgerung spricht, da3 bei den Kindern im Alter
von 12 Monaten nur noch bei zweien Antikorper gegen HHV-8 nachweisbar waren. Hingegen
sprechen die beiden Fille, in denen die Antikérper auch weiterhin (in einem Fall bei Geburt,
sowie im Alter von vier, sechs und elf Monaten und im anderen Fall bei Geburt, sowie nach fiinf

Monaten) zu finden waren, fiir die Mdglichkeit der vertikalen Ubertragung des HHV-8 [50].

4.2 Seroprivalenzen des HHV-8 in den verschiedenen Populationen im

Vergleich

In der Literatur finden sich viele verschiedene Studien, die die Seroprivalenzen des HHV-8 in
unterschiedlichen Bevolkerungsgruppen und Léndern untersuchten. Hierbei ist zu beachten, daf3
je nach verwendeter Untersuchungsmethode (IFA, ELISA, EIA, Immunoblot oder PCR) zum
Teil sehr deutliche Unterschiede in den Seroprdvalenzraten beschreiben werden. Spira et al.
untersuchten 88 Proben verschiedener Patientenkollektive (HIV-positive Patienten mit KS, HIV-
positive Patienten, die im Verlauf KS entwickelten, HIV-positive ohne KS und gesunde

Blutspender) mittels verschiedener serologischer Tests und mittels PCR. Dabei zeigte sich, dal3
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keine der verwendeten Untersuchungsmethoden zu hundert Prozent sensitiv und spezifisch war.
Allein der IFA gegen lytische Antigene zeichnete sich als hoch sensitiv, jedoch nicht als
hundertprozentig spezifisch aus. Die PCR stellte sich als insensitive Methode zum Nachweis
einer HHV-8-Infektion heraus [150]. Auch Rabkin et al. sprachen dem IFA gegen lytische
Antigene auf der Grundlage vergleichender Untersuchungen von 143 Proben verschiedener
Patientenkollektive (Patienten mit klassischem KS, Patienten mit AIDS-KS, HIV-positive

Patienten und gesunde Blutspender) eine hohe Sensitivitit zu [120].

Im folgenden sollen die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen, die mittels IFA gegen lytische

Antigene ermittelt wurden, in diesem Kontext beleuchtet werden.

4.2.1 Seroprivalenz des HHV-8 bei Neugeborenen und Kindern

Die HHV-8-Seroprivalenzraten Neugeborener sind bis dato nur in wenigen Studien untersucht,
hiufiger finden sich Angaben zu den HHV-8-Seroprivalenzraten bei Kindern. Eine
Zusammenstellung der Ergebnisse verschiedener Studien ist Tab. 13 zu entnehmen. Vor allem
im Hinblick auf die Einordnung der eigenen Studie mufl zwischen den HHV-8-
Seroprdvalenzraten der Neugeborenen HHV-8-positiver Miitter und den HHV-8-
Seropridvalenzen Neugeborener im allgemeinen unterschieden werden. Die HHV-8-
Seroprédvalenzraten von Neugeborenen HHV-8-positiver Miitter werden mit 91,6 % (83,1 — 100
%) angegeben [23,85] (vgl. Tab. 13). Im Rahmen der eigenen Studie fand sich eine mit diesem
Wert gut korrelierende HHV-8-Seroprévalenzrate von 89,1 %. In der Gruppe der
(unselektionierten) Neugeborenen hingegen liegen die HHV-8-Seroprivalenzraten mit 3,2 %
deutlich niedriger. Jedoch in Kamerun finden sich mit 46 % relativ. hohe HHV-8-
Seroprivalenzraten, wobei hier auch die HHV-8-Seroprivalenzraten der Miitter mit 47 % im
Vergleich relativ hoch sind [50]. Eine mittlere HHV-8-Seropriavalenzrate von 29,6 % (0 — 46 %)
zeigt sich bei Kindern HHV-8-positiver bzw. KS-positiver Miitter. Bei den (unselektionierten)
Kindern ergibt sich eine mittlere HHV-8- Seropréivalenzrate von 18,1 % (0 — 57,8 %), wobei in

zwei Studien [6,50] ein deutlicher Anstieg der Seroprdvalenz mit dem Alter zu erkennen ist.
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Patientengruppe / Land Anzahl | Seroprid- |Test- |Ref.
Charakteristika der Seren valenz [%)] | art
Neugeborene HHV-8+ Miitter Deutschland |46 89,1 IFA Eig.
Neugeborene HHV-8+ Miitter Sambia 89 83,1 IFA [85]
Neugeborene HHV-8+ Miitter Italien 11 100 IFA [23]
Neugeborene Sardinien 564 5,9 IFA [142]
Neugeborene (Alter bis 7 Monate) Kamerun 37 46 IFA [50]
Kinder mit KS+ Miittern Sambia 7 42,9 IFA [56]
Kinder HHV-8+ Miitter Haiti /USA |9 0 IFA [51]
Kinder HHV-8+ Miitter Stidafrika 19 42 IFA [20]
Kinder (Alter 12-36 Monate) Sardinien 564 3,2 IFA [142]
Kinder (Alter 7-12 Monate) Kamerun 32 12,5 IFA [50]
Kinder (Alter 3-4 Jahre) Kamerun 36 13,9 IFA [50]
Kinder (Alter 5-8 Jahre) Kamerun 34 23,5 IFA [50]
Kinder (Alter 9-11 Jahre) Kamerun 36 25 IFA [50]
Kinder (Alter < 1 Jahr) Agypten 42 16,6 IFA [6]
Kinder (Alter 1-3 Jahre) Agypten 40 37,5 IFA [6]
Kinder (Alter 4-6 Jahre) Agypten 40 45 IFA [6]
Kinder (Alter 7-9 Jahre) Agypten 38 57,8 IFA [6]
Kinder USA 189 0 IFA [51]
Kinder Italien 567 4,4 IFA [163]
Kinder Fr. Guayana |656 7,3 IFA [116]
Kinder Agypten 246 44,7 IFA [6]
Kinder USA 177 3.4 IFA [77]
Kinder Japan 56 64 PCR |[69]
Kinder Agypten 86 41,9 IFA  |[7]
Kinder Sardinien 129 13,2 IFA [143]
Kinder Kroatien 73 13,7 IFA [143]
Kinder USA /Deut. | 787 3-4 IFA [92]
Kinder und junge Erwachsene Uganda 215 33 IFA [94]
Kinder mit Fieber und Ausschlag 24 0 IFA [145]
Kinder mit erstmaligem Fieber Sambia 53 8 PCR | [64]
Kinder mit AIDS USA 51 0 IFA [18]
Tab. 13: Vergleich der HHV-8-Seropravalenzen bei Neugeborenen und Kindern unterschiedlicher Herkunft
zusammengestellt aus verschiedenen Studien / Referenzen (Ref. = Referenz, Eig. = eigene Studie, IFA =
Immunfluoreszenztest, PCR = Polymerasekettenreaktion, Fr. Guayana = Franzdsisch Guayana, Deut. =

Deutschland)
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4.2.2 Seroprivalenz des HHV-8 bei Frauen

In der Literatur finden sich viele unterschiedliche Angaben iiber die HHV-8-Seropriavalenzraten
bei Frauen, eine Zusammenstellung bietet Tab. 14. LaBt man den HIV-Serostatus und die
Herkunft auBler Acht, ergibt sich eine mittlere HHV-8-Seroprivalenzrate bei KS-negativen
Frauen von 18,9 % (1,2 — 51,1 %). Die mittlere HHV-8-Seroprivalenzrate von Frauen
(ungeachtet des HIV-Serostatus) aus Deutschland, USA und GrofBbritannien liegt bei 10 % (1,2 —
18,5 %) und die von HIV-negativen Frauen aus Deutschland, USA und GrofBbritannien bei 8,0 %
(1,2 — 18,5%), wobei die im Rahmen der eigenen Studie ermittelte HHV-8-Seroprédvalenzrate
von 14,9 % gut mit diesen Wert korreliert. Auffillig sind die deutlich héheren HHV-8-
Seroprdvalenzraten in den Léndern mit hoher Inzidenz von KS (mittlere HHV-8-
Seropréavalenzrate von 45,4 % (37,3 — 51,1 %) in Sambia und eine HHV-8-Seropridvalenzrate

von 34,4 % in Italien).

Patientengruppe / Land Anzahl | Seropri- |Test- |Ref.
Charakteristika der Seren | valenz [%] | art
Schwangere Deutschland | 308 14,9 IFA Eig.
HIV+ und KS+ Frauen USA 8 87,5 IFA [53]
HIV+ Frauen (in Afrika geboren) GB 56 23,2 IFA [165]
HIV+ Frauen (nt. in Afrika geboren) |GB 23 17,4 IFA [165]
HIV+ und KS- Frauen Deutschland |51 15,7 IFA [119]
HIV+ und KS- Frauen USA 1829 14,6 IFA [53]
HIV+ Frauen USA 302 4 IFA [66]
HIV+ Frauen USA 874 18,2 ELISA |[26]
HIV+ und KS- Schwangere Sambia 103 51,1 IFA [56]
HIV+ Schwangere USA 118 1,7 IFA [51]
HIV+ Schwangere Haiti 28 3,6 IFA [51]
HIV+ Schwangere Sambia 957 45,8 IFA [21]
HIV+ Miitter Italien 32 34,3 IFA [23]
HIV- und KS- Frauen USA 482 6,4 IFA [53]
HIV- Frauen (in Afrika geboren) GB 35 25,7 IFA [165]
HIV- Frauen (nt. In Afrika geboren) |GB 55 9,1 IFA [165]
HIV- Frauen USA 84 1,2 IFA [66]
HIV- Frauen (Risikogruppe fiir HIV) | USA 421 11,6 ELISA |[26]
HIV- Schwangere USA 80 1,3 IFA [51]
HIV- Schwangere Haiti 63 12,7 IFA [51]
HIV- Schwangere Sambia 2139 37,3 IFA [21]
HIV- und KS- Schwangere Sambia 275 47,3 IFA [56]
Miitter Siidafrika 107 16 IFA [20]
Miitter GB 92 18,5 IFA [81]

Tab. 14: Vergleich der HHV-8-Seropravalenzen bei Frauen unterschiedlicher Herkunft zusammengestellt aus
verschiedenen Studien / Referenzen (Ref. = Referenz, Eig. = eigene Studie, nt. = nicht, IFA = Immunfluoreszenztest,
ELISA = enzyme linked immuno sorbent assay, GB = GroRbritannien)



Diskussion -76 -

4.2.3 Seroprivalenz des HHV-8 bei HIV-positiven Personen

Zu den HHV-8-Seroprivalenzraten HIV-positiver Personen finden sich in der Literatur eine
Vielzahl von Angaben, die in Tab. 15 exemplarisch zusammengestellt sind. Bei HIV-positiven
und KS-negativen Frauen liegt die mittlere HHV-8-Seroprévalenzrate bei 20,9 % (1,7 — 51,1 %),
wobei der im Rahmen der eigenen Studie ermittelte Wert mit 46,2 % im oberen Bereich des
Intervalls anzusiedeln ist. Da beziiglich der Risikofaktoren fiir eine HHV-8-Infektion (sieche
1.2.4) der untersuchten Frauen keine Angaben vorliegen, ist die im Vergleich hohe HHV-8-
Seropridvalenzrate nur schwer zu interpretieren und konnte eventuell auf eine erhdhte
Promiskuitdt und sexuelles Risikoverhalten bei den untersuchten Frauen hindeuten. Ein
Vergleich der HHV-8-Seropréivalenzrate der Méanner ohne KS der eigenen Studie (58,1 %) mit
den Angaben aus der Literatur féllt ebenfalls schwer, da sich die meisten HHV-8-
Seropridvalenzraten in der Literatur auf homo- und bisexuelle Manner beziehen, die eine hohere
HHV-8-Seroprivalenzrate aufweisen als heterosexuelle Ménner (siehe auch 1.2.4). Jedoch liegen
von den in der eigenen Studie untersuchten Ménnern keine Angaben zu sexuellen Priferenzen
vor. LafBt man die Herkunft und die sexuelle Ausrichtung auler Acht liegt die mittlere HHV-8-
Seroprédvalenzrate KS-negativer Ménner bei 35,6 % (18 — 57,7 %).

Patientengruppe / Land Anzahl | Seropri- |Test- |Ref.
Charakteristika der Seren | valenz [%] | art

HIV+ und KS+ Frauen Deutschland |1 100 IFA Eig.
HIV+ und KS- Frauen Deutschland |13 46,2 IFA Eig.
HIV+ und KS+ Minner Deutschland |3 100 IFA Eig.
HIV+ und KS- Ménner Deutschland |43 58,1 IFA Eig.
HIV+ Blutspender USA 138 30 IFA [67]
HIV+ und Hamophilie USA 300 3 IFA [67]
HIV+ und Hédmophilie GB 26 0 IFA [145]
HIV+und IVD GB 38 0 IFA [145]
HIV+ und KS+ USA /GB 103 81,5 IFA [145]
HIV+ und KS+ Schweiz 26 92,3 ELISA |[122]
KS+ (75 % HIV+) Stidafrika 51 83 IFA [146]
HIV+ Uganda 34 53 IFA [145]
HIV+ und KS- USA 54 13 IFA [98]
HIV+ und KS- Uganda 35 51 IFA [47]
Homosexuelle AIDS-Patienten, KS+ |USA 40 88 IFA [47]
Homosexuelle AIDS-Patienten, KS- | USA 40 30 IFA [47]
HIV+ und KS+ Ménner USA 48 65 IFA [98]
HIV+ und KS+ homosexuelle Méanner | Brasilien 14 64 IFA [167]
HIV+ und KS- homosexuelle Madnner |Brasilien 80 18 IFA [167]
HIV+ und KS- homosexuelle Ménner 33 30 IFA [145]
HIV+ und KS- Homosexuelle Schweiz 63 30,2 ELISA |[122]
HIV+ homo- und bisexuelle Manner |USA 396 47,7 IFA [90]
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Patientengruppe / Land Anzahl | Seroprid- |Test- |Ref.
Charakteristika der Seren valenz [%] | art

HIV+ homosexuelle Méanner USA 26 57,7 IFA [16]
HIV+ und KS+ Frauen USA 8 87,5 IFA [53]
HIV+ Frauen (in Afrika geboren) GB 56 23,2 IFA [165]
HIV+ Frauen (nt. in Afrika geboren) | GB 23 17,4 IFA [165]
HIV+ und KS- Frauen Deutschland |51 15,7 IFA [119]
HIV+ und KS- Frauen USA 1829 14,6 IFA [53]
HIV+ Frauen USA 302 4 IFA [66]
HIV+ Frauen USA 874 18,2 ELISA |[26]
HIV+ und KS- Schwangere Sambia 103 51,1 IFA [56]
HIV+ Schwangere USA 118 1,7 IFA [51]
HIV+ Schwangere Haiti 28 3,6 IFA [51]
HIV+ Schwangere Sambia 957 45,8 IFA [21]
HIV+ Miitter Italien 32 34,3 IFA [23]
Tab. 15: Vergleich der HHV-8-Seropravalenzen bei HIV-positiven Personen unterschiedlicher Herkunft

zusammengestellt aus verschiedenen Studien / Referenzen (Ref. = Referenz, Eig. = eigene Studie, nt. = nicht, IFA =
Immunfluoreszenztest, ELISA = enzyme linked immuno sorbent assay, GB = Grof3britannien)

4.2.4 Seroprivalenzen des HHV-8 in anderen Bevolkerungsgruppen

Die Seroprivalenzen in verschiedenen Riskogruppen und Bevolkerungsgruppen zeigt Tab. 16 im

Uberblick. Auffallend ist die niedrige Seroprivalenzrate unter Himophilie-Patienten (vgl. 1.2.4).

Patientengruppe / Land Anzahl | Seropri- |Test- |Ref.
Charakteristika der Seren | valenz [%] | art

HIV+ und Hamophilie GB 26 0 IFA [145]
HIV+ und Héamophilie USA 300 3 IFA [67]
HIV+und IVD GB 38 0 IFA [145]
Drogenabhingige Ménner Niederlande | 676 3,4 EIA [127]
Drogenabhéngige Frauen Niederlande |503 1,4 EIA [127]
Patienten einer STD-Klinik GB 1490 8,8 IFA [148]
Patientinnen einer STD-Klinik GB 1228 5,5 IFA [148]
Patienten einer STD-Klinik (hetero) | USA 57 4 IFA [67]
Patientinnen einer STD-Klinik USA 59 9 IFA [67]
Klassisches KS Griechenland | 18 94,4 IFA [145]

Tab. 16: Vergleich der HHV-8-Seropravalenzen bei unterschiedlichen Bevdlkerungsgruppen zusammengestellt aus
verschiedenen Studien / Referenzen (Ref. = Referenz, IFA = Immunfluoreszenztest, EIA = enzyme immunoassay,

GB = GroRbritannien)
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Die Seropriavalenzraten des HHV-8 in der Normalbevolkerung zeigen deutliche geographische
Unterschiede (siehe auch 1.2.4) und spiegeln das Auftreten von KS wieder (klassisches KS in

Italien und endemisches afrikanisches KS).

Patientengruppe / Land Anzahl | Seropria- |Test- |Ref.
Charakteristika der Seren | valenz [%] | art
Blutspender Deutschland | 101 3 IFA [119]
Blutspender Schweiz 178 5,1 ELISA |[122]
Blutspender USA 150 2,7 IFA [145]
Blutspender GB 117 0 IFA [145]
Blutspender USA 122 0 IFA [47]
Blutspender Italien 107 4 IFA [47]
Blutspender Norditalien |404 6,9 IFA [162]
Blutspender Zentralitalien | 63 9,5 IFA [162]
Blutspender Siiditalien 280 24,6 IFA [162]
HIV- Blutspender USA 141 1 IFA [67]
Mainnliche Blutspender Jamaika 119 5 IFA [84]
Weibliche Blutspender Jamaika 122 2,4 IFA [84]
Mainner Fr. Guayana | 874 11,7 IFA [115]
Frauen Fr. Guayana | 945 11,8 IFA [115]
Mainner Fr. Guayana | 238 21 IFA [116]
Frauen Fr. Guayana | 294 18,7 IFA [116]

Tab. 17: Vergleich der HHV-8-Seropravalenzen in der Normalbevélkerung unterschiedlicher Lander
zusammengestellt aus verschiedenen Studien / Referenzen (Ref. = Referenz, IFA = Immunfluoreszenztest, ELISA =
enzyme linked immuno sorbent assay, Fr. Guayana = Franzésisch Guayana, GB = Grol3britannien)

4.3 HHV-8 und CMYV in der Schwangerschaft

In der Literatur werden die CMV-IgG-Seroprivalenzraten Schwangerer mit 51,5 % in
Frankreich [52], 62,5 % in Schweden [35], 62 % in den USA [89], 85,4 % in Indien [144], 87,0
% in Singapur [166] und 97 % in Jamaika [118] angegeben. Tookey et al. beschreiben in ihrer
Studie mit einer Kohortengrofle von 20000 Schwangeren aus London (GroBbritannien) eine
Gesamt-CMV-IgG-Seropréavalenzrate von 54,4 %, wobei sich jedoch groBe Unterschiede
zwischen den verschiedenen ethnischen Gruppen finden: CMV-IgG-Seropréivalenzrate von 45,9
% bei Schwangeren weiler Hautfarbe, 88,2 % bei Asiatinnen und 77,2 % bei Schwangeren
dunkler Hautfarbe [154]. Die CMV-IgM-Seropréivalenzraten liegen zwischen 0 % in Schweden
[35] und 8,5 % in Indien [121] bzw. 20,8 % in einer anderen Studie ebenfalls aus Indien [65].
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Die Rate der CMV-seropositiven Schwangeren, die wihrend der Schwangerschaft eine
Reaktivierung der CMV-Infektion durchlaufen, wird mit 10-20 % angegeben [37] (sieche auch
1.3.2). Als mogliche Ursachen dieser Reaktivierung werden in der Literatur die hormonelle
Umstellung [70] und die vorlibergehende Suppression der CMV-spezifischen zelluldren
Immunitdt wéhrend der Schwangerschaft [48] angefiihrt.

Im Kollektiv der HHV-8-positiven Schwangeren fand sich eine CMV-IgG-Seroprivalenzrate
von 63 % (29/46), die im Vergleich mit den Seroprdvalenzraten anderer europdischer Staaten im
oberen Bereich liegt. Diese hohe Seropridvalenzrate von CMV in unserem Kollektiv konnte
durch die Selektion des Kollektivs zu erkldren sein, da lediglich Schwangere ausgewéhlt wurden,
die IgG-Antikorper gegen HHV-8 aufwiesen. IgM-Antikorper gegen CMYV lielen sich bei 4,3 %
(2/46) der HHV-8-positiven Schwangeren nachweisen, die Zeichen einer Primérinfektion oder
einer Reaktivierung sein konnen. Eine Reaktivierung der CMV-Infektion stellt jedoch die

haufigere Variante dar [138] (siehe auch 1.3.2).

Bei der Mutter des Neugeborenen mit positivem Nachweis von HHV-8-DNA aus dem
Nabelschnurblut fanden sich IgM-Antikorper gegen HHV-8. Dies spriche fiir das Auftreten
einer Reaktivierung der HHV-8-Infektion oder einer Primdrinfektion mit HHV-8 bei der Mutter.
In Anlehnung an das Verhalten von CMV wihrend der Schwangerschaft ist in beiden Féllen die
Moglichkeit der intrauterinen Infektion des Fetus gegeben. In dem untersuchten Kollektiv der 46
HHV-8-IgG-positiven Miitter fand sich eine HHV-8-IgM-Seroprivalenzrate von 21,7 % (10/46),
bezogen jedoch auf das initiale Kollektiv von 308 Miittern ldge die HHV-8-IgM-Seroprivalenz-
rate bei etwa 3 %. Diese Seroprivalenzrate bewegt sich in der selben Groflenordnung wie die
CMV-IgM-Seropravalenzraten Schwangerer. Somit liegt die Vermutung nahe, dafl es dhnlich
wie bei dem CMV auch bei dem HHV-8 zu Reaktivierungen wéhrend der Schwangerschaft

kommen kann, die wiederum das Risiko einer intrauterinen Infektion des Fetus bergen.

4.4 HHV-8 und AIDS

Im untersuchten Kontrollkollektiv, bestehend aus HIV-positiven Patienten, fand sich weder ein
Zusammenhang zwischen dem Nachweis von HHV-8-IgM-Antikorpern und dem Vorhandensein
von KS noch zwischen dem Nachweis von HHV-8-DNA und dem Vorhandensein von KS. Es

zeigte sich, daf die Patienten, bei denen KS diagnostiziert wurde, eine deutlich stirkere Reaktion



Diskussion

- 80 -

im IFA und damit hohere IgG-Antikorpertiter aufwiesen. Jedoch fanden sich auch Patienten

ohne KS mit deutlich héheren IgG-Antikorpertitern, so dafl die Hohe des IgG-Antikorpertiters

keine direkten Riickschliisse auf das Vorhandensein von KS erlaubt.

Auffillig ist jedoch die Zunahme der HHV-8-Seroprivalenzraten mit der Progredienz der HIV-

Erkrankung (vgl. Tab. 18), insbesondere die Zunahme mit Abfall der T-Helfer-Zellen.

HIV-Stadium

HHV-8-IgG-positive

HHV-8-IgG-positive

HHV-8-IgG-positive

gesamt (35) Frauen (7) Miinner (28)
Stadium A1 1(2,9 %) 0 (0 %) 1 (3,6 %)
Stadium A2 4 (11,4 %) 1 (14,9 %) 3 (10,7 %)
Stadium A3 5(14,3 %) 1 (14,9 %) 4 (14,9 %)
Stadium B1 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Stadium B2 2 (5,7 %) 0 (0 %) 2 (7,1 %)
Stadium B3 5(14,3 %) 1 (14,9 %) 4 (14,9 %)
Stadium C1 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Stadium C2 3 (8,6 %) 0 (0 %) 3 (10,7 %)
Stadium C3 15 (42,9 %) 4 (57,1 %) 11 (39,3 %)

Tab. 18: HIV-stadienabhangige Seropravalenzraten

Einige Arbeitsgruppen sehen in dem Nachweis von HHV-8-DNA einen positiven pradiktiven

Marker fiir das Auftreten eines Kaposi Sarkoms [105,161].
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5 Zusammenfassung

Um die Frage nach der Mdglichkeit einer vertikalen (intrauterinen) Ubertragung des Humanen
Herpesvirus Typ 8 (HHV-8) zu beantworten, wurden zunichst 308 Proben miitterlichen Blutes
aus der Eurocord Bank der Universitdt Diisseldorf auf das Vorhandensein von I1gG-Antikdrper
gegen HHV-8 untersucht. Da nur bei den fiir positiv befundeten Miittern das Risko einer
Ubertragung gegeben ist, wurden diese mit ihren Neugeborenen in das endgiiltige
Untersuchungskollektiv aufgenommen, welches 46 Mutter-Neugeborenen-Paare umfafite. Im
weiteren wurde das Blut der Miitter auf IgM-Antikorper gegen HHV-8, auf IgG- und IgM-
Antikorper gegen CMV sowie auf HHV-8-DNA getestet und das der Neugeborenen auf IgG-
und IgM-Antikorpern gegen HHV-8 sowie HHV-8-DNA. Lediglich der Nachweis von HHV-8-
DNA im Blut der Neugeborenen wurde als Beweis fiir eine vertikale Ubertragung des HHV-8

angesehen.

Die vertikale Ubertragung des HHV-8 ist durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit als ein
Ubertragungsmodus des Virus anzusehen. Von den 46 untersuchten Neugeborenen HHV-8-
seropositiver Miitter konnte bei einem Neugeborenen mittels nested-PCR HHV-8-DNA im
Nabelschnurblut nachgewiesen werden, ein Beweis fiir das Auftreten der postulierten Infektion
in utero. Die Tatsache, daf3 lediglich bei einem von 46 Neugeborenen HHV-8-DNA im

Nabelschnurblut nachweisbar war, spricht jedoch fiir einen seltenen Ubertragungsmodus.

Im Falle des Zytomegalievirus ist nicht nur die vertikale Ubertragung beschrieben, sondern ein
Zusammenhang zwischen dieser und der Reaktivierung des Virus bzw. einer Primédrinfektion mit
dem Virus, wobei die Reaktivierung die héufigere Variante darstellt. Die Mutter des
Neugeborenen mit positivem Nachweis von HHV-8-DNA wies Antikorper vom Typ IgM gegen
HHV-8 auf, welche fiir das Vorliegen einer Reaktivierung einer bestehenden HHV-8-Infektion
oder fiir eine Primédrinfektion mit HHV-8 sprechen. Wie beim Zytomegalievirus kdnnte somit
auch beim HHV-8 im Zuge einer Reaktivierung (bzw. Primérinfektion) die Infektion des Kindes

in utero erfolgen.

Der Vergleich der im Immunfluoreszenztest ermittelten Seropridvalenzraten der IgG-Antikdrper
gegen HHV-8 der beiden Kollektive Miitter (14,9 %) und Neugeborene (89,1 %) mit den
Angaben aus der Literatur ergab eine gute Ubereinstimmung, was als indirekte Validierung des

verwendeten Immunfluoreszenztest zu sehen ist.
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Das Kontrollkollektiv, bestehend aus HIV-positiven Patienten, zeigte eine Zunahme der HHV-8-

Seroprivalenzrate proportional zur Progredienz der HIV-Erkrankung und antiproportional zur

Zahl der CD4-positiven Lymphozyten.
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Zusammenfassung

Um die Frage nach der Mglichkeit einer vertikalen Ubertragung des Humanen Herpesvirus Typ
8 (HHV-8) zu beantworten, wurden zundchst 308 Proben miitterlichen Blutes aus der Eurocord
Bank der Universitidt Diisseldorf auf das Vorhandensein von IgG-Antikorper gegen HHV-8
untersucht. Da nur bei den fiir positiv befundeten Miittern das Risko einer Ubertragung gegeben
ist, wurden diese mit ihren Neugeborenen in das endgiiltige Untersuchungskollektiv
aufgenommen, welches 46 Mutter-Neugeborenen-Paare umfafite. Im weiteren wurde das Blut
der Miitter auf IgM-Antikorper gegen HHV-8, auf IgG- und IgM-Antikorper gegen CMV sowie
auf HHV-8-DNA getestet und das der Neugeborenen auf IgG- und IgM-Antikérpern gegen
HHV-8 sowie HHV-8-DNA. Lediglich der Nachweis von HHV-8-DNA im Blut der

Neugeborenen wurde als Beweis fiir eine vertikale Ubertragung des HHV-8 angesehen.

Die vertikale Ubertragung des HHV-8 ist durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit als ein
Ubertragungsmodus des Virus anzusehen. Bei einem der 46 untersuchten Neugeborenen konnte
mittels nested-PCR HHV-8-DNA im Nabelschnurblut nachgewiesen werden, ein Beweis fiir das

Auftreten der postulierten Infektion in utero.

Im Falle des Zytomegalievirus ist nicht nur die vertikale Ubertragung beschrieben, sondern ein
Zusammenhang zwischen dieser und der Reaktivierung des Virus bzw. einer Primdrinfektion mit
dem Virus. Die Mutter des Neugeborenen mit positivem Nachweis von HHV-8-DNA wies
Antikorper vom Typ IgM gegen HHV-8 auf, welche fiir das Vorliegen einer Reaktivierung einer
bestehenden HHV-8-Infektion oder fiir eine Primédrinfektion mit HHV-8 sprechen. Wie beim
Zytomegalievirus konnte somit auch beim HHV-8 im Zuge einer Reaktivierung (bzw.

Primirinfektion) die Infektion des Kindes in utero erfolgen.

Der Vergleich der im Immunfluoreszenztest ermittelten Seroprévalenzraten der IgG-Antikorper
gegen HHV-8 der beiden Kollektive Miitter (14,9 %) und Neugeborene (89,1 %) mit den
Angaben aus der Literatur ergab eine gute Ubereinstimmung, was als indirekte Validierung des

verwendeten Immunfluoreszenztest zu sehen ist.

Das Kontrollkollektiv, bestehend aus HIV-positiven Patienten, zeigte eine Zunahme der HHV-8-
Seroprédvalenzrate proportional zur Progredienz der HIV-Erkrankung und antiproportional zur

Zahl der CD4-positiven Lymphozyten.

Priv.-Doz. Dr. O. Adams
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