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Nachweis virusspezifischer
T-Zellen bei Patienten nach allogener
Nierentransplantation

Einleitung: Infektionen mit Zytomegalievirus (CMV) gehören
noch immer zu den führenden opportunistischen Infektionen nach
Nierentransplantation und stellen eine schwerwiegende Komplika-
tion mit hoher Morbidität und Mortalität dar. Bisherige Studien ha-
ben gezeigt, dass MHC-Tetramere, die CMV-spezifische CD8+
Zellen binden können, für das Monitoring der virusspezifischen
Abwehr eingesetzt werden können. Das Ziel dieser Studie bestand
darin, die Nutzbarkeit von MHC-Tetrameren für die Prädiktion des
Risikos von Patienten nach Nierentransplantation für CMV-Infek-
tionen zu bestimmen. 
Methoden: Mit Hilfe einer Mehrfarb-Flowzytometrie wurde die
Bindung von MHC-CMV-Tetrameren (Beckman Coulter Class I
iTAgTM) bei 5 verschiedenen HLA-Allelen untersucht. CMV-spezi-
fische CD8+ T-Zellen wurden mittels Single-plattform, 2-panel,
Lyse-no-wash Technologie und anti-CD3, anti-CD8 sowie Fluo-
rosphere Flowcounts bestimmt. Die Anzahl Tetramer-positiver Zel-
len wurde mittels anti-CD3, anti-CD8 und peptidspezifischen Tet-
rameren gemessen. Beide Messergebnisse wurden zusammenge-
führt und mit klinischen Verlaufsdaten korreliert.
Ergebnisse: Tetramer-positive Zellen für mindestens ein Allel
wurden bei 50% der Patienten nachgewiesen. Die Spezifität positi-
ver Ergebnisse wurde durch Differenzierung zwischen T-Zellen
und Monozyten, die potentiell eine Phagozytose von Tetrameren
durchführen können, vorgenommen. Falsch-positive Ergebnisse
der unterschiedlichen HLA-Allele wurden nicht beobachtet. Von
den Tetramer-positiven Patienten entwickelten 50% im weiteren
Verlauf klinische Zeichen einer CMV-Infektion. In 83% dieser Fäl-
le trat diese CMV-Infektion innerhalb von 100 Tagen nach Trans-
plantation auf.
Diskussion: Die Bestimmung der Anzahl CMV-spezifischer CD8+
T-Zellen bei Patienten mit Nierentransplantation kann ein schnelles
und sensitives Verfahren zur Identifizierung des Risikos für die
Entwicklung von CMV-Infektionen darstellen. Dieser Nachweis
virus-spezifischer T-Zellen nach Nierentransplantation kann die
klinische Entscheidung zur präemptiven antiviralen Therapie bei
diesen Patienten zukünftig unterstützen.
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Detection of Virus-specific T-cells in Patients after Kidney 
Transplantation

Introduction: Cytomegalovirus (CMV) infection is still the leading
opportunistic infection following kidney transplantation and repre-
sents a serious complication, resulting in increased morbidity and
mortality. Published studies have suggested that MHC tetramers
specific for CMV may be useful in monitoring CMV-specific CD8+
cells in post-transplant patients. In this study we analyzed functio-
nal viral-specific host responses in kidney transplant patients after
transplantation. The aim was to evaluate MHC tetramers for pre-
diction of patients at risk for recurrent or persistent viral reactiva-
tion or disease caused by CMV.
Methods: Based on multicolor flow cytometry analysis CMV-spe-
cific MHC Tetramers (Beckman Coulter Class I iTAgTM) for 5 dif-
ferent HLA allels were established for enumeration of CMV-speci-
fic CD8+ T-cells using a single-platform, 2-panel technique.
CD3+CD8+ cells were identified using anti-CD3 and -CD8 anti-
bodies and Flow-Count™ Fluorospheres in a lyse-no-wash 
method. The frequency of tetramer positive cells was determined
using anti-CD3 and -CD8 antibodies and tetramers in a similar
technique. The two results were combined to give the absolute
count of CMV-specific CD8+ T-cells and data were correlated to
the clinical course of patients.
Results: Tetramer positive T-cells were detected for at least one
HLA allel in 50% of the patients. Specificity of positive results was
confirmed by differentiation of T-cells from monocytes that are po-
tentially able to phagocyte the tetramers. Non-matching false posi-
tive results for HLA types that were not expressed by the patients or
donors were not observed. 50% of the tetramer positive patients
developed a clinical evident CMV infection within the initial 6
months after transplantation. This was diagnosed during the first
100 days after transplantation in 83% (5/6) of patients that were
tetramer positive perioperatively.
Discussion: Enumeration of CMV-specific CD8+ T cells in pa-
tients after kidney transplantation may constitute a rapid and sen-
sitive tool to identify patients at risk for developing CMV disease.
Detection of virus-specific T-cells in patients after kidney trans-
plantation may facilitate the decision to initiate a pre-emptive the-
rapy with antiviral medication in patients after kidney transplanta-
tion.
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dem 2. bis 3. Monat auf. Diese Infektio-
nen sind eine schwerwiegende opportu-
nistische Infektion und als eine der pro-
blematischsten Komplikationen zu be-
trachten [1]. Diese Problematik ergibt

sich einerseits aus der Schwere der Er-
krankung mit hoher Morbidität und
Mortalität und andererseits aus den un-
zureichenden frühzeitigen diagnosti-
schen Möglichkeiten. Andererseits ist
eine ungezielte prophylaktische Thera-
pie bei diesen Patienten nicht mehr ver-
tretbar. Daher werden seit einigen Jah-
ren vermehrt Anstrengungen unternom-
men, die diagnostischen Möglichkeiten
sowohl hinsichtlich der Frühdiagnostik
als auch der Prädiktion von Risikopa-
tienten zu verbessern [2].
CMV gehört zur Gruppe der Herpesvi-
ren,  die bei 60 – 80% der Erwachsenen
weltweit mit latenter, asymptomatischer
CMV-Infektion vorkommen. Bei Ge-
sunden sind diese Infektionen durch vi-
russpezifische T-Zellen kontrolliert. In-
fizierte Zellen produzieren virale Pep-
tidsequenzen, die nach Prozessierung
über MHC-Klasse-1-Moleküle präsen-
tiert werden. Dadurch können die spezi-
fischen CD8+ T-Zellen die Virusse-
quenzen erkennen und die zytotoxi-
schen Abwehrmechanismen in Gang
setzen.
Bei immunsupprimierten Patienten hin-
gegen kann eine Reaktivierung der
CMV-Infektion auftreten [3], da die
entsprechenden zytotoxischen Prozesse
nicht mehr ausreichend ablaufen [4]
und nachfolgend klinische Symptome
mit interstitieller Pneumonie, gastroin-
testinalen Entzündungen, Hepatitis,
Chorioretinitis, Neuritiden und Sepsis
entstehen können. Neben diesem in der
Frühphase unspezifischen klinischen
Bild basiert die derzeitige Diagnostik
vor allem auf dem Nachweis spezifi-
scher Antigene (gp65) oder DNA-Se-
quenzen. Beide Parameter sind zwar
spezifisch, weisen aber eine geringe
Sensitivität bzw. späte Nachweisbarkeit
auf. Die Überwachung des zellulären
Immunstatus hingegen ist nicht virus-
spezifisch und für diese Diagnostik
nicht geeignet.
In den letzten Jahren wurde der Nach-
weis virusspezifischer CD8+ T-Zellen
im peripheren Blut etabliert [5]. Durch
den Einsatz von Tetrameren, die MHC-
prozessierte virusspezifische Peptide
erkennen, konnte eine sehr hohe Sensi-
tivität und Spezifität für diesen Nach-
weis erreicht werden [6-8]. Vor allem
an Knochenmark-transplantierten Pa-
tienten wurde die Rekonstitution der vi-
russpezifischen Abwehr überwacht und
der klinische Nutzen beim Monitoring
dieser Patienten in verschiedenen Studi-
en belegt [9-14].
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Einleitung

Infektionen mit Zytomegalievirus
(CMV) treten bei Patienten nach Nie-
rentransplantation im Allgemeinen ab



Ziel dieser Studie war es daher, den
Einsatz von MHC-Klasse-1-Tetrame-
renTM beim Nachweis von CMV-spezi-
fischen CD8+ T-Zellen auch bei nieren-
transplantierten Patienten in einer Pilot-
studie zu überprüfen.

Methodik

Patienten

Es wurden 24 Patienten, die einer allo-
genen Nierentransplantation unterzo-
gen wurden, in die Studie eingeschlos-
sen. Bei allen Patienten waren die
HLA-Typisierung sowie der serologi-
schen CMV-Status (IgG, IgM) von
Empfänger und Spender bekannt. Pa-
tienten, bei denen weder der Spender
noch der Empfänger serologisch CMV-
positiv war, wurden nicht in die Studie
eingeschlossen. Die Bestimmung der
Tetramere erfolgte unmittelbar vor der
Transplantation und für die ersten 6
postoperativen Monate.

CMV-spezifische Tetramere

Es wurden CMV-spezifische Peptidse-
quenzen für die Allele HLA-A0201,
HLA-A2402, HLA-B0702, HLA-
B0801 und HLA-B3501 mittels MHC-
Klasse-1-Tetrameren iTAgTM (Beck-
man-Coulter, Krefeld) nachgewiesen.
Die Bestimmung erfolgte mittels eines
Flowzytometers EPICS500 (Beckman-
Coulter). CD3, CD4 und CD8 wurden
mit Hilfe spezifischer Antikörper nach-
gewiesen (Beckman-Coulter). Zur Be-
stimmung wurde venöses EDTA-Blut
genutzt, welches maximal 24 Stunden
bei Raumtemperatur gelagert wurde. In
einer Vorstudie wurde festgestellt, dass
diese Lagerung keine signifikanten Ver-
änderungen in der Anzahl Tetramer-po-
sitiver CD8+ T-Zellen verursacht.
Die Bestimmung der Tetramer-binden-
den CD8+ T-Zellen erfolgte mittels 2-
Panel-Technik. Panel 1: Quantifizie-
rung der CD3+CD8+ Zellen unter Nut-
zung von Flow-CountTM Fluorospheren
nach der Lyse-no-wash Methodik; Pa-
nel 2: Messung der Anzahl Tetramer-
positiver Zellen mittels anti-CD3, anti-
CD8 sowie dem jeweiligen Tetramer
nach der gleichen Methodik. Die Ergeb-
nisse beider Panels wurden kombiniert,
um die absolute und relative Anzahl
Tetramer-positiver CD8+ T-Zellen zu
ermitteln. 

Ergebnisse

Klinischer Verlauf

Von den 24 eingeschlossenen Patienten
entwickelten 6 Patienten innerhalb der
ersten 6 postoperativen Monate das kli-
nische Bild einer CMV-Erkrankung.
Der Nachweis erfolgte neben dem klini-
schen Bild mittels serologischer Unter-
suchungen (IgM und IgG) sowie mittels
gp65-Bestimmung im Serum. Bei un-
klaren Fällen wurde die Diagnose mit-
tels Nachweis von CMV-DNA bestä-
tigt.

Spezifität und Cut-off

Zur Bestimmung der Spezifität wurden
alle bei den Patienten nicht nachweisba-
ren HLA-Allele genutzt. Bei einem
Cut-off-Wert von 0,3% waren keine
falsch-positiven Ergebnisse nachweis-
bar. Daher wurde dieser Cut-off für alle
weiteren Analysen genutzt. Fehlende
Übereinstimmungen mit dem HLA-
Muster von Spender bzw. Empfänger,
was falsch-positiven Ergebnissen ent-
sprechen würde, wurden nicht beobach-
tet. 
Da Tetramere grundsätzlich durch Mo-
nozyten phagozytierbar sind, wurde

flowzytometrisch untersucht, ob Mono-
zyten Tetramer-positive Signale auf-
weisen. In keinem der Patienten waren
jedoch positive Monozyten nachweis-
bar (Abb. 1).

CMV-spezifische T-Zellen

Der Nachweis von mindestens einem
CMV-spezifischen, Tetramer-binden-
dem HLA-Allel gelang in 50% der Pa-
tienten (n=12). Von diesen 12 Patienten
waren 11 Patienten im weiteren Verlauf
IgM-positiv. CD8+ T-Zellen wurden für
alle untersuchten HLA-Typen beobach-
tet. Diese Patienten mit einem präope-
rativen Nachweis von virusspezifischen
CD8+ T-Zellen wurden im weiteren
Verlauf hinsichtlich der Kinetik der ab-
soluten und relativen Zellzahl weiter
analysiert. Von diesen 12 Patienten ent-
wickelten im 6-monatigen Beobach-
tungszeitraum 6 Patienten (50%) CMV-
assoziierte klinische Symptomatiken.
Bei 5 dieser Patienten (83%) traten die-
se CMV-Erkrankungen innerhalb der
ersten 100 Tage nach Transplantation
auf.
Obwohl es im Rahmen der Machbar-
keitsstudie nicht das Ziel der Untersu-
chung war, ist es bemerkenswert, dass
sich Hinweise für eine Eignung als
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Abb. 1: Flowzytometrischer Nachweis von CD8+ T-Zellen mit spezifischer Bindung
von CMV-Tetrameren (obere Reihe). Andere Zellen, wie z.B. Monozyten, wiesen kei-
ne Tetramerpositivität auf, sodass eine Phagozytose der Tetramere ausgeschlossen
werden konnte (unten).



Frühdiagnostik ergaben. Beispielhaft
sollen klinische Verläufe eines Tetra-
mer-positiven, aber klinisch unauffälli-
gen Patienten und einer Tetramer-posi-
tiven Patientin mit nachfolgender
CMV-Erkrankung gegenübergestellt
werden. Während der klinisch unauffäl-
lige Patient keine relevanten Verände-
rungen in der Anzahl CMV-spezifischer
CD8+ T-Zellen aufweist, steigt deren
Anzahl ca. 2-3 Wochen vor Auftreten
der ersten klinischen Symptome deut-
lich an (Abb. 2).

Diskussion

Die Diagnostik und frühzeitige, mög-
lichst präemptive Therapie von CMV-
Erkrankungen bei Patienten nach Nie-
rentransplantation stellt noch immer ei-
ne klinische Herausforderung dar. Die
bisherigen diagnostischen Methoden
mit serologischen Nachweisen und An-
tigen- bzw. genetischer Erregerdetekti-
on leidet unter geringer Spezifität bei
Virusreaktivierungen oder einer späten
Reaktion, die dem klinischen Bild hin-
terherläuft. Durch die Verfügbarkeit ef-
fektiver antiviraler Therapeutika und
deren grundsätzliche Einsetzbarkeit im
Rahmen präventiver Therapien wurde
jedoch in den letzten Jahren die Not-
wendigkeit einer sensitiven und spezifi-
schen Diagnostik vor allem für die
Frühphase von CMV-Reaktivierungen
intensiviert [15, 16]. Nach den Erfolg
versprechenden Studien bei Knochen-
marktransplantationen [9, 10] scheint
auch bei Patienten mit solider Organ-
transplantation der Nachweis virusspe-
zifischer CD8+ T-Zellen für diese Fra-
gestellung einsetzbar zu sein [17]. Mit
der vorliegenden Machbarkeitsstudie
wurde gezeigt, dass bei Patienten mit
Nierentransplantation diese Zellen zu-
verlässig mit hoher Sensitivität und
Spezifität detektierbar sind. Die einge-
setzten HLA-Allele decken den größten
Teil der in Mitteleuropa vorkommenden
HLA-Typen ab, sodass eine ausreichen-
de Basis für den Nachweis bei diesem
Patientenkollektiv gegeben scheint. 
In dem kleinen Patientenkollektiv die-
ser Studie konnte eine hohe Überein-
stimmung zwischen dem Nachweis
CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen und
dem nachfolgenden Auftreten von
CMV-Erkrankungen festgestellt wer-
den. Inwieweit diese Beobachtung sich
in einem hohen prädiktiven Wert wider-
spiegelt, muss in einer nachfolgenden

Studie an einem größeren Patientenkol-
lektiv analysiert werden.
Bei einer Bestätigung dieser vorläufi-
gen Ergebnisse kann dieser Nachweis
CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen unter
mehreren Gesichtspunkten interessant
sein. Erstens ist eine Identifikation von
Risikopatienten möglich, für die eine
Indikation zur prophylaktischen Thera-
pie besteht. Die bisherigen Risikostrati-
fizierungen bieten hierfür zurzeit nur
ein wenig zuverlässiges Raster. Zwei-
tens kann die Früherkennung von Pa-
tienten, bei denen eine CMV-Reaktivie-
rung auftritt, zu einer präemptiven The-
rapie genutzt werden. Weiterhin ist der
Einsatz dieser innovativen Diagnostik
grundsätzlich auch für das Therapiemo-
nitoring bei aufgetretener CMV-Erkran-
kung möglich. Hierzu bedarf es jedoch
weiterer Studien.
Insgesamt kann festgestellt werden,
dass der Tetramer-basierte Nachweis
CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen bei
Patienten mit Nierentransplantation ein
innovatives Tool darstellt, das die diag-
nostische Lücke bei diesen Patienten
hinsichtlich der Früherkennung von
CMV-Erkrankungen und/oder Risiko-
patienten schließen kann. Weitere Stu-
dien zur Evaluation an größeren Patien-
tenkollektiven sind notwendig, um die
Aussagekraft dieses Diagnostikums zu
bestätigen.
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Abb. 2: Verlauf der Anzahl CMV-spezifischer T-Zellen bei einem Patienten ohne kli-
nische Symptome (links) und einer Patientin mit CMV-Erkrankung 5 Wochen nach
Transplantation (rechts). Nicht dargestellte HLA-Allele waren nicht nachweisbar
bzw. unterhalb des Cut-off-Wertes (Pfeilmarkierung).
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