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1. Einleitung 
 
 
1.1 Historischer Rückblick 
 
Die Cytomegalie beim Menschen, auch Einschlußkörperchenkrankheit oder Speichel-
drüsenviruskrankheit (131) genannt, wurde erstmals 1881 von Ribbert unter dem Namen 
„Krankheit mit protozoenartigen Zellen“ bei einem totgeborenen Kind mit interstitieller 
Nephritis, welches in utero mit Lues infiziert worden war, beschrieben (117). Damals wurde eine 
infektiöse Genese durch Protozoen vermutet. Den eigentlichen Begriff „Cytomegalie“, der das 
wesentliche morphologische Korrelat dieser Erkrankung charakterisiert, prägten 1921 
Goodpasture und Talbot (48). Die Diagnose der Cytomegalie konnte damals nur histologisch 
gestellt werden. Charakteristisch für die Erkrankung war hierbei ein Kern-Einschlußkörperchen, 
das wegen seines Aussehens auch als Eulenauge bezeichnet wurde (130). Erst 1956 gelang es, 
das Virus aus infizierten Organen in menschlichen Fibroblastenkulturen zu züchten (47). 
 
 
1.2 Eigenschaften des Cytomegalievirus 
 
Das Cytomegalievirus gehört in die Familie der Herpesviren (Herpesviridae). In dieser Familie 
werden Viren zusammengefaßt, die beim Menschen und bei verschiedenen Wirbeltieren 
vorkommen. Man kennt bislang acht humanpathogene Herpesviren (63,158): 
 
 Herpes simplex Typ I und II (HSV) 
 Varizella-Zoster-Virus (VZV) 
 Humanes Cytomegalievirus (HCMV = HHV 5) 
 Epstein-Barr-Virus (EBV) 
 Humanes Herpesvirus 6 (HHV 6) 
 Humanes Herpesvirus 7 (HHV 7) 
 Humanes Herpesvirus 8 (HHV 8) 
  
Diese Herpesviren besitzen folgende gemeinsame Eigenschaften: 
 
1.) Ihr Genom besteht aus einer linear aufgebauten, doppelsträngigen DNA mit einem 
Molekulargewicht zwischen 80 und 150× 106 Dalton. Das aus verschiedenen Kapsomeren in 
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ikosaedrischer Anordnung aufgebaute Nukleokapsid wird von einer Lipidmembran umgeben, die 
den Gesamtdurchmesser des Virus mit ca. 180 nm bestimmt. 
Durch die Hülle ist das Virus empfindlich gegenüber Alkohol, Lösungsmitteln, Detergentien und 
Säuren. Weiterhin führt die Hülle dazu, daß das Virus außerhalb des Organismus nur kurze Zeit 
lebensfähig ist und leicht austrocknet (125). 
 
2.) Herpesviren replizieren sich im Zellkern der Wirtszelle. 
 
3.) Die Infektion erfolgt durch „fusion without“, d.h. das Virus lagert sich an die Wirtszelle an, 
die Zellmembran verschmilzt mit der Virushülle. Anschließend wird das Genom zur 
Kernmembran transportiert und gelangt durch die Kernporen in den Zellkern.  
 
4.) Herpesviren führen zur Lyse der infizierten Wirtszelle. 
 
5.) Das Virus persistiert in einem einmal befallenen Organismus. Dabei liegt das latente Virus als 
Genom in der Wirtszelle vor. 
 
6.) Alle Herpesviren zeigen eine hohe Durchseuchungsrate in der Bevölkerung (158). 
 
 
Das humane Cytomegalievirus (HCMV) enthält in seinem Kern ein Genom von ca. 240.000 
Basenpaaren (83), das für etwa 200 verschiedene Gene kodiert (24). In seiner Virushülle enthält 
es 6 Glykoproteine gegen die der Wirtsorganismus Antikörper bilden kann (83). 
Während der Virusreplikation unterscheidet man drei voneinander abhängige Abschnitte: Die 
„immediate early phase“, die „early phase“ und die „late phase“ (83,135). In der ersten Phase 
werden Regulatorproteine gebildet, die für die Transkription und für den Beginn der Replikation 
notwendig sind. Während dieser Phase lassen sich „immediate early“-Antigene im Zellkern 
nachweisen (141). In der zweiten Phase erfolgt die DNA-Replikation mit der Synthese der dafür 
notwendigen Proteine. In der dritten Phase kommt es schließlich zur Bildung von „late“- 
Antigenen, hauptsächlich Strukturproteinen, welche sich im Zytoplasma und in den 
Plasmamembranen infizierter Zellen nachweisen lassen (149). Zusätzlich zu den „late“-
Antigenen finden sich während dieser Phase auch „immediate early“ Antigene im Zytoplasma 
(139). Zuletzt erfolgt die Freisetzung des Virus. 
 
Die Antigenstruktur der HCMV-Stämme ist weitgehend einheitlich, jedoch gibt es 
unterschiedliche Varianten, die sich in ihrer Antigenität geringfügig unterscheiden (83). So kennt 
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man 3 Subtypen, welche sich in der Struktur des Glykoproteins B (gB) unterscheiden (101) sowie 
mehrere genomische Varianten, welche im Genotyp des Hüllproteins gpUL 73 (insgesamt 4), 
dem MIEA (insgesamt 18), der DANN-Polymerase (insgesamt 8) oder dem Glykoprotein H (gH) 
(insgesamt 15) differieren (101,109). 
 
 
1.3 Epidemiologie 
 
Das humane Cytomegalievirus ist ubiquitär verbreitet. Die Durchseuchung der Bevölkerung in 
den Entwicklungsländern beträgt nahezu 100%. Schon im Alter von 5 Jahren sind dort praktisch 
alle Kinder mit HCMV infiziert. Wahrscheinlich werden die Neugeborenen und Säuglinge über 
die Muttermilch infiziert (83). 
In den Industrieländern ist die Durchseuchung, zumindest unter Berücksichtigung der 
serologischen Daten, geringer. Bei den Erwachsenen beträgt die Prävalenz von HCMV 50%, in 
Risikogruppen, wie z.B. bei Homosexuellen 100% (135). Ho (65) gibt einen Anteil von 40-80% 
seropositiver Erwachsener an. In Deutschland beträgt die Durchseuchung bis zu 70% (4). Bei den 
Neugeborenen sind ca. 1% mit HCMV infiziert (64). 
Wahrscheinlich ist die tatsächliche Prävalenz bei Erwachsenen in den Industrieländern noch 
größer, da in diesen Studien jeweils nur der Serostatus untersucht wurde, HCMV-Genom sich 
jedoch in bis zu 30% (156) auch in seronegativen Personen mittels PCR nachweisen läßt 
(135,156). 
 
 
1.4 Klinik der Cytomegalievirus-Erkrankung 
 
1.4.1 Möglichkeiten der HCMV-Infektion 
 
Das humane Cytomegalievirus kann durch Nasen-Rachen-Sekret (135), Urin (25), Muttermilch 
(59), Blutproben (135), Herztransplantationen (26,111), Nierentransplantationen (98), 
Knochenmarkstransplantationen (70) und Lebertransplantationen (106) auf einen neuen Wirt 
übertragen werden. Mit der diaplazentaren Übertragung gehört das humane Cytomegalievirus zu 
den am häufigsten intrauterin auf den Föten übertragenen Erregern (83). 
 
1.4.2 Symptomatik 
 
Grundsätzlich müssen drei Zeitpunkte der Infektion unterschieden werden: 
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1.) Die intrauterin erworbene Infektion 
2.) Die perinatal erworbene Infektion  
3.) Die postnatal erworbene Infektion. 
 
zu 1.) Intrauterine Infektion 
 
Entscheidend für die Entwicklung schwerer Schäden durch eine intrauterin erworbene HCMV- 
Infektion ist die Primärinfektion der Mutter während der Schwangerschaft. Reaktivierungen oder 
Sekundärinfektionen der Mutter führen in der Regel nicht zu einer Schädigung der Frucht, da 
durch die schon vorhandenen Antikörper ein gewisser Schutz für das ungeborene Leben besteht. 
90% der intrauterin infizierten Neugeborenen sind bei der Geburt klinisch gesund, 5% haben 
leichte, sich völlig zurückbildende Symptome wie Ikterus und Hepatosplenomegalie, die 
restlichen 5% haben häufig bleibende Schäden, z.B. intrazerebrale Verkalkungen, Mikrozephalie, 
Chorioretinitis, geistige und körperliche Retardierung (83,135), diverse Organmißbildungen 
(135) oder eine Panzythämie (132). Manche intrauterin infizierten Neugeborenen werden durch 
eine generalisierte Infektion so stark geschädigt, daß sie nicht lebensfähig sind (83). Histologisch  
kann man in diesen Fällen post mortem charakteristische Einschlusskörperchen in den Zellen von 
Lunge, Nieren, Leber oder Pankreas finden (2). Auch bei intrauterin Infizierten, die zum 
Zeitpunkt der Geburt unauffällig waren, können sich noch Spätschäden wie mentale und 
körperliche Retardierung, Hörschäden und Knochenwachstumsstörungen zeigen. 
 
zu 2.) Perinatal erworbene Infektion 
 
Das Neugeborene kann sich während der Passage des Geburtskanals, durch virushaltige 
Muttermilch oder durch Austauschtransfusionen infizieren. In der Regel verlaufen perinatale 
Infektionen asymptomatisch, es können aber auch schwere Krankheitserscheinungen, wie z.B. 
Hautblutungen, Ikterus, Hepatosplenomegalie und Panzythämie auftreten (132), besonders nach 
Austauschtransfusionen (83).  
 
zu 3.) Postnatal erworbene Infektion 
 
Die HCMV-Infektion verläuft bei Gesunden im Kindes- und Erwachsenenalter zumeist 
asymptomatisch oder mild (74,135), z.B. ähnlich einer infektiösen Mononukleose (139). Bei 
jungen Säuglingen kann eine HCMV-Infektion auch zu einer interstitiellen Pneumonie, 
Hepatosplenomegalie, zu gastrointestinalen Verlaufsformen und zu Veränderungen an den 
schnell wachsenden Röhrenknochen führen (132). 
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Möglicherweise spielt das Virus durch seine Fähigkeit, das Immunsystem zu aktivieren und zu 
modulieren (82,89,120) eine wichtige Rolle beim Typ I Diabetes (135) und beim Guillain-Barré-
Syndrom (135). Auch bei der HCMV-Pneumonie wird von manchen Autoren (55) eine 
Immunpathogenese vermutet, da die Virusreplikation in der Lunge nicht mit dem Entstehen 
pathologischer Effekte korreliert, sondern anscheinend erst die Immunantwort des Wirts zur 
Pneumonitis führt. Weiterhin wird das Virus beschuldigt, die zelluläre Abwehr, gemessen an 
einer signifikant verminderten T-Helfer/T-Suppressorzell-Ratio, zu vermindern (33) und so die 
Infektion durch Opportunisten zu begünstigen (33,49,150). Dies betrifft besonders 
organtransplantierte Patienten. Die Rolle des HCMV in der Pathogenese der Arteriosklerose ist 
umstritten (35,61,62), Melnick et al. (97) zeigten jedoch, daß hohe Antikörpertiter gegen HCMV 
mit einer Arteriosklerose assoziiert sind.  
 
1.4.3 Viruspersistenz 
 
Wie alle Herpesviren besitzt auch das humane Cytomegalievirus die Eigenschaft der 
lebenslangen Persistenz in einem einmal infizierten Wirtsorganismus. Der Ort dieser 
Viruspersistenz ist heute noch nicht genau bekannt. Es gibt Hinweise darauf, daß das HCMV-
Virus hauptsächlich Monozyten, polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMNL) und T-
Lymphozyten infiziert (46,108,156). Dabei dienen die PMNL nicht nur als Virusträger, in ihnen 
erfolgt auch eine Virusreplikation (46). Einen Hinweis auf die Viruspersistenz in Monozyten 
bzw. das Aufrechterhalten einer langdauernden Virämie gibt die Tatsache, daß sich das HCMV 
sowohl in den Monozyten von seropositiven asymptomatischen als auch seronegativen 
Individuen (156) nachweisen läßt. 
Maciewski et al. (92) sehen als Virusreservoir hämatopoetische Progenitorzellen an, einschließlich 
der (CD 34+)-Stammzellen, die trotz der Infektion mit HCMV normale blutbildende Kolonien 
bilden können. Sie konnten mittels PCR sowohl in erythroiden als auch in myeloiden Kolonien 
das Virus nachweisen. Möglicherweise persistiert HCMV auch noch in vielen anderen Zellen. So 
konnten z.B. Ustinov et al. (143) das Virus in Endothelzellen von Kapillaren im Herzen und Wu et 
al. (162) in den Koronararterien bei herztransplantierten Patienten mittels Antigennachweis 
detektieren. 
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1.5 Bedeutung der humanen Cytomegalievirus-Infektion bei immunsupprimierten 
Patienten 
 
Die Infektion mit dem HCMV, die bei Immunkompetenten in der Regel asymptomatisch verläuft, 
kann bei Patienten mit der erworbenen Immunschwäche AIDS oder nach iatrogener 
Immunsuppression im Rahmen von Organtransplantationen zu lebensbedrohlichen Erkrankungen 
führen (135). Durch eine verzögerte Reaktionsbereitschaft des Organismus auf  HCMV steigt bei 
Transplantierten zusätzlich das Risiko einer sekundären Organinvasion (6). 
Somit führt HCMV zu einer erhöhten Morbidität, Mortalität oder Transplantatschädigung 
(8,11,12,28,39,54,70,84,100,103,118,123,133,145,161). 
Es kann auch zu einer Reaktivierung des Virus bei bereits infizierten und bis zum Zeitpunkt der 
Immunsuppression asymptomatischen Virusträgern kommen. Die Patienten scheiden das Virus 
dabei mit dem Rachensekret und dem Urin aus, meist zeigen sie außer leichtem Fieber keine 
weiteren klinischen Auffälligkeiten, obwohl gleichzeitig Organe massiv geschädigt werden 
können. Primärinfektionen und Reinfektionen mit einem anderen HCMV-Subtyp (siehe Seite 6) 
führen hierbei häufig zu schweren HCMV-Erkrankungen, die sich in Form einer atypischen 
interstitiellen Pneumonie, einer Colitis, Ösophagitis, gastro-intestinaler Ulzerationen, einer 
Retinitis oder Enzephalitis manifestieren können. Besonders bei Knochenmarkstransplantierten 
ist die HCMV-Infektion die häufigste infektiöse Todesursache mit einem Maximum um den 60. 
Tag post transplantationem (135). Die bei Organtransplantierten häufig vorkommende und 
eindeutig auf HCMV zurückzuführende Pneumonie (20) ist bei den Patienten mit der erworbenen 
Immunschwäche AIDS eher selten, vielmehr stehen bei ihnen Infektionen durch andere 
opportunistische Keime (z.B. Pneumozystis carinii) im Vordergrund, auch wenn sich in den 
pneumonischen Infiltraten oft zusätzlich auch HCMV nachweisen läßt (135). 
 
 
1.6 Bedeutung des humanen Cytomegalievirus bei Myokarditis 
 
Eine Myokarditis kann durch viele verschiedene Ursachen hervorgerufen werden. So 
unterscheidet man ätiologisch: 
 
a) Infektiöse Myokarditis (Viren, Bakterien, Pilze, Protozoen) 
b) Immunologisch (hyperergische) bedingte Myokarditis  
c) Medikamenteninduzierte Myokarditis  
d) Myokarditis nach Bestrahlung des Mediastinums 
e) Idiopathische Myokarditis (z.B. Fiedler Myokarditis) 
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Ca. 5% der virusinfizierten Bevölkerung erleidet eine kardiale Beteiligung im Rahmen ihrer 
Erkrankung, beeinflußt durch Epidemien, Jahreszeit, Alter, Schwangerschaft und Geschlecht. 
Als kardiotrope Viren sind Influenza-, Coxsackie B-, CMV (1,69,88,94,95,126), Polio-, Echo-, 
Vaccina- und bei Kindern (95) Adeno-Viren bekannt (68,70,160). In der Literatur wird die 
Inzidenz einer durch HCMV verursachten Myokarditis zwischen 1% (95) und 14% (94), die 
Inzidenz einer durch HCMV verursachten Perimyokarditis mit 8,5% (94) aller virusinduzierten 
Peri-Myokarditiden angegeben. 
Einerseits können Viren, wie auch HCMV, direkt Herzmuskelzellen schädigen, was besonders 
bei immunsupprimierten Patienten von Bedeutung ist, zum anderen können sie auch die Bildung 
von autoreaktiven Zellen induzieren, die nach der Viruselimination weiterhin auch nicht infizierte 
Zellen zerstören (160). 
Pathogenetisch können folgende Autoimmunphänomene von Bedeutung sein (127): 
 
1.) Bildung von organspezifischen Autoantikörpern 
 
2.) Entzündungszellinfiltration 
 
3.) Immunglobulinablagerungen 
 
4.) Expression von HLA-Klasse I und II Antigenen 
 
5.) Zytotoxische Reaktionen: -zellulär 
 -humoral 
 -komplement(un-)abhängig 
 
6.) Verändertes T4/T8-Verhältnis 
 
7.) Verminderte natürliche Killer- (NK-) Zellfunktion 
 
 
1.7 Bedeutung des humanen Cytomegalievirus bei der dilatativen Kardiomyopathie 
 
Eine primäre Kardiomyopathie ist eine Myokarderkrankung  mit verminderter Kontraktionskraft 
und Dilatation des Herzens. Das Herzzeitvolumen ist hierbei herabgesetzt (Vorwärtsversagen) 
und es kommt zu einem Rückstau des Blutes vor dem Herzen (Rückwärtsversagen). 
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Man unterscheidet folgende Typen der Kardiomyopathien (119): 
 
-Dilatative Kardiomyopathie 
-Hypertrophe Kardiomyopathie 
-Restriktive Kardiomyopathie 
-Arrhythmogene Kardiomyopathie des rechten Ventrikels 
-Unklassifizierte Kardiomyopathie  -Fibroelastose 
  -schwammartiges Myokard ( „spongy myocardium“) 
  -systolische Dysfunktion mit minimaler Dilatation 
  -Mitochondriopathien 

  
-Spezifische Kardiomyopathie  -ischämische Kardiomyopathie 

-Kardiomyopathie bei Herzklappendysfunktion  
-entzündliche Kardiomyopathie 
-metabolische Kardiomyopathie 
-Kardiomyopathie bei Systemerkrankungen 

  -Kardiomyopathie bei Muskeldystrophien 
-Kardiomyopathie bei neuromuskulären 
 Erkrankungen 
-Kardiomyopathie bei allergischen und toxischen  
 Reaktionen 
-peripartale Kardiomyopathie 
 

 
Die dilatative Kardiomyopathie ist die häufigste Form der primären Kardiomyopathien. Ihre 
Inzidenz beträgt in den USA ca. 5-10 pro 100.000 Einwohner, in Afrika, Asien und Südamerika 
ist sie höher. Die Hauptmanifestation liegt zwischen dem 20. und dem 60. Lebensjahr (36). Eine 
besondere Bedeutung bei der Entwicklung einer Kardiomyopathie haben virale Myokarditiden 
(32). Neben den enteroviralen Genomen (69) konnte in bis zu 22% der Patienten mit dilatativer 
Kardiomyopathie HCMV mittels PCR aus Endomyokardbiopsien nachgewiesen werden (68).  
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1.8 Methoden zum Nachweis des humanen Cytomegalievirus 
 
1.8.1 Indirekte Nachweismethoden 
 
Hierbei werden Viren aufgrund ihrer Infektiosität und Pathogenität nachgewiesen, indem das 
Untersuchungsmaterial auf einen für das gesuchte Virus empfänglichen Wirt verimpft wird. Die 
Veränderungen im Wirt zeigen dann das Vorhandensein des Virus an. 
 
1.8.1.1 Zellkultur 
 
Nach der Virusisolierung aus Speichel, Blut, Urin oder Gewebe werden „Monolayer“ von 
Fibroblasten, d.h. an einem Glas fest anhaftende Zellrasen, mit dem Virus infiziert. Die 
Virusvermehrung führt zu charakteristischen morphologischen Veränderungen der Zellkulturen, 
wie Abrunden, Riesenzellbildung und Übereinanderwuchern der Zellen. Dieses Phänomen 
bezeichnet man als zytopathogenen Effekt. 
Nachteil der Kultur ist die lange Dauer bis zum Ergebnis und die schlechte klinische Korrelation 
mit der HCMV-Infektion (124). Weiterhin kann es durch unsachgemäße Materialgewinnung und 
unangemessenen Transport zu falsch negativen Ergebnissen kommen. Auch durch toxische 
Effekte von Leukozyten kann das Ergebnis beeinflußt werden.  
 
1.8.1.2 Virusnachweis durch Antikörperbestimmung 
 
Zu Beginn einer Viruserkrankung lassen sich in der Regel noch keine Antikörper im Blut des 
Patienten nachweisen. Erst nach ca. 7-10 Tagen erscheinen IgM-Antikörper, die gegen Antigene 
des Virus gerichtet sind. Während der weiteren klonalen Expansion der Antikörperproduktion 
findet ein „µ -γ-switch“ statt, wobei die schweren µ -Ketten gegen γ-Ketten ausgetauscht werden. 
IgM-Antikörper bleiben im Blut ca. 3-6 Monate nachweisbar, während IgG-Antikörper 
wahrscheinlich ein ganzes Leben lang nachweisbar bleiben. Gelingt es also, im Patientenblut 
spezifische IgM-Antikörper nachzuweisen, kann man davon ausgehen, daß der Patient in den 
letzten 3-6 Monaten eine primäre Virusinfektion durchgemacht hat. Bei einer Sekundärinfektion 
kommt es zur sogenannten Booster-Reaktion mit einem schnellen Anstieg der IgG-Antikörper 
und häufig zu keinem signifikanten IgM-Antikörperanstieg. Gelingt es, den 
Antikörpertiteranstieg nachzuweisen, so ist von einer Reinfektion auszugehen. Problematisch ist 
der Antikörpernachweis bei persistierenden Viruserkrankungen. Hierbei lassen sich häufig auch 
über einen längeren Zeitraum hin IgM-Antikörper nachweisen, so daß man nicht weiß, ob es sich 
um eine persistierende Viruserkrankung oder um eine Primärinfektion handelt, was besonders bei 
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Schwangeren mit einer HCMV-Infektion sehr wichtig wäre. Immunsupprimierte können je nach 
Therapie bei einer akuten Virusinfektion keine oder nur eingeschränkt Immunglobuline bilden, so 
daß gerade bei diesen Patienten der alleinige Antikörpernachweis unzuverlässig ist. 
Hingegen konnten Korcakova et al. (76) als Zeichen der Virusaktivierung und Reproduktion IgM 
bei Herztransplantierten nachweisen. Rice et al. (118) zeigten einen Zusammenhang eines hohen 
IgM-Index mit einer HCMV-Erkrankung bei herztransplantierten Patienten unter immun-
suppressiver Therapie (Index > 2,4 bei an HCMV erkrankten gegenüber < 1,1 bei gesunden 
herztransplantierten asymptomatischen Patienten).  
 
1.8.2 Direkter Nachweis von Virusbestandteilen 
 
Hierbei werden Viren direkt als physikalische Partikel ohne vorherige Anzüchtung und 
Vermehrung im Patientenmaterial nachgewiesen.  
 
1.8.2.1 Elektronenmikroskopie 
 
Mittels Elektronenmikroskopie kann man Herpesviren nachweisen. Der Nachteil dieser Methode 
ist jedoch die geringe Sensitivität. Ein negatives Ergebnis hat daher nur eine geringe 
Aussagekraft. 
 
1.8.2.2 Antigennachweis 
 
Spezifische Antikörper der Maus gegen HCMV binden an das vermutete Virusantigen. Durch 
einen weiteren Antikörper der Ziege, der gegen Immunglobuline der Maus gerichtet und mit 
Fluorescein oder Enzymen markiert ist, kommt es zu einer Anfärbung des Antigen/Antikörper-
Komplexes. Vorteil des Antigennachweises, z.B. des pp 65 Proteins,  einem „immediate early“ 
Matrixprotein, welches vom Exon 2 des Immediate-Early-Gens 1 kodiert wird und dessen vier 
Epitope von Antikörpern immunpräzipitiert werden können (163), ist eine große Spezifität (157) 
im Vergleich zur Serologie und die Quantifizierbarkeit der Antigenämie, die mit dem klinischen 
Bild einer HCMV-Erkrankung korreliert (79,108). Weiterhin kann man bereits nach 4-5 h mit 
einem Ergebnis rechnen (144). Nachteil bei der Detektion von HCMV-Antigenen aus 
Leukozyten ist, daß die interessierenden Proteine durch leukozyteneigene Enzyme modifiziert 
werden (70) und die geringere Sensitivität im Vergleich zur PCR.  
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1.8.2.3 „In-situ-Hybridisierung“ 
 
Mittels einer Gensonde, deren Nukleinsäuresequenz komplementär zur gesuchten viralen 
Nukleinsäuresequenz ist, werden bei dieser Methode virale DNA-Abschnitte nachgewiesen. Die 
Gensonde kann mit radioaktiven Markern oder mit Enzymen gekoppelt werden. Nach der 
Anlagerung der Gensonde an die gesuchte DNA kommt es dann zu einer enzymatischen Reaktion 
oder zu einer Schwärzung des Röntgenfilms. 
Nachteilig ist bei dieser Methode, daß mindestens 1,5 x 105 identische virale DNA-Sequenzen im 
Untersuchungsmaterial vorhanden sein müssen, um zu einem positiven Ergebnis zu gelangen 
(154). Durch eine PCR vor der geplanten „in situ-Hybridisierung“(„in-situ-PCR“) kann die 
Sensitivität dieser Methode gesteigert werden (75).  
 
1.8.2.4 ,,Polymerase-Chain-Reaction” (PCR) 
 
Durch die Polymerase-Ketten-Reaktion ist es möglich, virale DNA zu verfielfältigen, so daß man 
die gesuchte DNA direkt auf einem Agarosegel sichtbar machen kann. Eine weitere 
Spezifizierung kann anschließend durch eine zusätzliche „nested-PCR“, einen „Southern Blot“, 
eine Restriktionsenzymspaltung oder eine Sequenzierung erfolgen. Mit Hilfe der „real-time“- 
PCR gelang es in jüngster Zeit, eine quantitative Bestimmung der Viruslast im Blut oder im 
betroffenen Gewebe vorzunehmen (21,29,91).  
 
Da die PCR die sensitivste Methode aller Nachweismethoden von HCMV ist (157) und nur 
geringste Mengen von Gewebe aus Herzmuskelbiopsien zur Verfügung standen und zusätzlich 
gerade bei immunsupprimierten Patienten eine zuverlässige und schnelle Diagnose der HCMV-
Infektion essentiell ist, wurde für diese Studie zur Beurteilung einer möglichen Transplantat-
Cytomegalievirus-Infektion der Virusgenomnachweis mittels PCR gewählt. 
Wie bei allen Befunden ist auch hierbei eine kritische Wertung der Ergebnisse unter 
Berücksichtigung der jeweiligen Klinik essentiell. 
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2. Fragestellung 
 
 
Ziel dieser Studie war es, herauszufinden, wie häufig HCMV mittels PCR aus in Formalin 
fixierten und in Paraffin eingebetteten Endomyokardbiopsien  bzw. Herzmuskelgewebe in 
folgenden Patientengruppen nachgewiesen werden kann: 
 
1. Bei Patienten mit Myokarditis 
 
2. Bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie 
 
3. Bei Kindern und Erwachsenen nach einer Herztransplantation 
 
4. Bei Verstorbenen ohne Herzerkrankung 
 
Weiterhin sollte überprüft werden, ob Zusammenhänge zwischen einer HCMV-Infektion und der 
akuten, vaskulären oder chronischen Rejektion nach Herztransplantationen bestehen und ob sich 
Hinweise auf eine prognostische Bedeutung einer HCMV-Infektion im Herztransplantat anhand 
von Endomyokardbiopsien ergeben. 
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3. Material und Methoden 
 
 
3.1 Materialien 
 
Die in der Arbeit verwendeten Geräte und Chemikalien werden im Folgenden unter Angabe des 
jeweiligen Herstellers aufgelistet: 
 
3.1.1 Geräte 
 
Autoklav     Certo Clav, Traun, Österreich 
Gelkammer     Bächler Fein Tech M.A.K.I Hölstein 
Mikrowelle     Samsung Classic Collection 
TRIO Thermoblock    Biometra, Göttingen 
pH-Meter     Beckmann, Mainz 
Photometer     Ultrospec II Biochrom LKB, Freiburg 
Polaroid MP4 Land Camera   Bachofer, Reutlingen 
2303 XL Multidrive Power-Supply  Pharmacia, Erlangen 
UV Transilluminator    Bachofer, Reutlingen 
Vortex      Heidolph, Kelkheim 
Thermomixer 5436    Eppendorf, Hamburg 
Centrifuge 5415    Eppendorf 
Centrifuge 5417R    Eppendorf 
 
3.1.2 Chemikalien 
 
Agarose     FMC, Biozym, Hameln 
Blocking Reagenz    Boehringer, Mannheim 
Borsäure     Merck, Darmstadt 
Bromphenolblau    Merck 
dATP      Boehringer 
dCTP      Boehringer 
dGTP      Boehringer 
dTTP      Boehringer 
DEPC      Serva, Heidelberg 
DNA Marker фX 174 Hinf I   Promega, Heidelberg 
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EDTA      Sigma, Deisenhofen 
Ethanol     Riedel-de-Haen, Seelze 
Ethidiumbromid    Roth, Karlsruhe 
Eukitt      Boehringer 
Gelatine     Sigma 
Glycerin     Merck 
HCl      Merck 
KCl      Merck 
Maleinsäure     Sigma  
MgCl2      Merck 

Mineralöl     Sigma 
NaOH      Merck 
NBT      Boehringer 
NaCl      Merck 
Natriumcitrat     Sigma 
n-Oktan     Merck 
N-Lauroylsarkosin    Sigma 
Phenol:H2O:Chloroform (68:18:14)  abi, Weiterstadt 

Proteinase K     Sigma 
Taq Polymerase    Perkin Elmer, Lingen 
TRIS      BioRad, München 
Tween 20     Sigma 
X-Phosphat     Boehringer 
Xylencyanol     Merck 
Xylol      Merck 
 
 
3.1.3 Puffer und Lösungen 
 
Im folgenden werden die Zusammensetzung und die Herstellung der in der Arbeit verwendeten 
Puffer und Lösungen charakterisiert. Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle genannten Puffer 
und Lösungen vor Gebrauch bei 121 °C bei einem Überdruck von 1500 hPa über 30 min 
autoklaviert. 
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3.1.3.1 „Sample-Prep-Buffer“ zur Extraktion von DNA aus Paraffinschnitten 
 
- 50 mM KCl 
- 10 mM TRIS/HCl (pH 8.3) 
- 1.5 mM MgCl2 

- 0.01% Gelatine 
- 0.5%  Tween 
Vor Gebrauch werden 0.5 mg/ml Proteinase K hinzugefügt. 
 
 
3.1.3.2   10×  TBE 
 
- 108 g TRIS 
- 55 g Borsäure 
- 8.3 g EDTA 
 
- H2O ad 1000 ml 

 
 
3.1.3.3 Blaumarker für Agarosegele 
 
- 5%  Glycerin  
- 0.5%  SDS 
- 10 mM EDTA 
- 0.025% Bromphenolblau 
- 0.025% Xylencyanol 
 
(nicht autoklaviert) 
 
 
3.1.3.4    20×  SSC 
 
- 3 M  NaCl 
- 0.3 M Na-Citrat 
 
auf pH 7.0 (20 °C) eingestellt 
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3.1.3.5 DEPC-Wasser 
 
- 1 l H2O dest  

- 1 ml DEPC 
 
60 min gerührt, anschließend autoklaviert 
 
 
3.1.3.6 DIG-Farblösung 
 
- 10 ml  DIG-Puffer 3  
- 45 µ l  NBT (Boehringer) 
- 35 µ l  X-Phosphat (Boehringer) 
 
 
3.1.3.7 DIG-Farblösung 
 
- 0.1 M Maleinsäure 
- 0.15 M NaCl 
 
mit 10 N NaOH auf pH 7.5 eingestellt 
 
 
3.1.3.8 DIG-Puffer 2, 10×  
 
- 10 g  Blocking Reagenz (Boehringer)  
- 100 ml DIG-Puffer 1 
 
 
3.1.3.9 DIG-Puffer 3 
 
- 0.1 M TRIS/HCl (pH 9.5) 
- 0.1 M NaCl 
- 50 mM MgCl2 
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3.1.3.10 DIG-Puffer 4 
 
- 10 mM TRIS/HCl 
- 1 mM EDTA (pH 8.0) 
 
 
3.1.3.11 DIG-Waschpuffer 
 
- Puffer 1  
- 0.3 % Tween (Sigma) 
 
 
3.1.3.12 Ethidiumbromid 10 mg/ml 
 
- 1 g  Ethidiumbromid 
- 100 ml H2O 

 
(lichtgeschützt aufbewahren, nicht autoclavieren) 
 
 
3.1.3.13 TAE 50×  
 
- 242 g   TRIS Base 
- 57.1 ml  Eisessig 
- 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) 
 
ad 1 l H2O 

 
 
3.1.3.14 TRIS/HCl 1 M 
 
- 121.1 g TRIS Base 
 
pH nach Bedarf mit konz. HCl einzustellen 
 
 



3. Material und Methoden 

 22 

3.1.3.15 Denaturierungspuffer 
 
- 0.5 N NaOH 
- 1.5 M NaCl 
 
 
3.1.3.16 Neutralisierungspuffer 
 
- 0.5 TRIS/HCl pH 7.4 
- 0.5 M NaCl 
 
 
3.1.3.17 dNTP-Mix 
 
- 25µ l dATP 
- 25µ l dCTP 
- 25µ l dGTP 
- 25µ l dTTP 
 
ad 1000µ l H2O 

 
 
3.1.3.18 Hybridisierungspuffer 
 
10ml: 2.5 ml 20×  SSC 
 2.0 ml Blockierungsreagenz (nach Detektion Kit) 
  (10%ige Blockringlösung in 1× Puffer 1) 
 2.0 ml 1%ige Lauryl-Sarcosine in H2O 

 40 µ l 10%iges SDS 
 9.0 ml H2O 

 
 
3.1.4 Patientenproben 
 
Insgesamt wurden im Untersuchungszeitraum zwischen 14.12.1993 und 20.12.1996 195 
Gewebeproben von 122 Patienten untersucht. Diese entstammten dem Untersuchungsgut des 
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Institutes für Pathologie (n=107) und des Institutes für Rechtsmedizin (n=15) der Universität 
Gießen. Zur Konservierung waren alle Proben Formalin-fixiert und Paraffin-eingebettet. Bei der 
Kontrollgruppe handelt es sich um Herzmuskelgewebe von 15 Personen, die keine 
Herzerkrankung hatten und durch einen Verkehrsunfall, durch ein Verbrechen oder durch eine 
Subarachnoidalblutung plötzlich ums Leben gekommen sind. Von diesen waren 11 männlichen 
und 4 weiblichen Geschlechts in einem Alter zwischen 2 und 89. Das durchschnittliche Alter 
betrug 44 ± 20 Jahre (Mittelwert ± Standardabweichung).  
 
Bei der Gruppe der Kardiomyopathien handelt es sich um 26 Patienten in einem Alter zwischen 9 
und 89 Jahren (20 männlich, 6 weiblich) mit klinisch und histologisch gesicherter dilatativer 
Kardiomyopathie. Das durchschnittliche Alter betrug 50 ± 20 Jahre.  
 
Der Gruppe der Myokarditisfälle wurden 23 Patienten in einem Alter zwischen 1 und 84 Jahren 
(17 männlich, 6 weiblich) mit histologisch gesicherter Myokarditis und Borderline-Myokarditis 
zugeordnet. Das durchschnittliche Alter betrug 44 ± 27 Jahre.  
In die Gruppe der Herztransplantierten fielen 18 Erwachsene in einem Alter zwischen 33 und 59 
Jahren (17 männlich, 1 weiblich) und 23 Kinder in einem Alter zwischen 1 Tag und 15 Jahren 
(14 männlich, 9 weiblich) zum Zeitpunkt der Herztransplantation, die im Zeitraum von 1988 bis 
1994 an der Universität Gießen oder in der Kerckhoff-Klinik in Bad Nauheim herztransplantiert 
wurden. Das durchschnittliche Alter der Erwachsenen betrug zum Ende des 
Untersuchungszeitraums 1998 58 ± 8 Jahre, das Durchschnittsalter der Kinder 7 ± 5 Jahre. 
Untersucht wurden die Nullbiopsien (Biopsien aus dem Spenderherz) bzw. die Explantate und die 
letzten zur Verfügung stehenden Transplantationsbiopsien. Die klinischen Befunde wurden 
retrospektiv vom 1.1.1980 bis zum 1.1.1998 erhoben. Die Patientendaten wurden uns 
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Bauer von der Abteilung Kinderkardiologie am Zentrum 
für Kinderheilkunde und von Herrn Prof. Dr. Haberbosch von der Abteilung für Kardiologie der 
Medizinischen Klinik I der Justus-Liebig-Universität zur Verfügung gestellt. 
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Tabelle 1: Charakterisierung der herztransplantierten Erwachsenen 
 

Zahl der untersuchten Erwachsenen 
 

18 

Männer/Frauen 
 

17/1 

Alter (Jahre) zum Zeitpunkt der 
Herztransplantation 

33-59 
 

präoperative Diagnose: 
-ischämische Herzerkrankung 
-dilatative Kardiomyopathie 

 
13 
5 

Medikation: 
-Cyclosporin A, Azathioprin, 
Aciclovir und Anti-CMV-IgG 
-zusätzlich zur o.g. Medikation: 
Prednisolon 

 
18 
 
5 

 
Tabelle 2: Charakterisierung der herztransplantierten Kinder 

 
Zahl der untersuchten Kinder 21 

 
Jungen/Mädchen 13/8 

 
Alter zum Zeitpunkt der 
Herztransplantation 

ein Tag-15 Jahre 
 

präoperative Diagnose: 
-hypoplastisches Linksherzsyndrom 
-Endomyokardfibroelastose 
-Kardiomyopathie 
-andere 

 
9 
2 
7 
3 

Medikation: 
-Cyclosporin A, Azathioprin, 
Aciclovir und Anti-HCMV-IgG 
-zusätzlich zur o.g. Medikation: 
Ganciclovir 

 
21 
 
2 
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3.2 Allgemeine Methoden 
 
3.2.1 Vermeidung von Kontaminationen 
 
DNA menschlicher, tierischer, pflanzlicher oder mikrobieller Herkunft ist ubiquitär vorhanden. 
Um eine Kontamination der zu untersuchenden Patientenproben zu vermeiden, ist es wichtig, 
sorgfältigst und mit Handschuhen zu arbeiten und Maßnahmen zur Dekontamination zu 
ergreifen. Diese sind im Folgenden aufgeführt: 
 
1. Desinfektion der Arbeitsflächen mit 70% igem Ethanol 
 
2. Backen der verwendeten Glasmaterialien bei 180°C über 12 h 
 
3. Behandlung von H20 mit DEPC 

 
4. Autoklavieren aller Lösungen und Puffer bei 121°C mit 1.5 AtÜ für 30 min 
 
5. Verwendung von gestopften Pipettenspitzen. 
 
 
Weiterhin wurden die Arbeitsplätze und die verwendeten Materialien für die DNA-Extraktion, 
für den PCR-Ansatz, sowie für die Gelpräparation strengstens voneinander getrennt. 
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3.2.2 Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung 
 
Vor jeder DNA-Extraktion wurden HE-Kontrollschnitte angefertigt und mikroskopiert. Hierzu 
wurden mit einem Schlittenmikrotom Paraffinschnitte von ca. 5 µm Dicke hergestellt und 
anschließend nach folgendem Protokoll gefärbt: 
 
2×  20 min in Xylol entparaffiniert, 
jeweils kurz in 100%, in 96%, dann in 70% Ethanol und schließlich kurz in H2O eingetaucht,  

7 min in Hämalaun inkubiert, 
unter Leitungswasser abgespült, 
4 min in Eosin gefärbt, 
dann kurz in 70%, 90%, 100% Ethanol und anschließend in Xylol eingetaucht. 
 
Zum Schluß wurde der Schnitt mit Eukitt und mit einem Deckglas eingedeckt. 
 
 
3.2.3 Extraktion von DNA aus Paraffinschnitten 
 
Je nach Gewebemenge des Paraffinblöckchens wurden 1-5 Schnitte von 5 µm Dicke durch 
Zugabe von 1 ml n-Oktan entparaffiniert. Anschließend wurden die Proben 5 min zentrifugiert. 
Diese Schritte wurden zweimal wiederholt. 
Danach wurde das Pellet mit 500 µ l 100%igem Ethanol zwei Mal gewaschen, 5 min zentrifugiert 
und der Überstand verworfen. 
 
Nach 1h Trocknen in einem auf 50 °C vorgeheizten Wärmeblock wurden die Proben  
in 100 µ l H2O, das 20 µ g Proteinase enthielt, resuspendiert, 

1 h bei 55 °C inkubiert und 10 min gekocht. 
 
Bei dem Extraktionsverfahren wurde neben den zu untersuchenden Patientenproben immer eine 
Negativkontrolle mitgeführt, die alle benutzten Lösungen der DNA-Extraktion enthielt. 
Hierdurch sollte gesichert werden, daß die DNA aus den Patientenproben stammt und keine 
Kontamination darstellte. Weiterhin wurden zur Etablierung der Methode zunächst eine HCMV-
Viruskultur, die Alkohol-fixiert wurde (freundlicherweise von Herrn Dr. Willems, Institut für 
Virologie der Justus-Liebig-Universität Gießen zur Verfügung gestellt) und bei den weiteren 
Untersuchungen ein Paraffinschnitt einer immunhistologisch gesicherten HCMV-Plazentitis als 
Positivkontrolle mitgeführt. 
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3.2.4  PCR 
 
3.2.4.1 ,,Nested  PCR“ 
 
Vor der Untersuchung auf HCMV-Genom in humanem Formalin fixiertem, Paraffin 
eingebettetem Herzmuskelgewebe mußte zur Vermeidung falsch negativer Resultate 
sichergestellt werden, daß ausreichend amplizifierbare DNA im Paraffinmaterial vorhanden war. 
Daher wurde zunächst eine Sequenz des H-ras-1 Gens untersucht, das in allen humanen Zellen 
vorhanden ist. Durch Mitführen einer Negativkontrolle wurde eine nachträgliche Kontamination 
mit fremder DNA ausgeschlossen. Anhand publizierter Sequenzen (14) wurden folgende Primer 
für das erste Exon des ras-Gens für eine Nested PCR gewählt: 
 
 
 

H 12/13 ext „upstream“:  5' GGA GAC CCT GTA GGA GGA CCC  3' 
(Nucleotidposition 1625-1645) 

 
H 12/13 ext ,,downstream”: 5' TCT ATA GTG GGG TCG TAT TCG TCC  3' 

(Nucleotidposition 1779-1756) 
 

H 12/13 int ,,upstream”:  5' GCA GGC CCC TGA GGA GCG ATG  3' 
(Nucleotidposition 1652-1672) 

 
H 12/13 int ,,downstream”:  5' AAA ATG GTT CTG GAT CAG CTG GAT G 3' 

(Nucleotidposition 1753-1729) 
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Hierbei wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen: 
 
Reaktionsgemisch für die externe PCR: 
5µ l  DNA-Extrakt 
5µ l  10 ×  PCR-Puffer 
0,3 µ l  dNTP-Mix 
0,4µ l  Taq-Polymerase (5 U/µ l) 
4 pMol  H 12/13 ext upstream Primer 
4 pMol  H 12/13 ext downstream Primer 
 
ad 50 µ l H2O dest.    (mit 20 µ l Mineralöl überschichtet) 

 
 
Zyklen: 
 
Zyklus 1  5 min   94 °C 
   1 min   60 °C 
   1 min 15s  74 °C 
 
Zyklus 2-34  1 min   94 °C 
   1 min   60 °C 
   1 min 15s  74 °C 
   Time Extension 3s 
 
Zyklus 35  1 min   94 °C 
   1 min   60 °C 
   7 min   74 °C   
 
Während der externen PCR entstehen auch unspezifische Amplifikate, die später auf dem 
Agarosegel die Beurteilung der Ergebnisse entscheidend erschweren können. Mit Hilfe der 
„Nested PCR“ lassen sich diese unspezifischen Produkte reduzieren. 
Hierbei werden in einer zweiten PCR hauptsächlich die spezifischen Amplifikate nochmals 
vervielfältigt, indem neue Primer so ausgewählt werden, daß eine kürzere Sequenz innerhalb der 
erwarteten PCR-Produkte erneut amplifiziert wird (4,43,110). 
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Protokoll für die interne PCR: 
 
Reaktionsgemisch: 
 
1µ l  PCR Produkt aus der externen PCR 
5µ l  10 ×  PCR-Puffer 
0,3µ l  dNTP-Mix 
0,4µ l  Taq-Polymerase (5 U/µ l) 
4 pMol  H 12/13 int upstream Primer 
4 pMol  H 12/13 int downstream Primer 
 
ad 50 µ l H2O dest.    (mit 20 µ l Mineralöl überschichtet) 

 
 
Zyklen: 
 
Zyklus 1  2 min   94 °C 
   1 min   60 °C 
   1 min 15s  74 °C 
    
Zyklus 2-24  1 min   94 °C 
   1 min   60 °C 
   1 min 15s  74 °C 
   Extensionszeit 3s 
  
Zyklus 25  1 min   94 °C 
   1 min   60 °C 
   7 min   74 °C   
 
Um Kontaminationen zu vermeiden, erfolgte die Zugabe von DNA erst nach allen anderen 
Chemikalien. Die PCR-Produkte der externen PCR waren 156 bp lang, die Amplifikate der 
internen PCR 102 bp. Durch eine anschließende elektrophoretische Auftrennung auf einem 
Agarosegel konnten die Amplifikate in der erwarteten Höhe ausreichend spezifiziert werden. 
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            1        2         3         4          5          6         7          8 
        
Abbildung 1:  H 12/13 ext/int PCR ( Spur 1: Negativkontrolle, Spuren 2-7: positive Proben 

(102bp), Spur 8: Marker фX 174 Hinf I )  
 
 
3.2.4.2 Kombination aus „Nested PCR“ und „Touch Down PCR“ 
 
Diese Methode wurde zum Nachweis der HCMV-DNA durch Amplifikation der 
Nukleotidsequenzen, die 
 
a) für das HCMV-„major immediate early“-Antigen (HCMV-MIEA) 
b) für das HCMV- „major late“-Antigen (HCMV-MLA) 
 
kodieren, benutzt. 
 
Anhand der publizierten Sequenzen des „major immediate early“-Antigens (3,136) und des 
„major late“-Antigens gp 64 (105) wurden folgende 4 Primerpaare für eine „nested PCR“ 
ausgewählt. 
 
1.) HCMV-MIEA: 

Externe PCR: 
 

CEEXT 1: 5'Oligonukleotid Primer:  5' CCA CCC GTG GTG CCA GCT CC  3' 
(Nucleotidposition 1306-1326) 

 
CEEXT 2: 3'Oligonukleotid Primer:  5' CCC GCT CCT CCT GAG CAC CC  3' 

(Nucleotidposition 1468-1448) 
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Interne PCR: 
 

ceint 1: 5'Oligonukleotid Primer:  5' TCT GAT TCT CTG GTG TCA CC  3' 
(Nucleotidposition 1327-1347) 

 
ceint 2: 3'Oligonukleotid Primer:  5' TCC TCC TCT TCC TCA TCA CT  3' 

(Nucleotidposition 1447-1427) 
 
 
2.) HCMV-MLA: 
 

Externe PCR: 
 

  Primer 7: 5'Oligonukleotid Primer: 5' AAC CTG GTG CCC ATG GTG GTG GCT A  3' 
(Nucleotidposition 7655-7677) 

 
         Primer 8: 3'Oligonukleottid Primer: 5' TTT GGG TTG CGC AGC GGG CTG  3' 

(Nucleotidposition 7787-7766) 
 
 

Interne PCR: 
 
         Primer 9: 5'Oligonukleotid Primer: 5' CGG TTC AGG GTC AGA ATC TG  3' 

(Nucleotidposition 7678-7698) 
 

         Primer 10: 3'Oligonukleotid Primer: 5' CCA TAC GCC TTC CAA TTC GG  3' 
(Nucleotidposition 7766-7746) 

 
 
Bei der Synthese der Oligonukleotid Primer wurden die Sequenzen der Primer so gewählt, daß 
die optimale „Annealingtemperatur“ der jeweiligen Primerpaare nahezu identisch ist. Weiterhin 
wurde darauf geachtet, daß die 3' Enden der Primer diskordant sind, um die Bildung von „primer 
dimern“ zu verhindern. 
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Protokoll für die externe PCR: 
 
5µ l  DNA-Extrakt 
5µ l  10× PCR Puffer, 1,5 mM MgCl2 (Perkin Elmer) 

0,3µ l  dNTP-Mix 
0,13µ l  je Primer CEEXT 1, CEEXT 2, Primer 7, Primer 8 (je 20 pmol) 
0,4µ l  Taq-Polymerase (5 U/µ l) 
 
ad 50µ l H2O dest     (mit 20µ l Mineralöl überschichtet) 

 
 
Zyklen: 
 
Zyklus 1  4 min   94 °C 
   2 min   64 °C 
   2 min   72 °C 
 
Zyklus 2-34  1 min   94 °C 
   2 min   64 °C 
   2 min   72 °C 
 
Zyklus 35  1 min   94 °C 
   2 min   64 °C 
   5 min   72 °C 
 
 
Anschließend wurde als interne PCR eine „Touch Down PCR“ durchgeführt. 
Die „Touch Down PCR“ ist besonders hilfreich, wenn der Identitätsgrad der Primer zur DNA 
Sequenz unbekannt ist (122). Dieses Problem taucht auf, wenn die Primer anhand von 
Aminosäuresequenzen ausgewählt werden, Produkte einer multigenen Familie amplifiziert 
werden oder wenn homologe Sequenzen zwischen verschiedenen Spezies existieren. 
Bei der „Touch Down PCR“ wird systematisch die „Annealingtemperatur“ verändert. Man 
beginnt mit einer Temperatur, die 10 °C über der berechneten „Annealingtemperatur“ liegt. 
Hierbei lagern sich die Primer an die DNA-Abschnitte mit der größten Komplementarität an. 
Anschließend wird bei jedem Schritt die Temperatur um 0,5 °C gesenkt. Zum Schluß erfolgen 
noch 17 Zyklen mit der berechneten „Annealingtemperatur“ (Tm). Auch wenn während dieser 
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Schritte die Tm der unspezifischen Amplifikate durchlaufen wird, werden immer die spezifischen 
Amplifikate bevorzugt vervielfältigt. 
 
Folgendes Protokoll wurde für die interne „Touch Down PCR“ angewandt: 
 
Protokoll der „Touch Down PCR“, interne PCR: 
 
2µ l  PCR Produkt aus externer PCR, 1:100 verdünnt 
5µ l  10× PCR Puffer 
0,3µ l  dNTP 
0,13µ l  je Primer ceint 1, ceint 2, Primer 9, Primer 10 (je 20 pmol) 
0,4µ l  Taq-Polymerase 
 
ad 50µ l H2O dest.    (mit 20µ l Mineralöl überschichten) 

 
 
Zyklen: 
 
Zyklus 1  5 min   94 °C 
   1 min   65 °C 
   1 min   72 °C 
  
Zyklus 2-18  1 min   94 °C 
   1 min   65 °C (-0,5 °C je Zyklus) 
   1 min   72 °C 
 
Zyklus 19-36  1 min   94 °C 
   1 min   55 °C 
   1 min   72 °C 
 
Zyklus 37   1 min   94 °C 
   1 min   55 °C 
   5 min   72 °C 
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Nach der ersten PCR-Runde beträgt die Anzahl der erwarteten Basenpaare beim HCMV-MIEA 
162 bp und beim HCMV-MLA 132 bp. Nach der zweiten Runde ist das amplifizierte Produkt 
beim HCMV-MIEA 120 bp und beim HCMV-MLA 89 bp lang. 
Da bei der Anwendung von beiden Primerpaaren die Sensitivität der PCR besonders aus 
Paraffinmaterial steigt, wurden immer beide Abschnitte der viralen DNA in einem gemeinsamen 
PCR-Ansatz (wie in der Arbeit von Wilkens et al. (157) beschrieben) untersucht (Multiplex PCR) 
(95). 
 

 
       1 2 3 4 5 6 
 
Abbildung 2: Multiplex PCR (Spur 1: Marker фX 174 Hinf I, Spur 2: HCMV-MIEA positiv, 

Spuren 3 und 4 negativ, Spuren 5 und 6: HCMV-MIEA und HCMV-MLA positiv) 
 
 
 

 
    1       2        3          4         5       6        7         8         9        10      11  
  
Abbildung 3: Multiplex PCR (Spuren 1,4,5,9,11: HCMV-MIEA und HCMV-MLA negative 
Proben, Spuren 2,3,7,8,10: HCMV-MLA positive Proben, Spur 6: Marker фX 174 Hinf I) 
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Ein positives PCR-Ergebnis lag vor, wenn entweder das HCMV-MIEA oder das HCMV-MLA, 
oder wenn beide auf dem Agarosegel ein sichtbares Amplifikat zeigten. Semiquantitativ wurden 
die auf dem Gel sichtbaren Banden eingeteilt in folgende Stärken: 
 
-Stärke 0= keine sichtbare Bande 
-Stärke 1= gerade noch sichtbare Bande 
-Stärke 2= gut sichtbare Bande 
-Stärke 3= sehr gut sichtbare Bande 
 
Als endgültiges positives Ergebnis galten reproduzierbare spezifische Banden (Stärke 1 und 
größer) auf dem Agarosegel mit anschließender typischer Restriktionsenzymspaltung (s.u.) oder 
einer positiven Hybridisierungsreaktion im „Southern Blot“ (vgl. 3.2.8.1). Als endgültiges 
negatives Ergebnis galten nicht reproduzierbare Banden (schwache oder nicht in der erwarteten 
Position liegende Banden wurden ein zweites Mal untersucht), Banden außerhalb der erwarteten 
Position auf dem Agarosegel, eine negative Restriktionsspaltung oder eine negative 
Hybridisierungsreaktion. 
 

 

 
       1           2            3       4     5       6          7            8            9          10          11     
 
Abbildung 2: Restriktionsspaltung HCMV-MLA positiver Proben mit ScrF1 (Spuren 1 und 2: 

negative Proben, Spur 3: unverdaute Probe HVMV-IEA positiv (120bp), Spur 4: 
verdaute Probe HCMV-MLA (89bp und 60bp), Spur 5: Marker фX 174 Hinf I, 
Spur 6: negative Probe, Spur 7: verdaute Probe HCMV-MLA (89bp und 
60bp),Spur 8: negativ, Spur 9: unverdaute Probe HCMV-MLA positiv (89bp), 
Spur 10: negativ, Spur 11: Marker фX 174 Hinf I) 



3. Material und Methoden 

 36 

1         2         3         4         5         6 

 
 
Abbildung 3: Hybridisierung („Southern Blot“) HCMV-IEA (Spur 1: Negativkontrolle, 

Spuren 2-5: negative Proben, Spur 6: positive Probe) 
 
 

1        2        3          4        5        6       7       8        9 

 
 

Abbildung 4: Hybridisierung („Southern Blot“) HCMV-LA (Spur 1: Negativkontrolle,  
Spuren 2-6: negative Proben, Spur 7: positive Probe, Spuren 8 und 9: negative 
Proben) 
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3.2.5 Spaltung doppelsträngiger DNA mit Restriktionsendonukleasen 
 
PCR-Produkte können spezifiziert werden, indem man mit Hilfe von Restriktionsenzymen das 
erwartete Amplifikat an definierten Stellen schneidet. Hierdurch und durch die anschließende 
erneute Auftrennung der DNA auf einem Agarosegel können unspezifische von spezifischen 
Produkten unterschieden werden. Das Enzym Bst U 1 schneidet das 120 bp lange PCR 
Amplifikat, das für das HCMV-„major immediate early“-Antigen kodiert, in zwei Fragmente von 
80 bp und 40 bp. Das PCR-Produkt des HCMV-„major late“-Antigens mit einer Länge von 89 bp 
läßt sich durch das Restriktionsenzym Scr F 1 in zwei DNA-Abschnitte mit 60 bp und 29 bp 
teilen. 
 
Spaltung der HCMV-„major late“-Antigen-Amplifikate: 
 
Ansatz:  2 µ l 10x Puffer (Sigma) 
   1 µ l Enzym, Scr F 1 (10 U/µ l, Sigma) 
   8 µ l PCR-Produkt 
   ad 20 µ l H2O dest. 

 
Inkubation bei 37 °C über 4 h. 
 
Das Enzym ScrF1 schneidet an folgender Erkennungssequenz: 
 
   5` CC/GG 3` 
 
Spaltung der HCMV-„major immediate early“-Antigen-Amplifikate: 
 
Ansatz:  2 µ l 10x Puffer (Amersham) 
   1 µ l Enzym, Bst U 1 (Amersham) 
   8 µ l PCR-Produkt 
   ad 20 µ l H2O dest 

 
Inkubation bei 60 °C über 4 h. 
 
Das Enzym BstU1 schneidet an folgender Erkennungssequenz:  
 
   5` CG/CG 3` 
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3.2.6 Detektion der Amplifikate und der Restriktionsenzymspaltungsfragmente auf einem 
Agarosegel 
 
DNA besitzt in wässriger Lösung ein negativ geladenes Zucker-Phosphat-Gerüst, weiterhin ist 
das Verhältnis von Ladung und Molekülgröße bei Nukleinsäuren konstant. Aufgrund dieser 
Eigenschaften ist die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld abhängig von der 
Molekülmasse. Während der Elektrophorese werden die Nukleinsäuren nach diesen Kriterien 
aufgetrennt. 
 
Herstellung eines Agarosegels: 
 
3% Agarose wurden in 1× TBE durch Kochen gelöst. Nach kurzem Abkühlen wurden 2 µ l 
Ethidiumbromid hinzupipettiert und das Gel in die Gelkammer gegossen. Nach dem Erkalten 
wurden 1 µ l PCR-DNA mit 4µ l Blaumarker versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die 
Auftrennung erfolgte bei 100 V bis zur gewünschten Laufstrecke. Durch das Ethidiumbromid, 
das sich in die Tertiärstruktur der DNA einlagert, wurde die DNA unter UV-Licht sichtbar (312 
nm). 
 
3.2.7 Optimierung der PCR durch Variation der Mg2+ Konzentration 
 
Um die optimale Mg2+ Konzentration im PCR-Puffersystem herauszufinden, wurden 
verschiedene PCR-Ansätze mit 1 mM, 1,5 mM, 2 mM und 2,5 mM MgCl2 für eine 

Positivkontrolle, die 1:10, 1:100 und 1:1000 verdünnt wurde, pipettiert. Anschließend wurde die 
jeweilige Bandenstärke auf einem Agarosegel beurteilt. 
 
3.2.8 Weitere Spezifizierung der PCR-Produkte 
 
3.2.8.1 PCR-Produktanalyse durch „Southern Blot“ 
  
Für den „Southern Blot“ wurde zunächst ein Agarose/TAE- Gel durch Kochen von 3% Agarose 
in 1× TAE hergestellt. Anschließend wurde die DNA in diesem aufgetrennt und durch einen 
ständigen kapillären Flüssigkeitsstrom durch das Gel auf eine Nylonmembran transferiert, fixiert 
und schließlich hybridisiert. Dieser Transfer dauerte ca. 12 h und konnte unter UV-Licht sichtbar 
gemacht werden. Das Agarose/TAE-Gel wurde zunächst für 60 min in den Denaturierungspuffer 
gelegt, anschließend für 30 min in der Neutralisierungslösung inkubiert, dann in 6× SSPE 
äquilibriert und in folgende Apparatur eingespannt: 
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Nach ca. 12 h war der Transfer abgeschlossen und die DNA wurde durch Backen bei 80 °C für 2 
h auf der Nylonmembran fixiert. 
 
3.2.8.2 Hybridisierung 
 
Die mit DNA beladene Nylonmembran wurde mit 1 ml Hybridisierungslösung / (10 cm2 
Oberfläche) in Folie eingeschweißt und bei 10 °C (Tm-10°C ) für 2 h vorhybridisiert. 
Nach dem Ausleeren dieser „Vor“-Hybridisierungslösung wurde jetzt die eigentliche 
Hybridisierungslösung, die mit 1µ l einer 100µM Sonde/1 ml Hybridisierungslösung versetzt 
worden war, in den Beutel gefüllt und für mindestens 18 h bei 10 °C mit der mit DNA beladenen 
Membran im Wasserbad inkubiert. 
Nach der Hybridisierung wurde bei Raumtemperatur zunächst mit 2× SSC, 0,1× SDS, 
anschließend mit 0,2× SSC, 0,1× SDS bei 10 °C (Tm-10°C ) gewaschen. 
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3.2.8.3 Detektion Digoxigenin-markierter Sonden mittels Farbreaktion 
 
Die mit DNA beladenen, hybridisierten Nylonmembranen wurden nacheinander in folgenden 
Lösungen inkubiert: 
 
5 min    Puffer I 
30 min   Puffer II 
30 min   Schaf Anti-DIG-Alk.-Phosphatase-Antikörperkonjugat in Puffer II, 1:5000 
2× 15 min  Waschpuffer 
2×  5 min  Puffer III 
10 min   Puffer IV 
 
Positive Proben sollten deutlich an der Farbreaktion erkennbar sein. Als Negativkontrolle diente 
der Marker. 
 
3.2.9 Einteilung der Abstoßungsreaktionen nach Herztransplantationen 
 
Für die Einteilung der Biopsien nach dem Grad der Abstoßungsreaktionen wurde die „IUC-Inter 
University Classification“ verwendet (72). Sie ist eine revidierte Version der sogenannten 
„Hannover“-Klassifikation (72). 
 
Folgende Schweregrade der akuten Abstoßungsreaktion werden unterschieden: 
 
A0  keine Abstoßung 
A1  minimale akute Abstoßung 
A2  leichte akute Abstoßung 
A3  mäßige, nicht therapiebedürftige, jedoch kontrollbedürftige akute Abstoßung 
A4  mäßige therapiebedürftige akute Abstoßung 
A5  schwere akute Abstoßung 
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Folgende Grade der vaskulären Rejektion werden unterschieden: 
 
V0  keine vaskuläre Abstoßung 
V1  leichte vaskuläre Abstoßung 
V2  schwere vaskuläre Abstoßung 
 
Bei der chronischen Rejektion gibt es folgende Subtypen: 
 
CH-CT ,,common type” 
CH-V  vaskulärer Typ 
CH-E  endokardialer Typ, mit den Untergruppen:  
  E1, geringer Grad der endokardialen Rejektion 
  E2, mittlerer Grad der endokardialen Rejektion 
  E3, schwerer Grad der endokardialen Rejektion 
CH-M  myopathischer Typ 
CH-C  kombinierter Typ 
 
3.2.10 Einteilung der Myokarditis nach der Dallas-Klassifikation (7) 
 
Um falsch negative Ergebnisse zu vermeiden, müssen mindestens 5 Endomyokardbiopsien 
unterschiedlicher Lokalisation entnommen werden. Beurteilt werden: 
 
-Herzmuskelveränderungen: Myozytenfragmentation/-nekrosen 
 Myozytenvakuolisierung 
 „intrazelluläre“ Entzündungszellen 
 
-Entzündungsinfiltrate: mild, moderat, schwer 
 fokal, konfluierend, diffus 
 Einbeziehung des Endokards 
 
-Fibrose: perivaskulär, interstitiell, endokardial 
 mild, moderat, schwer 
 
Per definitionem darf die Diagnose „Myokarditis“ nur gestellt werden, wenn eine 
Herzmuskelzellnekrose und/oder -degeneration, assoziiert mit einem entzündlichen Infiltrat, 
nachgewiesen werden kann. 
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Bei der ersten Biopsie sind folgende Diagnosen möglich: 
 
-Myokarditis mit oder ohne Fibrose 
-„Borderline“ Myokarditis (hierbei ist zwar eine Entzündungszellinfiltration, nicht aber eine 
 direkte Zerstörung oder Degeneration der Myozyten nachweisbar). 
-Keine Myokarditis 
 
Bei einer Folgebiopsie sind folgende Diagnosen möglich: 
 
-Anhaltende Myokarditis 
-Abheilende Myokarditis 
-Abgeheilte Myokarditis 
 
3.2.11  HCMV-assoziierte klinische Symptomatik bei herztransplantierten Patienten  
 
Als eine HCMV-assoziierte klinische Symptomatik (63) nach einer Herztransplantation wurden 
gewertet: 
 
-Fieber 
-Pneumonie 
-Hepatosplenomegalie 
-Ikterus,Transaminasenanstieg 
-Colitis, gastrointestinale Ulcerationen 
-Retinitis 
-Enzephalitis 
-Ösophagitis 
-Knochenmarksschädigung 
-akute, chronische und vaskuläre Rejektionen nach Herztransplantationen 
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3.2.12 Die verwendete Software 
 
Die folgende Software wurde bei der Auswertung der Studiendaten und bei der Textverarbeitung 
verwendet: 
Die patientenbezogenen Daten wurden mit der Datenbank dBase IV (Borland) verwaltet. Die 
statistischen Tests wurden mit der Hilfe des Mathematik-Programms MathCad (MathSoft) 
programmiert und durchgeführt. Die Texte und die Tabellen wurden mit Hilfe von Word for 
Windows 2.0 (Microsoft) und die Graphiken mit Hilfe von Excel 5.0 (Microsoft) erstellt. 
 
 
3.2.13 Statistik 
 
Die Grundlagen der in der Studie verwendeten statistischen Tests stammen aus dem Werk 
„Grundriß der biologischen Statistik“ von E. Weber, erschienen 1980 im Gustav Fischer Verlag, 
Stuttgart-New York. 
 
Folgende statistische Prüfverfahren kamen zur Anwendung:  
Bestimmung von Konfidenzintervallen für eine relative Häufigkeit, der exakte Test nach R.A. 
Fisher zum Prüfen auf Unabhängigkeit und der G-Test zum Prüfen der Unabhängigkeit von zwei 
Zufallsgrößen. Die jeweils verwendeten Prüfverfahren werden zusammen mit den daraus zu 
folgernden Ableitungen im unten folgenden Ergebnisteil angegeben. 
 
Die für die Berechnung der statistischen Größen benötigten Tafeln der Chi-Quadrat-Verteilung 
und die Tafeln der F-Verteilung zur Bestimmung der Konfidenzintervalle stammen aus dem 
Werk „Tafeln der mathematische Statistik“, von P.H. Müller, P. Neumann und R. Storm, 
erschienen 1973 im Fachbuchverlag Leipzig. 
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4. Ergebnisse 
 
 
4.1 Einfluß der MgCl2-Konzentration auf die PCR-Amplifikate 

 
Untersucht wurden die Konzentrationen 1 mM, 1,5 mM und 2 mM von MgCl2 im PCR Ansatz 

bei verschiedenen Verdünnungen einer Positivkontrolle (1:10, 1:100, 1:1000). Gut und sehr gut 
sichtbare Banden (Stärken 2 und 3) erhielt man für alle drei Verdünnungsstufen bei einer MgCl2-

Konzentration von 1,5 mM. 
 

 
 

                                     1      2      3      4      5      6      7      8       9     10 
 
Abbildung 1: Verschiedene MgCl2-Konzentrationen bei Verdünnungen der Positivkontrollen  

  (Spur 1: 1:10 mM, Spur 2: 1:100 mM, Spur 3: 1:1000 mM, Spur 4:   
  Marker фX 174 Hinf I, Spur 5: 1,5:10 mM, Spur 6: 1,5:100 mM,  

Spur 7: 1,5:1000 mM, Spur 8: 2:100 mM, Spur 9: 2:1000 mM, 
Spur 10: Marker фX 174 Hinf I)  

 
 
4.2 Spezifizierung der PCR-Amplifikate durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen 
 
Auch nach Optimierung der PCR Bedingungen waren in einem Teil der Fälle zusätzliche Banden 
nachweisbar, in der Regel mit höherer Basenpaaranzahl, die eine Interpretation der Ergebnisse 
erschwerten oder sogar unmöglich machten. Bei insgesamt 18 sehr schwachen Banden (1= 
gerade sichtbare Bande auf dem Agarosegel) war weder der Verdau des HCMV-MIEA- noch des 
HCMV-MLA-Amplifikates mit Restriktionsendonukleasen möglich. Da es bei dem 
Reaktionsansatz zum Restriktionsverdau zu einer weiteren Verdünnung (2:5 Verdünnung) der 
PCR-Amplifikate kam, war anschließend auf dem Gel keine DNA in der erwarteten Höhe mehr 
sichtbar. Bei stärkeren Banden auf dem Agarosegel (2= gut sichtbare Bande, oder 3= stark 
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sichtbare Bande auf dem Gel) ließen sich die PCR Produkte durch eine 
Restriktionsenzymspaltung in allen Fällen , insgesamt 4 der Bandenstärke 2 und 4 der Stärke 3, 
leicht spezifizieren. 
 
 
 
4.3 Spezifizierung der PCR-Amplifikate mittels „Southern Blot“ 
 
Um auch diejenigen Banden weiter zu spezifizieren, die auf dem Agarosegel gerade sichtbar und 
für die Restriktionsenzymspaltung nicht geeignet waren, wurden diese PCR-Produkte mittels 
„Southern Blot“-Hybridisierung weiter untersucht. Dabei ließen sich beim HCMV-MIEA 4 der 
10 PCR-Produkte, beim HCMV-MLA 2 der 8 Amplifikate als spezifische HCMV-Produkte 
identifizieren. Somit sind gerade die sehr schwachen Banden auf dem Agarosegel zu 60% bis 
75% mit der angewandten Methodik nicht weiter spezifizierbar und dürften in erster Linie 
unspezifischen PCR-Produkten entsprechen. Diese Proben wurden im Rahmen der weiteren 
Auswertung als HCMV-negativ gewertet. Die Banden der Stärke 2 ließen sich beim HCMV-
MIEA in 6 von 10 Fällen (60%), beim HCMV-MLA bei 8 von 9 Fällen (89%) mittels „Southern 
Blot“ weiter spezifizieren. Hingegen konnten die Banden der Stärke 3 sowohl beim HCMV-
MIEA als auch beim HCMV-MLA zu 100% als spezifische HCMV-DNA-Amplifikate mittels 
Hybridisierung identifiziert werden. In 6 von 46 Fällen, bei denen sich entweder nur die DNA für 
das HCMV-MIEA oder nur für das HCMV-MLA nachweisen ließ, konnten mittels 
Hybridisierung beide PCR-Amplifikate detektiert werden. Somit ließ sich durch eine zusätzliche 
Hybridisierung auch die Sensitivität des HCMV-Nachweises steigern. 
 
 
4.4. Prävalenz einer Cytomegalievirus-Infektion in den untersuchten Kollektiven 
 
4.4.1 Prävalenz einer Cytomegalievirus-Infektion in der Kontrollgruppe 
 
Untersucht wurden 15 Patienten mit einem durchschnittlichen Alter von 44 ± 20 Jahren (vgl. 
3.1.4). Hinsichtlich des Alters und des Geschlechts war die Kontrollgruppe mit der Gruppe der 
Kardiomyopathie-Patienten und der Gruppe der Myokarditispatienten vergleichbar. Bei keinem 
der Patienten in der Kontrollgruppe ließ sich HCMV mittels PCR aus dem Endomyokard 
nachweisen (siehe Abbildung 12, Seite 58). Ein falsch negativer Befund, bedingt durch nicht 
ausreichend amplifizierbare DNA in dem Paraffinmaterial, wurde zuvor durch eine positive H-
ras-1-PCR  ausgeschlossen. 
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4.4.2 Herztransplantierte Patienten 
 
4.4.2.1 Kinder 
 
Untersucht wurden insgesamt 23 Kinder mit einem Durchschnittsalter von 7 ± 5 Jahren am Ende 
des Untersuchungszeitraumes 1998. Bei 21 Kindern ließ sich als Beleg strukturell intakter und 
ausreichend amplifizierbarer DNA ein typisches H-ras-1-Amplifikat gewinnen. Bei 2 der Kinder 
ließ sich aus dem Formalin fixierten und Paraffin eingebetteten Gewebe keine DNA 
amplifizieren, so daß diese Proben von den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen wurden. 
Weiter untersucht wurden letztlich 8 Mädchen und 13 Jungen, die in einem Alter zwischen dem 
1. Lebenstag und dem 15. Lebensjahr herztransplantiert wurden. Davon wurden 6 Kinder im 
Neugeborenenalter, 9 Kinder im Säuglingsalter, 3 im Kleinkindesalter und 3 nach dem 6. 
Lebensjahr herztransplantiert. Als Untersuchungsmaterial diente jeweils die sogenannte 
Nullbiopsie (eine Endomyokardbiopsie aus dem Spenderherzen, die noch vor der Reperfusion 
während der Herztransplantation entnommen wird) bzw. eine Biopsie aus dem Explantat (siehe 
Tabelle 1). Als Folgebiopsien (n=21) dienten jeweils die letzten vor der PCR-Analyse zur 
Verfügung stehenden Herzbiopsien. Untersuchungsmaterial der ersten Transplantatbiopsie stand 
nicht zur Verfügung. 
 

Tabelle 1:Untersuchungsmaterial der herztransplantierten Kinder 
 

Explantat 
 

Null-Biopsie 
Transplantat 

erste Biopsie 
Transplantat 

Folgebiopsie 
Transplantat 

7 
 

14 0 21 

 
11 der kleinen Patienten waren sowohl in der ersten zur Verfügung stehenden Biopsie (8 in der 
Nullbiopsie, 3 im Explantat) als auch in der letzten Biopsie PCR-HCMV negativ. 10 der 21 
Kinder (48%) waren mindestens in einer der untersuchten Biopsien PCR-HCMV positiv und 
ließen sich zusätzlich durch einen „Southern Blot“ oder einen Restriktionsenzymspaltung 
bestätigen (siehe Abbildung 5, Seite 50 und Abbildung 12, Seite 58). Der Nachweis von PCR-
HCMV war somit signifikant häufiger in der Patientengruppe als in der Kontrollgruppe (G-Test, 
p=0,05; Fisher-Test, p=0,01). Bei 2 der Patienten (ein Neugeborenes und ein Säugling) waren 
dabei in der Nullbiopsie sowohl das HCMV-MIEA als auch das HCMV-MLA nachweisbar 
(siehe Tabelle 2, Seite 47), wobei bei einem der Patienten in der Folgebiopsie nur das HCMV-
MLA positiv war (Patient 6) und bei dem anderen Patienten HCMV-MIEA und HCMV-MLA 
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detektiert werden konnten (Patient 3). Bei 6 der Patienten (2 Neugeborene, 3 Säuglinge und ein 
Kleinkind) fand eine Konversion hinsichtlich des HCMV-PCR-Status von negativ in der 
Ausgangsbiopsie (drei Nullbiopsien und drei Explantate) nach positiv in der Folgebiopsie statt 
(Patienten 2, 4, 5, 8, 9, 10). Dabei fanden sich in drei Fällen in der Folgebiopsie nur das HCMV-
MIEA, in zwei Fällen nur das HCMV-MLA und in einem Fall sowohl das HCMV-MIEA als 
auch das HCMV-MLA. 
4 der 6 hinsichtlich des HCMV-PCR-Status konvertierten Kinder verstarben kurze Zeit 
postoperativ. Bei ihnen waren in zwei Fällen nur HCMV-MLA und in zwei Fällen nur HCMV-
MIEA nachweisbar. 
 
Bei einem Neugeborenen fand eine Konversion von HCMV-PCR positiv in der Nullbiopsie nach 
HCMV-PCR negativ in der Folgebiopsie statt (Patient 1). In diesem Fall ließ sich dabei nur 
HCMV-MLA nachweisen. Bei einem Kleinkind fand sich HCMV im Explantat, wobei sich 
sowohl HCMV-MIEA als auch HCMV-MLA nachweisen ließen, jedoch nicht mehr in der 
Folgebiopsie (Patient 7). 
 
 

Tabelle 2: HCMV-PCR-Nachweis  bei herztransplantierten Kindern 
 

   Nullbiopsie   Explantat   Folgebiopsie 
Patient HCMV-

MIEA 
HCMV-
MLA 

HCMV-
MIEA 

HCMV-
MLA 

HCMV-
MIEA 

HCMV-
MLA 

1 Negativ Positiv   Negativ Negativ 
2  verstorben Negativ Negativ   Negativ Positiv 
3 Positiv Positiv   Positiv Positiv 
4 Negativ Negativ   Positiv Negativ 
5  verstorben Negativ Negativ   Positiv Negativ 
6 Positiv Positiv   Negativ Positiv 
7   Positiv Positiv Negativ Negativ 
8 verstorben   Negativ Negativ Negativ Positiv 
9 verstorben   Negativ Negativ Positiv Negativ 
10   Negativ Negativ Positiv Positiv 
11verstorben Negativ Negativ   Negativ Negativ 
12-18 Negativ Negativ   Negativ Negativ 
19-21   Negativ Negativ Negativ Negativ 
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4.4.2.2 Erwachsene 
 
Untersucht wurden die Nullbiopsie, die Explantate oder die erste zur Verfügung stehende Biopsie 
und jeweils eine Folgebiopsie der 18 herztransplantierten Erwachsenen, die in einem Alter 
zwischen 33 Jahren und 59 Jahren herztransplantiert wurden (siehe Tabelle 3). Das 
Durchschnittsalter am Ende des Untersuchungszeitraumes 1998 betrug 58 ± 8 Jahre. 
 

Tabelle 3: Untersuchungsmaterial der herztransplantierten Erwachsenen 
 

Explantat 
 

Null-Biopsie 
Transplantat 

erste 
Biopsie 

Transplantat 

Folgebiopsien 
Transplantat 

4 
 

10 4 18 

 
Bei 8 der 18 Patienten (44%) war im Verlauf mindestens einmal HCMV in einer Herzbiopsie 
mittels PCR nachweisbar (siehe Abbildung 5, Seite 50). 10 der Patienten waren sowohl in der 
ersten zur Verfügung stehenden Biopsie (4 im Explantat, 4 in der ersten Biopsie und 2 in der 
Null-Biopsie) als auch in der letzten Biopsie negativ.  
 
Von diesen 8 HCMV-positiven Patienten (siehe Tabelle 4, Seite 49) war 
 
-bei einem Patienten (Patient 1) in der Nullbiopsie und in der Folgebiopsie HCMV nachweisbar 
(nur HCMV-MIEA positiv).  
 
-bei 6 Patienten in der Nullbiopsie HCMV nicht, aber in der Folgebiopsie nachweisbar (ein 
Patient (Patient 2) nur HCMV-MIEA positiv, 5 Patienten (Patienten 3,4,5,6,7) HCMV-MIEA und 
HCMV-MLA positiv). 
 
-bei einem Patienten (Patient 8) HCMV in der Nullbiopsie, aber nicht in der Folgebiopsie 
nachweisbar (HCMV-MIEA und HCMV-MLA positiv). 
 
Ebenso wie in der Gruppe der herztransplantierten Kinder war hier der Nachweis von HCMV  
signifikant häufiger als in der Kontrollgruppe (G-Test, p=0,05). 
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Tabelle 4: HCMV-PCR-Nachweis bei herztransplantierten Erwachsenen 
 
 

                                                  Nullbiopsie                                             Folgebiopsie   
Patient HCMV- 

MIEA 
HCMV- 
MLA 

HCMV- 
MIEA 

HCMV- 
MLA 

1 Positiv Negativ Positiv Negativ 
2 Negativ Negativ Positiv Negativ 
3 Negativ Negativ Positiv Positiv 
4 Negativ Negativ Positiv Positiv 
5 Negativ Negativ Positiv Positiv 
6 Negativ Negativ Positiv Positiv 
7    verstorben Negativ Negativ Positiv Positiv 
8 Positiv Positiv Negativ Negativ 
9 Negativ Negativ Negativ Negativ 
10 Negativ Negativ Negativ Negativ 

 
 
 
 
 Explantat  Folgebiopsie  

Patient HCMV- 
MIEA 

HCMV- 
MLA  

HCMV- 
MIEA  

HCMV- 
MLA  

11-14 Negativ Negativ Negativ Negativ 
 
 
 1.Biopsie  Folgebiopsie  

Patient HCMV- 
MIEA  

HCMV- 
MLA  

HCMV- 
MIEA  

HCMV- 
MLA  

15-18 Negativ Negativ Negativ Negativ 
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4.4.2.3  Cytomegalievirus-Nachweis bei herztransplantierten Patienten:  
 Vergleich zwischen Erwachsenen und Kindern   

 
 

Abbildung 5: HCMV-Nachweis mittels PCR 
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Von den insgesamt 18 HCMV-PCR-positiven Kindern (n=10) und Erwachsenen (n=8) ließen 
sich somit in 5 Fällen ausschließlich das HCMV-MIEA, in 3 Fällen ausschließlich das HCMV-
MLA und in 10 Fällen beide DNA-Abschnitte nachweisen (s. Abbildung 12, Seite 58). 
Im Folgenden bezieht sich die Auswertung des Merkmals „HCMV-PCR-positiv“ sowohl auf die 
Patienten mit ausschließlicher HCMV-MIEA-Positivität, mit ausschließlicher HCMV-MLA-
Positivität und auf Patienten, die sowohl HCMV-MIEA- als auch HCMV-MLA-positiv waren. 
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4.4.2.4 Mortalität nach einer Herztransplantation in Abhängigkeit vom Cytomegalievirus-PCR-
Status in der Nullbiopsie und in der letzten Biopsie 
 
Von den insgesamt 39 herztransplantierten Kindern und Erwachsenen waren 15 in der letzten zur 
Verfügung stehenden Biopsie HCMV-PCR-positiv. Von diesen 15 Patienten sind 5 post 
transplantationem verstorben. Hingegen ist von den 24 in der letzten Biopsie HCMV-PCR-
negativen Transplantierten bislang nur einer verstorben (siehe Abbildung 6, Seite 52). Nach dem 
Fisher-Test besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen Mortalität und HCMV-PCR-
Status in der letzten Biopsie (p=0,02). 
Betrachtet man die Untergruppe der herztransplantierten Erwachsenen gesondert, so läßt sich 
aufgrund der geringen Mortalität von 5,6 % keine statistisch signifikante Korrelation zwischen 
Mortalität und HCMV-Nachweis aus der letzten Endomyokardbiopsie prä mortem herstellen, 
auch wenn der einzige verstorbene Patient von HCMV-PCR-negativ in der Nullbiopsie zu 
HCMV-PCR-positiv in der letzten Biopsie konvertiert ist. 
Untersucht man nur die Patientengruppe der herztransplantierten Kinder, so zeigt sich bei einer 
Gesamtmortalität von 24% bei den in der letzten Biopsie prä mortem HCMV-PCR-positiven 
Kindern sowohl im Fisher-Test (p=0,05) als auch im G-Test (p=0,05) eine signifikant höhere 
Mortalität im Vergleich  zu den HCMV-PCR-negativen Kindern. 
Der HCMV-PCR-Status in der Nullbiopsie stand hingegen in keinem Zusammenhang mit der 
Mortalität post transplantationem: Bei 24 der insgesamt 39 herztransplantierten Kindern und 
Erwachsenen stand eine Nullbiopsie zur Verfügung. Von den 19 hierbei HCMV-PCR-negativen 
Patienten in der Nullbiopsie verstarben 4, wohingegen von den 5 HCMV-PCR-positiven 
Transplantierten bislang keiner verstorben ist. Dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikant 
(Fisher-Test, p=0,36).(Abbildung 7, Seite 52). 
Es standen insgesamt 11 Explantate zur Verfügung. Von den im Explantat 10 HCMV-PCR-
negativen Patienten sind zwei verstorben, wohingegen 1 im Explantat HCMV-PCR-positiver 
Patient lebt. Dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikant (Fisher-Test, p=0,8). 
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Abbildung 6: Mortalität der Erwachsenen und Kinder nach einer Herztransplantation in 
Abhängigkeit vom HCMV-PCR-Status in der letzten zur  

Verfügung stehenden Endomyokardbiopsie 
 

 
Abbildung 7: Mortalität der Erwachsenen und Kinder nach einer Herztransplantation 

in Abhängigkeit vom HCMV-PCR-Status in der Nullbiopsie 
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4.4.3 Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM) 
 
Untersucht wurden insgesamt 26 Patienten mit der Diagnose „dilatative Kardiomyopathie“, die 
ein Durchschnittsalter von 50 ± 20 Jahren aufwiesen (Alter zwischen 9 und 89 Jahren). 
Bei 2 der 26 (7,7%) Patienten konnte HCMV mittels PCR aus Endomyokardbiopsien 
nachgewiesen und gleichzeitig mit Restriktionsenzymspaltung oder Hybridisierung verifiziert 
werden. In beiden Fällen ließen sich nur das MIEA nachweisen. MLA war nicht nachweisbar 
(siehe Abbildung 12, Seite 58). Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die HCMV-Prävalenz bei 
den Patienten mit DCM statistisch nicht höher (G-Test, Fisher-Test). 
 
4.4.3.1 Patienten mit DCM und Fibrose 
 
22 der 26 Kardiomyopathie-Patienten hatten eine diffuse oder fokale Fibrose, 4 Patienten hatten 
keine Fibrose. Bei 2 der 22 Patienten (9.1%) mit Fibrose ließ sich HCMV nachweisen, während 
die Patienten ohne Fibrose alle HCMV-negativ waren (siehe Tabelle 5), ein signifikanter Unter-
schied ließ sich weder im Fisher- noch im G-Test nachweisen. 
Die histologischen Bilder einer DCM mit Fibrose bzw. ohne Fibrose zeigen die  
Abbildungen 8 und 9, Seite 54.  
 

Tabelle 5: HCMV-Nachweis bei Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie  
mit und ohne Fibrose 

 
 
 

DCM mit Fibrose DCM ohne 
Fibrose 

HCMV-
positiv 

 

2 0 

HCMV-
negativ 

 

20 4 
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Abbildung 8: DCM mit Fibrose 
 

 
 

 
Abbildung 9: DCM ohne Fibrose 
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4.4.3.2 Patienten mit DCM und histologischem Nachweis von Entzündungszellen 
 
Bei 5 der 26 Patienten mit DCM ließen sich histologisch im Interstitium fokal wenige 
Lymphozyten nachweisen, bei 21 Patienten mit DCM hingegen nicht. Kriterien einer Myokarditis 
lagen nicht vor. 
HCMV ließ sich bei 2 dieser 21 Patienten mit DCM ohne Entzündungszellen nachweisen (9.5%), 
jedoch bei keinem Patienten mit DCM und Entzündungszellen (s. Tabelle 6). 
Insgesamt waren die Merkmale „Nachweisbarkeit von Entzündungszellen“ und „HCMV-
Nachweis“ statistisch voneinander unabhängig (G-Test, Fisher-Test). 
 

Tabelle 6: HCMV-PCR-Nachweis bei Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie 
mit und ohne histologisch nachweisbaren Entzündungszellen 

 
 
 

DCM mit 
Entzündungszelle

n 

DCM ohne 
Entzündungszellen 

HCMV-
positiv 

 

0 2 

HCMV-
negativ 

 

5 19 

 
 
4.4.4 Patienten mit Myokarditis oder Borderline-Myokarditis 
 
Untersucht wurden 23 Patienten mit histologisch gesicherter Myokarditis oder Borderline-
Myokarditis in einem durchschnittlichen Alter von 44 ± 27 Jahren (Alter zwischen 1 und 84 
Jahren). Bei 3 der 23 (13%) Patienten ließ sich mittels PCR aus Endomyokardbiopsien HCMV 
nachweisen und mittels anschließender Hybridisierung oder mittels Restriktionsenzymspaltung 
auch spezifizieren. Dabei handelte es sich in einem Fall um HCMV-MIEA-DNA und in den 
beiden anderen Fällen um HCMV-MLA-DNA. DNA beider Antigene ließ sich nicht gleichzeitig 
nachweisen. 4 weitere Patienten waren in der PCR schwach positiv (Bandenstärke 1), aber die 
Amplifikate ließen sich weder mit Restriktionsenzymspaltung noch mittels Hybridisierung 
verifizieren. Daher gelten diese Proben als HCMV-negativ. 
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10 der 23 Patienten hatten eine floride Myokarditis. 3 dieser Patienten waren HCMV-positiv 
(30%). Von diesen drei HCMV-positiven Patienten hatten zwei in der Histologie ein 
lymphozytäres Infiltrat und ein Patient ein gemischtzelliges Infiltrat. 
 
Die restlichen 13 Patienten dieses Kollektivs hatten eine Borderline-Myokarditis. Bei diesen 
Patienten ließ sich HCMV mittels PCR nicht nachweisen (siehe Tabelle 7). 
 
 

Tabelle 7: HCMV-PCR-Nachweis bei Patienten mit einer Myokarditis, 
Borderline- Myokarditis und in der Kontrollgruppe 

 
 Myokarditis 

 
Borderline-Myokarditis Kontrollgruppe 

HCMV-
positiv 

 

3 0 0 

HCMV-
negativ 

 

7 13 15 

 
 
Vergleicht man die HCMV-Prävalenz bei den Borderline- und Myokarditispatienten mit der in 
der Kontrollgruppe, so läßt sich zunächst kein statistisch signifikanter Unterschied nachweisen. 
Betrachtet man jedoch die Untergruppe der Patienten mit Myokarditis gesondert, so ist der 
Unterschied zur Kontrollgruppe signifikant (G-Test, p=0,05). Beim Vergleich der 
Patientengruppe mit Myokarditis mit der Borderline-Myokarditis-Gruppe läßt sich ebenfalls eine 
signifikant höhere HCMV-Prävalenz darstellen (G-Test, p=0,05). 
Typische histologische Bilder einer Myokarditis bzw. einer Borderline-Myokarditis zeigen die 
Abbildungen 10 und 11, Seite 57. 
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Abbildung 10: Myokarditis 
 

 
 

Abbildung 11: Borderline-Myokarditis 
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Abbildung 12: HCMV-DNA im Herzmuskelgewebe bei herztransplantierten Patienten (HTX), bei 
  Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM) und bei Patienten mit einer  

  Myokarditis im Vergleich zum Kontrollkollektiv 
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4.5. Assoziation zwischen Cytomegalievirus-PCR-Resultaten und einer cytomegalievirus-
artigen klinischen Symptomatik bei herztransplantierten Patienten 
 
Von den insgesamt 18 HCMV-PCR-positiven herztransplantierten Kindern und Erwachsenen war 
bei 6 (33%) der Patienten keinerlei klinische HCMV-assoziierte Symptomatik eruierbar, 12 
(67%) der 18 HCMV-positiven Patienten boten eine möglicherweise durch HCMV 
hervorgerufene Symptomatik (siehe Abbildung 13, Seite 59 und Tabelle 8, Seite 60). Dieser 
Unterschied war statistisch nicht signifikant. 
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Abbildung 13: HCMV-Nachweis mittels PCR bei herztransplantierten Patienten und Auftreten 
einer HCMV-assoziierten klinischen Symptomatik 
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Vier dieser 12 Patienten verstarben kurze Zeit postoperativ. Bei allen 4 dieser verstorbenen 
Patienten fand eine Konversion hinsichtlich des HCMV-Status statt. Todesursachen waren 
hierbei bei 2 Patienten ein Rechtsherzversagen bei wahrscheinlich bereits präoperativ 
bestehender asymptomatischer Pneumonie sowie bei 2 weiteren Patienten eine akute vaskuläre 
Rejektion. 
      
Einer der 12 klinisch symptomatischen Patienten erlitt eine fokale chronische Myokarditis, 1 
Patient eine HCMV-Pneumonie, 1 Patient hatte einen plötzlichen Transaminasenanstieg, 1 
Patient erlitt eine Myelopathie, 4 Patienten hatten im Verlauf eine akute humorale 
Abstoßungsreaktion   (siehe Tabelle 8, Seite 60). 
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Tabelle 8: Mögliche HCMV-assoziierte klinische Symptomatik der  
herztransplantierten Patienten 

 
Klinik Anzahl der 

Patienten 

fokale chronische Myokarditis 
 

1 

HCMV-Pneumonie 
 

1 

Transaminasenanstieg 
 

1 

Myelopathie, Fieber 
 

1 

Rejektion im Verlauf nach HTX 
-davon: 
--A3R1V0CHE0 
--A4-5V2E2R2 
--A0V1CH0 
--A1V0E0 

4 
 

--1 
--1 
--1 
--1 

Tod 
-Todesursache: 
--Pneumonie/Rechtsherzversagen 
--Transplantatvaskulopathie 

4 
 

--2 
--2 

 
 
4.6 Vergleich der Cytomegalievirus-PCR mit der Cytomegalievirus-Serologie 
 
Insgesamt wurden 72 Herzmuskelbiopsien von 39 Herztransplantierten mittels PCR aus 
Herzmuskelgewebe untersucht und retrospektiv mit der Serologie dieser Patienten, welche 
routinemäßig während der einzelnen stationären Aufenthalte durch das Institut für Virologie der 
Justus-Liebig-Universität Gießen durchgeführt wurde, verglichen. Bei 45 der 72 Ergebnisse 
(62.5%) stimmten die Serologie und die PCR-Ergebnisse aus den Endomyokardbiopsien überein. 
Von den restlichen 27 Ergebnissen waren 15 in der PCR positiv und in der Serologie negativ, 12 
in der Serologie positiv aber in der PCR negativ (siehe Tabelle 9, Seite 61). 
Nach dem Fisher-Test sind die Ergebnisse der PCR aus Endomyokardbiopsien nicht mit den 
Ergebnissen der Serologie korreliert. 
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Tabelle 9: Vergleich der HCMV-PCR  aus Herzmuskelgewebe mit der HCMV-Serologie 
 

 
 

HCMV-Serologie- 
positiv 

HCMV-Serologie- 
negativ 

HCMV-PCR 
positiv 

 

4 15 

HCMV-PCR 
negativ 

 

12 41 

 
 
4.7 Assoziation von Cytomegalievirus-PCR-Ergebnissen mit dem histologischen 
Rejektionstyp 
 
4.7.1. Vaskuläre Rejektion 
 
Insgesamt wurden 40 Biopsien von 39 herztransplantierten Patienten histologisch untersucht und 
nach dem Grad der Abstoßungsreaktion nach der IUC-Klassifikation eingeteilt. 29 der 
untersuchten Biopsien hatten keine vaskuläre Abstoßungsreaktion (V0), 7 eine 
Abstoßungsreaktion vom Grad V1 und 4 der Biopsien eine Abstoßungsreaktion vom Grad V2. 
Von den V0-Biopsien waren 7 HCMV-positiv (24%). 6 der 11 Patienten mit einer vaskulären 
Abstoßungsreaktion waren HCMV-positiv (55%) (siehe Tabelle 10). 
 
 

Tabelle 10: HCMV-PCR-Status und vaskuläre Rejektion 
 

Abstoßungsgrad HCMV-positiv HCMV-negativ 
 

V0 
 

7 22 

V1 
 

3 4 

V2 
 

3 1 
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Vergleicht man die Prävalenz von HCMV in der Gruppe V0 mit der in der Gruppe V1 und 
größer, so läßt sich ein starker Hinweis (Fisher-Test, Irrtumswahrscheinlichkeit 7,5%) bezüglich 
einer Assoziation zwischen einer vaskulären Abstoßungsreaktion und dem Nachweis von HCMV 
erkennen. 
 
4.7.2 Zelluläre interstitielle Rejektion 
 
Insgesamt wurden 40 Herzmuskelbiopsien von 39 herztransplantierten Patienten histologisch 
untersucht und nach der IUC-Klassifikation eingeteilt. 15 der 40 Biopsien hatten eine 
Abstoßungsreaktion vom Grad A0, ebenfalls 15 eine Abstoßungsreaktion vom Grad A1, 5 vom 
Grad A2, 4 vom Grad A3 und 1 vom Grad A4. Bei 10 der 35 Biopsien vom Abstoßungsgrad A0-
A2 (29%) ließ sich HCMV nachweisen, bei 25 von 35 (71%) nicht (siehe Tabelle 11). Dieser 
Unterschied ist nicht signifikant. Auch bei einer Zusammenfassung der nicht therapiebedürftigen 
Rejektionsgrade A0, A1, A2 und einem Vergleich mit dem HCMV-PCR-Status des 
kontrollbedürftigen Rejektionsgrades A3 bzw. mit dem HCMV-PCR-Status der 
therapiebedürftigen Rejektionsgrade A4, A5 ergaben sich keine signifikanten Zusammenhänge. 
 
 

Tabelle 11: HCMV-PCR-Status und interstitielle Rejektion 
 

Abstoßungsgrad 
 

HCMV- 
positiv 

HCMV-
negativ 

A0 
 

6 9 

A1 
 

4 11 

A2 
 

0 5 

A3 
 

1 3 

A4 
 

1 0 

A5 
 

0 0 
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4.7.3 Chronische endokardiale Rejektion  
 
Nach der IUC-Klassifikation hatten 31 der 39 herztransplantierten Patienten einen Abstoßungs-
grad E0. 21 (68%) dieser Biopsien waren HCMV-negativ. 4 Patienten hatten einen Abstoßungs-
grad E1, 4 einen Abstoßungsgrad E2 und ein Patient einen Abstoßungsgrad E3. 4 der Patienten 
mit einem Abstoßungsgrad von E1 und größer waren HCMV-positiv (44%)(siehe Tabelle 12). 
Statistisch gesehen bestand keine Korrelation des Rejektionsgrades endokardialer Art zur 
Prävalenz von HCMV bei herztransplantierten Patienten. 
 
 

Tabelle 12: HCMV-PCR-Status und endokardiale Rejektion 
 

Abstoßungsgrad HCMV-positiv HCMV-negativ 
 

E0 
 

10 21 

E1 
 

1 3 

E2 
 

2 2 

E3 
 

1 0 

 
 
4.8 Assoziation einer Cytomegalievirus-positiven Endomyokardbiopsie mit der 
Entwicklung einer Vaskulopathie der großen Koronararterienäste 
 
31 der herztransplantierten Patienten wurden mindestens einmal koronarangiographiert. 
Von diesen waren 5 HCMV-positiv und hatten eine angiographisch oder endosonographisch 
gesicherte Transplantatvaskulopathie. 
6 Patienten hatten eine Vaskulopathie, aber waren HCMV-negativ. 
8 Patienten waren HCMV-positiv, aber hatten keine Vaskulopathie. 
12 Patienten hatten weder eine Vaskulopathie noch waren sie HCMV-positiv. 
Statistisch läßt sich zwischen der Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie der großen 
Koronararterienäste und einem HCMV-Nachweis kein Zusammenhang erkennen (siehe Tabelle 
13, Seite 64). 
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Tabelle 13: HCMV-PCR-Status und Transplantatvaskulopathie 

 
 
 

HCMV-positiv HCMV-negativ 

Vaskulopathie 
 

5 6 

keine Vaskulopathie 
 

8 12 

 

 

 

Abbildung 14: Typische koronarangiographische Veränderungen bei Transplantatvaskulopathie 
 

       
  
 
 

Hier erkennbar sind  
 
- Veränderungen der mittelgroßen 

intramyokardialen Gefäße (13) 
-  tubuläre segmentale Läsionen (13) 
-  das „concentric narrowing" (104) 
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5. Diskussion 
 
 
5.1 Methoden des Cytomegalievirus-Nachweises 
 
Vergleicht man die Zellkultur, die „in-situ-Hybridisierung“, die Immunhistochemie, die 
Histologie, die Gewebekultur, die Serologie und die PCR hinsichtlich des HCMV-Nachweises, 
so gilt die PCR von allen Methoden  als die bei weitem sensitivste (19,23,47,113). Sie hat eine 
Sensitivität von 93% und eine Spezifität von 100% (31). Durch ein zusätzliches 
Blottingverfahren der PCR-Produkte kann sich die Sensitivität auf 100% erhöhen (31). Jiwa et al. 
(70) konnten mit einer einfachen PCR HCMV ab fünf Genomkopien pro 10.000 Zellen 
nachweisen, Cassol et al. (23) ab einem Virusgenom pro 40.000 Zellen. Im Vergleich zur 
einfachen PCR ist die „Nested PCR“ noch sensitiver. Für ein positives Ergebnis sind nach 
Brytting et al. (18) nur ein Zehntel des Virusgenoms der einfachen PCR für ein positives 
Ergebnis mittels „Nested PCR“ notwendig. Vergleichsweise hierzu beträgt die Sensitivität der 
Viruskultur 17-43%, des „shell vial assay“, einer Kombination aus Viruskultur und 
Immunfluoreszenz, 21-38% und die Sensitivität bei Kombination beider Methoden 36-46% 
(107,114,124). 
Es besteht eine gute Korrelation der PCR mit der Antigenämie, wobei die PCR in der Regel 
früher positiv wird (45) als die anderen Nachweisverfahren wie beispielsweise die Kultur  
und/oder „shell vial assay“ (23,145). Ein Problem der PCR ist die Beurteilung eines Ergebnisses 
auf dem Agarosegel. Durch die Kontamination mit DNA-Fragmenten, die sich gegenseitig 
überlappen und „primen“ entsteht ein Hintergrund, der das Ablesen der Ergebnisse erschwert 
oder sogar unmöglich macht. Durch die in der vorliegenden Arbeit verwendete „Nested PCR“ 
läßt sich dieses Problem weitgehend (110), wenn auch nicht vollständig lösen. Trotz Optimierung 
aller Reaktionsbedingungen während der Extraktion und der PCR erschwerten manchmal ein 
Hintergrund und zusätzliche Banden die Interpretation der PCR-Ergebnisse auf dem Agarosegel. 
In 25% (HCMV-MLA) bis 40% (HCMV-MIEA) der Banden der Stärke 1 auf dem Agarosegel 
gelang eine weitere Spezifizierung mittels „Southern Blot“, so daß aus diesem Grunde bei 
Amplifikaten mit schwachen Banden, und somit unklaren Befunden, eine weitere Spezifizierung 
durch die Hybridisierung erfolgen sollte.  
Weiterhin muß man bei einer PCR aus Formalin-fixiertem, Paraffin-eingebettetem Gewebe 
darauf achten, daß das erwartete Amplifikat weniger als 250 bp lang ist, da die DNA in 
Abhängigkeit von der Fixierungsdauer fragmentiert wird und lange DNA-Abschnitte nicht mehr 
amplifizierbar sind (51,52). Für die in dieser Arbeit amplifizierten PCR-Produkte wurden aus 
diesem Grunde Längen von 162 bp und 132 bp für die externe PCR, sowie 120 bp und 89 bp für 
die interne PCR gewählt. Die Amplifikation kürzerer Sequenzen hingegen wird erst bei einer 
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Fixierung, die länger als 72 h dauert, beeinflußt (51,121). Da trotzdem immer DNA durch die 
Fixierung geschädigt wird, ist es sinnvoll zwei Primerpaare, wie hier für das HCMV-MIEA und 
das HCMV-MLA, für unterschiedliche Zielsequenzen einzusetzen, um nicht falsch negative 
Ergebnisse zu erhalten.  
In der Studie von Wilkens et al. (157) ließ sich unter Einsatz zweier Primerpaare nach einer 
Fixierungszeit von 24 h in allen 9 Fällen mit klinisch und serologisch gesicherter akuter HCMV-
Infektion in Formalin-fixiertem, Paraffin-eingebettetem Lungengewebe HCMV nachweisen, 
wenn auch mit sehr schwacher Bandenstärke. Eine zusätzliche „Nested PCR“ erfolgte nicht.  
 
Cassol et al. (23) konnten bei Patienten nach einer Knochenmarkstransplantation eine Korrelation 
der Serologie mit dem Nachweis von HCMV-DNA im Blut und Urin zeigen, auch hierbei war 
die PCR die sensitivere Untersuchungsmethode, andere Autoren konnten HCMV-DNA auch bei 
seronegativen Patienten nachweisen (40,135,156).  
 
In der hier vorliegenden Studie stimmten Serologie und CMV-Nachweis aus 
Endomyokardbiopsien in 62,5% überein und in 37,5% nicht. Von diesen 37,5% waren in 56% 
der Fälle die PCR positiv und die Serologie negativ, in 44% der Fälle die Serologie positiv und 
die PCR negativ. Nach dem Fisher-Test ergab sich somit keine Korrelation der PCR-Ergebnisse 
aus Endomyokardbiopsien mit denen der Serologie bei herztransplantierten Patienten. Die falsch 
negativen PCR-Befunde sind möglicherweise darauf zurückzuführen, daß HCMV während einer 
Virämie trotz Immunsuppression nur selten das Herz befällt und dort auch seltener, z.B. in 
Endothelzellen, persistiert, sondern daß vielmehr Blutzellen wie Monozyten, Lymphozyten oder 
polymorphkernige Granulozyten als Orte der Viruspersistenz und der Replikation dienen 
(46,108,156). Dennoch konnten wiederum Machida et al. (91) bei 79% immunkompetenten 
Patienten nach einer Knochenmarkstransplantation HCMV-Antikörper im Blutplasma 
nachweisen, während HCMV-DNA in sämtlichen kernhaltigen Blutzellen negativ war. Im 
Rahmen einer Virämie konnten Ghisetti et al. (47) HCMV-DNA in unfixierten 
Herzmuskelbiopsien in 23% mittels PCR nachweisen. Ursache hierfür könnte entweder die 
ausgedehnte Virämie mit 125 pp65 positiven Leukozyten/200 Zellen gewesen sein oder ein 
niedriger Anteil an HCMV-DNA in zirkulierenden Leukozyten. 
Eine weitere Ursache für die falsch negativen PCR-Befunde könnte die Tatsache sein, daß  
Herzmuskelbiopsien untersucht wurden. Da bei einem Organbefall mit dem Cytomegalievirus 
wahrscheinlich nicht sämtliche Areale des Endomyokards gleichermaßen befallen werden, sind 
auch, durch die angewandte Methode (Endomyokardbiopsien) bedingt, falsch negative 
Ergebnisse möglich. 
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Die falsch negativen Befunde der Serologie können daran liegen, daß die PCR einfach die 
sensitivere Methode darstellt (23,156). So lässt sich HCMV-DNA in gesunden seronegativen 
Individuen in 30% mittels PCR aus der Granulozyten-Monozyten-Fraktion des peripheren Blutes 
isolieren (156). Ein weiterer Grund könnte jedoch auch die Tatsache sein, daß gerade 
immunsupprimierte Patienten auf eine Infektion nicht mit der Bildung von Antikörpern adäquat 
reagieren können. So kommt es bei herz- und nierentransplantierten Patienten erst nach ein bis 
vier Wochen zu einem IgM- und IgG-Anstieg (140). Nach Allen et al. (6) führt wiederum eine 
verzögerte Reaktionsbereitschaft des Organismus, auf Infektionen mit der Bildung von IgM und 
IgG zu reagieren, zu einem erhöhten Risiko einer sekundären Organinvasion nach 
Herztransplantationen. 
 
 
5.2 Nachweis des Cytomegalievirus mittels PCR und klinische Symptomatik 
 
Einige Autoren erheben den Einwand, die PCR weise aufgrund ihrer großen Sensitivität auch bei 
eher nicht aktiven Virusinfektion und bei asymptomatischen Personen HCMV-DNA nach 
(15,30,159) und stellen somit die klinische Relevanz und Therapiebedürftigkeit in Frage. 
Hinsichtlich der herztransplantierten Patienten ließ sich in der vorliegenden Studie HCMV auch 
bei asymptomatischen herztransplantierten Patienten nachweisen, 67% der PCR-positiven 
Patienten waren symptomatisch und 33% der PCR-positiven Patienten asymptomatisch (vgl. S. 
58). Es bestand in dieser Patientengruppe statistisch kein Zusammenhang des HCMV-DNA 
Nachweises mit der klinischen Symptomatik. Zwischen einer latenten und einer aktiven CMV-
Infektion des Transplantates nach einer Herztransplantation konnten Fernando et al. (40) mit 
Hilfe einer semiquantitativen PCR aus Endomyokardbiopsien differenzieren. Bei der 
Differenzierung einer tatsächlichen Infektion des Transplantates und dem Nachweis peripherer 
Blutzellen, die gerade das Organ passiert haben, könnte zudem eine zusätzliche „in-situ-PCR“ 
Aufschluß geben. 
Mit Hilfe von Blutproben konnten Camargo et al. (21) mit einer quantitativen PCR zwischen 
einer aktiven und einer latenten HCMV-Infektion nach einer Herztransplantation differenzieren. 
Preiser et al. (112) konnten bei stammzelltransplantierten und Cope et al. (29) bei 
lebertransplantierten Patienten mit einer quantitativen PCR sowie Wilkens et al. (157) mit der 
Densitometrie zwischen aktiver und latenter HCMV-Infektion unterscheiden. Van Dorp et al. 
(145) konnten mittels PCR aus Blut bei 98% der nierentransplantierten Patienten mit einer akuten 
HCMV-Infektion das Virus nachweisen, hingegen war die PCR nur in 6.7% der Patienten ohne 
akute HCMV-Infektion positiv. Dieses Ergebnis zeigt eine gute Korrelation einer akuten HCMV-
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Infektion mit dem Virusnachweis mittels PCR aus dem Blut. Keiner dieser o.g. Autoren 
beschäftigte sich jedoch mit der Infektion des Transplantates selbst durch das Virus.  
Die Prävalenz von HCMV in der Gruppe der Patienten mit Myokarditis war signifikant höher als 
in der Kontrollgruppe, was auf eine ursächliche Beteiligung von HCMV auch bei diesem 
Krankheitsbild hinweist. Für diese Theorie sprechen auch die Beobachtungen von Li et al. (88), 
die mittels „in-situ-Hybridisierung“ signifikant häufiger HCMV in der Myokarditisgruppe als in 
der Kontrollgruppe nachweisen konnten. 
 
 
5.3  Prävalenz des Cytomegalievirus bei Patienten mit Myokarditis, Borderline- 
Myokarditis, dilatativer Kardiomyopathie und in der Kontrollgruppe 
 
In der Literatur wird der Anteil der seropositiven Personen mit bis zu 70% der deutschen 
Bevölkerung angegeben (4). Wahrscheinlich ist der tatsächliche Anteil der HCMV-infizierten 
aber asymptomatischen Personen eher noch größer, da sich HCMV mittels PCR aus Blut auch bei 
seronegativen Personen in bis zu 30% nachweisen läßt (156). 
In der Kontrollgruppe ließ sich bei keinem der untersuchten Personen mittels PCR aus 
Endomyokardbiopsien HCMV nachweisen. Wahrscheinlich ist das Herz ein Organ, welches 
normalerweise während einer HCMV-Infektion nur selten mitbefallen ist und welches auch nicht 
der prädominierende Ort der Viruspersistenz ist, auch wenn Ustinov et al. (143), wenn auch in 
wesentlich geringerem Maße als in der Niere und der Leber, CMV in Endothelzellen in 
Rattenherzen während einer akuten iatrogenen Infektion mit CMV der Ratte in sehr geringen 
Mengen mittels Antigendetektion nachweisen konnten. Als Virusreservoir werden eher 
hämatopoetische Progenitorzellen (92) aber auch Monozyten, polymorphkernige neutrophile 
Granulozyten und T-Lymphozyten angesehen. Sie können für eine langandauernde  Virämie 
verantwortlich sein (46,156). 
Bei Patienten mit einer akuten Myokarditis war in der vorliegenden Studie HCMV in 30% der 
Herzmuskelbiopsien nachweisbar. Der Unterschied gegenüber der Kontrollgruppe war 
signifikant. Zu einem ähnlichen Ergebnis kamen auch Li et al. (88), die mittels „in-situ- 
Hybridisierung“ signifikant häufiger HCMV in der Myokarditisgruppe als in der Kontrollgruppe 
nachweisen konnten, was auf eine ursächliche Beteiligung von HCMV in der Pathogenese dieses 
Krankheitsbildes hinweist. In deren Myokarditisgruppe ließ sich HCMV in Kardiomyozyten in 
24%, in Endothelzellen in 16% und in Zellen des Interstitiums in 28% nachweisen. Schonian et 
al. (126) konnten in bis zu 14% der Patienten mit einer Myokarditis HCMV-DNA aus 
Herzmuskelbiopsien nachweisen, jedoch zeigten sich die HCMV-Antigene lediglich im 
Interstitium und nicht in Myozyten. Diese Tatsache weist eher auf eine latente oder persistierende 
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als auf eine aktive Infektion hin. Bei Patienten mit einer Borderline-Myokarditis, also einer 
Patientengruppe mit erhöhter interstitieller Lymphozytenzahl, war in der vorliegenden Studie 
HCMV in keinem Fall nachweisbar, dieses Kollektiv unterschied sich somit in dieser Hinsicht 
statistisch nicht von der Kontrollgruppe. 
Maisch et al. (94) konnten durch „in-situ-Hybridisierungen“ belegen, daß Cytomegalieviren im 
Interstitium und in Endothelzellen persistieren können, ohne daß klinische Symptome oder 
morphologische Auffälligkeiten resultieren. War dagegen Virusgenom in den Kernen von 
Myozyten nachweisbar, zeigte sich der Befund einer Myokarditis. 
 
Bei den Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie waren 7,7% der Biopsien HCMV-DNA-
positiv. Diese Patientengruppe unterschied sich hinsichtlich der HCMV-Prävalenz statistisch 
nicht von der Kontrollgruppe. Schonian et al. (126) konnten in 22% der Patienten mit einer 
dilatativen Kardiomyopathie HCMV in Endomyokardbiopsien mittels PCR nachweisen, die 
anschließend durchgeführte „in-situ-Hybridisierung“ zeigte jedoch HCMV-Antigene lediglich im 
Interstitium und nicht im Myokard. Somit ist die Infektion mittels HCMV bei diesem 
Krankheitsbild eher eine persistierende, latente als eine aktive Infektion. Auch nach den 
Ergebnissen der hier vorliegenden Studie scheint HCMV in der Pathogenese der dilatativen 
Kardiomyopathie, im Gegensatz zur akuten Myokarditis, keine Rolle zu spielen.  
 
Maehashi et al. (93) fanden bei Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) und 
fokaler Fibrose stärkere lymphozytäre Infiltrationen als bei Patienten mit einer DCM und einer 
diffusen Fibrose. Sie sehen daher die Myokarditis bei dieser Untergruppe der DCM als einen 
wesentlichen ätiologischen Faktor in der Pathogenese dieses Krankheitsbildes an. In der hier 
vorliegenden Studie konnte jedoch HCMV, ein möglicher Verursacher einer Myokarditis, nicht 
häufiger in der Gruppe der DCM-Patienten mit Fibrose nachgewiesen werden als in der 
Kontrollgruppe oder der Patientengruppe mit DCM und diffuser Fibrose. 
 
 
5.4  Prävalenz des Cytomegalievirus bei organtransplantierten Patienten 
 
In der Literatur gibt es ganz unterschiedliche Angaben zur Häufigkeit des HCMV-Nachweises 
bei organtransplantierten Patienten. So läßt sich im Blut bei Nierentransplantierten HCMV bei 
21% bis 80% der Patienten nachweisen (56,70,139,145). Knochenmarkstransplantierte sind in bis 
zu 45% HCMV-PCR-positiv (56), sie erleiden in 21% eine HCMV-Virämie (70). 
Lebertransplantierte Patienten sind in bis zu 32% HCMV-PCR im peripheren Blut positiv (29). 
Bei Patienten nach einer Herztransplantation beträgt die Prävalenz einer HCMV-Infektion 
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zwischen 43% und 93% mit den Methoden Serologie und Viruskultur, PCR aus Leukozyten oder 
Antigennachweis (21,37,54,84,103,107,118,161). Diese Ergebnisse entsprechen denen in dieser 
Studie, hierbei konnte mittels PCR aus Endomyokardbiopsien bei 44% der Erwachsenen und 
48% der herztransplantierten Kinder HCMV nachgewiesen werden. Hingegen befand sich in der 
Kontrollgruppe kein HCMV-DNA-positiver Proband. Dieser Unterschied war statistisch hoch 
signifikant (G-Test, Fisher-Test). Vergleicht man die HCMV-Prävalenz in der Gruppe der 
herztransplantierten Kinder mit der in der Gruppe der herztransplantierten Erwachsenen, so läßt 
sich kein Unterschied erkennen (siehe Abbildung 5, Seite 50). Bei der Differenzierung einer 
asymptomatischen Viruspersistenz von einem klinisch relevanten Transplantatbefall könnte eine 
zusätzlich durchgeführte „in-situ-Hybridisierung“ nützlich sein. Der Nachweis von HCMV-
Antigenen im Interstitium würde hierbei eher für eine Viruspersistenz  als für eine aktive 
Infektion des Transplantates sprechen, dagegen würde der Nachweis von HCMV-Antigenen in 
Myozyten für eine pathogenetische Bedeutung des Virus sprechen (126). Keineswegs alle 
herztransplantierten Patienten, welche in der PCR aus Leukozyten HCMV-positiv sind, erleiden 
auch eine HCMV-Erkrankung. Mit einer quantitativen PCR aus Leukozyten konnten Camargo et 
al. (21) zwischen einer asymptomatischen HCMV-Infektion und einer HCMV-Erkrankung 
differenzieren. Als Grenzwerte legten sie hierbei 50.000 und 100.000 Viruskopien/106 
Leukozyten fest. 
Neben dem erhöhten Risiko einer HCMV-Infektion bei Patienten, die ein Organ eines 
seropositiven Spenders erhalten haben (s.o.), werden in der Literatur noch andere Risikofaktoren 
beschrieben. Diese sind ein Cyclosporinspiegel über 550 µg/l im Serum (11), eine verstärkte 
Immunsuppression nach einer Rejektion in den letzten 2 Wochen (11), eine verminderte Fraktion 
der weißen Blutzellen (11), der Einsatz von OKT3 (27) und ein Alter von größer als 120 Tagen 
zum Zeitpunkt der Transplantation bei Kindern (41). Hingegen konnten Dummer et al. (34) keine 
Assoziation einer symptomatischen HCMV-Infektion mit der Gabe von Cyclosporin erkennen. 
 
 
5.5  Zusammenhang zwischen einem Cytomegalievirus-Nachweis mittels PCR aus 
Endomyokardbiopsien und der Inzidenz akuter und chronischer Abstoßungsreaktionen 
 
Die Entwicklung einer Transplantatarteriosklerose ist zur Zeit der größte limitierende Faktor des 
„Langzeitüberlebens“ bei Patienten nach Herztransplantationen (53). Ihre Prävalenz steigt mit 
zunehmender Zeit nach der Transplantation an und beträgt nach 1 Jahr 18%, nach 2 Jahren 27% 
und nach 3 Jahren 44% (142). Olivari et al. (102) fanden eine Inzidenz der 
Transplantatvaskulopathie von 8% pro Jahr post transplantationem. 35% der Kinder entwickeln 
innerhalb von 2 Jahren post transplantationem Anomalien der Koronararterien (16). Dies sind 
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besonders Veränderungen der kleinen intramyokardialen Gefäße (13), tubuläre segmentale 
Läsionen, abrupte Obliterationen von Hauptgefäßen und das „concentric narrowing“ (104). Das 
Auftreten dieser GCD („graft coronary disease“) wird von verschiedenen Autoren mit einer 
HCMV-Infektion in Verbindung gebracht (138). So ist eine Entzündungsreaktion der 
Gefäßwände des Transplantats mit Veränderungen der kleinen intramyokardialen Gefäße, die zur 
Reduktion des Gefäßlumens führen, mit einer HCMV-Infektion assoziiert (77,81). 
Eine akute HCMV-Infektion induziert eine intimale Entzündungsreaktion (Endothelialitis) bei 
Ratten und Menschen nach einer Herztransplantation (81), wobei nicht aktivierte T-Lymphozyten 
und Monozyten das Bild beherrschen. Hruban et al. (66) sind der Ansicht, die beschleunigte 
Atherosklerose bei Herztransplantierten sei durch eine cytotoxische T-Zell-vermittelte 
Endothelialitis bedingt. Lemström et al. (87) zeigten in ihrer Studie, daß es nach einer CMV-
Infektion bei Ratten zur CMV-Antigenexpression, Endothelzellproliferation und zur 
Intimaverdickung im Herztransplantat kommt. Dies deutet darauf hin, daß Ratten-CMV die 
Transplantatarteriosklerose beschleunigt, besonders in den kleinen intramyokardialen Gefäßen, 
vermittelt durch eine Entzündungsreaktion in den Gefäßwänden und perivaskulär. Auch Handa et 
al. (58) fanden eine schwere Transplantatvaskulopathie bei Ratten, die präoperativ mit CMV 
infiziert wurden. Über die Art und Weise, wie HCMV zu einer beschleunigten Atherosklerose der 
Koronargefäße des Transplantats führt, besteht bisher nur eine Theorie (73), nach der es nach 
einer HCMV-Infektion unter anderem zu einer Lyse der infizierten Endothelzellen mit verstärkter 
Expression von Endothel-Leukozyten Adhäsionsmolekülen, zu einer vermehrten Expression von 
HCMV-Antigenen auf dem Endothel und zu einer direkten T-Zell Zytotoxizität der infizierten 
Zellen kommt. Dies bewirkt eine vermehrten Ausschüttung von „Von Willebrand Faktor“ durch 
das Endothel, was zu einer Thrombozytenaggregation und zur Thrombusbildung führt. 
 
In der hier vorliegenden Studie lag die Prävalenz einer koronarangiographisch oder 
endosonographisch gesicherten Transplantatvaskulopathie bei 35% der herztransplantierten 
Kinder und Erwachsenen, ein Ergebnis welches mit den Angaben in der Literatur übereinstimmt. 
Statistische Zusammenhänge zwischen dem HCMV-Genom-Nachweis im Endomyokard und der 
Transplantatvaskulopathie ließen sich nicht sichern. Hammond et al. (57) konnten zeigen, daß 
Patienten mit einer vaskulären Rejektion das größte Risiko für die Entwicklung einer 
Transplantatvaskulopathie haben. Bei akuten Abstoßungsreaktionen vom vaskulären Typ läßt 
sich HCMV im Blut in 86% der untersuchten Fälle nachweisen (99).  
In der vorliegenden Studie fand sich bei Rejektionen vom vaskulären Typ (V1 und größer) ein 
starker Hinweis bezüglich einer Assoziation mit dem Nachweis von HCMV in den 
Endomyokardbiopsien, welcher, möglicherweise aufgrund der geringen Patientenzahl mit einer 
vaskulären Rejektion (n=11), noch nicht signifikant war. Hinsichtlich der chronischen 
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endokardialen Rejektion zeigte sich, möglicherweise aufgrund der niedrigen Patientenzahl mit 
einem Rejektionsgrad E2 (4 Patienten) oder E3 (1 Patient), statistisch gesehen keine Korrelation 
zum HCMV-Nachweis mittels PCR aus Endomyokardbiopsien (Seite 63). 
 
Van Willebrand et al. (148) geben an, daß eine HCMV-Infektion signifikant mit einer 
Transplantatabstoßungsreaktion bei Nierentransplantierten assoziiert ist. Grattan et al. (50) 
fanden in ihrer Studie eine erhöhte Inzidenz von Abstoßungsreaktionen in den ersten drei 
Monaten post transplantationem bei HCMV-positiven herztransplantierten Patienten gegenüber 
HCMV-negativen Patienten. Darüberhinaus entwickelten HCMV-positive Patienten signifikant 
häufiger eine Transplantatvaskulopathie als HCMV-negative Patienten. Das größte Risiko der 
Atherosklerose des Transplantates hatten hierbei Patienten, die prä transplantationem HCMV-
seropositiv waren und ein seronegatives Transplantat bekamen. Dies bedeutet, daß die de novo-
Infektion des Transplantates eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der 
Transplantatatherosklerose spielt. Andere Autoren fanden einen starken Hinweis (28) oder auch 
eine Signifikanz (155) in Richtung einer erhöhten Inzidenz von akuten Abstoßungsreaktionen bei 
HCMV-positiven Patienten. Mittels „Nested-PCR“ ließ sich HCMV signifikant häufiger in 
Biopsien mit moderater oder schwerer Abstoßungsreaktion nachweisen als in solchen mit 
geringer oder fehlender Rejektion (40). Im Tierversuch verursacht das Cytomegalievirus der 
Maus (MCMV) bei herztransplantierten Mäusen neben einer beschleunigten Abstoßungsreaktion 
bei MCMV-positiven Empfängern (22)  akute und chronische Perimyokarditiden (42).  
 
In der hier vorliegenden Studie ließ sich HCMV in 29% der Biopsien mit einer 
Abstoßungsreaktion vom Grad A0 bis A2 nachweisen und in 40% der Fälle in Biopsien mit 
einem Abstoßungsgrad A3 oder größer. Dieser Unterschied ist nicht signifikant. Somit kann kein 
Zusammenhang zwischen einer akuten Abstoßungsreaktion vom interstitiellen Typ und dem 
Nachweis von HCMV aus Endomyokardbiopsien hergestellt werden. 
 
Bezüglich der Frage, auf welche Weise HCMV eine Transplantatsabstoßungsreaktion bewirken 
kann, gibt es in der Literatur verschiedene Theorien, die im Folgenden kurz umrissen werden 
sollen.  
HCMV kann die Immunantwort über mehrere Mechanismen modulieren. Einerseits kann es in 
infizierten Endothelzellen die Expression von Antigenen der MHC-Klasse II inhibieren und die 
Heraufregulation von Antigenen der MHC-Klasse I durch Interferon-γ und TNF-α verhindern 
(129) und auf diese Art in den Endothelzellen persistieren. Andererseits kann es aber auch in 
infizierten Endothelzellen die Neoexpression von MHC-Klasse II-Molekülen an ihrer Oberfläche 
induzieren. Aktivierung der MHC-Klasse II-Antigene führt zu einer Präsentation von HCMV-
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Antigenen durch APC-Zellen gegenüber (CD 4+)-Zellen (44) und anschließend zur Lyse der 
Endothelzellen durch zytotoxische Zellen (87). Eine ähnliche Heraufregulation von MHC-II- und 
auch MHC-I-Antigenen wird auch in der Pathogenese der Transplantatabstoßungsreaktionen 
beobachtet (120). Während einer primären HCMV-Infektion läßt sich weiterhin eine erhöhte 
Zytotoxizität gegenüber MHC-Antigenen der Klassen I und II des Spenders nachweisen (103). 
Ein weiterer möglicher Mechanismus in der Pathogenese der mit einer HCMV-Infektion 
assoziierten Abstoßungsreaktion ist die Fähigkeit des Virus, in infizierten Endothelzellen die 
Expression von ICAM-1 zu stimulieren. ICAM-1 gehört in die Immunglobulin-Superfamilie der 
Adhäsionsmoleküle, die auf Endothelzellen, B-Zellen, T-Zellen, Monozyten und Granulozyten 
sitzen. Es bindet an LFA-1, ist ein Co-Stimulator bei der Antigenpräsentation und wird durch 
TNF-α, LPS, IFN-γ und IL-1 heraufreguliert (128,146,152). ICAM-1 ist ein starker Co-Stimulus 
für die Aktivierung von (CD 4+)-T-Zellen (151). Eine erhöhte Expression von ICAM-1 bei 
Transplantierten wird mit dem Fortschreiten einer Abstoßungsreaktion assoziiert (129). Im 
Tiermodell können anti-ICAM-1- und anti-LFA-1-Antikörper die Abstoßungsreaktion reduzieren 
(147,153). Auch auf Leberzellen ließ sich nach einer HCMV-Infektion eine vermehrte 
Expression von ICAM bei Lebertransplantierten feststellen. Die Intensität der ICAM-Expression 
stieg mit der Antigenämie an und dauerte so lange wie die generelle milde Immunaktivierung. 
Die Induktion der ICAM-1-Expression geht der lymphozytären Aktivierung der akuten Leber-
Abstoßungsreaktion voraus (86). 
Weiterhin ist die Induktion von VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), einem 
Adhäsionsmolekül, stark mit einer HCMV-Infektion assoziiert. Wenig oder kein VCAM ist 
während einer milden Abstoßungsreaktion oder in Kontrollbiopsien nachweisbar (80). 
Eine wichtige Rolle scheint das VCAM-1-/VLA-4-Ligandenpaar bei der Adhäsion von 
Lymphozyten und Monozyten am Kapillarendothel während einer HCMV-Infektion zu spielen. 
Es trägt somit möglicherweise zur erhöhten Inzidenz der Transplantatvaskulopathie bei HCMV-
infizierten Herztransplantierten bei (80). Auch andere Autoren (16,39,50,78,82,90,96) sehen in 
einer HCMV-Infektion einen bedeutenden Risikofaktor für die Entwicklung einer beschleunigten 
Atherosklerose. Einige Studien bezweifeln eine entscheidende Rolle von HCMV in der 
Pathogenese der Entwicklung einer Transplantatatherosklerose (9,17,71,104,115). Lardelli et al. 
(85) fanden weder morphologische Veränderungen oder entzündliche Infiltrate noch einen 
Einfluß auf das Schicksal des Nierentransplantates durch HCMV. Stovin et al. (137) konnten 
während einer akuten HCMV-Infektion keine vermehrten zellulären Infiltrate, Veränderungen 
der Myozyten, der interstitiellen Zellen oder der Zellkerne von Endothelzellen bei 
Herztransplantierten nachweisen. Weiterhin ließ sich HCMV auch in 5% in 
Endomyokardbiopsien ohne Rejektion mittels „in-situ-Hybridisierung“ nachweisen (17). 
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5.6 Mortalität nach einer Herztransplantation in Abhängigkeit von dem Cytomegalievirus-
PCR-Status der Herzmuskelbiopsie post transplantationem 
 
Dank zunehmender Erfahrungen mit Herztransplantationen bei Neugeborenen und Säuglingen ist 
es gelungen, die Mortalität am Kinderherzzentrum in Giessen von 50% in der Anfangsphase 
(1988-1993) auf 8% (1994-1996) zu reduzieren. Die 1-Jahres-Überlebensrate in der 
letztgenannten Gruppe betrug hierbei sogar 100% (11). 
In der vorliegenden Studie fanden sich statistisch signifikant mehr Todesfälle in der 
Patientengruppe der herztransplantierten Kinder und Erwachsenen, die in der Biopsie post 
transplantationem HCMV-PCR-positiv waren, als bei den in der Endomyokardbiopsie HCMV-
PCR-negativen Patienten. Es bestand hingegen kein Zusammenhang zwischen dem HCMV-PCR-
Status der Nullbiopsie und der Mortalität. Nach diesen vorliegenden Ergebnissen ist es somit 
hinsichtlich der Mortalität der Patienten nicht von Bedeutung, ob es sich bei den HCMV-PCR-
positiven Biopsien post transplantationem um eine Reaktivierung des bereits im Spenderherzen 
persistierenden Virus, eine Infektion des Transplantates durch den Empfänger oder eine 
Primärinfektion mit dem humanen Cytomegalievirus handelt. Krogsgaard et al. (84) und Best et 
al. (11) zeigten eine erhöhte Inzidenz akuter HCMV-Infektionen bei Patienten, die ein Organ 
eines HCMV-positiven Spenders erhielten, wohingegen der HCMV-Empfängerstatus hinsichtlich 
einer HCMV-Infektion bzw. Reaktivierung unbedeutend war (84). Hingegen konnten Fernando 
et al. (40) eine klinisch manifeste HCMV-Erkrankung besonders bei seronegativen Empfängern 
nachweisen, die ein Organ eines seropositiven Spenders erhielten. Auch Sia et al. (134) fanden 
bei HCMV seronegativen Empfängern, welche ein Transplantat eines seropositiven Spenders 
erhielten, mittels quantitativer PCR aus dem peripheren Blut eine erhöhte Viruslast, welche 
zudem trotz Therapie mit Ganciclovir persistierte. Die primäre HCMV-Infektion (seronegativer 
Empfänger, seropositiver Spender) ist ein unabhängiger Marker für eine HCMV-Erkrankung 
(134).  
 
Eines der untersuchten Kinder verstarb während der Transplantationsoperation. Serologisch und 
klinisch hatte dieses Kind  präoperativ keinerlei Hinweis auf eine aktive HCMV-Infektion, 
zudem war das Explantat HCMV-PCR-negativ. Trotz des HCMV-Nachweises in der letzten 
Biopsie ist eine akute HCMV-Infektion des Transplantates als Todesursache aufgrund der zu 
kurzen Inkubationszeit unwahrscheinlich. Zwei Patienten verstarben an vaskulären Rejektionen. 
Zwei weitere Patienten verstarben an Rechtsherzversagen am ersten postoperativen Tag bei 
wahrscheinlich bereits präoperativ asymptomatischer Pneumonie. In diesen vier Fällen wäre eine 
ursächliche Beteiligung des humanen Cytomegalievirus am Tod der Patienten im Rahmen einer 
Primärinfektion oder einer Reaktivierung, bei bis zu 30% der seronegativen Patienten ist HCMV 
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mittels PCR aus Leukozyten nachweisbar (156), denkbar. Alle vier verstorbenen Patienten waren 
sowohl serologisch als auch in der Nullbiopsie (3 Patienten) bzw. im Explantat (1 Patient) 
HCMV-PCR-negativ und in der letzten Biopsie HCMV-PCR-positiv. Es war also eine 
Konversion des HCMV-Status aufgetreten. 
Berücksichtigt man die Untergruppe der herztransplantierten Erwachsenen gesondert, so läßt sich 
aufgrund der zu geringen Mortalität von 5,6 % keine Korrelation zwischen Mortalität und 
HCMV-Nachweis aus den letzten Endomyokardbiopsien prä mortem herstellen, auch wenn der 
einzige verstorbene Patient in der Nullbiopsie HCMV-PCR-negativ war und zu HCMV-PCR-
positiv in der letzten Biopsie konvertiert ist. 
Mit Hilfe einer HCMV-PCR, insbesondere, wenn sie auch aus Gewebeextrakten/Biopsaten 
weiterer parenchymatöser Organe durchgeführt würde, könnte man zwischen einer Infektion des 
Transplantates und einer Infektion des Gesamtorganismus differenzieren. Somit könnte die 
HCMV-PCR weitere Aufschlüsse zur Klärung der Todesursache nach einer Herztransplantation 
bringen. 



6. Zusammenfassung 

 76

6. Zusammenfassung 
 
Das humane Cytomegalievirus (HCMV) ist ubiquitär verbreitet, die Durchseuchung beträgt in 
den Industrieländern ca. 50% bei den Erwachsenen. Als Herpesvirus persistiert es lebenslang in 
einem einmal befallenen Organismus. Die postnatale Infektion verläuft bei Gesunden zumeist 
asymptomatisch und hat klinisch in der Regel keine Relevanz. Bei immunsupprimierten Patienten 
oder nach Organtransplantationen führt das Virus jedoch zu einer erhöhten Morbidität, 
Transplantatschädigung und Mortalität. Weiterhin wird das HCMV beschuldigt, in der 
Pathogenese der Transplantatvaskulopathie, der akuten Rejektion, der Myokarditis und der 
dilatativen Kardiomyopathie eine wichtige Rolle zu spielen. Ein wichtiges Ziel dieser Studie war 
es, die Prävalenz des HCMV mittels „Nested-PCR“ in Formalin-fixierten und Paraffin-
eingebetteten Endomyokardbiopsien in den Patientenkollektiven mit Myokarditis, dilatativer 
Kardiomyopathie und bei herztransplantierten Kindern und Erwachsenen zu ermitteln und mit der 
Prävalenz des HCMV bei herzgesunden Patienten zu vergleichen. 
Mit Hilfe einer „Nested-PCR“ aus Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten 
Endomyokardbiopsien wurden 26 Patienten mit einer histologisch gesicherten dilatativen 
Kardiomyopathie, 23 Patienten mit einer Myokarditis, 39 herztransplantierte Kinder und 
Erwachsene sowie 15 herzgesunde Patienten hinsichtlich des MLA (major late antigen) und des 
MIEA (major immediate early antigen) des humanen Cytomegalievirus (HCMV) untersucht. 
Darüber hinaus wurden die jeweiligen Abstossungsreaktionen nach den Herztransplantationen 
mikroskopisch anhand der IUC-Klassifikation eingeteilt. 
HCMV ließ sich in der Gruppe der Patienten mit einer histologisch gesicherten Myokarditis mit 
30% signifikant häufiger nachweisen als in der Kontrollgruppe (null Prozent). Die Patienten mit 
einer dilatativen Kardiomyopathie unterschieden sich hinsichtlich der Prävalenz des HCMV 
(7,7%) nicht signifikant von der Kontrollgruppe. 
Bei den herztransplantierten Kindern konnte in 44% und bei den Erwachsenen in 48% HCMV 
nachgewiesen werden, signifikant häufiger als in der Kontrollgruppe. Zudem zeigte sich ein 
Trend (p=0,07) zu einer Assoziation einer akuten vaskulären Rejektion mit dem Nachweis von 
HCMV aus Endomyokardbiopsien. In der Patientengruppe, welche in der letzten Biopsie HCMV-
positiv war, fanden sich signifikant mehr Todesfälle als in der Gruppe der Herztransplantierten, 
welche in der letzten Biopsie HCMV-negativ war (p=0,02).  
 
HCMV spielt in der Pathogenese der Myokarditis eine wichtige Rolle, führt zu einer erhöhten 
Mortalität nach einer Herztransplantation und ist möglicherweise mit einer akuten vaskulären 
Rejektion  assoziiert. Hingegen scheint HCMV bei der dilatativen Kardiomyopathie patho-
genetisch nicht von Bedeutung zu sein. 
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