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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Laborchemische Diagnostik von entzindlichen ZNS-Er-

krankungen

Die Diagnose von Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) wird heu-
te in der Medizin durch klinische Befunde, neurophysiologische Tests und bild-
gebende Verfahren, aber auch besonders von laborchemische Untersuchungen
gestutzt. Vor allem bei entztndlichen ZNS-Erkrankungen wird hauptséchlich
durch Laboruntersuchungen von Proteinen aus dem Blutserum und dem Liquor
cerebrospinalis - im Folgenden kurz Liquor - unterschieden, ob die Ursache der
Krankheit exogen in einer Infektion liegt oder endogen in einem Autoimmunpro-
zess. Dabei spielen die Bestimmungen von Immunglobulinen (Antikorpern) eine
Rolle. Sie haben neben einer Erregerspezifizierung auch zum Ziel zu unter-
scheiden, ob die Antikérper aus dem Blut in den Liquor Ubergetreten sind, oder
ob die Antikorper autochthon, d.h. intrathekal synthetisiert und sezerniert wor-

den sind.

1.1.1 Eiweil3e im Liquor

Die Proteine aus dem Blutserum diffundieren entlang ihres jeweiligen Konzent-
rationsgefalles Uber die Blut-Liquor-Schranke in den Liquor. Dabei kbnnen sie
umso besser aus dem Serum in den Liquorraum diffundieren, je kleiner die ein-
zelnen Eiweildmolekule sind (Reiber, 1998a).

Bei vielen entziindlichen Erkrankungen des ZNS sind die Konzentrationen der
Serumproteine im Liquor als Folge einer Stérung der Blut-Liquor-Schranke tber
die Norm erhoht. Insbesondere die Liquorkonzentration des niedermolekularen
Albumins kann stark ansteigen. Als Parameter fur die Funktion der Blut-Liquor-

Schranke gilt der altersabhangige Liquor-Serum-Quotient des Albumins (Qa)-

Zum Beispiel gilt ein Qap > 7x1072 bei 20- bis 40-Jahrigen als Marker fir eine
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pathologische Blut-Liquor-Schrankenstorung (Felgenhauer, 1992 & 1998; Rei-
ber, 1998a).

Bei einer Storung der Blut-Liquor-Schranke treten auch Immunglobuline ver-
mehrt in den Liquor uber. Das Verhaltnis der Konzentrationen aller 1gG-
Antikdrper im Liquor gegentiber dem Serum wird mit dem Quotienten Q4c an-
gegeben. Bei einer Schrankenstérung nimmt der Quotient des niedermolekula-
ren Albumins (Qan) mehr zu als der des hohermolekularen IgG (Qigs), und die-
ser mehr als der von IgA (Qiga) oder gar IgM (Qigv) (Reiber, 1998a).

Bei manchen Erkrankungen des ZNS aber steigen die Immunglobuline starker
an als das Albumin. Dies ist dadurch zu begrinden, dass sowohl Albumin als
auch Antikorper aus dem Serum in den Liquor Ubertreten, zusétzlich aber noch

Immunglobuline im Liquorraum synthetisiert werden (Norby, 1978).

Die Diagnose einer erregerspezifischen intrathekalen Antikdrpersynthese wird
anhand des sogenannten Antikorper-Index (Al) der spezifischen Antikdrper ge-
stellt (Reiber, 1991 & 1994). Der Al gilt als sensitivster Entziindungsparameter
des ZNS (Felgenhauer, 1992). Ein Al >15 ist beweisend flr eine intrathekale
IgG-Synthese wie bei Infektionen des ZNS und bei chronisch entziindlichen
ZNS-Erkrankungen, z.B. einer Multiplen Sklerose (MS) (Felgenhauer, 1992 &
1998; Reiber, 1991).

1.1.2 Entzindliche ZNS-Erkrankungen

Im Folgenden sind einige entziindliche ZNS-Erkrankungen kurz erlautert, die
durch eine intrathekale IgG-Synthese charakterisiert sind, dadurch oligoklonale
Banden in der isoelektrischen Fokussierung aufweisen, und die fur diese Arbeit
von Relevanz sind:

Subakute Sklerosierende Panenzephalitis (SSPE), Varizella-Zoster-Virus-
(VZV-) Infektionen mit neurologischen Komplikationen und Multiple Sklerose.
Eine virologische Diagnostik kann bei diesen Erkrankungen insofern Schwierig-
keiten bereiten, wenn eine virusspezifische, intrathekale Synthese nachgewie-

sen wird. Dabei ist zun&chst unklar, ob diese Antikérperantwort im ZNS auf eine
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Virusinfektion oder eine chronisch entzindliche ZNS-Erkrankung mit Autoim-

muncharakter, wie z.B. eine MS, zuriickzufiihren ist.

1.1.2.1 Subakute Sklerosierende Panenzephalitis

Diese sehr seltene neurologische Spatkomplikation einer Masernvirus-Infektion
geht mit einer extrem starken intrathekalen Anti-Masernvirus-lgG-Synthese
(Schiff, 1992) und immens hohen Antikdrperindices (Reiber, 1991) einher.

1.1.2.2 VZV-Infektion

Enzephalitiden, Myelitiden bzw. Enzephalomyelitiden, Meningitiden und Fazia-
lisparesen sind seltene neurologische Komplikationen bei Varizellen oder
Zoster bzw. VZV-Reaktivierung (Haller, 1999).

1.1.2.3 Multiple Sklerose

Die MS (auch ,Enzephalomyelitis disseminata®“) zeichnet sich durch eine
intrathekale 1gG-Synthese aus, die bei etwa 98% der Patienten zu oligoklonalen
Banden in der isoelektrischen Fokussierung fuhrt (Felgenhauer, 1992; Reiber,
1998a & 1998b). Diese intrathekale humorale Immunantwort wird mit einer
Sensitivitat von 98% als bestandigstes pathologisches Zeichen im Liquor von
MS-Patienten angesehen (Carp, 1978; Reiber, 1998b).

Bei ca. 90% der Patienten mit Multipler Sklerose sind ein Teil der intrathekal
gebildeten Antikérper gegen neurotrope Viren gerichtet (Reiber, 1998a; Sindic,
1994). Mit besonderer Haufigkeit trifft man darunter Spezifitdten gegen Masern-
(79%), Roteln- (70%) und Varizella-Zoster-Virus (62%) an, was auch als soge-
nannte ,MRZ-Reaktion“ bezeichnet wird (Felgenhauer, 1992).

Der Anteil antiviraler Antikorper an der Gesamtmenge der intrathekal syntheti-
sierten Antikorper ist jedoch sehr gering (Felgenhauer, 1992). So machen die
MRZ-Antikorper bei der Multiplen Sklerose weniger als 2% aller Immunglobuline

im Liquor aus. Eine MRZ-Reaktion wird bei einer MS etwa 50- bis 100-fach hau-

3
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figer beobachtet als bei anderen akuten, subakuten oder chronischen Erkran-
kungen des zentralen Nervensystems (Reiber, 1998b) und ist typisch fir den
chronisch ablaufenden Autoimmunprozess bei der MS (Felgenhauer, 1998).

Laut Norby ruhre diese Antikorperantwort nicht von viralen Antigenen her. Er
sah die Moglichkeit, dass eine Kombination von genetischer Disposition und der
Exposition an ein ubiquitar vorkommendes Virus oder Viren den Krankheitspro-
zess initiiert (Norby, 1978). Spater wurde gezeigt, dass im ZNS tats&chlich kei-
ne viralen Antigene persistieren (Godec, 1992; Reiber, 1998b). Felgenhauer
bezeichnete daher die MRZ-Reaktion auch als ,Nonsense-Antwort® (Felgen-
hauer, 1992).

Die MRZ-Reaktion sowie weitere erregerspezifische Antikbrper scheinen ein
sekundares Krankheitsphdnomen der Multiplen Sklerose zu sein (Luxton, 1990

& 1995), bei dem intrathekale B-Zellen unabhangig Antikérper produzieren.

1.2 Aviditat als diagnostischer Marker bei entzindlichen ZNS-

Erkrankungen?

Bei den bisher beschriebenen Krankheiten sowie bei vielen anderen infektiosen
und nichtinfektiosen Entzindungen des ZNS findet eine intrathekale IgG-Syn-
these statt, die zu oligoklonalen Banden in der isoelektrischen Fokussierung
fuhrt. Aus diesem Grund stellt das Phanomen der oligoklonalen Banden keinen
spezifischen, pathognomonischen Marker fur eine dieser Krankheiten dar (Lux-
ton, 1995; Reiber, 1998a).

Klinisch stellt die Unterscheidung zwischen einer MS und einer viralen Infektio-
nen des ZNS in der Regel zwar kein Problem dar. Wie oben bereits erwahnt
treten dennoch immer wieder Féalle auf, bei denen eine virusspezifische,
intrathekale Synthese nachgewiesen wird, und bei denen zunachst unklar ist,
ob diese Antikdrperantwort im ZNS auf eine Virusinfektion oder eine chronisch
entzindliche ZNS-Erkrankung mit Autoimmuncharakter, wie z.B. eine MS, zu-

riuckzufuhren ist.
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Einen Ansatz zu einer ausgefeilteren Differenzierung konnte hier die Aviditats-

bestimmung der Antikorper bieten.

1.2.1 Definition der Begriffe ,,Aviditat”“ und ,,Affinitat“

JAviditat® und ,Affinitat” sind heute in der Serodiagnostik infektioser und ent-
zundlicher Erkrankungen haufig angewandte Begriffe. Die Bestimmung der Avi-
ditat hat bislang vor allem in der Unterscheidung von kirzlichen und lange zu-

rickliegenden Infektionen eine wichtige Stellung eingenommen.

Der Begriff ,Affinitat® gibt Auskunft Uber die Bindungsstarke eines Paratops des
spezifischen Antikdrpers bzw. Immunglobulins der Klase G (IgG) an das ent-

sprechende Epitop des Antigens.

L2Aviditat® dagegen beschreibt die Gesamtstarke der Antigen-Antikérperbindung
aller spezifischen IgG-Antikdrper gegen ein Antigen bedingt durch die Affinitat
der einzelnen Antikdrper (Hedman, 1993; Bauer, 1996).

Bereits 1962 haben Eisen und Siskind die hdhere Affinitat der Antikorper in der
Spatphase einer Infektion oder Immunisierung erkannt. Sie deuteten dies als
eine Optimierung der humoralen Infektabwehr bei niedrigen Antikdrperspiegeln
(Eisen, 1964).

1973 entdeckte Werblin, dass nach einer Erstinfektion im Rahmen der Immun-
antwort die Heterogenitat der Antikorperaffinitat abnimmt. Ein breites ,,Gemisch®
aus spezifischen Antikérpern mit durchschnittlich niedriger Affinitat wird aussor-
tiert, so dass schlie3lich ein Antikdrperkollektiv mit hoher Affinitat Ubrigbleibt
(Werblin, 1973a & 1973b).

Als Mechanismus flr diese Reifung der Immunantwort wird heute eine Selekti-
on von B-Lymphozyten durch Hypermutation angenommen (Wolter, 1997):

Die B-Zellen wandern aus dem Knochenmark aus und siedeln sich in den
Lymphknoten an. Auf ihren Zellmembranen tragen sie Immunglobuline. Kénnen
deren Paratope an spezifische Antigene binden, die von dendritischen Zellen

prasentiert werden, proliferieren die B-Zellen, wahrend ein Fehlen dieser Bin-
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dung ein apoptotisches Zugrundegehen verursacht. In den restlichen proliferie-
renden Zellen finden Hypermutationen auf den DNA-Abschnitten statt, die fur
den variablen Teil des Antikérpers kodieren. Durch weitere Apoptose werden
die Zellen soweit selektioniert, dass schlief3lich nur wenige hypermutierte B-
Zellklone Ubrigbleiben, die sich zu Gedachtnis- und Plasmazellen differenzieren

und Antikérper mit hoher Affinitat synthetisieren.

1.2.2 Anwendung

Die Messung der Aviditat von IgG-Antikoprern gilt seit LAngerem als hochspezi-
fische und -sensitive Diagnostikmethode zur Unterscheidung von kirzlichen mit
niedriger Aviditdt und lange zurtckliegenden Infektionen mit hoher Aviditat
(Hedman, 1993; Wolter, 1997).

Nach klassischer Sichtweise gilt ein positiver IgM-Titer als Indikator fUr eine a-
kute oder kirzliche Infektion, und bis heute ist diese Annahme auch in der
Mehrzahl der Falle richtig. Doch hat sich in der Vergangenheit wiederholt bei
zahlreichen Infektionen durch ,untypische“ IgM-Antworten bestatigt, dass es
durch diese Annahme immer wieder zu Fehlinterpretationen kommt. Somit ist
ein IgM-Befund als Marker fir eine akute Infektion nicht sicher (Bauer, 1996;
Hedman, 1989a; Kunakorn, 1992; Narita, 1996; Thomas, 1991; Weber, 1997).
Eine kirzliche Infektion kann zum Beispiel ganzlich ohne bzw. mit einer niedri-
gen oder sehr kurzdauernden oder persistierenden IgM-Antwort einhergehen.
Weiterhin lassen sich in einer signifikanten Anzahl der Falle IgM-Antikérper bei
chronischen Infektionen, Reaktivierungen oder polyklonaler Stimulation nach-
weisen (Bauer, 1996; Hedman, 1988; Thomas, 1992).

Deshalb wird heute eine zeitliche Stadieneinteilung einer Infektion mittels Avidi-
tatsbestimmung von manchen Autoren als zuverldssiger angesehen (Bauer,
1996; Hedman, 1989a; Narita, 1996; Thomas, 1992; Weber, 1997).

Besonders im Falle einer Schwangerschaft ist es von Interesse, ob bei neu ent-
deckten Antikorperspiegeln, z.B. gegen Cytomegalie- oder Rotelnvirus sowie

Toxoplasma gondii, die Infektion bereits vor der Schwangerschaft bestanden
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hatte oder erst wahrenddessen erworben wurde, und somit die Gefahr einer
Embryopathie besteht. Deswegen ist schon in zahlreichen Arbeiten die Aviditat
fur Roteln (Hedman, 1988, 1989a, 1993; Kunakorn, 1992; Lehtonen, 1982;
Thomas, 1991), Toxoplasmose (Hedman, 1989b & 1993) und Cytomegalie
(Wolter, 1997) ermittelt worden. Daneben wird die Aviditatsmessung auch zur
Diagnostik bei Infektionen mit vielen weiteren Erregern eingesetzt, wie z.B. Ep-
stein-Barr-, FSME-, Hanta-, Hepatitis-C-, Masern-, Mumpsvirus (Bauer, 1996;
Hedman, 1993; Weissbrich, 1998; Wolter, 1997).

1.2.3 Methoden und Reagenzien zur Aviditatsbestimmung

Um eine nichtkovalente Antigen-Antikérperbindung zu I6sen oder zu verhindern,
was zur Messung der Aviditat notwendig ist, wurden in der Vergangenheit zwei
Methoden und mehrere denaturierende Reagenzien angewandt (Hedman,
1993).

Die sogenannte Elutionsmethode mit einem ELISA (enzyme-linked immuno
sorbent assay) (Hedman, 1988 & 1993) qilt als Methode der Wahl zur Aviditats-
bestimmung (Wolter, 1997). Nach Inkubation der Probenverdinnung wird eine
mehrmolare Harnstofflosung zugesetzt, die die niedrigaviden Antikdrper wieder
aus ihrer Antigen-Antikdrperbindung I6sen soll.

1988 hat Kangro diese Elutionsmethode statt mit einem ELISA auch mit einem
RIA (radio-immunoassay) angewandt (Kangro, 1988).

Die Fahigkeit von Harnstoff, Antigen-Antikérperbindungen reversibel zu l6sen,
ist bereits seit Ende der 1950er Jahre bekannt (Karush, 1958; Ram, 1959). Als
Mechanismus wird eine Verminderung hydrophober Wechselwirkungen vermu-
tet (Kamoun, 1988). Auch Guanidinhydrochlorid und Thiocyanat wurden als de-
naturierende Agenzien fur die Elutionsmethode erfolgreich evaluiert, jedoch hat
sich Harnstoff als Standardagens durchgesetzt (Hedman, 1988; Macdonald,
1988).

Inouye hat 1984 die sogenannte Dilutionsmethode mit Guanidinhydrochlorid
und Thomas 1988 mit Diethylamin beschrieben (Inouye, 1984; Thomas, 1988).
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Grundlage fur diese Methode ist auch wieder der ELISA, allerdings soll hier das
denaturierende Agens schon wahrend der Inkubation die Antigen-Antikérperbin-

dung der niedrigaviden Antikorper verhindern.

1.2.4 Berechnung der Aviditat

Es ist Ublich, die Aviditat als sogenannten Aviditatsindex anzugeben, der theo-
retisch einen Wert zwischen 0 und 100% annehmen kann. Niedrige Indices
sprechen fir eine niedrige und hohe fur eine hohe Aviditat. Die Grenzwerte flr
niedrige, intermedidre und hohe Aviditat mussen fur jedes Testsystem individu-
ell bestimmt werden. Fir die Berechnung dieses Index werden hauptsachlich

folgende zwei Methoden verwandt:

Als bisherige Referenzmethode gilt die Endpunkttitermethode (Hedman, 1989b;
Korhonen 1999). Hierbei werden von der jeweiligen Probe zwei Verdinnungs-
reihen angelegt. Nach Inkubation wird eine der beiden Reihen mit Waschpuffer,
die andere mit denaturierendem Agens gewaschen. Die optischen Dichten wer-
den schlie3lich in einem Diagramm Uber ihrer Verdinnung aufgetragen und
graphisch zwei imaginare Verdunnungen, bei denen der Test negativ ausfallt,
die sogenannten Endpunkttiter ermittelt. Die optische Dichte, bei der der Test
negativ ausfallt, wir als ,Cut-off* bezeichnet. Den Aviditatsindex erhalt man
dann durch Division des Endpunkttiters mit denaturierendem Reagens durch
den Endpunkttiter ohne denaturierendes Reagens. Der Index ist dabei weitge-
hend unbeeinflusst von der Antikorperkonzentration in der Verdinnung (Maura-
cher, 1992; Korhonen, 1999).

Zur einfacheren Berechnung des Index mit dieser Methode wurde mittlerweile

ein Computerprogramm entwickelt (Korhonen, 1999).

Die zweite etablierte und weniger aufwendige Methode erfolgt mittels Einzel-
punktbestimmung (Hedman, 1988 & 1989). Dabei wird von einer Probe lediglich
eine Verdinnung angefertigt, von der zwei Ansatze getestet werden. Nach In-
kubation wird ein Ansatz mit Waschpuffer, der andere mit denaturierendem A-

gens gewaschen. Durch Division der optischen Dichten erhélt man schlie3lich
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den Aviditatsindex. Diese Methode ist aber mit dem Problem behaftet, dass
namlich die Aviditatsindices abhangig von der Antikorperkonzentration sind
(Hedman, 1988).

Weil3brich ermittelte den Index, indem er zuerst die optischen Dichten durch
Endpunktquantifizierung mit der von Dopatka entwickelten sogenannten o-
Methode in Titer umrechnen lie3 und anschliel3end diese dividierte (Dopatka,
1992; Weissbrich, 1998).

1.2.5 Bisherige Ergebnisse von Aviditatsbestimmungen bei Ma-
sernvirus, VZV und MS

Bei durch Masern- und Varizella-Zoster-Virus hervorgerufenen Erkrankungen
sowie bei Multipler Sklerose wurden einige Aviditatsuntersuchungen bereits

durchgefihrt.

1.2.5.1 Masernvirus-Aviditat

Fur Masern beschrieb Tuokko Uber einen Zeitraum von sieben Wochen nach
erstmaligem Auftreten des typischen Hautausschlags Aviditatswerte zwischen O
und 30% (Mittelwert 13,3%). Im weiteren Verlauf stiegen die Aviditaten auf Gber
50% an (Mittelwert 58,9%) (Tuokko, 1995).

Bei Narita wiesen alle Patienten in den ersten 15 Tagen nach erstmaligem Auf-
treten des Hautausschlags bei Primérinfektion niedrige Aviditaten von weniger
als 30% auf (Narita, 1996).

Ebenfalls niedrige Aviditaten (8,3% + 4,6% ) beschrieb de Souza nach erstmali-
ger Immunisierung gegen Masernvirus, wahrend hohe Aviditaten bei Patienten
mit Masernvirus-Reinfektion (56,2% +15,6%) bzw. zurlckliegender Immunisie-
rung (66,3% +15,5%) nachweisbar waren (de Souza, 1997).

Narita erhielt aus Serum-Liquor-Paaren von Patienten mit SSPE sehr hohe Se-

rumaviditaten, wahrend die entsprechenden Liquoraviditaten zwar auch hocha-
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vide waren, jedoch im vergleich zum dazugehdrigen Serum deutlich niedriger
ausfielen (Narita, 1996 & 1997).

Luxton dagegen beschrieb sehr hohe Affinitdten sowohl im Serum als auch im
Liquor bei SSPE (Luxton 1990 & 1995).

1.2.5.2 VZV-Aviditat

Kangro beschrieb niedrige Aviditaten von unter 50% (Mittelwert 19,8%) fur bis
zu zwolf Wochen nach Ausbruch von Windpocken, wahrend hohe Aviditaten
von Uber 80% bei Patienten mit Zosterausschlag oder mit lange zurtckliegen-
der VZV-Infektion auftraten (Kangro 1991).

Ebenfalls niedrige Aviditatswerte (Mittelwert 34,0%) zeigten Patienten mit aku-
ten Windpocken, wahrend hohe Werte bei Zosterpatienten (Mittelwert 66,1%)
beobachtet wurden (Schoub, 1992).

Junker wies niedrige Aviditat bei Patienten mit rezidivierenden Varizellen nach
(31,3%+ 26,8%), wahrend Kontrollen im Mittel weit hdhere Indices aufzeigten
(65,2% bis 80,0%) (Junker, 1994).

Antikérper mit sehr hoher Affinitat fand Luxton ebenfalls im Liquor bei Patienten
mit einer durch VZV hervorgerufene Enzephalitis (Luxton 1990 & 1995).

1.2.5.3 Multiple Sklerose

Uber Aviditaten in Serum und Liquor bei Multipler Sklerose ist bisher wenig be-
kannt.

Luxton untersuchte Affinitdten von IgG-Antikdrper mit Spezifititen gegen Ma-
sern-, Herpes-simplex- und Varizella-Zoster-Virus in Seren und Liquores von
MS-Patienten. Samtliche Antikdrperaffinitaten aller untersuchten Spezifitdten
waren bei den MS-Patienten sowohl im Liquor als auch im Serum signifikant
geringer als die Aviditaten von solchen Antikorpern, die intrathekal bei Patienten
mit durch diese Viren verursachten Enzephalitiden synthetisiert wurden (Luxton
1990 & 1995).

10
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Bei dieser Untersuchung diente Thiocyanat in verschiedenen Molaritdten als
denaturierende Agens. Die Proben wurden in je einer Verdinnung mit zwolf
verschiedenen Thiocyanatmolaritaten getestet, die so angelegt worden waren,
dass die Antikorperkonzentrationen keinen Einfluss auf die Ergebnisse haben
sollten. Die Affinitat wurden je Probe in zwdlf Stufen mit relativ niedriger Affinitat
bei niedriger Thiocyanatmolaritat und relativ hoher Affinitat bei hoher Thiocya-
natmolaritat angegeben. Luxtons Untersuchungen bezogen zwar sowohl Serum
als auch Liquor der Patienten ein, doch zielte die Arbeit vor allem darauf ab, die
Unterschiede der Aviditdten zwischen den Krankheitskollektiven MS und infek-
tiose Enzephalitis aufzuzeigen. Weniger bertcksichtigt wurde, wie sich bei ein
und demselben Patienten die Aviditdten derselben IgG-Spezifitat in Serum und

Liquor verhalten.

1.3 Aufgabenstellung

In vorliegender Arbeit sollte nun also untersucht werden, ob bei Patienten mit
MS, SSPE oder VZV-Infektion mit neurologischen Komplikationen Unterschiede
in den Aviditdten von IgG-Antikérpern zwischen Serum und Liquor bestehen,
die mdglicherweise differentialdiagnostisch verwertbar sind. Untersucht wurden
daher Serum-Liquor-Paare von Patienten mit MS, die Antikorpertiter gegen Ma-
sern- und Varizella-Zoster-Virus aufwiesen, sowie weiterhin von Patienten mit
SSPE und florider VZV-Infektion. Als Kontrollgruppe wurden Proben von Patien-
ten mit psychiatrischen Krankheiten herangezogen.

Fur diese Untersuchungen wurde ein VZV-IgG-Aviditatstest neu etabliert und
evaluiert.

Als Referenz flr die Aviditat der Liquorantikérper wurde die Aviditat der Antikor-
per in der dazugehdrigen Serumprobe verwandt. Fur die Auswertung wurde die
Differenz der Aviditatswerte der Serum-Liquor-Paare berechnet.

Diese Art der Auswertung stellte neue Anforderungen an die Exaktheit der Avi-
ditdtsbestimmungen, so dass im Laufe der Arbeit auch verschiedene Berech-
nungsarten von Aviditatswerten verglichen wurden und schlief3lich eine neuarti-

ge Berechnungsmethode etabliert worden ist.

11
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2. Materialien und Methoden

2.1 Patientenproben

Es wurden Serum- und Liquorproben untersucht, die in den Jahren von 1988
bis 2000 dem Institut fur Virologie und Immunbiologie der Universitat Wirzburg

fur virologische Routineuntersuchungen zugesandt worden waren.

2.1.1 VZV-Serumproben

Fur die Evaluierung eines neu etablierten VZV-Aviditatstestes wurden insge-
samt 65 Serumproben von 56 Patienten getestet.

Bei 19 dieser Patienten war das Blut wahrend oder innerhalb der ersten funf
Monate nach einer Windpockenerkrankung entnommen worden. Von zwei die-
ser Patienten gab es dartberhinaus noch vier bzw. flinf Verlaufskontrollen.

Genauere Angaben zu den Patienten sind Tabelle 1 zu entnehmen:

12
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Tabelle 1: Serumproben von Patienten mit Windpockenerkrankung

Patient | Probe [ﬁ:]erre] Geschlecht Ttigeemnaicshblr?car?- IgM
1 1 3 m 4 +
2 1 33 w 5 +
3 1 1 w 6 +
4 1 2 w 0 +
5 1 6 w 12 +
6 1 30 w 16 +
7 1 6 m 12 +
8 1 0,3 m 28 +
9 1 2 w 1 +
10 1 1 w 5 +
11 1 19 w 156 | n.b.
12 1 31 m 14 +
13 1 3 w 8 +
14 1 13 w 8 +
15 1 0,7 m 7 +
16 1 50 w 11 +
17 1 35 w 16 +
18 1 4 m 5 +

2 4 m 8 +
3 4 m 36 +
4 4 m 106 | n.b.
5 5 m 358 | n.b.
19 1 32 w 15 +
2 32 w 28 +
3 32 w 42 +
4 32 w 163 | gw.
5 32 w 336 | n.b.
6 33 w 431 -

n.b.= nicht bestimmt; gw.= grenzwertig

Weitere 37 Serumproben stammten von 37 Patienten mit einer lange zurticklie-
genden VZV-Primarinfektion. Bei all diesen Patienten war Anti-VZV-IgG bereits
in Vorproben nachgewiesen worden, die mindestens 240 Tage vor den hier un-
tersuchten Proben entnommen worden waren. Bei allen Patienten lag somit die
VZV-Primarinfektion mindestens 8 Monate zurlck, tatsadchlich wahrscheinlich
sehr viel langer. Exakte Angaben zum Zeitpunkt der Windpockeninfektion lagen
fur diese Patienten jedoch nicht vor. Tabelle 2 zeigt eine detaillierte Auflistung

der Eigenschaften dieser Proben:
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Tabelle 2: Serumproben von Patienten mit lange zurtickliegender VZV-Primarinfektion

Alter Tage nach Ar_lti-
Probe [Jahre] Geschlecht | VZV-IgG-positiver
Vorprobe

1 39 m 356
2 32 w 249
3 17 w 314
4 29 m 734
5 29 w 1133
6 28 w 844
7 28 m 1058
8 19 w 1071
9 28 w 784
10 21 w 314
11 23 w 358
12 22 w 390
13 27 m 259
14 20 m 314
15 21 w 1324
16 19 w 580
17 19 w 319
18 18 w 322
19 19 w 306
20 24 w 598
21 32 w 341
22 27 w 1417
23 24 w 417
24 34 w 1708
25 31 w 703
26 28 w 756
27 28 w 730
28 32 m 1617
29 22 w 1612
30 29 w 1674
31 27 m 704
32 20 w 853
33 21 w 569
34 18 w 579
35 31 w 893
36 30 w 854
37 30 m 1242
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2.1.2 Serum-Liquor-Paare flr ZNS-Test

Fur die Aviditatsuntersuchungen im Liquor wurden insgesamt 89 Serum-Liquor-
Paare herangezogen.
Diese 89 Probenpaare stammten von Patienten mit vier verschiedenen Krank-

heitsbildern, ndmlich VZV, SSPE, MS und psychiatrischen Erkrankungen.

2.1.2.1 VZV-Infektion

Untersucht wurden 28 Serum-Liquor-Paare von zwolf Patienten mit VZV-Infek-
tion mit neurologischen Komplikationen. Die Diagnose wurde durch folgende

Kriterien gesichert:

e Zoster oder Windpocken mit klinischen Zeichen einer neurologischen
Komplikation (Enzephalitis, Myelitis, Meningitis, Fazialisparese)

e positive VZV-PCR im Liquor

e positive VZV-IgM-Antikdrper und / oder Anti-VZV-lgG-Titeranstieg

¢ intrathekale Synthese von VZV-spezifischen IgG-Antikdrpern (Al >15)

Die Laboruntersuchungen zur Diagnosesicherung waren im Rahmen der virolo-
gischen Routinediagnostik durchgeftihrt worden.

Fur den Aviditatsvergleich stand von jedem Patient ein Serum-Liquor-Paar zu
Verfigung, das innerhalb der ersten 14 Tage nach Krankheitsbeginn entnom-
men worden war. Bei elf der zwolf Patienten wurden noch ein bis finf Verlaufs-
kontrollen untersucht, die zwischen Tag 10 bis Tag 500 nach Erkrankungsbe-

ginn gewonnen worden waren. Einzelheiten dazu sind in Tabelle 3 aufgefuhrt:
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Tabelle 3: Serum-Liquor-Paare von Patienten mit VZV-Infektion

Serum-

lgG-Titeran-

Patient| Alter Ge- . ) Krank- VZV-PCR | IgMim h Qaip Qs
Klinik Liquor- ) A stieg Al 3 93
[Jahre]| schlecht Paar heitstage | (Liquor) Serum (Serum) [x10°] | [x107]
V1 17 m Enzephali- 1 7 + - 1,00 15,15 8,99
tg;ist,iSMenln- > 12 T R + 5,30 10,92 4,85
3 43 - - + 5,30 4,48 2,17
V2 30 w Zoster, 1 9 + - 5,20 28,49 8,40
tEisnze"ha“' 7 16 : ow. m 9.50] 1656| 7,20
3 29 - gw. - 3,30 8,59 4,23
V3 55 w Zoster 1 3 + + 3,00 7,91 3,14
2 305 - - - 1,50 4,45 1,36
V4 58 w Zoster, 1 n.b. + - 1,30 17,81 10,02
Enzephali-
tis 2 n.b. - - + >10,10| 10,72 5,45
V5 62 w Zoster, 1 11 + + 0,70 12,46 6,19
Enzephali-
tis 2 30 - + + 1,60 9,91 5,60
V6 86 w Zoster 6 + + 4,701 17,75 7,06
22 - + + 2,10 9,12 3,99
V7 54 m Zoster, 1 2 + + n.b. 7,06 3,99
Enzephali-
tis 2 12 - + + 2,50| 18,56] 10,90
V8 41 w Myelitis 1 3 + - + 0,80 25,49| 14,11
2 11 + - + n.b. 7,53 4,31
3 16 - - + n.b. 6,30 3,93
4 116 - - 32,80 3,76 2,25
5 500 - - - 48,70 4,27 2,16
V9 33 m Zoster, 1 6 + + n.b. n.b. n.b.
Meningitis 2 18 - n n 3,20 2955 14,13
V10 33 w Zoster, 1 4 + - n.b. n.b. n.b.
Meningitis > 24 R B + 4,40 3,05 1,38
Vi1l 55 m Fazialispa- 1 n.b. + gw. 4,80 13,63 7,81
rese 2 n.b. N aw. N 1,80] 596 285
V12 6 m Varizellen, 1 n.b. - + entfallt 8,20 3,09 2,89
Enzephali-
tis

n.b.= nicht bestimmt; gw.= grenzwertig
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2.1.2.2 SSPE

Diese Serum-Liquor-Paare stammten von sechs SSPE-Patienten. Von jedem
Patienten standen jeweils zwei Serum-Liquor-Paare, also insgesamt zwolf Se-
rum-Liquor Paare zur Verfugung. Die erste Kontrolle wird im weiteren Verlauf
als SSPE1, die zweite als SSPE2 bezeichnet.

Alle Patienten hatten eine zur SSPE passende klinische Symptomatik. Die Dia-
gnose war serologisch gesichert worden durch den Nachweis einer exzessiven
intrathekalen  Synthese von Masernvirus-spezifischen 1gG-Antikdrpern
(Al > 1,5). Einzelheiten zu den SSPE-Proben sind in Tabelle 4 aufgefuhrt:

Tabelle 4: Serum-Liquor-Paare von Patienten mit SSPE

Patient | Alter | Geschlecht | S-L-Paar | Al [(31%'5] [(31'%33]
S1 3 m 1 24,10 1,71 8,29
3 m 2 17,10 1,49 6,48
S2 13 w 1 123,00 2,72 17,16
23 w 2 101,00 5,45 12,28
S3 6 m 1 36,10 3,81 17,46
7 m 2 53,00 3,30 14,07
S4 16 m 1 4,00 5,47 5,55
16 m 2 65,00 19,48 32,36
S5 22 w 1 74,00 2,30 11,30
24 w 2 79,00 4,10 8,90
S6 31 w 1 >53,00 2,45 13,51
32 w 2 108,00 2,46 18,03
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2.1.2.3 Multiple Sklerose

Fur das MS-Kollektiv wurden 29 Patienten ausgesucht, bei denen im Rahmen
der Routinediagnostik ein erhohter Antikérperindex fur Anti-Masernvirus-
und / oder Anti-VZV-IgG nachgewiesen worden war. Die Patienten hatten kli-
nisch-neurologisch und laborgestitzt gesichert eine MS. Von jedem Patienten
wurde jeweils ein Serum-Liquor-Paar untersucht. Einzelheiten zu den Patienten
sind in Tabelle 5 dargestellt. Die Spalten ,Mas" und ,VZV* geben an, fur welche
Antikorperspezifitat im jeweiligen Paar Aviditdtsuntersuchungen durchgefihrt

wurden.

Tabelle 5: Serum-Liquor-Paare von Patienten mit Multipler Sklerose

Patient|Alter |Geschlecht|MS seit [a] f‘fllzfizln Alyvas | Alyzy [(31%2] [(31'%33] Mas | VZV
M1 39 w 13 n.b. >1,60 0,90 7,67 9,76| x
M2 45 m 20 scp >4,00 0,90 7,87 9,51 x
M3 32 w 3 sf 1,80/ <0,60 6,32 558| x
M4 52 m 5 scp 2,40 1,00 8,74 5,53| x
M5 23 w n.b n.b. >3,10| >2,70 7,15 9,69 x X
M6 28 w 6 sf remitt. 9,40 >4,6 4,70 7,58 X
M7 37 m 0 sf 4,40 4,10 5,01, 11,01 X
M8 30 w 0 sf 5,90/ 11,90 5,49 4,77 X
M9 36 w 0 sf 1,70 >5,00 5,53 7,27 X X
M10 | 36 m 1 cp 3,30 n.n. 3,06 4,54| x
M1l 23 w 0 sf 1,10 >5,60 4,69 7,37 X
M12 47 m n.b. n.b. >6,70 2,20 5,13 9,63| x X
M13 30 w 0,2 lab.gest. 1,70 1,80 6,02 4,40 X
M14 37 m n.b. scp 11,10 0,90 4,94 6,16| X
M15 32 m 0,5 sf 2,60 0,40 9,06 7,21 X
M16 47 w 1 cp >1,40| >5,30 4,65/ 19,69 X
M17 35 w 0,1 lab.gest.| >3,80 1,80 2,45 2,90 x X
M18 33 w 0 sf 3,40, >2,30 3,10 3,75 X
M19 39 w 0 cp 2,70 9,50 5,35 7,32 X X
M20 27 w 1 sf 11,40 2,50 4,49 4,39 X
M21 45 w n.b. n.b. 2,40 1,20| 12,94 6,13| Xx
M22 41 w 11 sf 12,30| >6,70 451 12,52 X
M23 39 m 12 scp 7,80 7,00 6,30| 15,94 x
M24 35 m 6 cp 1,10 6,30 7,06 4,42 X
M25 | 60 w n.b. scp 9,80 n.n.| 9,00 12,49| x
M26 29 w 7 sf >2,50 1,90 5,48 11,19 x X
M27 59 m 6 cp >2,40 1,20 6,63 574 x
M28 32 w 0,7 lab.gest.| >5,80 2,70 2,04 1,95 x X
M29 24 w n.b. n.b. 4,90 2,10 4,29 455 x X

cp: chronisch progredient; scp: sekundar chronisch progredient; sf: schubférmig; sf remitt.:
schubférmig remittierend; lab.gest.: laborgestitzt; n.n.: nicht nachgewiesen; n.b.: nicht bekannt.
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2.1.2.4 Kontroll-Patienten

Als Kontrollkollektiv wurde jeweils ein Serum-Liquor-Paar von 18 Patienten mit

einer psychiatrischen Diagnose, z.B. einer Demenz, endogenen Depression

oder anderen Psychose, untersucht. Alle Patienten hatten einen normalen 1gG-

Index und normale Antikorperindices fur Anti-Masern-, Anti-Rételn- und Anti-

VZV-IgG, so dass sich aus diesen Untersuchungen kein Hinweis auf eine chro-

nisch-entzindliche ZNS-Erkrankung ergab. Einzelheiten zu den Patienten sind

in Tabelle 6 aufgefuhrt, wobei wiederum die Spalten ,Mas“ und ,VZV* angeben,

fur welche Antikorperspezifitat im jeweiligen Serum-Liquor-Paar Aviditatsunter-

suchungen durchgefihrt wurden.

Tabelle 6: Serum-Liquor-Paare von Kontroll-Patienten

Klinische

QAIb

Patient | Alter | Geschlecht Angaben Alpas Alyzy (X109 10 Mas | VZV
N1 60 m Demenz 1,10 0,90 4,90 2,16 X
N2 63 w Psychose 0,60 0,90 4,93 2,09 x X
N3 44 w Depression 0,90 0,90 9,63 4,87| X X
N4 69 w Demenz 0,70 0,90 4,20 2,01] x
N5 78 w Psychose 0,80 0,80 5,95 3,25 x X
N6 65 w Depression 1,00 0,90 4,02 1,79 x
N7 42 m Psychose 1,00 1,00 8,73 3,64 x X
N8 66 m Demenz 0,60 0,70 6,74 3,63 X
N9 50 m HOPS 0,90 0,70 3,99 2,28 X
N10 42 w keine 0,90 0,80 6,07 3,42| x X
N11 20 m Psychose 0,80 0,70 3,87 2,38 x
N12 62 w Demenz 1,40 1,20 8,20 3,91| x X
N13 62 w Demenz 1,30 n.n. 4,36 1,96| x
N14 84 m Demenz 1,10 1,10 4,38 2,04| x
N15 55 m Demenz 0,90 0,90 5,09 2,82| x
N16 76 m Demenz 1,10 1,00 9,84 4,53| X
N17 58 m Demenz 1,00 0,90 5,15 2,67| x
N18 75 w Demenz <1,10 0,80 3,66 1,59 x

n.n.= nicht nachgewiesen; HOPS= hirnorganisches Psychosyndrom
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2.2 Messmethoden

2.2.1 Materialien

2.2.1.1 ELISA-Testkit

Fur die Aviditatsuntersuchungen wurde sowohl fur VZV als auch fir Masernvi-
rus der handelsiibliche Enzygnost®-1gG-ELISA-Testkit der Firma Dade Behring,
Marburg, benutzt, sowie die Zusatzreagenzien aus dem handelsiblichen Com-

bipack Zusatz-Reagenzien fiir Enzygnost®/TMB.

Bestellnummern:
e Enzygnost® Anti VZV/IgG OWLT 15
e Enzygnost® Anti-Masern-Virus/IgG OWLN 15

e Zusatz-Reagenzien fiir Enzygnost®/TMB OUVP 17

Eine Mikrotitrationsplatte dieses Testkits besteht aus sechs auch einzeln ver-
wendbaren Riegeln im Halterahmen. Die Napfe der linken Reihe jedes Riegels

sind mit Antigen, die der rechten mit Kontrollantigen beschichtet.

2.2.1.2 Aviditats- und Referenzreagenzien

Fur den denaturierenden Waschgang nach Inkubation der Probenverdinnun-

gen wurden folgende Aviditatsreagenzien eingesetzt:

o fUnfmolare Harnstofflosung mit Urea-Pulver zur Synthese der Firma Sigma
Chemical Co., St. Louis, USA; Bestellnummer: U-1250

20



2. MATERIALIEN UND METHODEN

e viermolare Harnstoff-Wasserstoffperoxidlosung mit Wasserstoffperoxid-
Harnstoff-Pulver zur Synthese der Firma MERCK-Schuchardt, Hohen-
brunn; Bestellnummer: 8.18356.0500

Als Losungsmedium sowie als Reagens fur den Aviditatsreferenzwaschgang
diente die Gebrauchswaschlosung POD aus dem Combipack Zusatz-Reagen-

zien.

2.2.1.3 Kontrollen

Zusatzlich zu den Probenverdinnungen wurden auf jeder ELISA-Testplatte
Kontrollseren mitgefuihrt und deren Aviditdten ausgewertet.

Diese waren fur VZV und Masernvirus:

e die virusspezifische Referenz P/N aus dem Enzygnost®-lgG-ELISA-Testkit

e Serum einer Primarinfektion (,Akut-Kontrolle®)
far VZV: Patient 17 aus Tabelle 1 (S. 13)
fur Masern: Serum einer 29-jahrigen Patientin, entnommen 14 Tage nach

Exanthemausbruch, IgM positiv

e Serum/ Plasma einer lange zurickliegenden Infektion (,Alt-Kontrolle®)
far VZV: Patient 2 aus Tabelle 2 (S. 14)
fur Masern: Hierfur wurde ein Plasmapool von gesunden Blutspendern
verwandt, der am Institut fir Virologie und Immunbiologie

hergestellt worden war.
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2.2.2 Testmethoden

2.2.2.1 Serumtest

Vorbereitung:

Von jeder Serumprobe, Referenz P/N sowie der Akut- und Alt-Kontrolle wurde
eine Verdunnung im Verhéltnis 1:231 angelegt.

Dazu wurden 10 ul der Seren und der Referenz jeweils in 200 ul Proben-Puffer
POD in einem Reagensréhrchen 1:21 vorverdinnt. Danach wurden in die Napfe
auf der mit Antigen und Kontrollantigen beschichteten Mikrotiterplatte 200 pl
Proben-Puffer POD vorgelegt. Dort hinein wurden anschliel3end 20 ul der Vor-
verdinnung einpipettiert und gut durchgemischt. Damit war eine Verdinnung

von 1:231 entstanden.

Beschickung der Mikrotiterplatte:

Um die Aviditat experimentell bestimmen zu kénnen, wurde jede Probe im Dop-
pelansatz getestet. Der erste Ansatz wurde nach der Inkubation der Proben auf
der Mikrotiterplatte mit dem Referenzreagens, der zweite mit dem Aviditatsrea-
gens gewaschen.

Beide Ansatze wurden zusammen auf einer Mikrotiterplatte in einem Testlauf
durchgefihrt. Dazu wurde die Platte in eine linke und rechte Halfte geteilt. Bei
einer voll bestlickten Testplatte waren dies die Reihen A bis F und G bis L, wie
aus Abbildung 1 (folgende Seite) ersichtlich ist. Die linke Héalfte wurde nach der
Inkubation der Probenverdinnungen mit Waschpuffer, die rechte mit der dena-
turierenden Harnstofflésung gewaschen.

Linke und rechte Halfte wurden exakt identisch bestlckt.

Die Napfe Al und G1 wurde immer mit der Referenz P/N, A2 und G2 mit der
Akut- sowie A3 und G3 mit der Alt-Kontrolle beschickt. Daran schlossen sich die
Probenverdinnungen an, die in die Reihen A, C und E bzw. G, | und K von o-

ben nach unten fortlaufend einpipettiert wurden. An das Ende jeder Halfte, bei
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einer voll bestiickten Platte in E8 und K8, wurde nochmals die Referenz P/N
pipettiert.

Die Néapfe der Reihen B, D, F, H, J und L waren mit dem Kontrollantigen be-
schichtet. In diese kamen dieselben Probenverdiinnungen wie in den Napf di-

rekt links daneben aus demselben Verdinnungsansatz.

A B C D E F G H I J K L
R P/N|KoAg | SER 6 |KoAg | SER 14| KoAg | R P/IN|KoAg | SER 6 |KoAg | SER 14| KoAg
akut |KoAg | SER 7 [KoAg | SER 15|KoAg ] akut |KoAg | SER 7 |KoAg | SER 15|KoAg

alt |KoAg| SER 8 |KoAg |SER 16|KoAgl alt |KoAg | SER 8 |[KoAg | SER 16| KoAg
SER 1|KoAg | SER 9 |KoAg | SER 17|KoAg §SER 1]KoAg | SER 9 |KoAg | SER 17| KoAg
SER 2| KoAg | SER 10| KoAg | SER 18[KoAg JSER 2| KoAg | SER 10| KoAg | SER 18| KoAg
SER 3|KoAg | SER 11| KoAg | SER 19|KoAg §SER 3|KoAg | SER 11| KoAg | SER 19| KoAg
SER 4|KoAg | SER 12| KoAg | SER 20|KoAg §SER 4| KoAg | SER 12| KoAg | SER 20| KoAg
SER 5|KoAg | SER 13|KoAg | R P/N [KoAg SER 5|KoAg | SER 13]KoAg | R P/N |KoAg

00 ~NO O WNBE

Abbildung 1: Beschickung der Mikrotitrationsplatte beim Serumtest
R P/N: Referenz P/N, akut: Akut-Kontrolle, alt: Alt-Kontrolle, SER n: Serumverdiinnung der Pro-
be n.

Tabelle 7 und Tabelle 8 geben Aufschluss Uber den zeitlichen Ablauf, die Rea-

gensmengen und -verdiinnungen sowie die Temperaturen des Serumtests:

Tabelle 7: Ablauf des Serumtests mit fiinfmolarer Harnstofflosung

Reagens Verdinnung | Inkubationszeit | ul Temperatur
Proben 1:231 1lh 220 |37°C mit Aufheizen
Aviditats-/Referenzreagens |5 M Urea 3x5 min 200 | Raumtemperatur
Konjugat 1:50 1h 100 |37°C mit Aufheizen
Chromogen TMB 1:11 0,5h 100 | Raumtemperatur
Stoppldésung POD wie geliefert - 100 |Raumtemperatur

Tabelle 8: Ablauf des Serumtests mit viermolarer Harnstoff-Wasserstoffperoxidlésung

Reagens Verdinnung | Inkubationszeit | ul Temperatur
Proben 1:231 1lh 220 |37°C mit Aufheizen
Aviditats-/Referenzreagens |4 M Urea-H,O, |3 min 200 | Raumtemperatur
Konjugat 1:50 1lh 100 |37°C mit Aufheizen
Chromogen TMB 1:11 0,5h 100 | Raumtemperatur
Stopplésung POD wie geliefert - 100 | Raumtemperatur

Im Anschluss wurden photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm und

einer Referenzwellenlange von 650 nm die Extinktionen gemessen. Daraufhin
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

wurde von der Extinktion des Antigens die zugehdrige Kontrollantigenextinktion
subtrahiert.

2.2.2.2 ZNS-Test

Vorbereitung:

Fur jedes Serum-Liquor-Paar war bereits routinemafig der Anti-Masernvirus-
und Anti-VZV-1gG-Al bestimmt worden. Diese Bestimmungen liefen unter den-
selben Voraussetzungen fur Inkubationszeiten und Temperaturen wie der hier
verwandte ZNS-Aviditatstest. Auf der Grundlage der Ergebnisse der Al-
Bestimmungen wurde individuell fur jede Probe auf eine Anfangsverdiinnung
einer Verdunnungsreihe geschlossen, so dass die zu erwartende héchste Ex-
tinktion mdglichst zwischen 2,0 und 2,5 lag.

Die Werte dieser Anfangsverdinnungen reichten von 1:6 fur Liquorproben mit
niedrigen Antikdrperspiegel und bis zu 1:2694384 (als Vielfaches von 1:231) als
hochste Verdinnung bei extrem hochtitrigen Seren von SSPE-Patienten. Die
niedrigste Verdinnung fur die Serumproben war 1:1386.

Da Liquorproben erfahrungsgemalf extrem selten mit dem ELISA-Kontrollanti-
gen reagieren, und weil flr einen Aviditatstest in der 1:6-Verdinnung sehr viel
nativer Liquor bendtigt wird, wurde auf eine Kontrollantigentestung in der 1:6-
Verdinnung verzichtet, um Liquormaterial einzusparen.

Die hoheren Verdinnungen wurden in moglichst wenigen Schritten angelegt.
Bis zur Verdinnung 1:231 erfolgte dies in einem Schritt, dariber in zwei oder
mehr Schritten. Die Mindestmenge, die dabei von einer Verdlinnung in die
nachste pipettiert wurde, war nie kleiner als 10 ul, um Ungenauigkeiten beim
Pipettieren so gering wie moglich zu halten.

Die Aviditatsberechnungen wurden zunachst mittels einer Zweipunktbestim-
mung durchgefuhrt. Dazu wurde jede Serum- bzw. Liquorprobe nochmals 1:4
relativ zur Anfangsverdinnung weiterverdinnt. Die Anfangs- sowie die weiteren
Verdinnungen wurden alle aul3erhalb der Mikrotiterplatte in Reagensrohrchen
erstellt.

Referenz P/N sowie Kontrollen wurden in der Verdinnung 1:1386 verwandt.
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

Im Verlauf der Untersuchung der Serum-Liquor-Paare stellte sich heraus, dass
vier statt zwei Verdinnungen bei den Aviditatsberechnungen eine grél3ere Ge-
nauigkeit erzielen (siehe Kapitel 3.1.3.4, S. 64). Daher wurde die Ausgangsver-
dinnung in Schritten von 1:2 weiterverdinnt, d.h. es wurden relativ zur An-
fangsverdinnung die Verdiinnungen 1:2, 1:4 und 1:8 hergestellt.

Gleichzeitig wurde von der Referenz P/N und den beiden Kontrollverdiinnungen

eine zweite Verdinnung im Verhaltnis 1:4 zur ersten Verdinnung erstellt.

Die Pipettierschemata fur die Testungen der Serum-Liquor-Paare in zwei bzw.

vier Verdinnungen sind aus Abbildung 2 bzw. Abbildung 3 ersichtlich:

A B C D E F G H | J K L
R P/N |KoAg |SER 2b|KoAg | SER 4b|KoAg | RP/N [KoAg [SER 2b{KoAg [SER 4b|KoAg

akut |KoAg | LIQ2a [KoAg | LIQ 4a |KoAg] akut |KoAg | LIQ2a|KoAg | LIQ 4a |KoAg

alt |KoAg | LIQ2b [KoAg | LIQ4b|KoAg] alt |KoAg | LIQ2b|KoAg | LIQ 4b |KoAg
SER 1a|KoAg |SER 3a|KoAg | SER 5a| KoAg |SER 1a|KoAg | SER 3a|KoAg [SER 5a| KoAg
SER 1b|KoAg | SER 3b|KoAg | SER 5b|KoAg | SER 1b|KoAg | SER 3b|KoAg | SER 5b|KoAg
LIQ 1a [KoAg | LIQ 3a [KoAg | LIQ 5a |KoAg | LIQ 1a |KoAg | LIQ 3a |KoAg | LIQ 5a |KoAg
LIQ 1b |KoAg | LIQ 3b |KoAg | LIQ 5b |KoAg | LIQ 1b |KoAg | LIQ 3b |KoAg | LIQ 5b [KoAg
SER 2a|KoAg |SER 4a|KoAg | R P/N |KoAg |SER 2a|KoAg | SER 4a|KoAg | R P/N |KoAg

00~NO OIS WN B

Abbildung 2: Beschickung der Mikrotitrationsplatte beim ZNS-Test mit zwei Probenverdiinnun-
gen

R P/N: Referenz P/N, akut: akut-Kontrolle, alt: Alt-Kontrolle, SER bzw. LIQ na: Serum- bzw.
Liquor in der ersten Verdiinnung, SER bzw. LIQ nb: Serum- bzw. Liquor in der zweiten Verdln-
nung

A B C D E F G H | J K L
R P/N a|KoAg [ SER 1c|KoAg | SER 2c{KoAg IR P/N a|KoAg [ SER 1c|KoAg | SER 2c|KoAg
R P/N b|KoAg |SER 1d|KoAg |SER 2d|KoAg |R P/N b{KoAg [SER 1d{KoAg [SER 2d|KoAg
akut a |KoAg | LIQ 1la |KoAg | LIQ 2a |KoAg | akut a [KoAg | LIQ 1a |KoAg | LIQ 2a |KoAg
akut b |[KoAg | LIQ 1b |KoAg | LIQ 2b |KoAg | akut b [KoAg | LIQ 1b |KoAg | LIQ 2b [KoAg

alta |KoAg | LIQ 1c [KoAg | LIQ2c |[KoAg] alta |KoAg | LIQ 1c [KoAg | LIQ 2¢c |KoAg

altb |KoAg | LIQ 1d [KoAg | LIQ 2d |[KoAg] altb |KoAg | LIQ 1d [KoAg | LIQ 2d | KoAg
SER 1a|KoAg | SER 2 [KoAg |R P/N a]KoAg |SER 1la|KoAg | SER 2 |[KoAg |R P/N a| KoAg
SER 1b|KoAg | SER 2b|KoAg | R P/N b|KoAg | SER 1b|KoAg | SER 2b|KoAg |R P/N b|KoAg

00~NO OIS WN B

Abbildung 3: Beschickung der Mikrotitrationsplatte beim ZNS-Test mit vier Probenverdiinnun-
gen

R P/N a bzw. b: Referenz P/N in erster bzw. zweiter Verdiinnung, akut a bzw. b: Akut-Kontrolle
in erster bzw. zweiter Verdiinnung, alt a bzw. b: Alt-Kontrolle in erster bzw. zweiter Verdinnung,
SER bzw. LIQ na-d: Serum- bzw. Liquor in der ersten bis vierten Verdiinnung
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Tabelle 9 gibt Aufschluss Uber Reagensmengen, -verdinnungen, Temperaturen

und Inkubationszeiten:

Tabelle 9: Ablauf des ZNS-Tests

Reagens Verdiinnung | Inkubationszeit | pul Temperatur
Proben individuell 3h 100 |Raumtemperatur
oder 37°C mit Auf-
heizen
Aviditats-/Referenzreagens | 4M Urea-H,O, |3 min 150 | Raumtemperatur
Konjugat 1:30 15h 100 |Raumtemperatur
oder 37°C mit Auf-
heizen
Chromogen TMB 1:11 0,5h 100 | Raumtemperatur
Stopplésung POD wie geliefert - 100 | Raumtemperatur

Im Anschluss wurden auch hier photometrisch bei einer Wellenlange von
450 nm und einer Referenzwellenlange von 650 nm die Extinktionen gemessen
und wiederum anschlieRend von der Extinktion des Antigens die zugehérige

Kontrollantigenextinktion subtrahiert.

Samtliche Testlaufe wurden ab der Konjugatinkubation mit dem Mikrotiterplat-
tenanalysegerat Behring ELISA Processor Il (BEP Ill) durchgefiihrt. Um dessen
Kapazitaten besser auszunutzen zu kdnnen, wurde anfangs die Probeninkuba-
tion bei den ZNS-Tests extern durchgefiihrt. Die Mikrotitrationsplatten wurden
dazu abgeklebt und bei Raumtermperatur in eine feuchte Kammer gestellt.
Daraufhin wurden die Platten manuell abgesaugt und jeder Napf mit der Puffer-
l6sung POD versehen. Nach dem anschlieBenden denaturierenden Wasch-
schritt leistete dann der BEP Il automatisch die weitere Arbeit.

Nachdem im Verlauf der Untersuchungen noch ein zweiter BEP Il zur Verfu-
gung stand, wurden samtliche Tests vollstandig automatisch damit abgearbei-
tet, d.h. einschlief3lich der Probeninkubation und des ersten Waschschrittes.

Die vom BEP Il ermittelten Extinktionen werden in der vorliegenden Arbeit auch

synonym als ,optische Dichten” (OD) bezeichnet.
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2.2.3 Berechnung der Aviditat

2.2.3.1 Aviditatsindex aus Einpunktbestimmung mit Extinktio-

nen

Fur die Berechnung des Aviditatsindex aus Extinktionen von Einpunktbestim-
mungen wurden die Extinktionen einer Probe, die mit Aviditats- und Referenz-
waschgang aus derselben Probenverdinnung ermittelt worden war, in ein Ver-
haltnis gesetzt. Der Aviditatsindex in Prozent ergibt sich aus dem Extinktions-

guotienten multipliziert mit 100 wie in Gleichung 1:

Gleichung 1:

T EXtinktionAviditatsreagens
Aviditatsindex [%] = ——— x100%
Extinktion

Referenzreagens

2.2.3.2 Aviditatsindex aus Einpunktbestimmung mit Einpunkt-

guantifizierung (a-Methode)

Durch die von Dade Behring entwickelte sogenannte a-Methode (Dopatka,
1992) werden Extinktionen aus einer Probenverdinnung rechnerisch in Anti-
korperaktivitdten mit der Einheit U/l (fur Anti-VZV-IgG und Anti-Masernvirus-
IgG) umgewandelt. Der Aviditatsindex aus Einpunktbestimmung mit Einpunkt-
quantifizierung wird unter Verwendung des Aktivitatswertes anstelle der Extink-

tionen wie oben unter 2.2.3.1 mit folgender Gleichung 2 beschrieben berechnet:

Gleichung 2:

T _ AktiVitatAvidit'atsreagens
Aviditat [%] = — x100%
Aktivitat

Referenzreagens
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.2.3.3 Endpunkttitermethode

Fur die Endpunkttitermethode wurden von einer Probe zwei Verdinnungsreihen
mit jeweils vier Verdinnungen angelegt. Die eine Reihe wurde mit denaturie-
rendem Reagens, die andere mit Waschpuffer gewaschen. Anschlie3end wur-

den graphisch die Extinktionen tber der Verdinnung in zwei Kurven aufgetra-

gen.
1,0 i
0,9 x
Z j l \ —&— Harnstoff
' X \ —— Waschpuffer
\

0,0 T T T
0 500 1000 1500 2000

Verdinnung [}]

Diagramm 1: Extinktionen aus beiden Waschgéangen in Abh&ngigkeit von der entsprechenden
Verdiinnung

Es wurden fur beide Kurven diejenigen Verdinnungen durch Interpolation ermit-
telt, bei denen eine Extinktion von 0,2 (,Cut-off‘) erreicht wurde. Durch Division
der beiden Ergebnisse erhélt man den Aviditatsindex mit Werten zwischen 0
und 100%.

Zur Berechnung des Aviditatsindex mit der Endpunkttitermethode wurde auch
die von Hedman und Mitarbeitern entwickelte Computersoftware ,Avidity 1.2"
eingesetzt. Das Programm ermoglicht eine einfache und schnelle Berechnung

der Aviditat aus zwei anstatt vier Verdtiinnungen (Korhonen, 1999).
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2.2.3.4 Geradenmethode

Da sich die unter 2.2.3.1 bis 2.2.3.3 beschriebenen Methoden zur Aviditatsbe-
rechnung als unzureichend fur Untersuchungen der Serum-Liquor-Paare her-
ausgestellt hatten, war es notwendig, eine neue Rechenmethode zu entwickeln,
mit der Aviditatsdifferenzen zwischen Serum und Liquor unabhangig von der
Probenverdinnung moglichst exakt und reproduzierbar berechnet werden

konnten.

Im Laufe der Untersuchungen zeigte sich bei Verdinnungsreihen, dass zwi-
schen den Extinktionen aus Referenz- und denaturierendem Waschgang ein
annahernd linearer Zusammenhang besteht. Dieser wurde fir die Aviditats-
bestimmung ausgenutzt (siehe Beispiel 1, S. 31).

Serum-Liquor-Paare wurden im ZNS-Test in zwei oder vier Verdinnungen ge-
testet. Die Extinktionen wurden graphisch dargestellt, indem auf der x-Achse
die nativen und auf der y-Achse die Extinktionen aus dem denaturierenden
Waschgang aufgetragen wurden. Durch Verbindung der Punkte resultieren Ge-
raden, deren Verlauf mit der allgemeinen Geradengleichung (Gleichung 3) be-

schrieben werden kann:

Gleichung 3:

y=mx+c m: Steigung
c: Konstante

Mit Gleichung 3 kann nun fiktiv fir jedes beliebige x, also die Nativ-Extinktion,
jedes vy, also die Denaturiert-Extinktion ausgerechnet werden. Dividiert man
wiederum diese y-Werte durch das zugehorige x, erhalt man folgende
Gleichung 4 fir die Aviditat:

Gleichung 4:

MX+C 100%

Aviditat [%] =

Als Standard-x-Wert wurde sowohl fir Masern als auch VZV 2,0 gewahlt.
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Eine Vereinfachung der Formel zur Aviditdtsberechnung ergibt sich, wenn an-
genommen wird, dass die Geraden im Extinktions-Extinktions-Diagramm durch
den Ursprung verlaufen. Dann entspricht der nach obiger Gleichung 4 berech-
nete Aviditatsindex der Steigung der Extinktions-Extinktions-Geraden. Diese
Annahme erwies sich jedoch nicht in allen Fallen als richtig, so dass die Stei-
gung m als Aviditatsmalf3 im Ergebnisteil nicht weiter bertcksichtigt wird.

Im Rahmen der Auswertung wurde die Liquoraviditat stets mit der Aviditat der
dazugehorigen Serumprobe verglichen. Die Ergebnisse fur Serum und Liquor
eines jeden Paares aus obiger Gleichung wurden nun in folgende Gleichung 5

eingesetzt, um die Differenz zwischen Serum und Liquor zu erhalten:

Gleichung 5:

Als grundlegende Hypothese fir die Berechnung der Aviditaten und deren Diffe-
renzen galt, dass sich die Aviditdten von Serum und Liquor nicht unterscheiden,
deren Differenzen also Null oder anndhernd Null betragen. Daher wurden die
Aviditaten so berechnet, dass der Betrag der Differenz so gering wie nur mog-

lich ausfiele.

Damit waren folgende allgemeine Kriterien unbedingt mal3geblich fir die Aus-

wahl der Extinktionswerte, die zur Aviditatsberechnung herangezogen wurden:

Die Ergebnisse jedes Serum-Liquor-Paares aus dem ZNS-Test wurden gra-
phisch im Extinktions-Extinktions-Diagramm als Geradenpaar dargestellt.
Grundvoraussetzung war, dass beide Geraden linear oder anndhernd linear
sein mussten. Auf ihnen wurden Abschnitte gesucht, die mdglichst parallel oder
deckungsgleich zueinander lagen. Die x-Werte dieser Abschnitte sollten mog-
lichst ahnliche Betrdge haben und den fur die Berechnungen verwandten Stan-
dard-x-Wert 2,0 einrahmen. Dazu wurden die x-Werte grundsétzlich aus dem
Intervall 0,2 <x <30 gewdhlt. Extinktionswerte gré3er als 3,0 liegen im Satti-
gungsbereich des ELISA und sind daher zur Berechnung nicht verwertbar. Wer-
te unter 0,2 zeigten oft keine Linearitdt mehr und wurden deshalb ebenfalls in

die Berechnungen nicht mit einbezogen.
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Die beiden x-Wert-Punkte, die zur Berechnung verwandt wurden, sollten opti-
malerweise einen 1:4-Verdunnungsschritt auseinanderliegen. Dies war bei den
meisten Tests mit vier Verdunnungen sowie bei den Testlaufen mit nur zwei
Verdinnungen im Abstand 1:4 gewahrleistet. Falls auf Grund nicht optimaler
Ausgangsverdinnungen Punkte im Abstand 1:4 in der Graphik keine parallelen
oder deckungsgleichen Geraden ergaben, konnten auch Ergebnisse aus 1:2-
Verdunnungsschritten genommen werden, wenn damit parallele oder de-

ckungsgleiche Geraden erstellt werden konnten.

Folgendes Beispiel 1 veranschaulicht die Aviditatsberechnung:

Beispiel 1:

In nachfolgendem Extinktions-Extinktions-Diagramm 2 haben die Geraden von

Serum und Liquor einen sehr ahnlichen, linearen Verlauf:

2,5
c 2,0 2"
°
z /.
c
g 15 ——7
ul
E /./
5 1,0 1 —e— Serum
e / —=— Liquor
(6]
Qa

0,5 —

0,0

0,5 1,0 15 2,0 2,5

Nativ-Extinktion

Diagramm 2: Beispiel einer Reihenverdiinnung eines Serum-Liquor-Paares

Fur x =20 wird fur beide Geraden der y-Wert errechnet. Entsprechend der all-

gemeinen Kriterien werden dazu zwei Punkte pro Gerade ausgewahlt, die mog-

lichst x=2,0 einrahmen, deren x-Werte ahnliche Betrage haben, und die zwei

Verdinnungsschritte und damit im Verhaltnis 1:4 auseinanderliegen. In obigem
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Fall trifft dies fur diejenigen Punkte zu, die mit 1 bzw. 1° und 2 bzw. 2° markiert

sind. Deren Werte zeigt Tabelle 10:

Tabelle 10: x- und y-Werte der markierten Punkte aus Diagramm 2

X y
1 0,927 0,548
1 1,133 0,738
2 2,509 1,646
2! 2,532 1,785

Aus diesen Werten werden mit der Geradengleichung die Aviditaten von Serum

und Liquor berechnet.

Fur die Geradengleichung gilt:

m = Yo bzw. m= yeryr mit 02<x<30
X2 - X1 X=X
C= Yo-mX2 bzw. c'=yx-mxy mit 02<x<30

Damit ergeben sich folgende Werte (Tabelle 11):

Tabelle 11: Ergebnisse fir Werte aus Diagramm 2 und Tabelle 10, interpoliert auf x = 2

Aviditat Differenz
Serum 64,64% o
Liguor 69,34% 471%

Bei Verwendung der Steigung m als Aviditatsmal3 ergeben sich folgende Werte
(Tabelle 12):

Tabelle 12: Ergebnisse fir Werte aus Diagramm 2 und Tabelle 10, Steigung als Aviditatsmaf3

Steigung Differenz
Serum 69,41% o
Liguor 74,84% 5,43%

Falls alle im ELISA ermittelten x-Werte kleiner als 2,0 waren, wurden die Avidi-

taten per Extrapolation berechnet (siehe Beispiel 2, folgende Seite). Unbedingt
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notwendige Voraussetzung hierfur war, dass auch im Bereich 0,2<x <20 die

Geradenabschnitte im Diagramm Linearitat aufwiesen.

Beispiel 2:
0,5
4
0,4 /
5 /
£
£ 03
' /3
5
s 02 —e—Serum
§ ‘ —=— Liquor
T
0,0 T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1.4
Nativ-Extinktion

Diagramm 3: Beispiel einer Reihenverdiinnung mit jeweils vier Verdiinnungen eines Seurm-
Liguor-Paares, alle x-Werte kleiner als 2,0

In diesem Beispiel sind alle x-Werte beider Geraden zwar kleiner als 2,0 aber

teilweise noch grof3er als 0,2. Da bei beiden Geraden Linearitat als Grundvor-

aussetzung vorliegt, kann extrapoliert werden.

Fur die Aviditat des Liquors werden die Punkte 1° und 2‘ im Abstand 1:4 fur die

Berechnung hergenommen. Fir die des Serums erweisen sich bei diesem Bei-

spiel die Punkte 2 und 3 im Abstand 1:2 als am gunstigsten. Damit unterschei-

den sich die beiden Aviditaten ndmlich um nur —0,69%.

Wahlte man die Punkte 1 und 3 oder 2 und 4, ware die Differenz gro3er, nam-
lich 1,87 bzw. 2,94%.

Zur Evaluierung dieser Rechenmethode siehe Kapitel 3.1.3 (S. 46).
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2.3 Testwiederholung

Wenn die oben genannten Kriterien (Linearitat und Parallelitdt der Geraden; x-
Werte aus dem Intervall 0,2 <x <3,0 mit ahnlichen Betragen auf beiden Gera-
den, die moglichst x=20 einrahmen; Verdinnungsabstand mdglichst 1:4)
beim ersten Testlauf nicht erfullt worden waren, oder die initial erzielten Tester-
gebnisse von Serum-Liquor-Paaren aus anderen Grinden (siehe unten) nicht
verwertbar oder unplausibel gewesen waren, wurden Testwiederholungen
durchgefihrt. Grundsatzlich flossen die Ergebnisse des Wiederholungstests in
die Auswertung ein, wenn diese den allgemeinen Kriterien entsprachen und

nicht wiederum zur Testwiederholung zwangen.

Im Einzelnen haben folgende Situationen zu Testwiederholungen gefiihrt:

a) Die graphische Darstellung zeigte wie in Beispiel 3 keine Linearitat als wich-

tigstes Kriterium fur die Verwertbarkeit.

Beispiel 3:

0,8

0,7 /
0,6

c
o /
£ 05
= /
W 04
©
S 02
o /
0,1 &
0,0 T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

Nativ-Extinktion

Diagramm 4: Beispiel fir eine Probe, die im ersten Testlauf keine Linearitat zeigte.
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b) Die Verdinnung der Probe war zu hoch oder zu niedrig, so dass mindes-
tens zwei Extinktionen aus dem Referenzwaschgang nicht im Intervall 0,2
bis 3,0 lagen. Grundsétzlich ist der Test in hoheren Verdinnungen wieder-
holt worden, wenn samtliche x-Werte groRRer als 2,0 waren.

c) Auf Grund unzureichender Verdinnung lagen die Extinktionen aus dem
Referenzwaschgang beider Proben zwar im Intervall 0,2 <x <3,0 doch zu
weit auseinander, so dass sich im Diagramm die Geraden nicht deckten,
d.h. die x-Werte nicht ahnliche Betrdge hatten (siehe Beispiel 4). Auch
wenn sich moéglicherweise rechnerisch sogar gleiche oder &hnliche Avidita-
ten ergaben, ist ein solches Probenpaar in anderen Verdinnungen wieder-
holt untersucht worden.

Beispiel 4:

2,0

1,8 *
c 16
=
£ 14
£
£ 1.2
L
L 10 —o— Serum
2 08 —— Liquor
> 1]
c 06 /
2 04

_m
0,2
l/
0,0 T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Nativ-Extinktion

Diagramm 5: Beispiel fir x-Werte, die zu weit auseinanderliegen.

d)

Wahrend der Untersuchungen zeigte sich, dass die Geraden im Diagramm
in Verlangerung durch den Nullpunkt verlaufen bzw. die x- oder y-Achse
nahe des Ursprungs schneiden. Wenn nun die Konstellation der Geraden

wie in Beispiel 5 gezeigt vermuten liel3, dass mindestens eine der Geraden
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nicht dieses Merkmal aufwies, ist der Test mit diesem Probenpaar wieder-

holt worden:

Beispiel 5:

2,0

1,8

1,6
1,4

1,2

—e— Serum

1,0
0,8

—=—Liquor

0,6

Denaturiert-Extinktion

0,4

0,2
0,0

0,0

0,5

1,0

15

Nativ-Extinktion

2,0

2,5

3,0

Diagramm 6: Beispiel, bei dem die Verlangerung der Gerade einer Serumprobe nicht durch
oder nahe des Ursprungs verlauft.

Ergebnisse, die zuvor aus einem Testlauf mit zwei Verdinnungen stammten

und wiederholt werden mussten, sind anschlie3end in vier Verdiinnungen neu

untersucht worden.

2.4 Statistische Testmethoden

Statistische Vergleiche wurden mit nichtparametrischen Standardtests (Man-

Whitney-U- und Wilcoxon-Test) durchgefthrt.

Zum Ausrechnen der Ergebnisse diente gingige Software wie ,SPSS®™ und
,StatView® Student.

36



3. ERGEBNISSE

3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Vortests zu VZV-Antikdrpern

3.1.1 Optimierung des Aviditatsreagens

Zunachst ist ein Test zur Aviditatsbestimmung von VZV-IgG-Antikdrpern etab-
liert worden. Dazu wurden zuerst optimale Bedingungen flr den denaturieren-
den Waschgang ausgetestet, weswegen zwei Tests mit jeweils denselben
sechs Patientenseren durchgefihrt wurden. Beim ersten Test kam als Aviditats-
reagens eine funfmolare Harnstofflosung, beim zweiten eine viermolare Harn-
stoff-Wasserstoffperoxidlosung zum Einsatz.

Die Seren 12, 17 und 19.1 aus Tabelle 1 (S. 13) sowie 2 und 37 aus Tabelle 2
(S. 14) und 19.4 aus Tabelle 1 wurden fiur diese Evaluierung hergenommen. Bei
ersteren Seren wurde auf Grund der Krankheitsdauer eine niedrige, bei letzte-
ren eine hohe Aviditat erwartet.

Die Proben wurden im Serumtest bearbeitet, und die Aviditatsindices aus den
Extinktionen per Einpunktbestimmung errechnet. Folgendes Diagramm 7 stellt

die ermittelten Aviditatsindices aus den beiden Tests gegentiber:
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100%

90% =

80%

70% A
. 60%
g A -
S 50%
B
< 40% A

30%

20% :

10%

0% ‘
akut 4M
akut 5M Urea [t5M U
Urea+H202 alt 4AM Urea+H202 a rea

Diagramm 7: Vergleich von Urea und Urea+H,0, fir die Testung von jeweils drei Serumproben
von akuter und lange zuriickliegender VZV-Infektion

In Tabelle 13 stehen die Maxima der Aviditaten bei den akuten und die Minima

bei den langer zurlckliegenden Infektionen sowie deren Differenz gegenuber.

Tabelle 13: Maxima (Max) der Akut-Kontrollen und Minima (Min) der Alt-Kontrollen der
Aviditatsindices sowie deren Differenz

4M Urea+H-0, 5M Urea
Max akut 23,15% 54,39%
Min alt 51,01% 69,75%
Differenz 27,86% 15,36%

Mit beiden Reagenzien ist also eine Diskriminierung von niedrig- und hochavi-
den VZV-Antikérpern moglich. Auf Grund der groReren Differenz der Maxima
und Minima mit viermolarer Harnstoff-Wasserstoffperoxidlésung, wurde fir alle
folgenden Tests zur Bestimmung der VZV-Aviditat diese Lésung als Aviditats-

reagens verwandt.
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3.1.2 Evaluierung des Anti-VZV-lgG-Aviditatstestes fur Serum-

proben

3.1.2.1 Aviditatsindex berechnet durch Einpunktbestimmung

mit Extinktionen

Als Nachstes sollte festgestellt werden, ob mit dem Serumtest auf dem ELISA-
Testkit auch fur ein groéfReres Probenkollektiv eine gute Diskriminierung von
akuten und alten VZV-Infektionen anhand des Aviditatsindex mdglich ist.

Dazu wurden samtliche 65 Serumproben aus Tabelle 1 (S. 13) und Tabelle 2
(S. 14) mit dem Serumtest per Einpunktbestimmung ausgetestet. Die Unter-

scheidung stellte sich als signifikant heraus, was Diagramm 8 zeigt:

100%
0% =
=]
80% e
i~ p=0,0001 R
= B0% g P
i ol L s
=50% m B i
E * + m o
< 40% = - —E
30% T o
0% e + 0 his 180 Tage
* "y *
10% m > 180 Tage
¢ !
0% . : : ”x
a il 120 180 =180
Tage nach Infektion

Diagramm 8: Diskriminierung akuter und alter VZV-Infektionen anhand Einpunkt-Aviditatsindex
mit Extinktionen im VZV-1gG-Serumtest

Zu diesen Ergebnissen sind in folgender Tabelle 14 sowie in Diagramm 9 einige
statistische Werte aufgeftihrt, die sich auf folgende Einteilung beziehen: Unter
»=akut“ sind diejenigen Aviditatswerte von Tag O bis 42 nach Infektion zusam-

mengefasst, unter ,alt“ diejenigen Uber 180 Tagen nach Infektion.
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Tabelle 14: Minima, Maxima und Mittelwerte der VZV-Serumproben

akut alt
Minimum 2,44% 38,74%
Maximum 35,99% 87,56%
Mittelwert 14,38% 60,19%
100 % % o - ) @ >

98 %

—— Spezifitat

96 % / —e— Sensitivitat \.
[

94 % I I I I I I I I I
32% 33% 34% 35% 36% 37% 38% 39% 40% 41% 42%
Cut-off

Diagramm 9: Sensitivitdt und Spezifitat fir die Diagnose bzw. den Ausschluss von akuten VZV-
Infektionen in Abhangigkeit vom gewahlten Cut-off

Diese Ergebnisse zeigen fur die VZV-Serumproben mit dieser Testmethode
eine Spezifitat und Sensitivitat von 100% im Intervall von 35% bis 38%. Das
bedeutet, dass Anti-VZV-IgG aus Proben von Patienten mit einer akuten VZV-
Infektion immer, d.h. in 100% der Falle, eine Aviditat < 35% und von Patienten

mit einer lange zurtickliegenden Infektion immer eine Aviditat > 38% haben.

Da von den Patienten 18 und 19 aus Tabelle 1 (S. 13) mehrere Proben vorla-
gen, war es somit maglich, die Aviditat der VZV-Antikorper im zeitlichen Verlauf
darzustellen. Die Werte zeigen im folgenden Diagramm 10 stetig steigende Avi-

ditatsindices mit zunehmender Krankheitsdauer:
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70%
60%
50% ﬁ.

30% ——VZV akut 18 —

0% / —#—VZV akut 19
"l

10% /

s

O% 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500
Tage nach Infektion

Aviditat

Diagramm 10: Aviditatsverlaufe zweier akuter VZV-Infektionen

3.1.2.2 Aviditatsindex berechnet durch Einpunktquantifizierung

mittels a-Methode

Mit der Fragestellung, ob eine Diskriminierung in ebensolcher Weise mdglich
ist, wurden die Aviditatsindices derselben Serumproben auch noch mittels Ein-
punktquantifizierung gemafd der a-Methode von Dade Behring berechnet. Mit-
tels der a-Methode kdnnen allerdings nur Titerwerte von wenigstens 50 IU/| er-
rechnet werden. Bei Ergebnissen < 50 IU/I liegt der eigentliche Wert also zwi-
schen 0 und 50 IU/I. Der Aviditatsindex von Proben, bei denen der Harnstofftiter
SO niedrig gewesen ist, dass das Ergebnis < 50 IU/l betragt, ist also der oberste
Grenzwert fur einen Aviditatswert, dessen eigentlicher Betrag im Intervall zwi-
schen diesem und 0 zu suchen ist.

Diagramm 11 zeigt nun die Einpunkt-Aviditatsindices mit a-Methodentitern ein-
schlie3lich dieser obersten Grenzwerte. Hier gilt wiederum: Unter ,akut® sind
diejenigen Aviditatswerte von Tag O bis 42 nach Infektion zusammengefasst,

unter ,alt“ diejenigen Uber 180 Tagen nach Infektion.
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100%
90%
a0% = S
?D% D=UDDD1 [u]
0% rohne oberste Gremwerte) Bm
.
;E ’ BE = =
T 20% R =
< a0% On o8ng,
* Ay o O i
30% = -
A -
a0% L * # [ hiz 180 Tage
£ i m = 180 Tage
10% ,}t’ R & oherste Grerzwerte
0% - : : — '
0 B0 120 180 =180
Tage nach Infektion

Diagramm 11: Diskriminierung akuter und alter VZV-Infektionen anhand Einpunkt-Avditétsindex
mit a-Methodentitern im VZV-1gG-Serumtest

Tabelle 15: Minimal-, Maximal- und Mittelwerte der VZV-Serumproben

akut alt
Minimum 2,89% 27,08%
Maximum 24,29% 77,50%
Mittelwert 7,93% 46,10%

100%1 = o

98 %

= = b
96 % / ‘\
94 % / —e&— Sensitivitat
0_._1 —— Spezifitat
92 % I I I I I I I I I
21% 22% 23% 24% 25% 26% 27% 28% 29% 30% 31%
cut-off

Diagramm 12: Sensitivitdt und Spezifitat fur die akuten VZV-Serumproben anhand Endpunkt-

guantifizierung mit Serumtest
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Auch fur diese Testmethode kann infolge dieser Ergebnissen fur VZV-Serum-
proben festgestellt werden, dass Anti-VZV-IgG aus Proben von Patienten mit
einer akuten VZV-Infektion immer eine Aviditat < 24% und von Patienten mit

einer lange zuruckliegenden Infektion immer eine Aviditat > 27% haben.

Diagramm 13 veranschaulicht die Korrelation r der beiden Aviditatsindices:

100%
90%
80% A B g
70% D:0.0001 [m]
r=0,969 (5 2l
60% (beides oberste Grenzwerte) By
£ 50% -'7
40% — '!.Ln'
o
30% m®
0 W # 0 bis 180 Tage
20% ¢ ¢ E > 180 Tage
‘t A oberste Grenzwerte
10% ) S 4
1T a sow®
00 - A® ‘ ‘ ‘ ‘
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Extinktion

Diagramm 13: Korrelation der Aviditatsindices aus Extinktion bzw. Titer

Well jedoch diese Berechnungsmethode auf die fur die Liquortestung modifi-
zierte Testmethode nicht anwendbar war und auch gegeniber der Aviditatsbe-
rechnung mit Extinktionswerten keine Vorteile zeigte, wurde sie im weiteren

Verlauf der Arbeit nicht mehr verwandt.
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3.1.2.3 Modifikation des Serumtestes fir Liguormessungen

Da fur die Austestung der Serum-Liquor-Paare der ZNS-Test mit h6heren Pro-
benverdinnungen, verlangerten Inkubationszeiten und hdherer Konjugatkon-
zentration herangezogen wurde, war es notwendig, auch bei diesem Test zu
Uberprufen, ob eine gute Diskriminierung von kurzlichen und alten Infektionen
anhand der Aviditatsindices maglich ist, und ob diese Indices auch in etwa de-
nen des Serumtests entsprachen.

Hierzu wurden nochmals 41 der zuvor verwandten 65 Serumproben mit dem
ZNS-Test bei Raumtemperatur getestet. Die Aviditatsindices sind per Einpunkt-
bestimmung aus den Extinktionen berechnet worden. Die Ergebnisse sind

Diagramm 14 zu entnehmen:

100%

890%

20%

0% p=0,0001 .
& B0% S .'
T 50% . g, - ¢
< 0% = . -

[m]
0% * =
20% * = —
% + 0 bis 180 Tage
m%w s m> 180 Tage [T
D% T T T T l|l'l:lr'll
a B0 120 180 = 180
Tage nach Infektion

Diagramm 14: Diskriminierung akuter und alter VZV-Infektionen anhand Extinktionen mit ZNS-
Test
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Tabelle 16: Minimal-, Maximal- und Mittelwerte der VZV-Serumproben im ZNS-Test

akut alt
Minimum 1,95% 23,89%
Maximum 32,04% 71,56%
Mittelwert 8,94% 47,78%

Obwohl mit dieser Testmodifikation die Trennung zwischen Proben von Patien-
ten mit akuter und lange zurickliegender Infektion nicht so gut wie mit dem in
Kapitel 3.1.2.1 (S. 39) beschriebenen Serumtest ist, hat sich auch hier bei ei-
nem Cut-off von 23% eine hohe Sensitivitat (100%) und Spezifitat (95%) fur die
Diagnose bzw. den Ausschluss einer akuten VZV-Infektion ergeben, wie nach-

folgendes Diagramm 15 nochmals veranschaulicht:

100 % l \ /
98 % \. /
u u
96 % \
/ . .\ —— Spezifitat
92 % -+

I I I I I I I N I I I I

22% 23% 24% 25% 26% 27% 28% 29% 30% 31% 32% 33% 34%
cut-off

Diagramm 15: Sensitivitat und Spezifitat fir die akuten VZV-Serumproben anhand ZNS-Test

Die Aviditatswerte des Serumtestes und die des modifzierten Testes haben
dartber hinaus eine sehr gute Korrelation, wie nachfolgendes Diagramm 16
zeigt, so dass fir die Testung von Liquorproben der modifzierte VZV-IgG-

Aviditatstest als tauglich erschien und im folgenden ZNS-Test genannt wird.

45



3. ERGEBNISSE

100%

90%

80%
= 70% -
e p=0,0001
9 60% r=0,940 m m
S m =l
£ 50% & = a
o B gH
2 40% 4
S 5]
< 30% L/ o

= ¢ 0 bis 180 Tage
20% . | > 180 Tage
C
10% —ﬁ.—.
i oo’
0 2@ ‘ ‘ ‘ ‘
0% 20% 40% 60% 80%
Aviditat im Serumtest

100%

Diagramm 16: Korrelation der Aviditatsindices aus Serum- und ZNS-Test

3.1.3 Validierung der Aviditatsbestimmung im ZNS-Test

3.1.3.1 Ergebnisse der Verdinnungsreihen

Nach der Etablierung der Abarbeitungsparameter des ZNS-Testes wurden Pro-

ben aus den Patientenkollektiven kirzliche und lange zuriickliegende Windpo-

cken, VZV-Infektion und MS in Verdinnugsreihen mit dem ZNS-Test auf ihre

VZV-Aviditat hin untersucht. Dazu wurde von jeder Probe eine Verdinnungsrei-

he mit vier bis sechs Schritten im Abstand 1:2 angelegt. Mit der Einpunktbe-

stimmung wurden fir die jeweilige Verdinnung die Aviditatsindices aus den

Extinktionswerten ermittelt. Es sollte untersucht werden, in welchem Ausmalf}

die Aviditatswerte in Abhangigkeit von der Ausgangsextinktion schwanken. Da-

bei stellte sich heraus, dass die Indices innerhalb einer Verdinnugsreihe bei

vielen Proben keinen konstanten Wert einnehmen. Es gab zwar einige Proben,
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die Uber einen grofRen Extinktionsbereich konstante Aviditatsindices liefern, a-
ber demgegenuber nicht wenige mit erheblichen Schwankungen.

Fur alle evaluierten Krankheitsentitdten sei dieses Phanomen in Beispielen in
folgenden Diagrammen graphisch dargestellt. Auf der x-Achse sind dabei je-

weils die nativen Extinktionen, auf der y-Achse die Aviditatsindices aufgetragen.

16% —eo— Patient 2
0 —— Patient 5
14% Patient 6
12% Patient 12
10% —¥— Patient 16 -
f‘§ 0
T 8%
Z
6% '
4% x\\ x— -
2% VK.
0% I I I I I
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Nativ-Extinktion

Diagramm 17: Aviditatsindices einiger Patienten mit akuten Windpocken aus Tabelle 1 (S. 13)

—o— Patient 19.1

60%

/ —=— Patient 19.2
50% Patient 19.3
// Patient 19.4

20% ././ /

10% et

Aviditat
w
Q
>

0% I I I I I
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Nativ-Extinktion

Diagramm 18: Aviditatsindices von Patient 19 mit akuten und abgelaufenen Windpocken aus
Tabelle 1 (S. 13)
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70%
60%

50%

40% —o— Patient 2
—— Patient 28
Patient 32

Aviditéat

30%

20%

10%

0%
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

Nativ-Extinktion

Diagramm 19: Aviditatsindices von Patienten mit abgelaufener VZV-Infektion aus Tabelle 2
(S. 14)

70%
60%
50%
40%
—o— Patient V2.1
30% —— Patient V9.1

20%

Aviditat

10%

0%

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Nativ-Extinktion

Diagramm 20: Aviditatsindices von Seren von Patienten mit VZV-Infektion aus Tabelle 3 (S. 16)
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80%
70%
60%
50%
:§
T 40%
z —e— Patient V2.1
30% —B— Patient V2.2
o Patient V7.1
20% —— Patient V7.2
10% —¥— Patient V9.2

0%

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0
Nativ-Extinktion

Diagramm 21: Aviditétsindices von Liquores von Patienten mit VZV-Infektion aus Tabelle 3
(S. 16)

60%
50%
40%

30% —e— Patient M22 (Serum)
—— Patient M22 (Liquor)

20%

Aviditét

10%

0%

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Nativ-Extinktion

Diagramm 22: Aviditatsindices eines Serum-Liquor-Paares eines Patienten mit MS aus Tabelle
5 (S. 18)

Betrachtet man die Graphen, so zeigen sie einen anndhernd hyperbolischen

Verlauf: Die Aviditatsindices steigen im Bereich der hohen Verdinnungen, also
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bei Nativ-Extinktionen zwischen 0,0 und 0,5 sehr schnell an, worauf sie im Ver-
lauf von etwa 0,5 bis 2,5 relativ wenig zunehmen und danach teilweise zwi-
schen 2,5 und 3,0 teilweise wieder stark ansteigen.

Damit gibt es Uber den gesamten Messbereich keinen konstanten Aviditatsin-
dex, sondern er fallt mit zunehmender Verdinnung stetig ab. In manchen Féllen
bedeutet dies eine Differenz von mehr als 30% zwischen niedrigster und héchs-
ter Verdinnung.

Bei einer Evaluierung einiger Proben auf Masernvirusantikbrper zeigt sich ein

ahnliches Bild, was Diagramm 23 bis Diagramm 25 zu entnehmen ist:

80%

70%

60%
50% —i »

40% /\0//‘///'/
30% M —o— Patient M5 (Serum)
20% —— Patient M5 (Liquor)

Patient M8 (Serum)
10% Patient M8 (Liquor)

Aviditat

0% I I I I I I
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Nativ-Extinktion

Diagramm 23: Aviditatsindices zweier Serum-Liquor-Paare von Patienten mit MS aus Tabelle 5
(S. 18)
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Aviditéat

80%

70%

60%

50%

40% —e&— Patient S3.1 (Serum)
—— Patient S3.1 (Liquor)

30% Patient S3.2 (Serum)

20% —<— Patient S3.2 (Liquor)

10%

0%

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5
Nativ-Extinktion

Diagramm 24: Aviditatsindices zweier Serum-Liquor-Paare von Patienten mit SSPE aus Tabelle

4(S.17)
70%
60%
50%
© 40%
S
< 30%
—&— Patient N6 (Serum)
20% —— Patient N6 (Liquor)
Patient N10 (Serum)
10% —<— Patient N10 (Liquor)
0%
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Nativ-Extinktion

Diagramm 25: Aviditatsindices zweier Serum-Liquor-Paare von Kontroll-Patienten aus Tabelle 6
(S. 19

Da es fur die geplanten Vergleichsuntersuchungen notwendig war, dass die

Aviditatswerte von der IgG-Konzentration bzw. der gewahlten Probenverdin-

nung unabhéngig sind, stellte sich die Berechnungsmethode fur Aviditatsindices
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mittels Extinktions-Einpunktbestimmung als nicht suffizient heraus. Deswegen

musste nach einer alternativen Methode gesucht werden.

3.1.3.2 Berechnung der Aviditatsindices mit Endpunkttiterme-
thode

Da die Endpunkttitermethode als Referenzmethode gilt und zur Auswertung
Verdunnungsreihen erfordert, wurden aus den vorherigen Proben vier willkirlich
ausgesucht und deren Aviditatsindices und deren Variationskoeffizienten (VK)
versuchsweise damit berechnet (Beispiel 6 bis Beispiel 9, folgende Seiten).

Mit der Software ,Avidity 1.2 von Klaus Hedman konnen die Ergebnisse von
entweder vier oder zwei Verdinnungsschritten verrechnet werden. Da die Ver-
dunnungsreihen in den Vorversuchen in 1:2 Schritten angelegt worden sind,
kann das Programm diese aufeinanderfolgenden und auch die jeweils lber-
nachste und Ubertbernachste Verdinnung also im Abstand 1:4 und 1:8 fur die

Berechnung verwenden.
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Beispiel 6:

Tabelle 17: Extinktionswerte des Serum von Patient V9.2 aus Tabelle 3 (S. 16)

Schritt | Verdinnung[”] | OD ohne Harnstoff | OD mit Harnstoff
1 399168 2,936 1,948
2 798336 1,943 1,268
3 1596672 1,269 0,782
4 3193344 0,778 0,463
5 6386688 0,409 0,192
6 12773376 0,206 0,095

Tabelle 18: Aviditatsindices des Serum von Patient V9.2 aus verschiedenen Kombinationen
berechnet mit der Software Avidity 1.2

kombinierte| Verdinnungsabstand 1:2
Schritte

1&2 46,1%
2&3 49,2%
3&4 50,0%
4&5 56,6%
5&6 46,4%
VK 8,53%

Verdinnungsabstand 1:4
1&3 48,2%
2&4 50,1%
3&5 50,2%
4&6 53,2%
VK 4,10%

Verdinnungsabstand 1:8
1&4 52,8%
2&5 51,3%
3&6 50,6%
VK 2,18%
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Beispiel 7:

Tabelle 19: Extinktionswerte des Serum von Patient 19.3 aus Tabelle 1 (S. 13)

Schritt | Verdinnung[”] | OD ohne Harnstoff | OD mit Harnstoff
1 1512 2,765 0,925
2 3024 1,962 0,626
3 6048 1,428 0,356
4 12096 0,831 0,190
5 24192 0,592 0,106

Tabelle 20: Aviditatsindices des Serum von Patient 19.3 aus verschiedenen Kombinationen
berechnet mit der Software Avidity 1.2

kombinierte| Verdinnungsabstand 1:2
Schritte

1&2 9,5%
2&3 15,2%
3&4 18,0%
4&5 11,7%
VK 27,62%

Verdiinnungsabstand 1:4
1&3 11,6%
2&4 17,3%
3&5 13,5%
VK 20,54%

Verdinnungsabstand 1:8
1&4 14,7%
2&5 15,0%
VK 1,43%
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Beispiel 8:

Tabelle 21: Extinktionswerte des Serum von Patient M22 aus Tabelle 5 (S. 18)

Schritt | Verdinnung[”] | OD ohne Harnstoff | OD mit Harnstoff
1 432 2,805 1,141
2 864 1,894 0,695
3 1728 1,241 0,420
4 3456 0,707 0,224
5 6912 0,412 0,125
6 13824 0,268 0,065

Tabelle 22: Aviditatsindices des Serum von Patient M22 aus verschiedenen Kombinationen
berechnet mit der Software Avidity 1.2

kog::kr)]mferte Verdinnungsabstand 1:2
1&2 20,2%
2&3 20,2%
3&4 27,0%
4&5 23,8%
5&6 nicht berechenbar

VK 14,63%
Verdinnungsabstand 1:4
1&3 21,1%
2&4 24,1%
3&5 20,4%
4&6 25,4%
VK 10,49%
Verdinnungsabstand 1:8
1&4 24,9%
2&5 25,0%
3&6 24,9%
VK 0,23%

55



3. ERGEBNISSE

Beispiel 9:

Tabelle 23: Extinktionswerte des Serum von Patient 28 aus Tabelle 2 (S. 14)

Schritt | Verdiinnung[”] | OD ohne Harnstoff | OD mit Harnstoff
1 399168 2,668 1,600
2 798336 1,833 1,144
3 1596672 1,300 0,727
4 3193344 0,824 0,441
5 6386688 0,480 0,252

Tabelle 24: Aviditatsindices des Serum von Patient 28 aus verschiedenen Kombinationen
berechnet mit der Software Avidity 1.2

kog::kr)]mferte Verdinnungsabstand 1:2
1&2 33,4%
2&3 40,4%
3&4 41,5%
4&5 44,6%

VK 11,83%
Verdiinnungsabstand 1:4

1&3 35,5%

2&4 41,8%

3&5 43,5%

VK 10,47%
Verdinnungsabstand 1:8

1&4 41,3%

2&5 42,0%

VK 1,19%

Aus den Tabellen 18, 20, 22 und 24 ist zu ersehen, dass sich die Aviditatsindi-
ces derselben Probe in verschiedenen Verdinnungen teilweise erheblich unter-
scheiden. Bei den Verdlinnungsschritten im Abstand 1:4 variieren die Indices
geringer als im Abstand 1:2.

Variationskoeffizienten von tber 10% ja sogar tber 20% wie in Beispiel 7, lie-
Ben hinsichtlich der vorliegenden Fragestellung auch die Software Avidity 1.2
fur die Aviditatsberechnung als ungeeignet erscheinen, und es stellte sich wei-

terhin die Frage nach einer noch exakteren Methode.
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3.1.3.3 Linearer Zusammenhang von Nativ- und Denaturiert-Ex-

tinktion

Versuchsweise wurden anders als zuvor die Ergebnisse von obigen Patienten
graphisch so dargestellt, indem auf der x-Achse die nativen und auf der y-
Achse die Extinktionen aus dem denaturierenden Waschgang aufgetragen wur-

den (Beispiele zu jeder Entitat in Diagramm 26 bis Diagramm 31):

0,45 —e— Patient 2
0,40 —— Patient 5
Patient 6
5 0,35 Patient 12
E 0,30 —X¥— Patient 16
G 0,25
8 0,20
2
s 0,15
A
0,10
0,05
0,00 T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0
Nativ-Extinktion

Diagramm 26: Extinktionen einiger Patienten mit akuten Windpocken aus Tabelle 1 (S. 13)
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1,2 4+ —e—patient 19.1
—#— Patient 19.2

1,0 Patient 19.3

5 —»— Patient 19.4
g 0,8 |+ —%—Patient 19.5
=
LLl
& 0,6
)
3
g 0,4
o

0,2

0,0

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Nativ-Extinktion

Diagramm 27: Extinktionen von Patient 19 mit akuten und abgelaufenen Windpocken aus
Tabelle 1 (S. 13)

1.8
1,6
1,4
1,2

1,0 —o— Patient 2
0,8 —— Patient 28

Patient 32
0,6

0,4
0,2
0,0

Denaturiert-Extinktion

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Nativ-Extinktion

Diagramm 28: Extinktionen von Patienten mit lange zuriickliegender VZV-Infektion aus Tabelle
2(S.14)
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2,0
1.8
1,6
1,4
1,2

1,0 —e— Patient V2.1
0.8 —— Patient V9.1
0,6
0,4

0,2
0,0

Denaturiert-Extinktion

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0
Nativ-Extinktion

Diagramm 29: Extinktionen von Seren von Patienten mit VZV-Infektion aus Tabelle 3 (S. 16)

—o— Patient V2.1
—i— Patient V2.2

Patient V7.1
—— Patient V7.2
—X— Patient V9.2

Denaturiert-Extinktion

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Nativ-Extinktion

Diagramm 30: Extinktionen von Liquores von Patienten mit VZV-Infektion aus Tabelle 3 (S. 16)
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1,4

1,2 Za

1,0 /
0,8

06 /'/ /

—e&— Patient M22 (Serum)

04 /
/ —=— Patient M22 (Liquor)
0,2

0,0 T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

Nativ-Extinktion

Denaturiert-Extinktion

Diagramm 31: Extinktionen eines Serum-Liquor-Paares eines Patienten mit MS aus Tabelle 5
(S. 18)

Die Diagramme zeigen einen annahernd linearen Zusammenhang zwischen
den beiden Extinktionen. Wie in den vorherigen Diagrammen weichen im Inter-
vall zwischen 2,5 und 3,0 manche Werte von diesem Phdnomen ab und steigen

starker an.

Ahnliches hat sich auch bei den Masernproben bestatigt (Diagramm 32 bis

Diagramm 34):
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2,5
—&— Patient M5 (Serum)
—— Patient M5 (Liquor)
- 2,0 Patient M8 (Serum)
2 —<— Patient M8 (Liquor)
4
=15
x
u
g
51,0
©
o
a
0,5
0,0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Nativ-Extinktion

Diagramm 32: Extinktionen zweier Serum-Liquor-Paare von Patienten mit MS aus Tabelle 5
(S. 18)

2,5
2,0
<
9o
=
= 15
n
= —&— Patient S3.1 (Serum)
% 10 —=— Patient S3.1 (Liquor)
‘§ ' Patient S3.2 (Serum)
8 —»— Patient S3.2 (Liquor)
0,5
0,0

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Nativ-Extinktion

Diagramm 33: Extinktionen zweier Serum-Liquor-Paare von Patienten mit SSPE aus Tabelle 4
(S.17)
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2,0
1,6
c
S
g £ =
£1,2
x
w
G
= 0,8 —e— Patient N6 (Serum)
G —=— Patient N6 (Liquor)
e 0.4 / Patient N10 (Serum)
’ / Patient N10 (Liquor)
0,0 T T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5
Nativ-Extinktion

Diagramm 34: Extinktionen zweier Serum-Liquor-Paare von Kontroll-Patienten aus Tabelle 6
(S. 19)

Demzufolge liegt den Extinktionen aus denaturierendem und dem Referenz-
waschgang ein Zusammenhang zugrunde, der approximativ mit der Gera-

dengleichung (vgl. Gleichung 3, S. 29) beschrieben werden kann:

Gleichung 6:

y=mx-+c m: Steigung
c: Konstante

Aus dieser Tatsache kann folgender Schluss gezogen werden: Je steiler die
Gerade ansteigt, umso hoéher ist die Aviditat der Antikorper.

Dies hat sich vor allem darin bestatigt, dass bei der Austestung von Seren eines
Patienten mit akuter Windpockeninfektion im Krankheitsverlauf die Graphen

immer steiler werden:
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1,4

1,2

1,0 v /,

N / g o

0,6 —o— 15 Tage
/ —=— 28 Tage

0,4 42 Tage
163 Tage
o2 x - —%— 336 Tage

0,0 T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5

Denaturiert-Extinktion

Nativ-Extinktion

Diagramm 35: Immer steiler werdende Geraden bei Patient 19 aus Tabelle 1 (S. 13) mit akuter
Windpockeninfektion 15, 28, 42, 163 und 336 Tage nach Auftreten der Symptome
Fur diesen annédhernd linearen Zusammenhang missen nun folgende Schliisse

geltend gemacht werden:

a) Der Wert der Steigung m muss zwischen 0 und 1 liegen.

Im Falle m >1 gabe es sonst Aviditaten gréf3er 100%, bzw. man erhielte nega-
tive Prozentwerte bei m < 0. Da beides nicht mdglich ist, muss die Behauptung

hinsichtlich der Gré3enordnung von m zutreffen.

b) Der Wert der Konstanten c ist negativ.

Die Extinktionen aus dem denaturierenden Waschgang liegen auf einer anna-
hernden Geraden mit einer Steigung zwischen 0 und 1. Durch Division einer
dieser Extinktionen durch ihren dazugehdrigen x-Wert, der Nativ-Extinktion, er-
halt man einen verdinnungsabhangigen Prozentwert, der den Anteil an hocha-
viden, nicht abgewaschenen Antikérpern darstellt.

Ist nun der Graph durch ein positives ¢ auf der y-Achse verschoben, gilt ir-
gendwann fir x - 0:

mx+c > X
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Dies ergabe fur einen Wert von mehr als 100%. Dies ist aber nicht

X
moglich, so dass c also gleich oder kleiner 0 sein muss.

Bestatigt wird dieser Schluss dadurch, dass es Verdiinnungen geben muss, bei
denen im Referenzwaschgang noch ein positives Signal ermittelt werden kann,
wahrend im denaturierenden Waschgang alle Antikorper fortgewaschen worden
sind, hier das Signal also gegen 0 geht. Demnach ist der Graph in negativer y-
Richtung verschoben; ¢ kann deshalb nicht positiv sein, sondern maximal den

Wert 0 annehmen.

3.1.3.4 Theoretische Uberlegungen zur neuen Aviditatsberech-

nung

Fur die Verdinnungsreihen kann man die zugrundeliegende Geradengleichung
ermitteln, indem man fur zwei Punkte, die durch eine ideale Gerade verbunden
werden und einige Verdlinnungsschritte Abstand haben, die Werte fir m und ¢
ermittelt.

Mit der vollstandigen Formel y = mx + ¢ kann nun fur jedes beliebige x, also der

Nativ-Extinktion, kiinstlich jedes y, also die Denaturiert-Extinktion, ausgerechnet
werden. Dividiert man wie zur Einpunktbestimmung wiederum diese y-Werte

durch das zugehorige x, erhélt man folgende Gleichung 7:

Gleichung 7:

mx +cC

Aviditat [%)] = x 100%

Lasst man nun mit dieser Formel flr die obigen Beispiele die Aviditat kinstlich

fir xeR, errechnen und tragt sie graphisch auf, stellt sich Folgendes in

Diagramm 36 dar:
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80%

60%

40%

0% / T T T T T T
0 O/{/O,S 1.0 15 2,0 2,5 3,0 3,5
-20% /
|

N
o
=S

ktive Aviditat

f

fiktive Nativ-Extinktion

-40%

-60%

-80%

mx + ¢
Diagramm 36: Fiktiv errechnete Aviditatskurven nach der Formel

Es resultieren nichtlineare, hyperbolische Graphen mit einer positiven monoto-
nen Steigung die offenbar in einen asymptotischen Verlauf fir x — c«o minden.
Der Vergleich dieser Graphen mit denen aus Diagramm 18 erklart die Nichtline-
aritat der Aviditat, die per Einpunktbestimmung ermittelt wurden (siehe Kapi-
tel 3.1.3.1, S. 46).

Wahrend die berechneten Aviditatskurven einen asymptotischen Verlauf zei-
gen, weisen die echten Aviditatskurven teilweise einen steilen Anstieg bei x
groRer 2,5 bis 3,0 auf. Erklaren lasst sich dies dadurch, dass die Extinktions-
messung durch den BEP IIl auf Grund der Sattigung der optischen Dichte ober-
halb dieses Bereichs nicht mehr linear verlauft. Demnach muss also fir die Ex-
tinktionswerte Uber 3,0 ein etwa asymptotischer Verlauf gegen 4,0 als maximal
madglicher Messwert angenommen werden.

Wahrend nun also die Extinktionen aus dem Referenzwaschgang nur noch
langsam, nicht mehr proportional ansteigen, steigen die Extinktionen aus dem
denaturierenden Waschgang noch proportional an, da sie durch den Wasch-
gang in einen Extinktionsbereich unter 3,0 verschoben worden sind.

Damit dividiert man stetig zunehmende y-Werte durch weniger steigende x-

Werte. Das Resultat ist demnach ein schnell anwachsender Aviditatsindex,
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weshalb sich Aviditaten aus Messwerten im Sattigungsbereich nicht sinnvoll

berechnen lassen.

Der oben gezeigte lineare Zusammenhang zwischen den Extinktionen aus den
beiden Waschgangen weist eine erstaunliche Ausgepragtheit und Konstanz
durch alle in Reihe getesteten Proben auf, so dass dieses Phanomen als

Grundlage fur die Aviditatsberechnung dienen kann.

Im Folgenden wird nun erdrtert, wie mit Hilfe der gezeigten linearen sowie hy-
perbolischen Beziehungen ein verdiinnungsunabhangiger Aviditatswert berech-

net werden kann.

Bei der Betrachtung der hyperbolischen Kurven in Diagramm 36 liegt der Ge-
danke nahe, die Aviditdt der spezifischen Antikérper einer Probe liege auf

Grund ihres asymptotischen Verlaufs in der Asymptote.

Der Wert einer Asymptote ist derjenige y-Wert, den eine Funktion bei einem
unendlich groR3en oder kleinen x-Wert annimmt. In unserem Fall trifft ein unend-
lich grol3es x zu:

Im Term mx +c¢ wird fir x — o« die Konstante c vernachlassigbar klein.

Fur die Aviditatsformel mx+c¢

gilt also folgende Asymptotengleichung
X

(Gleichung 8):

Gleichung 8:

. [mx+c mx
lim = =m
X—>00 X X

Die Steigung m der durch Extinktionspaare festgelegten Geraden entspricht
also der Asymptote.
Dass die Steigung aber nicht mit der Aviditat identisch sein kann, beweist

Diagramm 37:
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3,0

Ny

/
P

N
o

Denaturiert-Extinktion
L
(6)]

\

— o —e—Probe 1

/ —=— Probe 2

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Nativ-Extinktion

Diagramm 37: Unterschiedliche Aviditaten bei &hnlicher Steigung

Augenscheinlich haben beide Geraden eine sehr ahnliche Steigung. Probe 2
weist aber insgesamt hohere Extinktionen aus dem denaturierenden Wasch-
gang auf. Hier sind also weniger Antikdrper abgewaschen worden, was ohne
Zweifel daftr spricht, dass Probe 2 eine hdhere Aviditdt haben muss als Pro-
be 1.

Demnach spiegelt die Steigung den Aviditdtswert nur ungenitgend wider; die
Konstante ¢ muss also fur die Aviditatsberechnung ebenfalls von elementarer
Bedeutung sein.

Deshalb wurde wie oben beschrieben der Aviditatsindex nach Gleichung 7

MX+C 100%

Aviditat [%] =

angenommen, indem fur einen festen x-Wert der entsprechende y-Wert be-

rechnet wird. Als x-Wert wurde 2,0 festgesetzt.

Fur die in Abschnitt 3.1.3.2 (S. 52) gezeigten vier Beispiele seien hier nochmals
die Aviditatsindices mit dieser Geradenmethode und zum Vergleich mit der

Software Avidity 1.2 mit ihren jeweiligen Variationskoeffizienten aufgefuhrt:
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Beispiel 6:

Tabelle 25: Aviditatsindices des Serum von Patient V9.2 aus Tabelle 3 (S. 16) mit Geraden- und
Endpunkttitermethode aus verschiedenen Kombinationen

kombinierte Verdinnungsabstand 1:2
Schritte OD 2,0 Steigung m Avidity 1.2

1&2 65,35%) 68,48%) 46,1%
2&3 65,46%) 72,11%) 49,2%
3&4 62,85%) 64,97%) 50,0%)
4&5 68,02%) 73,44% 56,6%
5&6 nicht berechenbar] nicht berechenbar| 46,4%
VK 3,23%| 5,47% 8,53%

Verdinnungsabstand 1:4
1&3 64,67%) 69,95% 48,2%
28&4 65,37%) 69,10% 50,1%)
3&5 64,18%) 68,60% 50,2%)
48&6 62,46%) 64,34% 53,2%)
VK 1,93% 3,68% 4,10%

Beispiel 7:

Tabelle 26: Aviditatsindices des Serum von Patient 19.3 aus Tabelle 1 (S. 13) mit Geraden- und
Endpunkttitermethode aus verschiedenen Kombinationen

kombinierte Verdunnungsabstand 1:2
Schritte oD 2,0 Steigung m Avidity 1.2

1&2 32,01%) 37,24%) 9,5%
2&3 32,26%) 50,56% 15,2%
3&4 25,75%) 27,81%) 18,0%
4&5 30,04%) 35,15% 11,7%
VK 10,03% 25,18% 27,62%

Verdinnungsabstand 1:4
1&3 29,97%) 42,56% 11,6%
28&4 32,03%) 38,55% 17,3%
3&5 26,35%) 29,90%) 13,5%
VK 9,76% 17,48%) 20,54%
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Beispiel 8:

Tabelle 27: Aviditatsindices des Serum von Patient M22 aus Tabelle 5 (S. 18) mit Geraden- und
Endpunkttitermethode aus verschiedenen Kombinationen

kombinierte Verdunnungsabstand 1:2
Schritte oD 2,0 Steigung m Avidity 1.2

1&2 37,34%) 48,96% 20,2%)
2&3 36,98%) 42,11% 20,2%)
3&4 34,93%) 36,70%) 27,0%)
4&5 32,90%) 33,56% 23,8%
5&6 39,33% 41,67% nicht berechenbar|
VK 6,78% 14,47%) 14,63%

Verdiinnungsabstand 1:4
1&3 38,49%) 46,10% 21,1%)
2&4 36,85%) 39,68% 24,1%)
3&5 34,50%) 35,59% 20,4%)
48&6 34,62%) 36,22%) 25,4%
VK 5,31%)| 12,23%) 10,49%

Tabelle 28: Aviditatsindices des Serum von Patient 28 aus Tabelle 2 (S. 14) mit Geraden- und
Endpunkttitermethode aus verschiedenen Kombinationen

kombinierte Verdinnungsabstand 1:2
Schritte OD 2,0 Steigung m Endpunkttiter

1&2 61,76% 54,61% 33,4%
2&3 63,73% 78,24% 40,4%
3&4 57,38% 60,08% 41,5%
4&5 54,36% 54,94% 44,6%
VK 7,14% 17,96% 11,83%

Verdunnungsabstand 1:4
1&3 58,69% 63,82% 35,5%
28&4 63,02% 69,67% 41,8%
3&5 56,62% 57,93% 43,5%
VK 5,49% 9,20% 10,47%

Die Variationskoeffizienten zeigen, dass mit allen drei Berechnungsmethoden
die Aviditatsindices konstanter sind, wenn die Verdinnungsschritte im Abstand
1:4 angelegt werden. Des Weiteren ist zu erkennen, dass die Indices berechnet
mit der Geradenmethode Uber dem Referenzwert 2,0 durch die verschiedenen
Verdinnungen weniger variieren als mit der Steigung oder der Endpunkttiter-

methode.
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Die Variationskoeffizienten aus der Geradenmethode mit dem Referenzwert 2,0
fallen insgesamt niedriger aus als die aus der Endpunkttitermethode mit der
Software Avidity 1.2 oder der mit Steigung m. Bis auf eine Ausnahme sind die
Koeffizienten kleiner als 10%. Dieser eine mit 10,03% stammt von einer Probe
mit niedriger Aviditat. Da bei niedrigen Werten mathematisch bedingt haufig
hohere Variationskoeffizienten auftreten, ist dieser durchaus akzeptabel.

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde diese Geradenmethode mit dem Refe-

renzwert 2,0 als Standardberechnungsmethode bei den ZNS-Tests angewandt.

3.1.4 Reproduzierbarkeit der neuen Rechenmethode

Um die Reproduzierbarkeit der neuen Berechnungsmethode zu uUberprifen,
wurden im ZNS-Test die vier Kontrollen in jeweils zwei Verdinnungen getestet.
Aus den VZV-Tests bei Raumtemperatur liegen fur die Kontrollen Ergebnisse

aus sechs Laufen vor:

Tabelle 29: Statistische Parameter von VZV-Kontrollen Uber Referenzwert 2,0 aus sechs Lau-
fen

RPN 1 | RPN 2 | akut alt
Minimum 57,41%)| 66,33%| 8,43%| 51,85%
Maximum 67,12%| 76,04%| 9,85%| 63,65%
Mittelwert 64,27%| 71,81%| 9,07%| 58,56%

Standardabweichung | 4,07%| 4,05%| 0,56%| 4,77%
Variationskoeffizient 6,33%| 5,64%| 6,14%| 8,14%

Tabelle 30: Statistische Parameter von VZV-Kontrollen bei Steigung m aus sechs Laufen

RPN 1 | RPN 2 | akut alt
Minimum 59,33%| 68,51%| 9,03%| 51,73%
Maximum 71,28%)| 79,59%| 13,18%| 60,48%
Mittelwert 66,71%)| 74,58%| 11,32%| 56,92%

Standardabweichung 4,56%| 4,31%| 1,47%| 3,90%
Variationskoeffizient 6,84%| 5,79%)| 12,99%| 6,85%

Sowohl mit 2,0 als auch mit m berechnet zeigen die Aviditatsindices der Kon-
trollen niedrige Variationskoeffizienten.

Die Masernkontrollen wurden 15 mal bei Raumtemperatur getestet:
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Tabelle 31: Statistische Parameter von Masern-Kontrollen tiber Referenzwert 2,0 2,0 aus 15
Laufen

RPN 1 | RPN 2 | akut alt
Minimum 49,35%| 33,29%| 9,95%| 50,36%
Maximum 65,59%| 76,31%| 15,46%| 68,30%
Mittelwert 58,56%)| 54,27%| 12,21%| 56,52%

Standardabweichung 4,03%| 11,30%| 1,57%| 4,59%
Variationskoeffizient 6,87%| 20,83%| 12,86%| 8,11%

Tabelle 32: Statistische Parameter von Masern-Kontrollen bei Steigung m aus 15 L&aufen

RPN 1 | RPN 2 | akut alt
Minimum 49,34%| 26,71%| 10,12%| 52,27%
Maximum 66,37%)| 81,75%]| 16,97%| 72,65%
Mittelwert 59,50%| 53,42%| 12,72%| 62,69%

Standardabweichung 4,54%| 14,65%| 2,07%| 6,21%
Variationskoeffizient 7,64%)| 27,42%| 16,28%| 9,91%

Mit Bezug auf den Referenzwert 2,0 ergeben sich fur die RPN1-, akut- und alt-
Kontrolle niedrige Variationskoeffizienten. Bei RPN2 ist es wegen vier Ausrei-
Bern zu dem hohen Variationskoeffizienten gekommen, wobei diese Kontrollen
Differenzen zwischen 15% bis 23% im Vergleich zur RPN1 aus demselben Test
aufweisen. Mit der Endpunkttitermethode liegt der Variationskoeffizient bei
23,3%. Insgesamt kann auch fur Masern auf gute Reproduzierbarkeit geschlos-

sen werden.
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3.2 Optimierung der Inkubationstemperatur

Wahrend der Austestung der Patientenproben mit dem ZNS-Test machten sich
bei den Kontrollen grof3e Schwankungen sowohl der Extinktionswerte als auch
der Aviditatsindices trotz immer gleicher Vorbedingungen bemerkbar. Als mog-
liche Fehlerursache wurde die Inkubationstemperatur in Betracht gezogen, und
es wurde ein Vergleich zwischen den Ergebnissen aus Testungen bei konstant
37°C und Raumtemperatur, die zwischen 21°C bis 27°C schwankte, durchge-
fuhrt.

In jedem von mehreren Testlaufen wurden bei den Akut- und Alt-Kontrollen so-
wie zweimal bei den Referenzen P/N — im Folgenden RPN1 und RPN2 be-
zeichnet — Extinktionen und Aviditatsindices bestimmt. Die Kontrollen waren in

jeweils zwei Verdinnungen 1:1386 und 1:5544 vorbereitet worden.

3.2.1 Vergleich der Ergebnisse der VZV-Antikorper bei Raum-

temperatur bzw. 37°C

Die folgenden zwei Tabellen zeigen die Variationskoeffizienten fur die Extinktio-
nen und Aviditatsindices der Kontrollen fir den VZV-ZNS-Test auf. Die Kontrol-
len wurden sechsmal bei Raumtemperatur getestet. Die Indices wurden mit der

Einzelpunktbestimmung aus den Extinktionen berechnet.

Tabelle 33: Mittelwerte (MW) und Variationskoeffizienten (VK) der Extinktionen (OD = optische
Dichte) der VZV-Kontrollen bei Raumtemperatur in verschiedenen Verdinnungen

Kontrolle __Ver- MW OD |VK OD mit| MW OD VK OD MW Avidi- VK Avidi-
dinnung | mit Urea Urea ohne Urea|ohne Urea| tétsindex | tatsindex
RPN1 0,865| 22,92% 1,363 19,02% 63,09% 6,83%
RPN2 1:1386 1,058 8,89% 1,496 9,25% 70,82% 5,62%
akut ' 0,196 7,83% 2,131 5,78% 9,91% 6,08%
alt 0,516/ 13,35% 0,906, 13,84% 57,09% 6,08%
RPN1 0,278| 25,15% 0,487, 20,11% 56,48% 8,54%
RPN2 1:5544 0,366/ 13,68% 0,566, 16,88% 64,88% 5,09%
akut ' 0,073| 19,15% 1,038 10,48% 6,96%, 12,54%
alt 0,166/ 15,44% 0,330, 18,44% 50,66% 4,51%
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Ebenso wurden diese Kontrollen bei einer Inkubationstemperatur von konstant

37°C achtmal ausgewertet:

Tabelle 34: Mittelwerte (MW) und Variationskoeffizienten (VK) der Extinktionen (OD = optische
Dichte) der VZV-Kontrollen bei 37°C in verschiedenen Verdinnungen

Kontrolle Ver- MW OD |VK OD mit| MW OD VK OD MW Avidi- |VK Aviditat-
dinnung | mit Urea Urea ohne Urea|ohne Urea| tétsindex sindex
RPN1 0,763| 31,75% 1,245 28,58% 60,94% 5,33%
RPN2 1:1386 0,741| 38,49% 0,959, 35,80% 76,67% 3,50%
akut ' 0,131| 59,65% 2,201 13,83% 5,76% 42,55%
alt 0,284| 19,77% 0,698 8,02% 40,42% 13,16%
RPN1 0,221| 48,53% 0,392 34,16% 54,00% 15,37%
RPN2 1:5544 0,203| 50,43% 0,283 46,60% 70,64% 6,64%
akut ' 0,038/ 80,21% 1,174 27,96% 3,03% 48,82%
alt 0,067 37,18% 0,205, 16,98% 31,99% 22,78%

Trotz der konstanten Temperatur lassen sich bei 37°C grol3ere Schwankungen
sowohl bei den Extinktionswerten als auch den Aviditatsindices feststellen. Die
Variationskoeffizienten bei Raumtemperatur erreichen teilweise auch sehr hohe
Werte, laut Herstelleranleitung aber sind hier Variationskoeffizienten der Extink-

tionen bis 21,6% im Interassayvergleich bei Standardtestbedingungen bekannt.

Mit denselben Ergebnissen ist auch eruiert worden, ob es Unterschiede bei den
Aviditatsindices in Abhangigkeit von der Temperatur gibt. Dazu wurden die Mit-
telwerte der einzelnen Indices erhoben und der Betrag der Differenz zwischen

Raumtemperatur und 37°C angegeben (Tabelle 35):

Tabelle 35: Differenzen der mittleren Aviditatsindices bei Raumtemperatur und 37°C in ver-
schiedenen Verdinnungen

Kontrolle |Verdinnung |Raumtemperatur 37°C Differenz

RPN1 63,09% 60,94% 2,15%
RPN2 1:1386 70,82% 76,67% 5,85%
akut ' 9,19% 5,76% 3,43%
alt 57,09% 40,42% 16,67%
RPN1 56,48% 54,00% 2,48%
RPN2 1:5544 64,88% 70,64% 5,76%
akut ' 6,96% 3,03% 3,93%
alt 50,66% 31,99% 18,67%
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Schlief3lich wurde die Aviditat der Kontrollen mit denselben Ergebnissen noch
mit der Geradenmethode bei 2,0 errechnet. Tabelle 36 zeigt hierzu die Mittel-

werte sowie Variationskoeffizienten:

Tabelle 36: Mittelwerte und Variationskoeffizienten (VK) der Aviditaten der VZV-Kontrollen bei
verschiedenen Temperaturen mit der Geradenmethode bei 2,0

Raumtemperatur 37°C
Kontrolle | Mittelwert VK Mittelwert VK
RPN1 64,27% 6,33% 62,56% 6,41%
RPN2 71,81% 5,64% 77,87% 3,03%
akut 9,07% 6,14% 5,01% 25,50%
alt 58,56% 8,14% 42,64% 12,44%

Laut diesen Ergebnissen lassen sich zwar mit beiden Temperaturen sehr ahnli-
che und einigermal3en konstante Aviditatswerte erzielen.

Da sich aber, wie oben zu sehen ist, bei Raumtemperatur die Ergebnisse als
konstanter erwiesen hatten, wurden im Folgenden die ZNS-Testes fur VZV bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Einige Serum-Liquor-Paare waren zu diesem
Zeitpunkt schon bei 37°C getestet. Diese Ergebnisse sind trotzdem mit verwer-
tet worden, da die Unterschiede zwischen Raumtemperatur und 37°C bis auf
die Alt-Kontrollen gering waren und davon ausgegangen werden kann, dass
sich mdgliche Einflisse der Temperatur gleichsinnig auf die jeweils zusammen
getesteten Liquor- und Serumproben auswirken. Die Ergebnisse durch Tests

bei 37°C sind daher nicht gesondert gekennzeichnet.

3.2.2 Vergleich der Ergebnisse der Masernvirusantikdrper bei

Raumtemperatur bzw. 37°C

In gleicher Weise wurden flir Masern Untersuchungen bei den unterschiedli-
chen Inkubationstemperaturen vorgenommen.

Die folgenden zwei Tabellen zeigen die Variationskoeffizienten fir die Extinktio-
nen und Aviditatsindices der Kontrollen flr den Masernvirus-ZNS-Test auf. Die

Kontrollen wurden dafiir 15 mal bei Raumtemperatur getestet.
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Tabelle 37: Mittelwerte (MW) und Variationskoeffizienten (VK) der Extinktionen (OD = optische

Dichte) der Masern-Kontrollen bei Raumtemperatur in verschiedenen Verdiinnungen

Kontrolle __Ver- MW OD |VK OD mit| MW OD VK OD MW Avidi- VK Avidi-
dinnung | mit Urea Urea ohne Urea|ohne Urea| tétsindex | tatsindex
RPN1 0,804| 21,99% 1,381 20,94% 58,09% 6,69%
RPN2 1-1386 0,755| 20,77% 1,413| 18,78% 54,37%, 19,33%
akut ' 0,109/ 15,39% 0,946, 13,20% 11,58% 9,12%
alt 1,214, 11,31% 2,137, 11,68% 56,99% 7,62%
RPN1 0,249| 25,42% 0,448, 23,01% 55,42% 6,60%
RPN2 1:5544 0,265| 24,09% 0,473 26,17% 56,60% 9,06%
akut ' 0,035/ 20,60% 0,355 8,77% 9,94%, 20,61%
alt 0,447| 14,86% 0,911, 16,18% 49,38% 9,59%

Ebenso wurden diese Kontrollen bei

37°C sechsmal ausgewertet:

Tabelle 38: Mittelwerte (MW) und Variationskoeffizienten (VK) der Extinktionen (OD = optische

einer Inkubationstemperatur von konstant

Dichte) der Masern-Kontrollen bei 37°C in verschiedenen Verdiinnungen

Kontrolle Ver- MW OD |VK OD mit| MW OD VK OD |MW Avidi- | VK Aviditat-
dinnung | mit Urea Urea |ohne Urea|ohne Urea| tatsindex sindex
RPN1 0,366| 82,77% 1,192, 42,41% 26,55% 66,44%
RPN2 1:1386 0,440| 75,75% 1,070/ 58,43% 38,60% 32,37%
akut ' 0,105| 34,34% 0,827| 29,39%| 12,56% 11,09%
alt 0,758 28,46% 1,912, 14,47% 39,09% 18,29%
RPN1 0,155| 99,27% 0,452| 59,47% 27,85% 69,61%
RPN2 1-5544 0,130/ 86,83% 0,337| 66,42%| 35,89% 35,32%
akut ' 0,035| 44,25% 0,312 30,53%| 10,81% 22,62%
alt 0,246| 22,93% 0,720| 18,15%| 34,11% 12,88%

Hier machten sich bei 37°C extreme Schwankungen bemerkbar, so dass bei

Masern die ZNS-Testes ausschlief3lich bei Raumtemperatur durchgefihrt wur-

den.
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3.3 ZNS-Aviditat der VZV-Antikorper

Die nun anschlieRend dargestellten Aviditatswerte der Serum-Liquor-Paare
wurden ganzlich mittels ZNS-Test mit der Geradenmethode tber dem Refe-

renz-x-Wert 2,0 ermittelt.

3.3.1 Aviditatsspektren

Nachfolgend werden die Aviditdtswerte der verschiedenen Krankheitsgruppen
tabellarisch mit ihren Mittelwerten, Standardabweichungen sowie Minima und

Maxima charakterisiert.

3.3.1.1 VZV-Infektionen

Da in dieser Krankheitsgruppe bei fast allen Patienten mehrere Verlaufskontrol-
len vorhanden waren, wurde flur die Charakterisierung der Aviditat sowie auch
fur spatere Berechnungen ausschlie3lich das erste Serum-Liquor-Paar heran-
gezogen.

Bei elf der zwolf Patienten liegt die Erstinfektion mit VZV schon lange zuriick,
was sich in den relativ hohen Aviditaten widerspiegelt.

Tabelle 39 zeigt statistische Parameter fir diese elf Patienten:

Tabelle 39: Aviditatsspektrum bei VZV-Infektion bei lange zurlickliegender Erstinfektion, erste
Probenentnahme

Serum Liguor
Mittelwert 52,29% 55,43%
Standardabweichung 9,30% 9,93%
Median 52,13% 56,63%
Minimum 35,86% 40,99%
Maximum 64,65% 69,04%
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Bei einem Cut-off von 23 % ist fur alle elf Seren und alle elf Liquores das Anti-
VZV-IgG hochavide. Die Aviditaten der Serum- und Liquorproben unterscheiden
sich im Wilcoxon-Test nicht statistisch signifikant.

Patient V12 litt zur Zeit der Entnahme des Serum-Liquor-Paares an einer En-
zephalitis hervorgerufen durch eine Primarinfektion mit VZV.

Seine Aviditatswerte stellen sich folgendermaf3en dar (Tabelle 40):

Tabelle 40: Aviditatswerte bei VZV-Enzephalitis durch Primarinfektion

Serum Liguor
|Aviditat 3,30% 4,44%

Tabelle 41 zeigt statistische Parameter fur diejenigen Patienten, fur die es zwi-
schen Tag 14 und Tag 50 nach Erkrankungsbeginn eine Verlaufskontrolle gab.
Es handelt sich dabei um folgende Proben (vgl. Tabelle 3, S. 16): V1.3; V2.2;
V5.2; V6.2; v8.3; V9.2; V10.2; V11.2.

Tabelle 41: Aviditatsspektrum bei VZV-Infektion bei lange zurlickliegender Erstinfektion, Ver-
laufskontrolle zwischen Tag 14 und 50

Serum Liguor
Mittelwert 56,52% 56,81%
Standardabweichung 6,97% 5,65%
Median 54,34% 55,14%
Minimum 48,94% 49,69%
Maximum 67,91% 70,00%

Mit einem Minimalwert von 48,94% sind alle Aviditatswerte hochavide.

Folgendes Diagramm 38 gibt den zeitlichen Verlauf der Aviditaten der Patienten

V1 bis V11 im Einzelnen wieder.
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Diagramm 38: Aviditaten bei den Serum-Liquor-Paaren der Patienten V1 bis V11 im zeitlichen
Verlauf (x-Achse: Krankheitstage, y-Achse: Aviditat)
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Die Aviditatsverlaufe bei den VZV-Patienten lassen keine Systematik erkennen.
Egal ob die Patienten Uber einen kirzeren oder langeren Zeitraum untersucht
wurden, sind die Aviditaten nicht einheitlich ansteigend (z.B. V5, V6, V7), son-
dern auch abfallend (z.B. V3, V9, V10). Bei zwei Patienten sind im Verlauf so-
wohl ansteigende als auch abfallende Aviditaten zu beobachtet (V2, V8). Wei-
terhin besteht keine Einheitlichkeit dariiber, ob die Serum- oder Liquoraviditat
die hohere ist (vgl. V5 mit V6), bisweilen Gberkreuzen sich die beiden Aviditats-

werte auch im Verlauf (u.a. V7).
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3.3.1.2 Multiple Sklerose

Das Spektrum der Aviditaten bei den 18 Patienten mit Multipler Sklerose, deren
Serum und Liquor VZV-Antikorper aufgewiesen hatten, ist in Tabelle 42 darge-
stellt:

Tabelle 42: Aviditatsspektrum der VZV-Antikorper bei Patienten mit Multipler Sklerose

Serum Liguor
Mittelwert 53,14% 54,02%
Standardabweichung 14,65% 16,06%
Median 51,90% 58,28%
Minimum 29,52% 20,04%
Maximum 83,05% 83,34%

Im MS-Kollektiv sind jeweils 15 Seren und Liquores fur Anti-VZV-IgG hochavi-
de. Auch hier unterscheiden sich die Aviditaten der Serum- und Liquorproben

im Wilcoxon-Test nicht statistisch signifikant.

3.3.1.3 Kontroll-Patienten

Aus der Gruppe der Kontroll-Patienten weisen neun Serum-Liquor-Paare VZV-

Antikorper auf. Tabelle 43 fasst das Spektrum zusammen:

Tabelle 43: Aviditatsspektrum der VZV-Antikorper bei Kontroll-Patienten

Serum Liguor
Mittelwert 60,90% 61,63%
Standardabweichung 8,41% 9,22%
Median 60,53% 58,82%
Minimum 45,10% 49,81%
Maximum 76,10% 77,86%

In der Kontrollgruppe sind alle getesteten Proben fur Anti-VZV-IgG hochavide.
Ein statistisch signifikanter Unterschied der Aviditat der Serum- und Liquorpro-

ben ist im Wilcoxon-Test nicht feststellbar.

80



3. ERGEBNISSE

3.3.1.4 Vergleich der Patientenkollektive

Ebenso als nicht signifikant erweist sich der Vergleich mittels Man-Whitney-U-

Test der Liquoraviditaten einer Krankheitsgruppe mit denen einer anderen.

3.3.2 Differenzen der Aviditaten von Serum und Liquor

Um zu untersuchen, ob sich die Aviditaten der Liquor-Antikorper in Bezug auf
den jeweiligen Serumwert in den verschiedenen Patientenkollektiven unter-
scheiden, ist fur jedes Serum-Liquor-Paar im Einzelnen die Differenz der Avidi-
tat von Serum und Liquor bestimmt worden. Dabei wurde zur Berechnung der
Aviditat grundsétzlich die Geradenmethode herangezogen. Es wurde danach

immer wie in Gleichung 9 die Aviditat des Serum von der des Liquor subtrahiert:

Gleichung 9:

Die Differenzwerte sind anschliel3end wieder entsprechend der Krankheitsgrup-

pen aufgefuhrt.

3.3.2.1 VZV-Infektionen

Wie unter 3.3.1.1 (S. 76) beschrieben wurden zur Gegenuberstellung der Er-
gebnisse der einzelnen Krankheitsgruppen bei VZV-Infektionen nur die Ergeb-
nisse der ersten Verlaufskontrolle verwandt. In die Ergebnisse sind auch die
von Patient V12 mit der akuten Enzephalitis einbezogen. Bei dieser Krankheits-
gruppe sind bei neun von zwolf Paaren die Aviditaten des Liquor groé3er als die

des Serum.

Folgendes Diagramm stellt diese Ergebnisse noch einmal graphisch dar:
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Diagramm 39: Aviditatsdifferenzen bei VZV-Infektion

In Tabelle 44 sind von den Betragen dieser Ergebnisse Minima, Maxima, Medi-

ane und Mittelwerte mit mittlerer Abweichungen angegeben:

Tabelle 44: Minima, Maxima, Mediane und Mittelwerte mit mittlerer Abweichung der Betrage der
Aviditatsdifferenzen bei VZV-Patienten

Minimum 0,67%
Maximum 8,87%
Median 3,40%
Mittelwerttmittlere Abweichung | 3,53%+2,13%

Diagramm 40 veranschaulicht die Verteilung der Differenzbetrage:
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Anzahl Patienten

0-2% 2-4% 4-6% 6-8% 8-10% >10%
Differenzbetréage

Diagramm 40: Verteilung der Differenzbetréage bei VZV-Infektion

Alle Differenzen sind damit kleiner als 10%.
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3.3.2.2 Multiple Sklerose

Hier sind bei zehn von 18 Paaren die Aviditaten des Liquor grofl3er als die des
Serum.

Diagramm 41 zeigt diese Ergebnisse:
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Diagramm 41: Aviditatsdifferenzen bei Multipler Sklerose

Auch hier fasst Tabelle 45 Minima, Maxima, Mediane und Mittelwerte mit mittle-

rer Abweichungen der Betrdge zusammen:

Tabelle 45: Minima, Maxima, Mediane und Mittelwerte mit mittlerer Abweichung der Betrage der
Aviditatsdifferenzen bei Multipler Sklerose

Minimum 0,11%
Maximum 27,55%
Median 8,53%
Mittelwerttmittlere Abweichung | 9,32%5,09%

Diagramm 42 veranschaulicht die Verteilung der Differenzbetrage fur die MS-

Patienten:
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Anzahl Patienten

0-2% 2-4% 46% 68% 810% 10-15% 1520% >20%
Differenzbetrage

Diagramm 42: Verteilung der Differenzbetrage bei MS-Patienten

Damit sind bei sieben von 18 Serum-Liquor-Paaren (38,9%) in diesem Kollektiv
die Differenzbetrage der Aviditaten gro3er als 10%.
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3.3.2.3 Kontroll-Patienten

In dieser Krankheitsgruppe sind bei vier von neun Paaren die Aviditdten des

Liquor groRer als die des Serum, was auch aus Diagramm 43 ersichtlich ist:
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Aviditatsdifferenz

Diagramm 43: Aviditatsdifferenzen bei Kontroll-Patienten

Tabelle 46: Minima, Maxima, Mediane und Mittelwerte mit mittlerer Abweichung der Betrage der
Aviditatsdifferenzen bei Kontroll-Patienten

Minimum 0,25%
Maximum 10,98%
Median 3,06%
Mittelwerttmittlere Abweichung | 3,51%+2,45%
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Anzahl Patienten

0-2% 2-4% 4-6% 6-8% 8-10% >10%
Differenzbetrage

Diagramm 44: Verteilung der Differenzbetréage bei Kontroll-Patienten

Alle Differenzen sind kleiner als 11%.
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3.3.2.4 Statistik, Spezifitat und Sensivitat

Nachfolgende Tabelle 47 spiegelt nochmals samtliche Eigenschaften der Se-
rum-Liquor-Paare von den MS-Patienten wider, die auf VZV-Antikdrper getestet

wurden:

Tabelle 47: Zusammenfassung der Eigenschaften der Serum-Liquor-Paare von MS-Patienten
mit VZV-Antikdrpern

Patient |Alter| Geschlecht MS[as]elt Klassifikation | Alyzy [leAé%] [le'%%] :\irdulg; Ia‘\'/?(l;lc,:;t BDei;;z?e(riir
M5 23 w n.b. n.b. >2,70( 7,15 9,69 63,26% 60,26% 3,00%
M6 28 w 6 sf remitt. >4,6| 4,70 7,58 78,24% 83,34% 5,10%
M7 37 m 0 sf 4,10 5,01| 11,01 44,99% 59,09% 14,10%
M8 30 w 0 sf 11,90 5,49| 4,77 83,05% 69,85% 13,20%
M9 36 w 0 sf >5,00f 5,53| 7,27 64,77% 73,98% 9,21%
M11 23 w 0 sf >5,60( 4,69 7,37 29,52% 57,08% 27,55%
M12 47 m n.b. n.b. 2,20 5,13| 9,63 43,96% 35,29% 8,67%
M13 30 w 0,2 lab.gest. 1,80 6,02 4,40 45,06% 26,39% 18,67%
M16 47 w 1 cp >5,30( 4,65| 19,69 43,62% 47,54% 3,93%
M17 35 w 0,1 lab.gest. 1,80 2,45 2,90 64,29% 59,84% 4,46%
M18 33 w 0 sf >2,30f 3,10 3,75 52,43% 59,20% 6,78%
M19 39 w cp 9,50 5,35 7,32 63,96% 63,24% 0,72%
M20 27 w sf 2,50 4,49| 4,39 51,38% 51,49% 0,11%
M22 41 w 11 sf >6,70| 4,51| 12,52 36,85% 45,25% 8,39%
M24 35 m cp 6,30 7,06| 4,42 47,15% 57,47% 10,32%
M26 29 w sf 1,90 5,48 11,19 31,76% 20,04% 11,72%
M28 32 w 0,7 lab.gest. 2,70 2,04 1,95 56,21% 62,48% 6,27%
M29 24 w n.b. n.b. 2,10 4,29| 4,55 56,06% 40,58% 15,48%

cp: chronisch progredient; scp: sekundar chronisch progredient; sf: schubférmig; sf remitt.:
schubfoérmig remittierend; lab.gest.: laborgestiitzt; n.b.: nicht bekannt.

Bei Betrachtung des Antikorperindex, des Qap oder Qigc scheint es keinen Zu-
sammenhang zwischen den Aviditdten in Serum oder Liquor noch zwischen
deren Differenz zu geben. Stellt man statistisch insbesondere den jeweiligen
Qap als Mafd fur die Liquorschrankenstorung in Relation zum Differenzbetrag
der Aviditatsindices, so betragt der Korrelationskoeffizient 0,14 und spricht ge-
gen einen direkten Zusammenhang dieser beiden Doméanen.

Aufféllig ist allerdings, dass vier der sieben Patienten (57,1%), bei denen die
Differenz mehr als 10% betragt, zum Entnahmezeitpunkt an dem schubfdérmi-

gen Typ der Multiplen Sklerosen litten. Ebenfalls zur schubférmigen MS gehdrt
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ein grol3er Anteil der Patienten — drei von funf (60%) — , die in mindestens einer
der beiden Proben eine relativ niedrige Aviditat (< 40% ) aufweisen.

Da nur 1/6 der untersuchten Patienten mannlich sind, sollte einer Pradominanz
etwaiger Eigenschaften beim weiblichen Geschlecht keine Bedeutung beige-

messen werden.

Daraufhin wurde untersucht, ob es zwischen den Differenzwerten der drei auf
VZV-Antikorper getesteten Patientengruppen einen Unterschied gibt. Dazu sind
die Minima, Maxima sowie Mittelwerte der Betrage der Aviditatsdifferenzen bei

den verschiedenen Krankheitsbildern in Diagramm 45 vergleichend erfasst:

30%
27,55%
25%
20%
15%
g 10,98%
10% I 8.87% == 9 32%
5%
I— 3,53% I— 3,51%
0% 0.67% 0,11% | 0,25%
VZV MS Kontrollen

Diagramm 45: Minima, Maxima und Mittelwerte der Aviditatsdifferenzen zwischen Serum und
Liquor bei VzVv

Im statistischen Vergleich sind zunachst die realen Aviditatsdifferenzen der
Krankheitsgruppen untereinander mittels Man-Whitney-U-Test verglichen wor-
den, was aber keinen signifikanten Unterschied ergeben hat.

Weiterhin wurden auf dieselbe Weise die Betrage der Aviditatsdifferenzen mit-
einander per Man-Whitney-U-Test verglichen.

Dabei stellte sich nun Folgendes dar (Tabelle 48):
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Tabelle 48: p-Werte fir die Vergleiche der Betrage der Aviditatsdifferenzen zwischen Serum
und Liquor bei VZV

Vergleich p
VZV | Kontrollen 0,702
MS / Kontrollen 0,020
VZV | MS 0,010

Bei den Vergleichen der Differenzbetrage aus der Gruppe der MS-Patienten mit
den beiden anderen Gruppen VZV-Infektion und Kontroll-Patienten gibt es also
signifikante Unterschiede, die sich sowohl durch den goRReren Maximal- als
auch gréRReren Mittelwert der Differenzbetrage bei den MS-Patienten widerspie-

geln.

Graphisch veranschaulicht Diagramm 46 das weiter gefacherte Verteilungsmus-

ter der Differenzbetrdge der MS-Patienten gegeniber der VZV- und Kontroll-

gruppe:

50%

45% avzv
0 — — B MS
40% T OKontrollen

35% 1 [

30% | [

25% 1 [

20% + —

Anteil Patienten

15% +{ H .

10% | 1

oo LM I
0% T T T

0-2% 2-4% 4-6% 6-8% 8-10% 10-15% 15-20% >20%

Diagramm 46: Verteilung der Aviditatsdifferenzen zwischen Serum und Liquor aller drei Krank-
heitskollektive unter VZV
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Die Aviditatsdifferenz einiger Serum-Liquor-Paare von Patienten mit Multipler
Sklerose sind also als erheblich gro3er als die maximale Differenz der anderen
Krankheitsgruppen von etwa 10%. Diagramm 47 zeigt die Spezifitdt und Sensi-
vitat der Avditatsdifferenz im Hinblick auf das Vorliegen einer MS. Auf der x-

Achse ist die Aviditatsdifferenz als Cut-off aufgetragen:

100 % & o * :/I .
& - - =
80 %
60 % —e— Spezifitat MS-VZVE -
—— Spezifitat MS-Kontrollen
40 % Sensitivitat ||
20 %
O % I I I
8% 9% 10% 11%
cut-off

Diagramm 47: Sensitivitat und Spezifitat fir VZV

Danach gilt fur die Aviditat der VZV-Antikorper im Liquor bei MS-Patienten:
22,2% der Patienten mit Multipler Sklerose zeigen eine Differenz der Aviditaten
von Serum und Liquor von mehr als 9,0%. Diese Differenz ist zu 100% spezi-
fisch fur die MS im Vergleich mit Patienten mit VZV- Infektion bzw. zu 88,9% im
Vergleich mit Patienten mit nichtentziindlichen Hirnerkrankungen.

100% spezifisch fur eine MS im Vergleich zu beiden Vergleichskollektiven ist
eine Differenz von mehr als 11%, was bei 11,1% der Patienten mit MS anzutref-

fen ist.
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3.4 ZNS-Aviditat der Masernvirusantikorper

In gleicher Weise wie bei VZV werden nun die Aviditatsspektren, die Differen-

zen sowie deren Betrage bei den Masernvirusantikérper beschrieben.

3.4.1 Aviditatsspektren

Erneut werden nachfolgend die Aviditatswerte der verschiedenen Krankheits-
gruppen tabellarisch mit ihren Mittelwerten, Standardabweichungen sowie Mi-

nima und Maxima charakterisiert.

3.4.1.1 SSPE

Tabelle 49 charakterisiert flr die beiden SSPE-Proben (SSPE1: erste Probe,
SSPE2: Verlaufsprobe) die Aviditaten der Serum-Liquor-Paare:

Tabelle 49: Aviditatsspektrum der Proben der SSPE-Patienten

SSPE1 SSPE2
Serum Liguor Serum Liguor
Mittelwert 59,61% 60,07% 66,66% 66,00%
Standardabweichung 4,48% 5,56% 5,68% 6,44%
Median 60,15% 59,62% 68,19% 65,67%
Minimum 53,45% 54,02% 57,41% 55,94%
Maximum 65,76% 69,27% 72,46% 73,05%

Sowohl bei den SSPE1- als auch bei den SSPE2-Paaren unterscheiden sich im
Wilcoxon-Test die Aviditatswerte von Serum und Liquor aus demselben Paar
nicht signifikant.

In Diagramm 48 ist die Entwicklung der Aviditat der SSPE1- und SSPE2-Paare

zu verfolgen:
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Diagramm 48: Aviditdten bei den Serum-Liquor-Paaren aus dem SSPE1l- und SSPE2-
Kollektiven(x-Achse: Probel/ Verlaufsprobe, y-Achse: Aviditat)

75% 75% _
Patient S1 Patient S2

70% 70% /
65% 65% /
0% \ /. .

55% 55%
——SER ——SER
| ——
50% Q 50% Q
SSPE1 SSPE2 SSPE1 SSPE2
75% 75%
Patient S3 Patient S4

70% 70% %
65% 65% .//

60% / 60%
c /
———

55% 55% /
——SER ——SER
—_—_] —_—L|
50% e, 50% Q
SSPE1 SSPE2 SSPE1 SSPE2
75% 75%

Patient S5 Patient S6

70% .//. 70%

65% 65% :///:

60% 60%
55% 55%
——SER ——SER
50% Q 50% Q
SSPE1 SSPE2 SSPE1 SSPE2

Im Mittel liegen die Aviditaten der Seren und Liquores aus SSPE1 um 60%. Bis
auf eine Ausnahme (Serum von Patient S1) steigen dann die Aviditaten von
SSPE1 nach SSPE 2 an. Der Mittelwert liegt bei 66%. Offenbar unterliegen die

Masernvirusantikdrper bei der SSPE im Verlauf der Krankheit weiterhin einem
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Reifungsprozess. Vier der Paare zeigen einen gleichsinnigen Anstieg der Avidi-

tat; bei Patient S2 und S4 ist eine Uberkreuzung der Anstiege zu beobachten.

3.4.1.2 Multiple Sklerose

Uber das Spektrum der Aviditaten bei den 19 Patienten mit Multipler Sklerose,
deren Serum und Liquor Masernvirusantikorper aufgewiesen hatten, gibt
Tabelle 50 einen Uberblick:

Tabelle 50: Aviditatsspektrum der Masernvirusantikorper bei Patienten mit Multipler Sklerose

Serum Liguor
Mittelwert 52,80% 56,76%
Standardabweichung 12,91% 16,75%
Median 56,35% 55,93%
Minimum 18,39% 10,57%
Maximum 68,79% 80,30%

Wiederum unterscheiden sich im statistischen Vergleich (Wilcoxon-Test) die

Aviditaten der Serum- und Liquorproben nicht signifikant.

3.4.1.3 Kontroll-Patienten

Aus der Gruppe der Kontroll-Patienten weisen 14 Serum-Liquor-Paare Masern-

virusantikorper auf. Tabelle 51 fasst das Spektrum zusammen:

Tabelle 51: Aviditatsspektrum der Masernvirusantikorper bei Kontroll-Patienten

Serum Liguor
Mittelwert 55,13% 54,76%
Standardabweichung 9,02% 8,47%
Median 54,83% 54,65%
Minimum 42,91% 39,99%
Maximum 72,13% 68,58%

Die Aviditaten der Serum- und Liquorproben unterscheiden sich auch hier im

Wilcoxon-Test nicht signifikant.
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3.4.1.4 Vergleich der Patientenkollektive

Wie schon bei VZV erweist sich bei Masern der Vergleich mittels Man-Whitney-
U-Test der Liquoraviditaten einer Krankheitsgruppe mit denen einer anderen als

nicht signifikant.

3.4.2 Differenzen der Aviditaten von Serum und Liquor

Um auch far Masern zu untersuchen, ob sich die Aviditdten der Liquor-
Antikorper in Bezug auf den jeweiligen Serumwert in den verschiedenen Patien-
tenkollektiven unterscheiden, wurde wie unter 3.3.2 (S. 81) fur jedes Serum-
Liquor-Paar im einzelnen die Differenz der Aviditdt von Serum und Liquor mit
Gleichung 9 (S. 81) bestimmit.

Die Differenzwerte sind nachfolgend wieder entsprechend den Krankheitsgrup-

pen aufgefuhrt.

3.4.2.1 SSPE

Diagramm 49 zeigt nun die Ergebnisse der Aviditatsdifferenzen sowohl des ers-
ten (SSPE1) als auch des zweiten (SSPE2) Serum-Liquor-Paares eines jeden
SSPE-Patienten:
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15%
O

10% 9-19% SSPE1| |
N B SSPE2
S 5,50%
8 5%
.-g 0,
g 0.27% -1.95% -1,33%
s 0%
S o 0,
3: g1 0,27 /052

-3,519
= -4,64% ~4,00%
-6,38% -6,65% -5,56%
-10%

Diagramm 49: Aviditatsdifferenzen von SSPE1 und SSPE2

Bei den SSPE1-Paaren ist bei Patient S4 die Aviditat des Liquors deutlich gro-
Ber als die des Serums. Bei SSPE2 ist dies bei Patient S1der Fall.
Bei diesen beiden Patienten ist somit auch eine Umkehrung des jeweiligen ho-

heren Wertes von Serum auf Liquor bzw. umgekehrt zu beobachten.

In Tabelle 52 sind von den Betragen dieser Ergebnisse Minima, Maxima, Medi-

ane und Mittelwerte mit mittlerer Abweichungen angegeben:

Tabelle 52: Minima, Maxima, Mediane und Mittelwerte mit mittlerer Abweichung der Betrage der
Aviditatsdifferenzen von SSPE1 und SSPE2

SSPE1 SSPE2
Minimum 0,27% 0,27%
Maximum 9,19% 6,65%
Median 2,73% 5,07%
Mittelwert 3,77% * 2,68%| 4,44% *+ 1,53%

Das Differenzmaximum liegt bei SSPE1 zwar hoher als bei SSPE2, doch steigt
der Mittelwert von SSPE1 nach SSPE2 an.

Dies ist auch aus in der Graphik von Diagramm 50 zu erkennen: Bei SSPE1
sind namlich alle Differenzen kleiner als 10%, wahrend bei SSPE2 keine Diffe-
renz grolRer als 8% ist. Zusatzlich wird gezeigt, dass bei SSPE2 die meisten

Werte im Intervall 4 bis 6%, bei SSPE1 dagegen zwischen 0 und 2% liegen.
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OSSPE1
B SSPE2

Anzahl Patienten

0-2% 2-4% 4-6% 6-8% 8-10% >10%
Differenzbetrage

Diagramm 50: Verteilung der Differenzbetrage von SSPE1 und SSPE2

3.4.2.2 Multiple Sklerose

Hier sind bei zwolf von 19 Paaren die Aviditdten des Liquor grof3er als die des

Serum. Diagramm 51 zeigt diese Ergebnisse:

25%

20%

15%

10%

5%

0%

-5%

-10%

-15%

-20%

Diagramm 51: Aviditatsdifferenzen bei Multipler Sklerose
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Wiederum sind in Tabelle 53 von den Betrdgen dieser Ergebnisse Minima, Ma-

xima, Mediane und Mittelwerte mit mittlerer Abweichungen angegeben:

Tabelle 53: Minima, Maxima und Mittelwerte mit mittlerer Abweichung der Betrage der Avidi-
tatsdifferenzen bei Multipler Sklerose

Minimum 0,37%
Maximum 21,74%
Median 8,02%
Mittelwert 9,47%+4,77%

Diagramm 52 veranschaulicht fir die MS-Patienten die Verteilung der Dif-

ferenzbetrage:

Anzahl Patienten

-2% -4% -6% -8% - (] - (] - (] > (]
0-2% 2-4% 4-6% 6-8% 8-10% 10-15% 15-20% 20%
Differenzbetrage

Diagramm 52: Verteilung der Differenzbetrage bei MS-Patienten

Damit sind bei acht von 19 Serum-Liquor-Paaren (42,1%) in diesem Kollektiv

die Differenzbetrage der Aviditaten grof3er als 10%.

3.4.2.3 Kontroll-Patienten

In dieser Krankheitsgruppe ist bei sechs von 14 Paaren die Aviditat des Liquor
groRer als die des Serum. Diagramm 53 veranschaulicht wieder diese Ergeb-

nisse:
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12%
10%
8%
6%
4%
2%
0%
-2%
-4%
-6%
-8%
-10%

Diagramm 53: Aviditatsdifferenzen bei Kontroll-Patienten

Minima, Maxima, Mediane und Mittelwerte mit mittlerer Abweichung der Betra-

ge dieser Ergebnisse sind in Tabelle 54 angegeben:

Tabelle 54: Minima, Maxima, Mediane und Mittelwerte mit mittlerer Abweichung der Betrage der
Aviditatsdifferenzen bei Kontroll-Patienten

Minimum 0,69%
Maximum 9,74%
Median 3,48%
Mittelwert 4,28% + 2,13%

Anzahl Patienten
w

0-2% 2-4% 4-6% 6-8% 8-10% >10%
Differenbetrdge

Diagramm 54: Verteilung der Differenzbetréage bei Kontroll-Patienten
Alle Differenzen sind damit auch in diesem Kollektiv kleiner als 10%.
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3.4.2.4 Statistik, Spezifitat und Sensitivitat

Nachfolgende Tabelle 55 spiegelt nochmals samtliche Eigenschaften der Se-
rum-Liquor-Paare von den MS-Patienten wider, die auf Masernvirusantikérper

getestet wurden:

Tabelle 55: Zusammenfassung der Eigenschaften der Serum-Liquor-Paare von MS-Patienten
mit Masernvirusantikdrpern

Patient |Alter| Geschlecht MS[as]elt Klassifikation | Alyas [leAé%] [le'%%] g\irdulg; Ia_:/?(ljjl?erlt B[;;;z?eiir
M1 39 w 13 n.b. >1,60( 7,67 9,76 54,51% 71,21% 16,70%
M2 45 m 20 scp >4,00( 7,87 9,51 59,37% 61,38% 2,01%
M3 32 w 3 sf 1,80 6,32 5,58 49,81% 61,32% 11,50%
M4 52 m 5 scp 2,40 8,74 5,53 63,63% 80,19% 16,56%
M5 23 w n.b. n.b. >3,10f 7,15 9,69 26,05% 47,70% 21,74%
M9 36 w 0 sf 1,70 5,53 7,27 38,60% 45,54% 6,95%
M10 36 m 1 cp 3,30 3,06| 4,54 68,79% 80,30% 11,50%
M12 47 m n.b. n.b. >6,70| 5,13| 9,63 56,35% 65,72% 9,37%
M14 37 m n.b. scp 11,10 4,94| 6,16 57,51% 54,81% 2,70%
M15 32 m 0,5 sf 2,60 9,06| 7,21 61,55% 55,93% 5,62%
M17 35 w 0,1 lab.gest. >3,80 2,45 2,90 44,32% 50,75% 6,44%
M19 39 w 0 cp 2,70 5,35 7,32 59,00% 48,82% 10,19%
M21 45 w n.b. n.b. 2,401 12,94| 6,13 62,08% 68,22% 6,14%
M23 39 m 12 scp 7,80 6,30| 15,94 18,39% 10,57% 7,82%
M25 60 w n.b. scp 9,80 9,00| 12,49 59,70% 51,68% 8,02%
M26 29 w 7 sf >2,50( 5,48| 11,19 62,98% 78,22% 15,24%
M27 59 m 6 cp >2,40( 6,63 5,74 53,14% 52,77% 0,37%
M28 32 w 0,7 lab.gest. >5,80( 2,04 1,95 51,42% 33,72% 17,70%
M29 24 w n.b. n.b. 4,90, 4,29| 4,55 55,99% 59,44% 3,45%

cp: chronisch progredient; scp: sekundar chronisch progredient; sf: schubférmig; sf remitt.:
schubfoérmig remittierend; lab.gest.: laborgestitzt; n.n.: nicht nachgewiesen; n.b.: nicht bekannt.
Auch bei den Masernvirusantikorpern gibt es bezlglich des Antikdrperindex,
des Qanp oder Qg keinen Zusammenhang zwischen den Aviditaten in Serum
oder Liquor oder deren Differenz. Mit einem Korrelationskoeffizient von —0,09
gibt es ebefalls keinen Zusammenhang zwischen dem jeweiligen Qap als Mafl3
fur die Liquorschrankenstérung und dem Differenzbetrag der Aviditatsindices.

Im Gegensatz zu den VZV-Antikérpern ist die PrAdominanz der schubférmigen
MS mit Differenzen von gro3er als 10% bei den Masernvirusantikbrpern nicht
zu beobachten. Auch diejenigen Proben mit relativ niedriger Aviditat (< 40%)
verteilen sich gleichméf3ig tber alle verschiedenen MS-Typen. Eine bestimmte

Systematik l&sst sich daher nicht erkennen.
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Auch fur die Masernvirus-Aviditat wurde untersucht, ob es zwischen den Diffe-
renzwerten der drei Patientengruppen einen Unterschied gibt. Dazu sind wieder
die Minima, Maxima sowie Mittelwerte der Betrage der Aviditatsdifferenzen bei
den verschiedenen Krankheitsbildern zum Vergleich in Diagramm 55 nebenein-

ander gestellt:

25%
21,74%
20%
15%
0 9,74%
10% 9,19% 9,47%
6,65%
0,
oY 3,77% 4,44% 4,28%
0% 0,27% % 0,27% % 0,37% % 0,69%
SSPE 1 SSPE 2 MS Kontrollen

Diagramm 55: Minima, Maxima und Mittelwerte der Differenzbetrage bei Masern

Hier sind auch zuné&chst wie bei VZV die realen Aviditatsdifferenzen der Krank-
heitsgruppe untereinander verglichen worden, was aber ebenso keinen signifi-

kanten Unterschied ergeben hat.

Weiterhin wurden auch auf dieselbe Weise die Betrage der Aviditatsdifferenzen
miteinander verglichen. Die p-Werte aus den statistischen Tests zeigt Tabelle
56:
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Tabelle 56: p-Werte fir die Vergleiche der Betrage der Aviditatsdifferenzen bei Masern

Vergleich p Test
SSPE1/ SSPE2 0,116|Wilcoxon-Test
SSPE1/ Kontrollen 0,602|U-Test
SSPE2 / Kontrollen 0,659|U-Test
SSPE1/MS 0,011|U-Test
SSPE2/ MS 0,0495|U-Test
Kontrollen / MS 0,005|U-Test

Ebenso wie bei VZV gibt es signifikante Unterschiede bei den Vergleichen der
Differenzbetrage aus der Gruppe der MS-Patienten mit den drei anderen Grup-

pen SSPE1 und SSPE2 sowie Kontroll-Patienten bedingt durch den grél3eren

Maximal- als auch Mittelwert der Differenzbetrage bei den MS-Patienten.

Nachfolgendes Diagramm 56 zeigt wiederum das weiter gefacherte Vertei-

lungsmuster der Differenzbetrdge der MS-Patienten im Vergleich zum SSPE-

Kollektiv und der Kontrollgruppe:
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50% -

B SSPE 1
B SSPE 2
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o
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O Kontrollen

Anteil Patienten
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0-2%

2-4%

4-6%

6-8%

Differenzbetrage

10-15%

15-20% >20%

Diagramm 56: Verteilung der Differenzbetrage aller drei Krankheitskollektive unter Masern
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Auch im Masernkollektiv ist also die Aviditatsdifferenz einiger Serum-Liquor-
Paare von Patienten mit Multipler Sklerose deutlich gro3er als die maximale
Differenz der anderen Krankheitsgruppen, die wie bei VZV bei etwa 10% liegt.
Diagramm 57 zeigt die Spezifitat und Sensivitat der Masern-Aviditatsdifferenz
im Hinblick auf das Vorliegen einer MS. Auf der x-Achse ist die Aviditatsdiffe-

renz als Cut-off aufgetragen:

100 % + » » /. Al Al Al "

80% ¥ ¢ :

. —&— Spezifitdt MS-SSPE1
60 % —m— Spezifitat MS-SSPE2
Spezifitat MS-Kontrollen
40 % - - — Sensitivitat ]
20 %
O % I I I
8% 9% 10% 11%
cut-off

Diagramm 57: Sensitivitat und Spezifitat fir Masern

Fur die Aviditat der Masernvirusantikorper im Liquor bei MS-Patienten gilt hier
demnach in gleicher Weise wie bei VZV:

Bei 35,3% der MS-Patienten betragt die Differenz der Aviditaten von Serum und
Liquor mehr als 10%, was zu 100% spezifisch fir die MS im Vergleich zu allen

drei Vergleichskollektiven ist.
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3.5 Gegenuberstellung und Vergleich der Serum-Liquor-Paare

mit VZV- und Masernvirusantikdrperspiegel

Da die Kollektive der Multiple-Sklerose- und Kontroll-Patienten einige Serum-
Liquor-Paare beinhalten, die sowohl VZV- als auch Masernvirusantikorper auf-
weisen, soll im Folgenden noch fiir diese Paare deren Aviditat sowie die Diffe-
renzen gegenibergestellt und verglichen werden.

Beim statistischen Vergleich sowohl der Aviditaten, als auch der Differenzen
oder der Betrage der beiden Kollektive miteinander, gibt es in keinem Fall einen

signifikanten Unterschied.

3.5.1 Multiple Sklerose

In diesem Kollektiev weisen acht Serum-Liquor-Paare Antikérperspiegel gegen

VZV und Masernvirus auf.

Diagramm 58 fiihrt die Differenzen der Aviditaten von Seren und Liquores der

MS-Patienten auf:

25%

21,74%

20% avzv —
15,24% B Masern
_ 15%
Qo 9,21% 9,37%
N 10% el 2
3 6,95% 6,27%
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2 0w _}
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= 5 M9 M Mp9
3 5% e
< | °
-10% 8,67% L
L5 10,19% 19 7204
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17.70% -15,48%

-20%

Diagramm 58: Graphische Gegeniberstellung der Aviditétsdifferenzen zwischen Serum und
Liguor bei MS-Patienten mit Antikdrpern gegen VZV und Masernvirus
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Sowohl aus den Aviditatsindices als auch aus den Differenzen lasst sich keine
Systematik erkennen.

Es gibt Proben, bei denen die Aviditatdifferenzen beider Spezifitaten annahernd
gleich sind (z.B. Seren M5 und M29), wogegen es aber auch gentigend Bei-
spiele v.a. bei den Liquores fur unterschiedlich ausgepragte Aviditatsdifferenzen
gibt (z.B. Serum und Liquor M26). Sowohl die Masernvirus- als auch die VZV-

Antikdrper kdnnen dabei hdheravide sein.

3.5.2 Kontroll-Patienten

In diesem Kollektiv weisen funf Serum-Liquor-Paare Antikdrperspiegel gegen

VZV und Masernvirus auf. Die Aviditatsdifferenzen zeigt Diagramm 59:

8%

6,40%
6% avzv
b ||
4,71% B Masern
3,99%

c 4% 347%
S s 1,68% 2,09%
[¢)]
.-5 .
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-4,89%
-6% -5,38%

Diagramm 59: Graphische Gegeniiberstellung der Aviditatsdifferenzen zwischen Serum und
Liguor bei Kontroll-Patienten mit Antikbrpern gegen VZV und Masernvirus

Die Aviditaten der Antikorper beider Spezifitaten sind sowohl im Serum als auch
im Liquor hochavide und unterscheiden sich nicht wesentlich in ihren Werten.
Die Differenzen zeigen keine Systematik. Sowohl positive als auch negative
Werte bei beiden Spezifitdten (z.B. N5, N10) und widersinnige Vorzeichen sind
zu sehen (z.B. N2, N12).
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Betrachtet man beide Kollektive, MS und Kontrollen, so lassen sich keine Ver-
gleiche ziehen und keine Ahnlichkeiten finden. Der Unterschied, dass bei den
Kontrollen drei der finf (N5, N7, N10), bei den MS-Patienten zwei der acht Dif-
ferenzen (M9,M19) gleiche Vorzeichen tragen, ist nicht signifikant ebenso wie

bei den Differenzen mit widersinnigen Vorzeichen.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden Aviditaten spezifischer IgG-Antikdrper gegen die neuro-
topen Varizella-Zoster- und Masernviren untersucht. Uber die Aviditat von Anti-
korpern beider Spezifitaten wurde bereits mehrfach berichtet (siehe Kapi-
tel 1.2.5.1, S. 9, und 1.2.5.2, S. 10). Im Wesentlichen sollte die Aviditat von An-
tikbrpern gegen diese beiden Viren in Serum-Liquor-Paaren von Patienten mit
Multipler Sklerose, Subakuter Sklerosierender Panenzephalitis und VZV-Infek-
tion mit neurologischen Komplikationen untersucht werden. Bei etwa 90% aller
MS-Patienten finden sich intrathekal gebildete Antikdrper gegen neurotrope Vi-
ren, besonders haufig gegen Masern- und Varizella-Zoster-Virus. Das Auftreten
dieser beiden Antikdrperspezies zusatzlich zusammen mit Anti-Rételnvirus-1gG
im Liquor von MS-Patienten wird als ,MRZ-Reaktion“ bezeichnet. Ziel dieser
Arbeit war es herauszufinden, ob bei Patienten mit MS, SSPE oder VZV-Infek-
tion Unterschiede zwischen Serum und Liquor in den Aviditaten der VZV- und
Masernvirusantikdrpern bestehen, die mdglicherweise differentialdiagnostisch

verwertbar sind.

Nachdem am Institut fUr Virologie und Immunbiologie der Universitat Wrzburg
bereits gute Erfahrungen mit dem Enzygnost®-lgG-ELISA-Testkit der Firma Da-
de Behring u.a. bei Masernaviditatsbestimmungen gemacht worden waren, war
es fur diese Arbeit noch notwendig zu evaluieren, ob eine VZV-Aviditatsbestim-
mung mit diesem Testkit unter denselben Bedingungen wie fur Masern durch-
gefuhrt werden kann. Dazu gehorte auch die Optimierung des Aviditatsreagens.
Anschlieliend mussten flr die Aviditatsbestimmugen von intrathekalen Antikor-
pern Testkit, Reagens, Methode und Temperatur validiert werden. Und schliel3-
lich konnte untersucht werden, ob es Unterschiede der Aviditaten in gleichzeitig

entnommenen Seren und Liquores von Patienten mit 0.g. Erkrankungen gibt.
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4.1 Evaluierung des Aviditatsreagens fur die VZV-Aviditatsbe-

stimmung

Nachdem Junker bereits Erfahrungen mit dem Behring-ELISA-Testkit zusam-
men mit achtmolarer Harnstofflosung zur VZV-Aviditat Erfahrungen gemacht
hatte (Junker, 1994), und am Institut fur Virologie und Immunbiologie der Uni-
versitat Wirzburg fir Masernaviditadtsbestimmungen viermolare Harnstoff-Was-
serstoffperoxidlésung erprobt worden war, sollte nun letzteres Reagens flr die
VZV-Aviditdtsmessung evaluiert werden.

Je drei Seren mit frischer und mit langer zurlckliegender VZV-Infektion wurden
im Doppelansatz mit dem Serumtest auf dem Enzygnost® Anti VZV/IgG-Testkit
von Behring getestet, einmal mit der viermolaren Harnstoff-Wasserstoffperoxid-
I6sung und ein zweites Mal mit finfmolarer Harnstofflésung, die sich im Hause
bereits bei einer EBV-Aviditatsbestimmung als optimal erwiesen hatte (Weiss-
brich, 1998).

Mit beiden Reagenzien ist eine Diskriminierung von niedrig- und hochaviden
VZV-Antikorpern sehr gut moglich (siehe Diagramm 7 und Tabelle 13, S. 38).
Die Aviditatswerte mit der Wasserstoffperoxidlosung waren in beiden Gruppen
zwar niedriger als die mit der reinen Harnstofflosung. Doch auch bei niedrigeren
Werten zeigte sich eine deutlichere Trennung von niedrig- und hochaviden An-
tikérpern mit der Wasserstoffperoxidlésung. Deswegen ist fur weitere VZV-
Aviditatsmessungen in dieser Studie dasselbe Aviditatsreagens wie fur die Ma-
sernvirusavidtatsbestimmungen verwandt worden, namlich die viermolare Harn-

stoff-Wasserstoffperoxidldsung.

108



4. DISKUSSION

4.2 Bestimmung der VZV-Aviditat im Serum mit dem Enzy-
gnost® Anti VZV/IgG-Testkit

Die Austestung von 65 Serumproben von Patienten akuter Windpockenerkran-
kung und lange zurlckliegender VZV-Primarinfektion auf ihre VZV-Aviditat im
Serumtest mit dem Enzygnost® Anti VZV/IgG-Testkit und Harnstoff-Wasser-
stoffperoxidldosung als Aviditatsreagens sollte diese Testmethode fir eine Avidi-
atsbestimmung von Anti-VZV-1gG in Seren validieren.

Dabei erwies sich die Messung der Aviditatsindices durch Einpunktbestimmung
Uber die Extinktionen, wie sie Hedman beschrieben hat (Hedman, 1988 &
1989a), als sinnvoller als die von Weil3brich angewandte Methode der Ein-
punktbestimmung, bei der die optischen Dichten in Titer umgerechnet und diese
dividiert werden (Dopatka, 1992; Weissbrich, 1998). Mit dieser sogenannten
Einpunktquantifizierung koénnen namlich bei niedrigen Titern Werte unter
50 IU/ml nicht mehr angegeben werden.

Die Serumaviditatswerte berechnet nach Hedman von Patienten mit einer kiirz-

lichen Infektion unterscheiden sich hochsignifikant (p = 0,0001) von solchen aus

Seren von Patienten mit abgelaufener Infektion (siehe Diagramm 8, S. 39),
womit ein VZV-Aviditatstest mit dem Enzygnost®-lgG-ELISA-Testkit der Firma
Dade Behring fur VZV-Antikérper aus Serumproben validiert und etabliert ist.
Eine VZV-Aviditatsbestimmung konnte und kann somit einfach und mit dersel-
ben Testmethode durchgefiihrt werden wie eine Masernaviditatsbestimmung,
die zuvor am Institut fur Virologie und Immunbiologie der Universitat Wirzburg

evaluiert worden war.

Aus den Ergebnissen der VZV-Serumtests gilt:
Bei einem Aviditatsindex von weniger als 38% der IgG-Antikdrper ist mit hun-
dertprozentiger Spezifitat und Sensivitat eine kirzliche Infektion zu dianostizie-

ren, die maximal 42 Tage zuruckliegt.
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Die Untersuchungen von Verlaufskontrollen zweier Patienten nach akuter VZV-
Infektion bestatigen ebenfalls durch stetig steigende Aviditatsindices mit zu-
nehmendem zeitlichen Abstand vom Zeitpunkt der Primarinfektion die Brauch-
barkeit der Methode fur die Messung der Antikorperreifung (siehe Diagramm
10, S. 41).

Zusatzlich zu einer VZV-Aviditatsbestimmung von Serumantikorpern war es fur
diese Arbeit notwendig, auch Antikdrper aus dem Liquor zu testen. Erfahrungs-
gemal sind dazu fur den Liquor weitaus niedrigere Verdiinnungen und langere
Inkubationszeiten notwendig als bei Serumtests, was durch die niedrigeren An-
tikdrperspiegel im Liquor bedingt ist. Zur Liguoraviditdtsbestimmung wurde da-
her eine Testmethode herangezogen, die sich am Institut vorher bereits bei der
Antikorperindexbestimmung bewahrt hatte. Mit verlangerten Inkubationszeiten
und sechsfach héherer Verdiinnung wurden nochmals 41 der zuvor verwandten
65 Serumproben mit dem ZNS-Test ausgewertet. In gleicher Weise unterschei-
den sich auch mit dieser Testmethode die Serumaviditatswerte berechnet wie

zuvor von Patienten mit einer kirzlichen Infektion hochsignifikant (p =0,0001)

von solchen aus Seren von Patienten mit abgelaufener Infektion (siehe
Diagramm 14, S. 44). Diese Werte verglichen mit den Ergebnissen aus den Se-
rumvortests korrelierten sehr gut miteinander (r=0,940), so dass mit dem
ZNS-Test eine VZV-Aviditatsbestimmung ebenso moglich ist wie mit dem Se-
rumtest. Dabei ist allerdings zu beachten, dass dabei der Cut-off 23% betragt,
unter dem zwar zu 100% sensitiv aber nur zu 95% spezifisch von einer kirzli-
chen, d.h. vor weniger als 42 Tagen stattgehabten VZV-Infektion gesprochen

werden kann.

Eine VZV-Aviditatsdiagnostik ist somit allgemein mdglich, die aber in der Praxis
bisher kaum durchgefihrt wird. Bei folgendem Besipiel ware die Indikation fir
eine VZV-Aviditatsdiagnostik denkbar:

Ein Aviditatstest ist sinnvoll bei schwangeren Frauen ohne bekannte Windpo-

ckenvorerkrankung, bei denen als Zufallsbefund im Serum ein positiver IgM-
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und IgG-Titer gegen Varizella-Zoster-Virus erhoben wurde. Denn besonders in
der Schwangerschaft besteht ein grol3es Risiko durch eine VZV-Infektion.

Falls sich die Mutter im ersten oder zweiten Trimenon infiziert hat, droht eine
Embryopathie, das kongenitale Varizellensyndrom. Bei Ansteckung vier Tage
vor bis zwei Tage nach dem Geburtstermin besteht die Gefahr einer periparta-
len Ubertragung auf das Kind, die mit einer kindlichen Letalitat von etwa 30%
durch den fehlenden Anti-VZV-Nestschutz behaftet ist (Martius, 2000).

Dehalb ist bei positivem Anti-VZV-IgM und -IgG eine weitere Abklarung zur Be-
stimmung des Infektionszeitpunktes sinnvoll, da bei dieser Antikérperkonstella-
tion nicht beurteilt werden kann, wie lange der Erwerb der Infektion zuriickliegt.
Mdoglicherweise hat ein Kontakt mit VZV bereits vor der Schwangerschaft be-
standen und ist subklinisch verlaufen, und dabei ist es zu einer IgM-Persistenz
gekommen. Oder die Infektion wurde wahrend der Schwangerschaft erworben
und ist symptomlos verlaufen, denn ein subklinischer Verlauf ist bei etwa 5%
der VZV-Infektionen bekannt (Gershon, 1997).
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4.3 Optimierung der Inkubationstemperatur

Wahrend der Austestung der Patientenproben mit dem ZNS-Test machten sich
bei den Kontrollen groRe Schwankungen sowohl der Extinktionswerte als auch
der Aviditatsindices trotz immer gleicher Vorbedingungen bemerkbar. Als mog-
liche Fehlerursache wurde die Inkubationstemperatur in Betracht gezogen.
Deshalb wurde ein Vergleich zwischen den Ergebnissen aus Testungen bei
Raumtemperatur und konstant 37°C durchgefiihrt.

In Testlaufen mit den Akut-, Alt- und Referenz-P/N-Kontrollen sowohl fir VZV
als auch Masern zeichnete sich ab, dass trotz schwankender Temperaturen bei
schwankender Raumtemperatur in einem Intervall von 21°C bis 27°C konstan-
tere Extinktionen und damit auch Aviditatsindices gewonnen wurden als bei
konstanten 37°C Inkubationstemperatur (siehe Kapitel 3.2.1, S. 72, und 3.2.2,
S. 74). Selbstverstandlich wurden auch bei Raumtemperatur Schwankungen
beobachtet, veranschaulicht durch die Variationskoeffizienten. Allerdings fielen
die Variationskoeffizienten bei allen Kontrollen niedriger aus als der vom Her-
steller angegebene VK fir diese Testmethode bei Raumtemperatur.

Aus diesem Grunde sind bei der Masernauswertung alle Serum-Liquor-Paare,
bei VZV bis auf wenige Ausnahmen fast alle bei Raumtemperatur untersucht
worden.

Verantwortlich fur die konstanteren Ergebnisse bei Raumtemperatur im Ver-
gleich zu 37°C sind wahrscheinlich Verdunstungseffekte im ELISA-Prozessor

BEP Ill bei héherer Temperatur wahrend der Testabarbeitung.
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4.4 Entwicklung einer neuen Rechenmethode zur Aviditatsbe-

stimmung

Da bereits bekannt ist, dass bei der Einzelpunktbestimmung mit Extinktionen
die Aviditatsindices abhangig von der Antikorperkonzentration in der Probe sind
(Hedman, 1988), wurde untersucht, inwiefern eine Einpunktbestimmung fir eine
ZNS-Aviditatstestung moglich ist, oder ob nicht besser in Verdiinnungsreihen
getestet werden sollte.

Aus allen zu untersuchenden Patientenkollektiven zeigten die Aviditatsindices
auf der Basis von Einpunkt-Quotienten von sowohl Anti-VZV-IgG als auch Anti-
Masern-IgG innerhalb einer Verdiinnungsreihe keine konstanten Werte (siehe
Diagramme in Kapitel 3.1.3.1, S. 46). Mit zunehmender Verdinnung fallen die
Werte stetig ab, was in manchen Fallen eine Differenz von mehr als 30% zwi-
schen niedrigster und hochster Verdinnung bedeutet. Laut Hedman kann des-
halb nur ein Antikdrperindex aus einer Einpunktbestimmung diagnostisch ver-
wertet werden, wenn dabei die Konzentration des spezifischen IgG mit in Be-
tracht gezogen wird (Hedman, 1988). Daraus erscheint eine Aviditditsmessung
mit der einfachen Einpunktbestimmung zwar im Einzelfall als méglich und sinn-
voll, doch bei einer Untersuchung wie der vorliegenden sind vergleichbare und
konstante Werte gefordert, die ohne Einfluss von Konzentration bzw. Verdin-
nung ist. Die Aviditatsindices berechnet nach der Methode der Einpunktbe-
stimmung sind, wie gezeigt, stark abhangig von der Probenverdinnung, so
dass Schwankungen des Index von durchaus +30-40% in Kauf genommen
werden muissen. Vergleichbare Werte kdnnten erzielt werden, wenn man die
Verdinnungen pro Probe individuell so anlegte, dass immer eine einheitliche
Extinktion erzielt wirde. Dies ist praktisch aber nur ndherungsweise maglich.
Die Endpunkttitermethode nach Hedman wéhlt als Cut-off diejenige Verdin-
nung als Endpunkt, bei der der Test negativ, d.h. die Extinktion kleiner 0,2 aus-
fallt, und definiert die Aviditat als Division der bei diesem Cut-off ermittelten
Verdinnungen (Hedman, 1989b; Junker, 1994). Es wurde beschrieben, dass

die Antikérperkonzentration dabei keinen Einfluss haben soll (Mauracher, 1992;
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Korhonen, 1999). Dies konnte in dieser Arbeit nicht belegt werden. Aviditats-
werte, die mit der auf der Endpunkttitermethode basierenden Software ,Avidi-
ty 1.2“ errechnet worden waren, zeigten innerhalb einer Verdinnungsreihe Va-
riationskoeffizienten von Uber 10%, bisweilen sogar Uber 20% (siehe Tabellen
in Kapitel 3.1.3.2, S. 52). Dies deutet auf einen nicht zu vernachlassigenden
Einfluss der Verdinnung bzw. Antikorperkonzentration in der Probe auch bei
dieser Methode, so dass diese weder zur Aviditatsbestimmung noch zu einem
Vergleich mit der neuen Geradenmethode herangezogen wurde.

Die in dieser Arbeit beschriebene Geradenmethode macht sich zu Nutze, dass
zwischen den Extinktionen aus Referenz- und denaturierendem Waschgang ein
annahernd linearer Zusammenhang besteht (siehe Kapitel 3.1.3.3, S. 57). Die
Evaluierung dieser Methode mit ELISA-Technik zeigt, dass der tatsachliche A-
viditatswert an einen Extinktionswert aus dem nativen Waschgang geknupft ist,
der wahrscheinlich im Unendlichen liegt, dessen exakte Messung aber nicht
madglich ist. In ihrer Grundidee entspricht diese neue Methode der Einzelpunkt-
bestimmung. Jedoch werden dabei durch Verdlinnungsreihen und die mathe-
matisch errechnete Denaturiert-Extinktion tiber dem willkirlich gewéahlten Refe-
renzwert von 2,0 der Einfluss der Probenverdinnung bzw. der Antikdrperkon-
zetration weitgehend ausgeschaltet, als ob in jeder Probenverdiinnung dieselbe
Antikoérperkonzentration vorlage, mit der im ELISA-Testlauf eine native Extinkti-
on von 2,0 erreicht wirde. Doch auch bei dieser Methode hat die Verdlinnung
einen nachweisbaren wenn auch geringeren Effekt. Im direkten Vergleich der
Ergebnisse einiger Verdinnungsreihen aus der Geradenmethode und Avidi-
ty 1.2 belegen durchweg niedrigere Variationskoeffizienten den geringeren Ein-
fluss auf die Aviditatswerte durch die Antikorperkonzentration bzw. Verdinnung
bei der Geradenmethode (siehe Tabelle 25, S. 68, bis Tabelle 28, S. 69).

Je nachdem zu welchem Zweck eine Aviditatsbestimmung durchgefihrt werden
soll, kdnnen die genannten Methoden ihren Einsatz in Abwagung ihrer Vor- und
Nachteile in der Aviditatsdiagnostik finden. Einen absoluten Aviditatswert gibt es
nicht. Bei der Wahl der Methode sollte daher auch in Betracht gezogen werden,
welche Methode Ergebnisse liefert, die am geringsten von der Probenverdin-

nung bzw. IgG-Konzentration der Probe beeinflusst werden.
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Hauptindikation fur eine Aviditatsbestimmung ist heute in der Routinediagnostik
die Frage nach einer kurzlichen oder schon langer stattgehabten Infektion (Wol-
ter, 1997). Dabei ist lediglich wichtig, ob der Aviditatsindex kleiner als der Test-
spezifische Cut-off ist. Fur diese Fragestellung kann durchaus die Einpunktbe-
stimmung herangezogen werden, da sie am wenigsten zeit- und materialauf-
wendig, einfach vorzubereiten und nicht zuletzt dadurch auch am kostenguns-
tigsten ist. Verdinnungsabhangige Ungenauigkeiten kbnnen dabei in Kauf ge-
nommen werden, da sie in den meisten Féllen den Index nicht auf die andere
Seite des Cut-offs verschieben. In diesem Fall kann aber eine zusatzliche Mes-
sung der IgM- und IgG-Konzentration entscheidende Hinweise zur Diagnose

einer kirzlichen bzw. abgelaufenen Infektion liefern.

Die Endpunkttitermethode dagegen ist sehr aufwendig und zeitintensiv vorzube-
reiten und von daher auch kostenintensiv, v.a. weil pro Testlauf zwei- bis vier-
mal mehr N&pfe auf einer Mikrotiterplatte in Anspruch genommen werden als
bei der Einpunktbestimmung. Zusatzlich wird fur die Berechnung eine eigene
Computersoftware benttigt. Da diese Testmethode relativ konstante Ergebnis-
se liefert, sollte sie Evaluierungen vorbehalten bleiben, die dies erfordern. Fir

eine Routinediagnostik erscheint sie eher ungeeignet.

Die in dieser Arbeit neu beschriebene Geradenmethode mit vier Verdinnungs-
schritten liefert Aviditatswerte, die am wenigsten von der Probenverdinnung
bzw. IgG-Konzentration beeinflusst werden, und ist weniger aufwendig und da-
durch auch kostenguinstiger als die Endpunkttitermethode. Trotzdem sollte auch
sie nur fur Untersuchungen vorbehalten bleiben, die genaue, v.a. vergleichbare
Ergebnisse erfordern. Der Test wurde hier fiir den Enzygnost®-ELISA-Testkit
von Behring fir den Referenzwert 2,0 evaluiert. Fir ELISA von anderen Firmen
bleibt dies noch zu durchzufiihren. Um Arbeitsaufwand und Zeit zu sparen, ist
es auch moglich, die Geradenmethode wie oben beschrieben in nur zwei statt
vier Verdinnungen durchzufihren. Allerdings fallen dabei in der graphischen
Darstellung der Extinktionen etwaige Abweichungen von der Linearitdt im Ge-
gensatz zu vier Verdinnungen nicht auf, womit genaue Aviditatswerte weniger

garantiert werden.
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Inwiefern diese Methode in der Zukunft Einzug in die serologische Aviditatsdi-

agnostik finden wird, bleibt abzuwarten.
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4.5 ZNS-Aviditat

Durch die Evaluierung von viermolarer Harnstoff-Wasserstoffperoxidldsung als
Aviditatsreagens und von denselben Testbedingungen fir je Serum- als auch
ZNS-Test fur die Masern- und VZV-Aviditatsbestimmung, konnten in der vorlie-
genden Arbeit die Aviditatsbestimmungen fur beide Virusspezifitdten unter den-
selben Voraussetzungen durchgefuhrt werden. Mit der neuartigen Geraden-
methode ist es moglich, die Aviditatswerte Uber eine fiktive Extinktion zu be-
rechnen, so dass diese weitgehende ohne den Einfluss von Probenverdinnung
bzw. IgG-Konzentration sind. Insofern werden die Testergebnisse und Avidi-
tatswerte aus dieser Studie als weitgehend zuverlassig, vergleichbar und valide
angesehen.

Im Folgenden wird nochmals einzeln auf die verschiedenen Krankheitsentitaten

eingegangen.

4.5.1 Virusenzephalitiden und Kontrollgruppe

Bei den Patienten mit SSPE zeigen sich die masernvirusspezifischen 1gG-
Antikorper aus allen Proben der Serum-Liquor-Paare ausnahmslos als hochavi-
de, d.h. die Aviditatswerte liegen tUber 50% (siehe Tabelle 49, S. 92). Dies be-
deutet, dass bei dieser Krankheit in beiden Flussigkeitsraumen eine Antikorper-
reifung unter Antigenprasenz stattfindet, die sich moglicherweise auch noch im
weiteren Verlauf der Krankheit fortsetzt; denn vier der sechs getesteten Paare
zeigen einen gleichsinnigen Anstieg der Aviditdt im Verlauf. Womdglich ge-

schieht dies durch persistierende Antigenpréasenz in beiden Kompartimenten.

Ausgehend von Mittelwert und Median erweisen sich auch die Aviditaten der
VZV-spezifischen Antikorper der Patienten mit komplizierter VZV-Infektion als
hochavide mit Werten Uber 50% (siehe Tabelle 39, S. 76). Allerdings gibt es
hier im Einzelnen Aviditdtswerte unterhalb der 50%. Bei der Evaluierung des
ZNS-Test fur die VZV-Aviditatsbestimmung ist der Cut-off bei 23% festgelegt
worden. Demzufolge ist mit rund 36% als niedrigstem Ergebnis im Serum bei

Patient V8 nicht mehr von einer niedrigen Aviditdt und damit nicht von dem
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Verdacht auf eine kirzliche Infektion auszugehen. In den Verlaufkontrollen ist
kein einheitlicher Anstieg der Aviditaten und damit ein Reifungsprozess zu beo-
bachten (siehe Diagramm 38, S. 78). Bei einigen Patienten zeigen sich sogar
abfallende Aviditaten. Die Ursache fur dieses uneinheitliche Phdnomen bleibt
spekulativ, wobei auch Schwankungen im Rahmen der Messgenauigkeit zu

beriicksichtigen sind.

Fur die Patienten aus der Kontrollgruppe wurden Aviditatswerte von mindestens
40% sowohl im Serum als auch im Liquor gemessen (siehe Tabelle 43, S. 80,
und Tabelle 51, S. 94). Die Antikorper sind also hochavide, was durch Reifung
nach durchgemachter Virusinfektion entstanden ist. Bei Antikdrperindices Klei-
ner 1,5 besteht keine intrathekale Synthese (siehe Tabelle 6, S. 19). Die virus-
spezifischen Antikérper haben sich demnach durch physiologische Diffusion
durch die Blut-Liquor-Schranke in beiden Kompartimenten verteilt, weswegen

es keinen signifikanten Unterschied der Aviditaten in Serum und Liquor gibt.

Sowohl bei den Patienten mit Virusenzephalitiden als auch den Kontroll-
Patienten betragen die Differenzen der Aviditaten [Liquor minus Serum] aus der
vorliegenden Arbeit etwa 10% (siehe Kapitel 3.3.2, S. 81, und 3.4.2, S. 95). Da
die Aviditaten der Seren und der Liquores jeweils eines Krankheitskollektives
sich statistisch nicht signifikant unterscheiden, kann angenommen werden,
dass eine Differenz um weniger als 10% gleiche Aviditat in Serum und Ligquor
bedeutet.

Die Ergebnisse von Narita kbnnen somit nicht bestétigt werden. Bei der SSPE
erhielt Narita zwar ebenso sehr hohe Aviditatsindices im Serum von
88,8%+6,6% , wahrend diese im Liquor mit 51,2%+8,9% auch noch relativ
hoch ausfielen, doch mit einer Differenz von 37,6% +8,5% deutlich niedriger
waren (Narita, 1996 & 1997). Er nahm an, dass diese Differenzen dadurch ent-
stinden, indem bei der SSPE die Antikdrper intrathekal synthetisiert wirden
und nicht die Blut-Liquor-Schranke passierten. Die Reifung finde im Liquor nicht
in demselben Mal3e statt wie im Serum.

Naritas Ergebnisse sind mit denen aus dieser Arbeit nur bedingt vergleichbar.

Die Aviditatsmessungen fluhrte er per Einpunktbestimmung durch. Er bestétigte
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zwar, dass im Liquor bei der SSPE extrem hohe IgG-Titer zu beobachten sind.
Inwiefern er aber bertcksichtigt hatte, die Verdinnungen bei den Tests so zu
wahlen, damit die Extinktionen vergleichbare Werte annahmen und somit den
Fehler der Abhangigkeit der Aviditatsindices von der Antikdrperkonzentration
auszuschalten, geht aus dem verdéffentlichten Artikel nicht hervor. Wie hier ge-
zeigt worden ist, kdnnen schon kleine Unterschiede der Antikdrperkonzentratio-
nen in den Probenverdinnungen zu Schwankungen der Extinktionen und damit
auch der Aviditatsindices fuhren. Die Anti-Masern-lgG-Spiegel der SSPE-Se-
ren, die fUr die vorliegende Arbeit untersucht worden sind, waren um ein Vielfa-
ches hoher als die Liquorkonzentrationen. Dies war bei Narita auch der Fall
gewesen, wie aus den in der Vero6ffentlichung angegebenen Titern zu schliel3en
ist. Von daher ist anzunehmen, dass bei Narita mdglicherweise die gleiche Ver-
dinnung fur Serum- und Liquorprobe verwandt worden war, wodurch bei nied-
rigerer Antikorperkonzentration im Liquor das Liquortestergebnis sowie damit
verknupft die Aviditat niedriger ausfielen als im Serum. Daher missen Naritas
Ergebnisse angezweifelt werden.

Die Verwendung von achtmolarer Harnstofflosung anstatt viermolarer Harnstoff-
Wasserstoffperoxidlésung als Aviditatsreagens durfte keinen Einfluss auf die

Unterschiede der Aviditaten in Serum und Liquor bei Narita gehabt haben.

Luxton beschrieb bei Affinitatstestungen von verschiedenen Virusenzephaliti-
den, darunter SSPE und VZV-Enzephalitis, ebenfalls hohe Affinitaten der Anti-
korper (Luxton 1990 & 1995 ). Allerdings fuhrte Luxton die Testungen mit Thio-
cyanat als denaturierendes Reagens in verschiedenen Molaritdten durch und
berechnete die ,relative Affinitat® mit einer anderen mathematischen Methode
als in dieser Arbeit (s.u.), so dass Luxtons Ergebnisse und diejenigen aus der

vorliegenden Arbeit nur qualitativ vergleichbar sind.

In der Annahme, dass bei den neurotopen Virusinfektion wie hier bei der Sub-
akuten Sklerosierenden Panenzephalitis und der komplizierter VZV-Infektion
sowohl intrathekal als auch im Serum die ubiquitdren Antigene die immunkom-
petenten Zellen gleichermal3en zur Antikérpersynthese und -reifung stimulieren,

so scheint es plausibler, dass die Serum- und Liquorantikdrper der Klasse IgG
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annahernd gleiche Aviditatswerte aufweisen. Deshalb missen wohl erneut eher
Naritas Ergebnisse in Frage gestellt werden als die Luxtons oder die aus vorlie-
gender Arbeit.

4.5.2 Multiple Sklerose

Bei den Patienten mit Multipler Sklerose besteht zwischen Serum und Liquor fr
beide untersuchten Virusspezifitaten kein signifikanter Unterschied. Allerdings
ist das Aviditatsspektrum in beiden Fallen deutlich weiter gestreut als bei den
anderen Krankheitsgruppen. Die Verteilung reicht von unter 30% bei den VZV-
spezifischen Antikérpern bzw. unter 20% bei den masernspezifischen Antikér-
pern bis tUber 80% fur beide Spezifitaten. Es gibt sowohl MS-Patienten, die
deutlich niedrigere Aviditaten aufweisen als Enzephalitis-Patienten, aber auch
MS-Erkrankte mit sehr hohen Aviditatswerten. Die Mediane der Aviditatswerte
liegen Uber 50%, so dass mehr als die Halfte der MS-Patienten hohe Aviditaten
aufweisen (siehe Tabelle 42, S. 80, und Tabelle 50, S. 94).

Luxton dagegen fand generell weitaus niedrigere relative Affinitdten in Seren
und Liguores von MS-Patienten als bei Patienten mit Virusenzephalitiden (Lux-
ton 1990 & 1995). Er folgerte daraus, verantwortlich flir das Fehlen hochaffiner
Antikoérper im Liquor bei MS sei eine fehlende intrathekale Selektion von B-
Lymphozyten oder die ,genetische Unfahigkeit* hochaffine Antikdrper zu produ-
zieren (Luxton, 1990).

Dabei ist aber zu beachten, dass in Luxtons Studien andere Testbedingungen
gegolten hatten, und deshalb die Ergebnisse daraus nur qualitativ vergleichbar
mit denen aus dieser Arbeit sind.

Als Aviditatsreagens hatte Luxton Thiocyanat verwandt, das den Probenver-
dinnungen in zwolf verschiedenen Molaritdten zugefigt wurde. Die Extinktio-
nen wurden zu einer Referenzextinktion zu jeder Probe ins Verhaltnis gesetzt,
was fiur jede Probe ein Spektrum von ,relativen Affinitaten® lieferte. Je nach
Probe waren pro Thiocyanatmolaritat unterschiedliche Antikdrperkonzentratio-
nen messbar, so dass die Affinitat in zwolf Stufen mit relativ niedriger Affinitat

bei niedriger Thiocyanatmolaritat und relativ hoher Affinitat bei hoher Thiocya-
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natmolaritat angegeben werden konnte. Luxton beachtete dabei die unter-
schiedlichen Antikdrperkonzentrationen der Proben und deren Auswirkung auf
die Aviditatsmessung. Deshalb wurden die Verdinnungen so angelegt, dass die
Referenzextinktionen im Intervall 0,5 bis 1,0 zu liegen kamen.

Luxtons Affinitaten verteilten sich bei den MS-Patienten in Serum und Liquor
generell Uber die niedrigeren Stufen, wahrend sie bei den Virusenzephalitiden
(SSPE, Herpes-simplex-Virus- und VZV-Enzephalitis) zu den hoheren Stufen
tendierten. Dabei gab es MS-Patienten, die im Liquor andere Affinitatsvertei-
lungsmuster als im Serum zugunsten grofRer Anteile niedrigstaffiner Antikdrper
im Liquor aufwiesen. Luxton folgerte, dass die Diffusion der Antikérper durch
die Blut-Liquor-Schranke eher eine untergeordnete Rolle spielt, und schrieb
diese Erscheinung der lokalen intrathekalen Antikdrpersynthese bei der MS zu.
Verantwortlich fur das Fehlen hochaffiner Antikdrper im Liquor bei MS sei laut
Luxton eine fehlende intrathekale Selektion von B-Lymphozyten, so dass die
Antikorper nicht reiften. Als Alternative schloss er auf eine ,genetische Unfahig-
keit* der B-Lymphozyten hochaffine Antikdrper zu produzieren.

Als Ursachen der unterschiedlichen Ergebnisse aus Luxtons Arbeiten und der
vorliegenden Studie sollten mehrere Aspekte in Betracht gezogen werden. Bei
den relativ kleinen Probenkollektiven missen zuféllige Verteilungsmuster be-
racksichtigt werden. Insofern kdnnen bei Luxton Patienten mit hochaviden Anti-
korpern gefehlt haben. Womoéglich kann auch Thiocyanat eine andere Wirkung
auf die nichtkovalenten Antigen-Antikorperbindungen haben als Harnstoff-
Wasserstoffperoxid. Eventuell |6st Thiocyanat die Bindungen bei MS-Patienten
starker, da hier die Bindungsstarke der Antikdrper von anderer Qualitat sein
kénnte, was eventuell aus der Reifung bei fehlender Antigenprasenz resultiert
(Godec, 1992; Reiber, 1998b).

Zusatzlich liefert die Messung verschiedener Affinitatsstufen mit verschiedenen
Reagensmolaritaten wie bei Luxton zwar ein sehr dezidiertes Affinitatsprofil ei-
ner einzelnen Probe, wogegen eine Aviditat sozusagen den ,Mittelwert* samtli-
cher spezifischen Antikdrper in der Probe beschreibt. Jedoch scheint diese Me-
thode der Affinitatsbestimmung zu diagnostischen Zwecken bei gré3erer Pro-

benanzahl sehr aufwendig und von daher eher ungeeignet.
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Betrachtet man die Differenz der Serum- und Liquoraviditaten bei den MS-
Patienten mit VZV-Antikdrpern der vorliegenden Arbeit (siehe Kapitel 3.3.2.2,
S. 84), so fallt auf, dass mehr als ein Zehntel (11%) der Patienten eine Differenz
von mehr als 11% aufweisen. Dies ist zu 100% spezifisch fur die MS im Ver-
gleich mit Patienten mit komplizierter Varizella-Zoster-Infektion bzw. mit nicht-
entzindlichen Hirnerkrankungen.

Bei uber einem Dirittel (35%) der MS-Patienten mit Masernvirusantikorpern be-
tragt diese Differenz der Aviditaten mehr als 10% (siehe Kapitel 3.4.2.2, S. 97).
Ebenfalls zu 100% spezifisch fur die MS ist diese Tatsache im Vergleich zu den
Vergleichskollektiven.

Diese Differenzen erweisen sich damit als statistisch signifikant unterschiedlich
im MS-Kollektiv fir beide untersuchten Virusspezifitaten, wogegen sich die Dif-
ferenzen in den anderen Krankheitsgruppen nicht signifikant unterscheiden.
Eine erhohte Differenz genauso wie relativ niedrige Aviditaten von weniger als
40% bei den VZV-Antikérpern finden sich vorherrschend beim schubférmigen
Typ der Multiplen Sklerose. Dieses Phanomen ist bezogen auf die Masernviru-
santikorper jedoch nicht zu beobachten. Bei dem relativ kleinen Patientenkollek-
tiv mit ungleichmalfiger Verteilung der verschiedenen MS-Formen kann deshalb

von einem zufélligen Trend ausgegangen werden.

Die Betrachtung der Aviditatsdifferenz als diagnostischen Marker zur Differen-
zierung einer Multiplen Sklerose von einer infektibsen Enzephalitis ist neu.
Durch die Subtraktion der beiden Aviditatsindices eines Serum-Liquor-Paares
von ein und demselben Patienten ist also nach den vorgelegten Ergebnissen
eine serologische Differenzierung in manchen Fallen moéglich. Dazu ist mit der
hier beschriebenen Methode kein Vergleich der Aviditdten mit anderen Krank-
heitskollektiven wie z.B. den Virusenzephalitiden notwendig. Das ist ein klarer
Vorteil gegeniiber Luxtons Erhebung, der eine Subtraktion aul3er Acht liel3 und
nur die Unterschiede zwischen den verschiedenen Kollektiven beschrieb (Lux-
ton 1990 & 1995).

Allerdings ist die Sensitivitat sehr gering und die Testvorbereitung und

-durchfiihrung sehr aufwendig, weswegen diese Methode wohl speziellen Fra-
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gestellungen vorbehalten bleiben wird, bei denen die Unterscheidung zwischen

MS und virusassoziierter ZNS-Erkrankung schwierig ist.

Als Ursache der Unterschiede der Aviditaten in Serum und Liquor bei Patienten
mit Multipler Sklerose kommt auf der Grundlage von Reibers Hypothese Fol-
gendes in Betracht (Reiber, 1998b):

Zu Beginn der Multiplen Sklerose wandern spezifische B-Lymphozyten aus dem
Blut ins zentrale Nervensystem ein, vermehren sich dort im Verlauf unabhangig
von den B-Zellen im Blut und reifen zu Plasmazellen. Mit zunehmender Zahl an
B-Zellen pro Klon bzw. B-Zellklonen werden intrathekal spezifische Immunglo-
buline einer oder mehrerer antiviralen Spezifitaten synthetisiert. Wenn Antikor-
per gegen Masern-, Roteln- und Varizella-Zoster-Viren produziert werden, so
hat die ,MRZ-Reaktion® eingesetzt. Die Synthese dieser sowie weiterer erreger-
spezifischer, intrathekaler Antikdrper bei Patienten mit MS scheinen nicht die
Primarantwort auf eine infektidse Atiologie zu sein, sondern stellen wahrschein-
lich als eine nichtspezifische Reaktivierung von B-Lymphozyten ein sekundéres
Krankheitsphanomen dar (Luxton, 1990 & 1995). Denn wie gezeigt wurde, ge-
schieht dies ohne den Einfluss erregerspezifischer Antigene (Godec, 1992;
Reiber, 1998b). Das Fehlen dieser Antigene bewirkt somit ein unterschiedliches
Verteilungsmuster der Spezifitaten zu denen im Blut. Damit einhergehend kann
sich auch die Aviditat unterscheiden, was aber nur bei einem kleineren Anteil
der der MS-Patienten der Fall ist. Beim Grof3teil der MS-Patienten unterscheidet
sich die Aviditat von Serum und Liquor nicht. Durch Austausch von Immunglo-
bulinen Uber die Blut-Liquor-Schranke néhern sich wohl die Aviditaten in Serum
und Liquor einander an. Der Liquor-Serum-Quotient des Albumins scheint aber
aufgrund mangelnder Korrelation zu den Betrdgen der Aviditatsdifferenzen kein
guantitativer Marker fir das Ausmald des Austausches zu sein. Als Hypothese
zur Erklarung der Differenzen zwischen Serum und Liquor wird hier vorgeschla-
gen, dass oligoklonale intrathekal synthetisierte Masernvirus- und VZV-
spezifische 1gG-Antikérper, die zufallig eine niedrigere, identische oder hoherer

Aviditat als die Serum-lgG haben, sich auf die Aviditat der Serumantikorper ad-
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diert, die durch die Blut-Liquor-Schranke gelangen. Dadurch erhélt man in der

Summe im Liquor eben niedrigere, identische oder hohere Werte.
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5. Zusammenfassung

Es sollten in dieser Arbeit Aviditaten von IgG-Antikérper gegen neurotope Viren
bei Patienten mit Subakuter Sklerosierender Panenzephalitis (SSPE), Varizella-
Zoster-Virus-(VZV-) Infektion mit neurologischen Komplikationen, Multipler
Sklerose (MS) und mit nichtentztindlichen, psychiatrischen Hirnerkrankungen
untersucht werden. Es galt insbesondere fir Masernvirus- und VZV-Antikorper
herauszufinden, ob es in gleichzeitig enthommenen Serum- und Liquorproben
bei Patienten mit oben genannten Erkrankungen einen Unterschied, d.h. eine
signifikante Differenz der Aviditdten in Serum und Liquor gibt. Mdglicherweise
kénnte eine derartige Differenz bei der Differenzialdiagnostik dieser Krankheiten

hilfreich sein.

Als Voraussetzung war es zunachst notwendig zu wissen, ob Uberhaupt eine
Aviditatsmessung von Varizella-Zoster-spezifischen 1gG-Antikérpern mdoglich
ist.

Eine solche Messung ist mit dem ELISA-Testkit ,Enzygnost® Anti VZV/IgG* von
der Firma Dade Behring moéglich und einfach durchzufiihren, nachdem sich ein
hochsignifikanter Unterschied zwischen den 65 Serumaviditaten von 56 Patien-
ten mit kdrzlicher VZV-Neuinfektion und von 37 mit lange abgelaufener Infektion
gezeigt hat. Verwandt wurde dabei viermolare Harnstoff-Wasserstoffperoxidlo-
sung, mit der in der sogenannten Elutionsmethode nach der Probeninkubation
die niedrigaviden Antikdrper wieder aus ihrer Antigen-Antikérperbindung gelost
werden. Mit modifizierter Methodik kann dieses Testkit auch zur VZV-Aviditats-
bestimmung im Ligquor herangezogen werden.

Nach dieser Untersuchung sind Aviditatswerte zwischen 0 und 38% absolut
spezifisch und sensitiv fur eine VZV-Neuinfektion, die maximal 42 Tage zurick-

liegt.

Weiterhin ist mit dieser Arbeit eine neue Methode zur Aviditatsbestimmung e-
tabliert worden. Eine exakte Bestimmung eines Aviditatswertes ist mit den bis-
herigen Methoden nicht moglich gewesen. Der Einfluss der Antikdrperkonzen-

tration auf den Aviditatswert war vor allem dafir ursachlich, dass Aviditatswerte
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von Proben, die unterschiedliche Antikorperspiegel oder Verdiunnungen hatten,
nicht vergleichbar waren. Um einen relativ genauen und v.a. vergleichbaren
Wert flur eine ZNS-Aviditatsbestimmung zu erhalten, war es notwendig, eine
neuartige Rechenmethode zu entwickeln.

Diese sogenannte neue ,Geradenmethode” macht sich zu Nutze, dass im Avidi-
tatstest zwischen den Extinktionen aus Referenz- (nativem) und denaturieren-
dem Waschgang unterschiedlicher Verdinnungen einer Probe ein anndhernd
linearer Zusammenhang besteht. Die Probe wird dabei in einer Verdinnungs-
reihe verdinnt und in einem ELISA-Testlauf nach Elutionsmethode ausgewer-
tet. Die Extinktionen werden anschlie3end in einem x-y-Diagramm aufgetragen,
wobei als x-Werte die nativen und als y-Werte die Extinktionen aus dem dena-
turierenden Waschgang dargestellt werden. Es entsteht dabei eine Gerade. Flr
diese Gerade wird mit zwei nativen Extinktionen aus dem Intervall 0,2 <x <3,0
und den Extinktionen derselben Verdinnungen aus dem denaturierenden
Waschgang die Gleichung entsprechend der allgemeinen Geradengleichung
aus der Mathematik y=mx +c aufgestellt. Uber diese Gleichung wird fur
x =2,0 der zugehdrige y-Wert ermittelt. Durch Division wiederum dieses er-
rechneten y-Wertes durch 2,0 erhalt man einen Aviditatswert, als ob in jeder
Probe dieselbe Antikérperkonzentration vorlage, mit der im ELISA-Testlauf eine
native Extinktion von 2,0 erreicht wirde. Dadurch werden konzentrationsab-
hangige Schwankungen des Aviditatswertes eliminiert, so dass mit den errech-
neten Ergebnissen eine weitgehend fehlerbereinigte Berechnung von Aviditats-

unterschieden mdoglich ist.

Diese Rechenmethode sollte sich schlie3lich bei der Erhebung von IgG-
Aviditaten in insgesamt 71 Serum-Liquor-Paaren von Patienten mit Subakuter
Sklerosierender Panenzephalitis, Varizella-Zoster-Virus-Infektion, Multipler
Sklerose und mit nichtentztindlichen Hirnerkrankungen nitzlich machen.

Bei zwoIf Serum-Liquor-Paaren von sechs SSPE-Patienten sind ausschlieflich
hochavide masernspezifische Antikdrper mit mittleren Aviditdten von jeweils
rund 60% in Serum und Liquor entdeckt worden. In 28 Serum-Liquor-Paaren

von zwolf Patienten mit Varizella-Zoster-Virus-Infektion haben sich ebenfalls
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ausnahmslos hochavide VZV-spezifische Immunglobuline dargestellt. Die Avidi-
tatsindices betragen im Mittel 52% im Serum und 55% im Liquor. Aus einem
Kontrollkollektiv von 18 psychiatrisch erkrankten Patienten mit jeweils einem
Serum-Liquor-Paar sind neun Paare auf VZV-spezifische und 14 auf masern-
spezifische Aviditat untersucht worden. Die VZV-AntikOrper weisen eine Aviditat
von rund 61% in Serum und Liquor auf. Die der Masernvirusantikdrper betragt
55% in Serum und Liquor.

Von den 29 Serum-Liquor-Paaren von Patienten mit Multipler Sklerose sind 15
Paare auf VZV-spezifische und 19 auf masernspezifische Aviditat untersucht
worden. Die VZV-Antikorper weisen eine Serumaviditat von 53% und eine Li-
quoraviditat von 54% auf. Die der Masernvirusantikorper betragt 53% im Serum
und 57% im Liquor. Das Spektrum der Aviditaten ist deutlich weiter gestreut als
in den anderen Krankheitskollektiven. Wéhrend dort samtliche Aviditaten im
hochaviden Bereich liegen, sind die Antikdrper bei den MS-Patienten sowohl
hoch- als auch niedrigavide. Die Mediane der Aviditaten liegen im MS-Kollektiv
tber 50%, so dass im Schnitt hohe Aviditaten bei mehr als der Halfte der MS-
Patienten vorliegen.

Der direkte statistische Vergleich der Aviditaten der einzelnen Serum- und Li-
qguorkollektive zeigt keinen signifikanten Unterschied.

Schlief3lich ist noch die Aviditat des Serum von der des Liquor eines jeweiligen
Paares subtrahiert worden. Aul3er bei den Patienten mit Multipler Sklerose sind
diese Differenzbetrage bei den Ubrigen Patienten kleiner als 10%. Bei einem
Teil der MS-Patienten sind die Differenzen in beiden untersuchten Spezifitaten
groRer als 10%. 11% der MS-Patienten mit VZV-Antikorpern hat eine Aviditats-
differenz von mehr als 11%. Bei 35% der MS-Patienten mit Masernvirusantikor-
pern ist die Differenz gré3er als 10%. Bei Patienten, die diese Differenz aufwei-
sen, liegt in jedem Fall eine Multiple Sklerose vor, d.h. die Spezifitdt betragt
100%. Statistisch unterscheiden sich die Aviditatsdifferenz der MS-Serum-
Liquor-Paare signifikant von den Ubrigen Kollektiven. Anhand dieses Ergebnis-
ses kann festgestellt werden, dass Differenzen von weniger als 10% gleiche,

Differenzen dariber signifikant unterschiedliche Aviditat bedeuten.
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Diese Erkenntnis bietet einen neuen Ansatz fur spezielle Fragestellungen in der
Differentialdiagnostik neurologischer Erkrankungen mit intrathekaler, virusspezi-
fischer Antikdrperproduktion. Serologisch kdnnte z.B. die Diagnose bei Patien-
ten gefestigt werden, bei denen die Differenzierung zwischen Multipler Sklerose
und neurologisch komplizierter Virusinfektion schwierig ist. Allerdings ist die
Sensivitat mit 11% fur die VZV-Antikorper und 35% fur die Masernantikorper
recht gering.

Diese statistisch signifikanten Unterschiede der Differenzen bei der Multiplen
Sklerose konnten daher rihren, dass intrathekale B-Lymphozyten ohne Einfluss
erregerspezifischer Antigene unabhangig von den B-Zellen im Blut ihre Antikoér-
per synthetisieren. Das kann zu unterschiedlichen Aviditaten in Liquores vergli-
chen mit den Seren von Patienten mit Multipler Sklerose fuhren. Dagegen sind
bei den Virusinfektionen die Antigene in beiden Kompartimenten préasent, wes-
wegen die Antikérper sowohl im Serum als auch im Liquor optimal reifen kon-

nen. Das fiihrt zu hohen, nicht signifikant unterschiedlichen Aviditaten.
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