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1 Finleitung

1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose ist weltweit die hdufigste entziindlich demyelinisierende Erkran-
kung des zentralen Nervensystems und betrifft vor allem junge Erwachsene mit einem
Altersgipfel zwischen 20-45 Jahren.' Die Priavalenz betrdgt in Nordeuropa etwa 1:1000.
Bei ca. 85% der Patienten beginnt die Erkrankung schubférmig, d. h. mit Episoden von
neurologischen Funktionsausfillen, die fiir einige Wochen anhalten und sich danach
komplett zuriickbilden konnen.> Wéhrend des natiirlichen Verlaufes kommt es mit zu-
nehmenden Schiiben hédufig zu unvollstindigen Riickbildungen der Symptome, so daf3
eine allmdhliche, schubunabhéngige Verschlechterung eintritt (sekundir progrediente
Verlaufsform). Bei einem geringen Anteil (ca. 15%) nimmt die Erkrankung bereits von
Beginn an einen schleichenden (primir progredienten) Verlauf. Diese Form betrifft hau-
fig Personen, deren Erstsymptome nach dem 40. Lebensjahr auftreten.

Beim schubformigen Verlauf ist das weibliche Geschlecht im Verhiltnis von ca. 1,6:1
haufiger betroffen, wohingegen am priméir progredienten Verlaufstyp etwas mehr Mén-
ner erkranken.

Histopathologisch ist die MS durch entziindliche und demyelinisierende Herde in der
weillen Substanz des ZNS charakterisiert.” Neuere immunhistologische Untersuchungen
weisen auf eine deutliche Heterogenitéit der MS-Plaques hin. Wahrend Entmarkungen in
nahezu allen Lisionen nachweisbar sind, ist das Ausmal} von Oligodendrozytenverlust,
Remyelinisierung und Axondegeneration sehr variabel. Einige Autoren unterteilen die
MS anhand des immunpathologischen Musters in vier Gruppen, wobei fiir jede Gruppe
ein unterschiedlicher Pathomechanismus angenommen wird.* Diese Klassifkationsver-
suche unterstreichen die Komplexitdt des vorliegenden Krankheitsbildes und werfen die
Frage auf, ob die klinisch hdufig sehr unterschiedlichen Muster verschiedene Entitéten
widerspiegeln. Ebenso ungewiB3 ist, inwiefern eine Verbindung zu der seltenen akuten
disseminierten Enzephalomyelitis (ADEM) besteht, fiir die eine postinfektidse Atiologie

angenommen wird.’
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1.2 Multiple Sklerose und T-Zell-Immunologie

Immunhistologisch lassen sich zelluldre Infiltrate nachweisen, die hauptsidchlich aus
eingewanderten T-Zellen und Makrophagen bestehen. Den vielfach in Blut und Liquor
von MS-Patienten nachgewiesenen, gegen bestimmte Myelinbestandteile gerichteten T-
Zellen fillt dabei eine wichtige immunpathogenetische Rolle zu.> Es ist das basische
Myelinprotein (MBP) eines der bestuntersuchten potentiellen Autoantigene bei der
MS.* 7 Wenngleich hinsichtlich der Vorlduferfrequenzen MBP-spezifischer T-Zellen
zwischen MS-Patienten und gesunden Kontrollspendern keine signifikanten Unter-
schiede gezeigt werden konnten™, geht man heute davon aus, da3 nicht die alleinige
Anwesenheit autoantigen-spezifischer T-Zellen im peripheren Repertoire, sondern ihr

14-16

Aktivitdtsgrad ' und Phéanotyp '*'® pathogenetisch von Bedeutung sind.

Die tiber in vitro-Versuche und das Tiermodell der EAE (s.u.) hinausgehende Relevanz
dieses Autoantigens fiir den Menschen, wird unterstiitzt durch Ergebnisse einer aktuel-
len Phase II-Studie mit dem immunogenen, zu therapeutischen Zwecken verdnderten
MBP-Peptid (83-99). Die Verabreichung einer Dosis von 50 mg s.c./Woche fiihrte bei 3
von 8 Patienten zu einem Schub mit hoher Krankheitsaktivitdt und einer drastischen
Zunahme neuer, grofler kontrastmittelaufnehmender Herde in der Kernspintomographie,
welche Ausdruck einer gestorten Bluthirnschranke sind. Parallel fand sich ein Anstieg
der MBP-spezifischen T-Zellen in Blut und Liquor um das 1000-fache."

Mit dem klassischen Tiermodell der aktiven (Riickenmarkshomogenat, MBP) bzw. spé-
ter adoptiven Transfer-EAE (MBP-spezifische T-Zellen) konnte bereits 1933 die Be-
deutung von Autoantigenen und somit die Autoimmunhypothese erarbeitet werden.'®
Neuerdings konnen in entsprechenden Tierstimmen durch Verwendung verschiedener
Myelin-Antigene oder deren immundominanter Peptide (vgl. Tab. 1) und Adjuvantien
zum Teil inflammatorische, zum Teil iiberwiegend demyelinisierende Lésionen, entwe-
der monophasische oder relapsierende Verldufe erzeugt werden, die den distinkten kli-

nischen Entitiaten der MS niherkommen. "
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Tabelle 1: Zusammenfassung putativer Autoantigene bei der MS

Autoantigen Abk. Anteil am Funktion/Relevanz
Gesamtmyelin

Proteolipidprotein PLP 50% Myelinkompaktierung™”*'

Basisches Myelinprotein| MBP 30% Myelinkompaktierung”™ '* >

Zyklonukleotid- CNPase 3-4% Hydrolyse cyclischer

phosphodiesterase Retina, PBMC Nukleotide™

Myelin-assoziiertes MAG 1% Myelin-Axon-Interaktion®* *

Glykoprotein

Myelin-Oligodendro- MOG 0,1% unbekannt*

zyten-Glykoprotein

S-10083 S-100p | Astrozyten, Auge, | Kalziumbindendes Signal-

Thymus, Lymphknoten| protein’’

oB-Crystallin - konstitutiv, Auge, | Hitzeschockprotein hsp27*
EBV-induziert®®

Transaldolase - Mitochondrien Enzym des Pentose-

phosphatzyklus®

Hierbei gewinnt neben MBP das unldngst beschriebene Myelin-Oligodendrozyten-
Glykoprotein (MOG) zunehmend an Bedeutung. Wahrend sich MBP und PLP in tiefer
gelegenen Myelinschichten befinden, liegt das am Gesamtmyelin anteilsméfig geringe-
re MOG an der Oberfliche und ist somit fiir immunologische Wechselwirkungen mit
Lymphozyten leichter verfiigbar. Auch wurden MOG-spezifische Antikorper bei MS-
Patienten gefunden, was der mittlerweile pathogenetisch wieder mehr beachteten Rolle
des humoralen Immunsystems Rechnung trigt.’' 2 Uber das sogenannte ,,Epitope Sprea-
ding*“ kommt es wéhrend des Krankheitsverlaufes vermutlich zu einer Ausweitung

unterschiedlicher Antigenspezifititen.”*

1.3 Virusinfektionen und Multiple Sklerose
1.3.1 Hinweiseflr einelnfektassoziation

1.3.1.1  Historische Vorbemerkungen

Im Jahre 1868 beschrieb Jean Martin Charcot die klinischen Merkmale der ersten
menschlichen Entmarkungskrankheit und faB3te diese zu einer Krankheitsentitit zusam-
men, die er ,,Sclérose en Plaques® nannte. In den folgenden zwei Jahrzehnten begriinde-

ten Koch und Pasteur eine neue Ara der Infektionskrankheiten und damit der Mikrobio-
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logie. Es war also ein Zeichen der Zeit, daB 1884 Pierre Marie, einer der Schiiler
Charcots und dessen Nachfolger auf dem Lehrstuhl des damals wohl bedeutendsten
Instituts fiir Neurologie in Paris, eine infektiologische Ursache der MS vermutete.” In
einer ausfiihrlichen Abhandlung betont Pierre Marie den zeitlichen Zusammenhang
zwischen Erstmanifestation der MS und vorangegangenen akuten Infektionskrankheiten
(les maladies aigués), wie dem epidemischen Fleckfieber (Rickettsiose, fievre typho-
ide).”* Auch traten spéter in Folge der Tollwutimpfungen mit Pasteur’s ,,virus fixe* je-
doch aufgrund der priparationsbedingt enthaltenen Myelinbestandteile vermehrt En-

zephalomyelitiden im Sinne einer ADEM auf.

1.3.1.2  Epidemiologie

Deutliche Hinweise fiir einen Zusammenhang zwischen MS und Infektionskrankheiten
lassen sich aus epidemiologischen Studien ableiten. So fanden Kurtzke und Mitarbeiter
weltweit drei geographische Regionen mit hoher (> 30/100000), mittlerer(5-30/100000)
und niedriger Privalenz.(< 5/100000) mit Abnahme der Privalenz zum Aquator.”
Weiterhin folgerte man aus zahlreichen Migrationsstudien, dal ein Umweltfaktor das
Krankheitsrisiko vor der Pubertit beeinflussen mufl, da Erwachsene iiber 14 Jahren, die
von hohen in niedrigere Privalenzregionen auswanderten, das Erkrankungsrisiko ihres
Geburtslandes beibehielten. Immigranten von niedrigen in hohe Pridvalenzgebiete nah-
men hingegen sogar ein iliber das der einheimischen Bevolkerung des Einwanderungs-
landes hinausgehendes Risiko an, wenn sie den Wohnort zwischen 11 und 45 Jahren
anderten.™

Da zudem lediglich 20-30% monozygote Zwillinge krankheitskonkordant sind und nur
in etwa weiteren 10% der Fille klinisch gesunde Zwillinge kernspintomographische
Auffilligkeiten zeigen, kdnnen oben erwdhnte Zusammenhinge nicht rein genetisch
erklart werden.**' Interessanterweise ergab eine Konkordanzstudie bei Poliomyelitis
vergleichbare Zahlen (monozygote Zwillinge 36%, dizygote Zwillinge 6%).** Dieser
Vergleich konnte vermuten lassen, da3 auch bei der MS in genetisch priadisponierten
Individuen ein moglicherweise ubiquitir vorkommendes Virus fiir die Krankheitsent-
stehung von Bedeutung sein kann. Berichte iiber lokal begrenzte Krankheitsausbriiche,

v. a. auf den Farder-Inseln®, aber auch in Island®” und Key West* bieten durchaus Ver-
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gleichsmoglichkeiten mit typischen Infektionsepidemien, werden jedoch aufgrund ihrer

statistisch grenzwertigen Befunde vielfach angezweifelt.”*

1.3.1.3  Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)

Ein diesbeziiglich bemerkenswerter Ansatz wurde durch Joan Goverman verfolgt, die
bei transgenen B10.PL-Maiusen mit spezifischen T-Zellrezeptoren (TCR) fiir das im-
mundominante MBP-Epitop im Gegensatz zu den gingigen induzierten EAE-Formen
eine spontane Variante fand. Dabei erkrankten ausschlieBlich Tiere, die Kontakt zu mi-
krobiellen Keimen hatten, nicht solche, die unter keimfreien Bedingungen gehalten
wurden.” Diese Beobachtung bestitigt die Rolle von mikrobiellen Einfliissen, ohne die

es - trotz genetischer Pradisposition - nicht zur Krankheitsentstehung kam.

1.3.1.4 Demyelinisierende Virusinfektionen bei Tieren

Obschon keine der im Folgenden zusammengefallten Entmarkungskrankheiten bei Tie-
ren (Tab. 2) und Menschen (Tab. 3, s. Kap. 1.3.1.4) dem klinischen Verlauf mit Schii-
ben und Remissionen oder den neuropathologischen Eigenschaften bei der MS unmit-
telbar entsprechen, werden diese dennoch als Modelle zur Untersuchung direkter und
indirekter Mechanismen der virus-vermittelten Entmarkung verwendet. Fiir Einzelheiten

wird auf Ubersichtsarbeiten hingewiesen.*>***!

Tabelle 2: Virusinduzierte Demyelinisierung bei Tieren

Virusfamilie Virus Wirt Referenz
Papovaviridae SV Meerkatzen 52
Paramyxoviridae CDhV Hunde 53
Coronaviridae JHM-MHV Mause / Ratten 54-56
Picornaviridae TMEV Mause 57,58
Togaviridae SFV Mause 59
Rhabdoviridae Chandipura Maéuse 60
Lentiviridae Visnavirus Schafe 6l

Abk.: SV4y: Simian-Virus 40, CDV: Canines Distemper Virus (Hundestaupe), JHM-
MHV: JHM-Stamm des Maus-Hepatitis-Virus, TMEV: Theiler —Murines

Enzephalomyelitis Virus, SFV: Semliki Forest Virus, modifiziert nach Johnson®



Einleitung

1.3.1.5

(Para-/Post-)Infektiose Entmarkungskrankheiten beim Menschen

Analog zu Kap. 1.2.1.4 sind in Tabelle 3 die wesentlichen Erkrankungen mit virusindu-

zierter Demyelinisierung und bisweilen langen Inkubationszeiten beim Menschen sub-

sumiert. Auch hier bestehen groe Unterschiede zu den typischen MS-Verldufen und

-Pathologien. Allenfalls 148t sich die Akute Disseminierte Enzephalomyelitis (ADEM)

klinisch zunachst kaum von einer schweren MS unterscheiden.

Tabelle 3: Virusinduzierte Demyelinisierung beim Menschen

Erkrankung Abk. |Pathogen Referenz
Akute disseminierte ADEM | Masernvirus, VZV, Flu, RTI, | 18,62
Enzephalomyelitis Impfungen, etc.

Subakute Sklerosierende SSPE | Masernvirus (Morbilliviri- 63
Panenzephalitis dae)

Progressive Roteln Panenzephalitis | PRP | Rotelnvirus (Rubeolaviridae) 64
Progressive Multifokale PML |JC-Virus 65
Leukenzephalopathie (Papovaviridae)
HHV-6-Leukenzephalitis - HHV-6 (Herpesviridae) 66
HIV-Enzephalopathie - HIV (Lentiviridae) 67, 68
HTLV-I assoziierte Myelopathie / | HAM /|HTLV I (Retroviridae) 69,70
Tropische spastische Paraparese TSP
Abk: VZV: Varicella-Zoster-Virus, Flu: Influenzavirus, RTI: Respirationstrakt-

Infektionen (unspezifisch, meist viral), HHV-6: Humanes Herpesvirus 6, HIV: Huma-

nes Immundefizienz-Virus, HTLV I: Humanes T-Zell-Leukdmie-Virus
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1.3.1.6  Klinisch-immunologische Untersuchungen

1.3.1.6.1 Erhohte Antikorpertiter bei MS-Patienten

In Seren und Liquores von MS-Patienten wurden in mehreren Studien konsistent im
Vergleich zu Kontrollpersonen ebenfalls hohere Antikorpertiter gegen Masern-Virus
(Adams, Imigawa, 1962) und andere virale Antigene (Mumps, Parainfluenza 1, Influen-
za C, Herpes Simplex, Varicella Zoster, Roteln, Vaccinia, Epstein-Barr, Paramyxovirus
SV, etc.) gefunden, wenngleich dies von anderen auf eine erhdhte aber unspezifische
Immunoreaktivitit im Rahmen allgemeiner Infektionen zuriickgefiihrt wurde (Zusam-
menfassung bei Norrby 1978)”. Der Begriff MRZ (Masern, Roteln, Zoster)-Reaktion
beschreibt eine bei der MS héufige Konstellation der polyspezifischen Antikorperant-

wort durch moglicherweise eingewanderte B-Lymphozyten.”

1.3.1.6.2 MS-Schiibe nach IFNy-Behandlung

Im Rahmen einer Phase-I1-Studie mit Interferon y ergaben sich bei intravendser Appli-
kation von 1, 30 oder 1000 pg deutlich mehr Schiibe als unter Placebo, was
dosisunabhingig war und unter anderem auf den beobachteten Anstieg der MHC Klasse
II-positiven Monozyten zuriickgefiihrt wurde.” Da gro3e Mengen IFNy vor allem nach
viralen Infektionen sezerniert werden, wurde dies als eine mogliche Erklarung fiir die

Schubauslosung nach viralen Infektionskrankheiten gedeutet.”

1.3.1.6.3 MS-Schiibe bei Infektionen der oberen Luftwege

Sibley und Mitarbeiter untersuchten iiber einen Zeitraum von 8 Jahren prospektiv 170
Patienten mit MS und 134 gesunde Probanden. Dabei fanden sie, dal bei den MS-
Patienten Schiibe in der Zeit um einen Infekt (,,at risk” = 2 Wochen vor und 5 Wochen
nach Infektionsbeginn) etwa 3 mal hédufiger auftraten, als auBerhalb des sogenannten
Risikozeitraums (,,not at risk*). Zusétzlich standen 8,6% der liberwiegend viralen, respi-
ratorischen bzw. gastrointestinalen Infektionen in einem zeitlichen Zusammenhang zu
Schiiben, wihrend 27% der Schiibe zeitlich Infektionen zugeordnet werden konnten.™
Ahnliche Ergebnisse erzielten auch andere Gruppen, ohne daB ein einzelnes spezifi-
sches Virus identifiziert wurde.” "> 7 Wahrend einer Influenza-Epidemie in Holland

hatten von 180 untersuchten Patienten mit schubformigen Verlauf 36 eine Influenza-
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Infektion, die bei 12 (33%) innerhalb von 6 Wochen von einem Schub gefolgt wurde.
Dahingegen hatten von 80 Patienten nach Influenza-Schutzimpfung nur 4 (5%) einen

Schub.”

1.3.2 Médogliche Wirkmechanismen der Krankheitsentstehung

Als Hypothesen einer virus-assoziierten Pathogenese der MS kommen verschiedene
Mechanismen in Betracht, die ihre Grundlagen aus experimentellen Ergebnissen bezie-
hen. Prinzipiell konnen direkte, primér virale (bei akuter / lytischer Infektion von Oli-
godendrozyten) oder immunvermittelte (bei persistierender Infektion von Oligodendro-
zyten) Mechanismen (Kap. 1.3.2.1-2), und indirekte, autoimmune Mechanismen (Reak-
tion auf Infektionen innerhalb und auBlerhalb des ZNS, Kap. 1.3.2.3-4) unterschieden

werden.*

1.3.2.1 Direkte Schadigung durch Virusinfektion der Oligodendrozyten

Viren mit zytopathischem Effekt auf die myelinbildenden Oligodendrozyten sind z. B.
beim Menschen das JC-Virus (Progressive Multifokale Leukenzephalopathie), sowie
bei anderen Spezies in geringerem Ausmall das JHM-Maus-Hepatitis-Virus (JHM-
MHYV) und Theiler-Maus-Enzephalomyelitis-Virus (TMEV).

1.3.2.2 Immunvermittelte Schidigung virusinfizierter Oligodendrozyten

Durch die virus-spezifische Immunantwort kann es zu einer sekundéren Demyelinisie-
rung kommen. Beispielhaft seien TMEV und Semliki Forest Virus (SFV) genannt, bei
denen infizierte Oligodendrozyten entweder direkt durch zytotoxische T-Lymphozyten
(CTL), indirekt tiber eine DTH-Reaktion (delayed type hypersensitivity), wenn virale
Peptide auf der Oligodendrozytenoberfliche priasentiert werden, oder tliber 16sliche Fak-
toren in der Umgebung dieser Entziindungsreaktion (Komplement, Proteinasen, TNFa,
Stickstoffmonoxid (NO), etc.) geschiadigt werden.*

Hierbei kann es zur Wechselwirkung viraler und autoimmuner Prozesse im ZNS kom-
men, so daf} eine scharfe Trennung nicht sicher moglich ist.** So begiinstigen die zyto-
kinvermittelt hochregulierten MHC-Klasse I/II- und kostimulierenden Molekiile die
Prisentationsfahigkeit von freigesetzten kryptischen (verborgenen) Epitopen, die ent-

weder direkt nach virusbedingter Zell-Lyse oder indirekt {iber zytokinvermittelte Akti-
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vierung von Proteasen entstehen. Dies kann zur Aktivierung ruhender autoreaktiver
Lymphozyten fithren.* Angedacht wurde sogar die Integration von Selbstantigenen

(Glykolipide / MHC-Molekiile) in die Virushiille im Zuge des ,,virus budding®.***

1.3.2.3 Indirekte Schadigung bei unspezifischer ZNS-Infektion

Bei einer persistierenden viralen Infektion im ZNS konnen {iber autoimmune Mecha-
nismen auch nicht-infizierte Zellen geschiadigt werden. Hierbei kommen generell dhnli-
che Prozesse in Frage, wie sie in Kap. 1.3.2.2 behandelt wurden. Zum Zeitpunkt der

Schiadigung miissen Viren nicht notwendigerweise nachweisbar sein.

1.3.2.3.1 Erleichterte Zellmigration (Lymphocyte Homing)

Da im Gehirn als immunprivilegiertem Organ, geschiitzt durch die Immunbarriere der
Bluthirnschranke, normalerweise kaum immunkompetente Zellen vorliegen oder MHC
Klasse II-Molekiile exprimiert werden, kommt es natiirlicherweise nicht zur Aktivie-
rung und Proliferation autoreaktiver T-Zellen {iber den sogenannten trimolekularen
Komplex (T-Zellrezeptor, MHC-Klasse II-Molekiil der antigenprisentierenden Zelle
mit dem spezifischen Autoantigen). Daher ist fiir eine entziindliche Demyelinisierung
im ZNS die Einwanderung und Aktivierung von autoreaktiven Zellen pathogenetisch
entscheidend. Es ist vorstellbar, da3 auf dem Boden einer Bluthirnschrankenstérung (z.
B. durch eine Virusinfektion des Endothels) oder getrieben durch das entziindliche Mi-
lieu mit Chemokinen / Adhdsionsmolekiilen in der Umgebung einer Infektion vermehrt
autoreaktive Lymphozyten einwandern. Aktivierte Zellen kénnen auch bei intakter
Bluthirnschranke ins Gehirn einwandern.* Es ist bekannt, dal myelin-spezifische Zel-
len, wie auch andere aktivierte Zellen, nur bei lokaler Expansion durch Zielantigener-
kennung im ZNS verweilen, ansonsten wie Zellen anderer Spezifitit dieses Komparti-

ment wieder verlassen.®’

1.3.2.3.2 Kreuzreaktivitdt (Molecular mimicry) und Epitope Spreading

Bei strukturellen Ahnlichkeiten zwischen immunogenen Epitopen neurotroper Viren
und Myelinbestandteilen konnen im ZNS virus-spezifische T-Lymphozyten zusétzlich
Oligodendrozyten schiadigen. Hierbei kann es auch zur erwéhnten Ausweitung der An-

tigenerkennung auf mehrere Epitope eines Myelinantigens (intramolekulares epitope
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spreading) oder verschiedener Myelinbestandteile (intermolekulares epitope spreading)

kommen.

1.3.2.3.3 Lokale Begleitreaktion im ZNS (Local Bystander Activation)

In der unmittelbaren Umgebung einer ZNS-Infektion kann es durch unspezifische Auf-
regulierung von proentziindlichen Faktoren zu einer Mitaktivierung myelinspezifischer

T-Zellen und somit einer direkten oder indirekten Demyelinisierung kommen.

1.3.2.4  Aktivierung autoreaktiver Zellen bei systemischer Infektion

Entsprechend den Mechanismen bei zerebralen Infektionen gelten vergleichbare Prinzi-
pien auch bei systemischen Infektionen, wenn autoreaktive Zellen auflerhalb des ZNS
aktiviert werden und wie in Kap. 1.3.2.3.1 beschrieben durch die Bluthirnschranke ins

Gehirn einwandern.

1.3.2.4.1 Kreuzreaktivitit (Molecular Mimicry)

Das Prinzip der Molecular Mimicry wurde erstmals 1985 beschrieben, als gezeigt wer-
den konnte, da3 MBP-spezifische T-Zellen mit sequenzhomologen Epitopen von vira-
len Antigenen (HBV-Polymerase) kreuzreagierten.® Spiter gelang eine Aktivierung
MBP-spezifischer T-Zellklone auch durch Stimulation mit nicht ausschlieflich se-
quenzhomologen, jedoch strukturverwandten viralen und bakteriellen Peptiden.* Nach
aktuellem Verstidndnis einer degenerierten Antigenerkennung von T-Zellen wird bei
Wiirdigung des schliissigen Grundprinzips einer hoheren TCR-Flexibilitdt als frither
angenommen Rechnung getragen.” *' (Abb. 1A, vgl. Kap. 1.3.2.3.2)

1.3.2.4.2 Unspezifische Begleitreaktivitit (Systemic Bystander Effect)

Tough et al. konnten zeigen, dal CD8+ T-Zellen unabhéngig von T-Zellrezeptorsigna-
len (CD25/CD69), stimuliert durch IFN Typ I oder dessen Induktor Polyinosin-Poly-
cytidylsdure (poly(I:C)), iiber langere Zeitrdume in vivo iiberlebten. Aullerdem konnte
die klonale Expansion und das Uberleben von antigen-spezifischen T-Zellen durch diese

unspezifische Stimulation potenziert werden.
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Abbildung 1: Ubersichtsschemata von Molecular Mimicry (A) und Bystander Effect (B)
A: Durch Kreuzreaktivitit zwischen Autoantigen und Fremdantigen (Viruspeptid) kon-
nen autoreaktive (z. B. MBP-spezifische) T-Zellen im peripheren Immunsystem iiber
den trimolekularen Komplex aktiviert werden. Diese Zellen konnen durch die Bluthirn-
schranke ins ZNS einwandern und erneut z. B. liber organspezifische antigenprisentie-
rende Zellen mit dem eigentlichen Autoantigen aktiviert werden.

B: Im Rahmen einer virus-spezifischen Immunreaktion kénnen auch autoreaktive (z. B.
MBP-spezifische) T-Zellen mitaktiviert werden und somit zu einer Autoimmunreaktion
beitragen. Abbildungen modifiziert nach Delves und Roitt™.
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Die Autoren deuten die Langlebigkeit von CD8"-Gedichtnis-T-Zellen (Memory Cells)
nach virusinduzierter Freisetzung von Typ I-IFN in zweierlei Richtung. Zum einen be-
notigen bereits vorhandene Gedéichtniszellen nicht den stdndigen Kontakt zu ihrem spe-
zifischen Antigen oder kreuzreagierender Antigene, sondern es geniligen gelegentliche

Kontakte zu IFN Typ I, welches durch zwischenzeitliche Virusinfekte freigesetzt wird.
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Zum anderen konnen wéhrend der Erstantwort auf Virusinfektionen im Sinne einer Ad-
juvansfunktion durch lokal sezerniertes IFN Typ I frithe Gedéchtniszellen besser stimu-
liert werden und langer tiberleben. *

Im Rahmen einer Autoimmunitidt wiirden diese Ergebnisse einen virusinduzierten Me-
chanismus der unspezifischen Aktivierung autoreaktiver Gedachtniszellen bedeuten.
Dies konnte auch erkldren, warum aktive Virusinfektionen starke Immunantworten aus-
16sen konnen, wihrend Virus-Peptide ohne Zusatz kiinstlicher Adjuvantien nur schwach
immunogen sind. Daneben konnen Mikroorganismen durch proliferative / supprimie-
rende Wirkung auf distinkte T-Zellsubtypen bzw. durch Beeinflussung bestimmter Zy-
tokinprofile das Immungleichgewicht stéren, was moglicherweise zu einer Aktivie-
rungskaskade latenter Autoimmunitét fithrt.”* Dies wurde durch Coxsackie-Virusinfek-
tion in einem transgenen Mausmodell bereits flir die Entstehung des ebenfalls autoim-

munbedingten Typ-I Diabetes gezeigt.”

1.3.2.4.3 Mikrobielle Superantigene

Beim Typ I-Diabetes wurde ein dem Maus-Mammary-Tumorvirus (MMTV) verwand-
tes, humanes endogenes Retrovirus (HERV) isoliert, welches ein MHC Klasse II-
bindendes Superantigen kodiert. Es wurde postuliert, daB es durch Uberbriickung von
leeren Antigenbindungsstellen zwischen Vf-Kette des T-Zellrezeptors (TCR) und
MHC-Molekiil der antigenprisentierenden Zellen zu einer systemischen Aktivierung
autoreaktiver T-Zellen kommen konnte.” Ende der 80er Jahre wurden retrovirale Se-
quenzen auch in einer Leptomeningeal-Zellinie eines MS-Patienten” und spater wieder-
holt auch in Zellen des Plexus choroideus und EBV-immortalisierten B-Zellen gefun-
den.” Da zusitzlich Superantigene hiufig als Adjuvantien fiir die Auslosung der EAE
eingesetzt wurden,” wire tiber die superantigene Eigenschaft der sogenannten MS-
assoziierten Retroviren (MSRV)® eine unspezifische Aktivierung autoreaktiver T-

Zellen im ZNS vorstellbar.

1.3.2.5 Mehrfachinfektion / Pathogenwechselwirkungen

In Anlehnung an die epidemiologischen Erkenntnisse aus den Migrationsstudien und
der héheren Priavalenz in Landern mit gehobenem hygienischen Standard wird versucht,

der multifaktoriellen Genese bei fehlendem Nachweis eines einzelnen Umweltfaktors
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durch komplexere Theorien gerecht zu werden. So vermutet man bislang nicht bekannte
Viren mit langer Latenzphase oder eine Reaktivierung retroviraler Elemente durch z. B.

Herpesinfektionen'* "'

1.4 Viren mit moglicher Relevanz

141 HumanesHerpesvirus6 (HHV-6)

Erstmals 1986 aus peripheren Blutlymphozyten von 6 immunsupprimierten Patienten
isoliert, wurde das humane Herpesvirus 6 zunichst als humanes B-lymphotropes Virus

(HBLV) bezeichnet,'” bevor man den bevorzugten T-Zelltropismus erkannte.

1.4.1.1 Taxonomie

Aufgrund seiner genetischen Verwandtschaft zum Cytomegalievirus (CMV) wird es
den beta-Herpesviren zugeordnet. Anhand der Sequenz unterscheidet man zwischen den
beiden Varianten HHV-6A und HHV-6B. HHV-6A konnte bislang keiner Krankheit
zugeordnet werden, wiahrend HHV-6B als das dtiologische Agens des Dreitagefiebers
(Exanthema subitum, Roseola infantum) gilt. Die Seroprivalenz betriagt weltweit > 95%
bei einem Alter > 2 Jahren.'” Etwa 5% sind dauerhaft HHV-6-IgM-seropositiv.

Das umbhiillte DNA-Virus ist 160-200nm grof3, das Genom ist 167kbp lang. Wirtszellen
(CD4+/CD8+T-Zellen, NK-Zellen, Makrophagen) entwickeln bei Infektion einen typi-
schen zytopathischen Effekt (CPE) mit Anschwellung und gelegentlich Synzytienbil-
dung.'™ Weitere Auswirkungen auf Immunzellen, wie eine CD4-Expression an der O-
berflache von T-Zellinien und CD8+T-Zellen/NK-Zellen wurden mit frither Genexpres-
sion oder einem Virion Protein, die Suppression von CD3/TCR mit der Replikation vi-
raler DNA in Verbindung gebracht.'"” HHV-6 reduziert wachstumsfaktor-abhiangiges
Aussprossen von Makrophagen'” und hemmt die Lymphoproliferation, ebenfalls iiber
ein Virion Protein.'” Die virusinduzierte IFNa-Sekretion erfolgt moglicherweise tiber
Signaltransduktion durch Zell-zell-Interaktionen. Aullerdem werden TNFa- und IL-1b-

Expression auf transkriptioneller Ebene unabhéngig von Virusinaktivierung induziert.'”
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1.4.1.2  Pathogenitit

Aufgrund der Nachweisbarkeit in Speichel und Mundspeicheldriisen geht man von einer
oralen Tropfcheninfektion mit primirer Oropharynxbeteiligung aus. Das Virus per-
sistiert in T-Lymphozyten und Oligodendroglia. HHV-6 ist mit kindlichen Fieber-
krampfen assoziiert und es gibt HHV-6-Enzephalitiden von milden bis hin zu letalen
Verldufen mit disseminierter Demyelinisierung.'” '® Uber differentielle PCR-
Technologie konnte HHV-6 DNA in aktiven MS-Plaques, jedoch in geringerer Menge
auch in gesundem Gewebe und Nicht-MS-Patienten nachgewiesen werden.'"' Ferner
konnten gegeniiber gesunden Kontrollpersonen und solchen mit anderen neurologischen
Erkrankungen erhohte Antikorpertiter und DNA im Plasma nachgewiesen werden. '

Andere Arbeitsgruppen konnten diese Assoziation zur MS jedoch nicht reproduzie-

ren.'” "' Eine gute Gegeniiberstellung der verdffentlichten Daten geben Knox et al.'*

1.4.2 Influenzavirus®

Bereits 412 v. Chr. wurden von Hippokrates Influenzaepidemien berichtet; die berithm-
te ,,Spanische Influenza“-Epidemie 1918-19 war weltweit fiir den Tod von 20-40 Milli-

onen Menschen verantwortlich. Isoliert wurde das Virus erst 1933.'%

1.4.2.1 Taxonomie

Auf der Grundlage von Antigenitdtsunterschieden ihrer Nukleoprotein- (NP) und Mat-
rixprotein- (M) Antigene werden Isolate in die Gruppen A, B und C eingeteilt und wei-
ter nach ihrem urspriinglichen Wirt, geographischen Ursprung, der Stammidentifikation
und dem Jahr ihrer Isolation benannt. Ublicherweise wird bei menschlichen Virusisola-
ten der Wirtsname weggelassen. Die antigenen Determinanten Himagglutinin (HA) und
Neuraminidase (NA) werden in Klammern angegeben. Ein Beispiel fiir den 1934 in
Puerto Rico isolierten, in Forschungslaboren weltweit meistverwendeten humanen In-

fluenza A-Referenzstamm ist: A/PR/8/34 (HIN1).
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1.4.2.2  Virusstruktur und Antigenitat (Shift/Drift)

Das Hédmagglutinin (HA) macht 25% der viralen Proteine aus und ist an der Oberfldche
des Virions gleichmiBig verteilt. Es ist fiir das Anheften an Sialoglykolipide/-proteine
und Eindringen in die Zelle verantwortlich.

Die Neuraminidase (NA) ist aus einer einzelnen Polypeptidkette zusammengesetzt, und
sitzt als pilzformige Struktur mit vier Untereinheiten ebenfalls der Virionoberfldche auf.
Das Nukleoprotein (NP), das Matrixprotein (M) mit seiner hochkonservierten Gense-
quenz und andere Nicht-Strukturproteine(NS1/2) spielen hier eine untergeordnete Rolle.
Ab 1933 gerechnet, traten bedeutsame Antigenitdtsverschiebungen (antigenic shifts)
durch Gen-Rekombinationen auf. 1957 I6ste die asiatische Influenza (H2N2) den bishe-
rigen Stamm HINT1 ab, 1968 das Hong Kong (H3N2) Virus; 1977 kehrte HIN1 zuriick.

Zu einem Antigendrift (antigenic drift) kommt es durch Anhdufung einer Serie von
Punktmutationen im HA-Gen iiberwiegend bei Influenza A, seltener auch bei B und C.
Dadurch kann es sogar wihrend eines Krankheitsausbruchs zu einer antigenen Mikrohe-

terogenitit und somit verringerten Immunerkennung kommen.

1.4.2.3  Pathogenitdt und Krankheitsbild

Nach epidemiologischen und experimentellen Untersuchungen wird das Influenzavirus
tiber hochkontagiose Aerosole von Mensch zu Mensch iibertragen. Dabei sind alle Sub-
typen sehr effiziente Interferon-Induktoren. Bei Symptombeginn 146t sich in Speichel-
sekret und Serum vor allem Interferon y nachweisen, dessen hochste Sekretion ca. 1 Tag
nach dem Hohepunkt des damit gut korrelierten Virustiters gemessen wird. Bei Infekti-
on werden Antikorper gegen HA, NA, NP und M gebildet, wobei nur HA-/NA-
Antikorper schiitzen.

Bei natiirlichen Infektionen kommt es in 80% zu einer Antikérperantwort, einer kurz-
fristigen Leukozytose mit relativer Lymphopenie bis zum 3.-6. Tag nach Inokulation.
Wihrend der akuten Krankheitsphase und frithen Rekonvaleszenz kann eine Influenza
A-Infektion auch DTH-Reaktionen und die Aktivierbarkeit von Blutlymphozyten unter-
driicken. Dennoch konnen sich influenzavirusspezifische Zellantworten bilden.'” Das

klinische Bild umfa3t Husten, Schnupfen, Fieber, Hals-, Kopf- und Gliederschmerzen,
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Abgeschlagenheit, sowie die Influenza-Pneumonie und bakterielle Superinfektionen als

mogliche Komplikationen.

1.5 Infektionsprophylaxe

Influenzaepidemien sind jéhrlich fiir rund 20000 Todesfidlle allein in den Vereinigten
Staaten verantwortlich, so da3 die Verhiitung der Influenzainfektion und ihrer schweren

Komplikationen eine vordringliche Aufgabe der Infektiologie darstellt.

151 Impfung

Die Influenzaschutzimpfung wird vor allem Menschen mit einem erhohten Risiko fiir
Komplikationen einer Influenza-Infektion empfohlen. Dazu gehoren dltere Personen (>
60 Jahren), Patienten mit chronischen Erkrankungen oder immunsuppressiver Therapie,
sowie diejenigen, die in engem Kontakt mit diesen Personen wohnen oder arbeiten.
Aufgrund der oben beschriebenen hohen Antigenvariabilitdt muf3 entsprechend der ak-
tuellen Empfehlungen fiir die Impfstoffzusammensetzung durch die WHO jéhrlich ge-
impft werden. Wihrend in den Vereinigten Staaten inaktivierte Influenzavirusstimme
verwendet werden, werden in Europa Virusbestandteile (HA und NA) als sogenannte
Spalt-Vakzine eingesetzt. Der Impfschutz besteht in der Regel 1-2 Wochen nach Imp-
fung und kann vor der Erkrankung in 70-90 % schiitzen oder die Symptome wesentlich
mildern. Da die Influenza-Saison jéhrlich etwa von November bis Mérz geht, sollte eine

Schutzimpfung zwischen September bis spitestens Mitte November erfolgen. '*°

1.5.2 Influenzaschutzimpfung und Multiple Sklerose

Da man bei Patienten, die an einer Multiplen Sklerose erkrankt sind, durch virale A-
temwegsinfektionen eine Gefahr der Schubauslosung oder Verschlechterung sieht (vgl.
Kap. 1.3.1), wurde aus theoretischer Uberlegung und nach Nutzen-Risikoabwigung die
Influenzaschutzimpfung fiir MS-Patienten empfohlen (s. auch die Empfehlungen der
standigen Impfkommission des Robert Koch Instituts (STIKO))."*" In klinischen Studien
konnte iliberzeugend gezeigt werden, daf3 diese Impfung keine Verschlechterung der MS

ausloste.” 1%
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1.6 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Ein Hauptanliegen dieser Studie war die Untersuchung der Frage, wie und warum In-
fektionen anders als Impfungen bei Patienten mit klinisch gesicherter MS schubauslo-
send bzw. krankheitsverschlechternd wirken. In der diesbeziiglich konzipierten Studie
zur T-Zell-Autoimmunitdt wihrend Influenza-Impfung und natiirlich auftretender A-
temwegsinfektionen bei MS-Patienten und gesunden Kontrollpersonen (ViMS-Studie)
sollte dieser Unterschied klinisch und immunologisch systematisch iiberpriift werden.
Zu weiterfiihrenden Untersuchungen auf zelluldrer Ebene fiithrten wir in vitro-
Infektionen an dem etablierten Zellkultur-Modell MBP-spezifischer T-Zellen durch.
Hierflir wurde das derzeit als ,,Viruskandidat* aktuell diskutierte humane Herpesvirus 6

und das Influenzavirus A/PR/8/34 (HIN1) verwendet.



Material und Methoden

18

2 Material und Methoden

21 Material

2.1.1 Materialien fur Biochemie

2.1.1.1

Aceton (ca. 300 ml)
Ammoniumhydroxid NHsOH
Ammoniumsulfat (NH,),SO4

bdH,O (aus Seralpur / -dest-Anlage)
Chloroform* (500 ml / 100 g Gehirn)
Methanol* (250 ml / 100 g Gehirn)

Reagenzien und Chemikalien

J.T. Baker, Deventer, Holland
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Neurologische Uniklinik, Wiirzburg
J.T. Baker, Deventer, Holland

J.T. Baker, Deventer, Holland

Salzsdure (HCl) 12N
Natronlauge (NaOH) 5N

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Coomassie® Protein Assay Pierce, Rockford, IL, USA

* vorgekiihlt bei -20°C
2.1.1.2  Ansatz der Losungen und Puffer

Gel-Firbelosung (Coomassie™)
0,12%  (v/v) Serva-Blau R 250
9,00 %  (v/v) Essigsédure
45,00 %  (v/v) Methanol
45,88 % bdH,O
Gel-Entfarbeldsung
18 %  (v/v) Methanol
6 % (v/v) Essigsédure
76 % (v/v) bdH,O
HPLC - Laufmittel A (als lonenbildner)
0,1 %  (v/v) Trifluoressigsdaure (TFA) Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
99,9%  (v/v) bdH,O
HPLC - Laufmittel B
Acetonitril (ACN)

Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
J.T. Baker, Deventer, Holland

J.T. Baker, Deventer, Holland
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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Immunoblot - Farbemittel (gebrauchsfertig)  Sigma-Aldrich, Deisenhofen
0,1 % (w/v) Ponceau S
5%  (v/v) Essigsédure
Immunoblot-Transfer-Puffer 10x konzentriert
144,0 g Glycin Merck, Darmstadt
30,30 g TRIS Merck, Darmstadt
ad 1000 ml  bdH,O
Immunoblot-Transfer-Gebrauchspuffer
100 ml  Puffer 10x siche oben
200 ml  Methanol J.T. Baker, Deventer, Holland

700 ml bdH,O
SDS-PAGE-Elektrodenlaufpuffer

25mM TRIS Merck, Darmstadt
192 mM  Glycin Merck, Darmstadt
0.1 % (w/v) SDS Merck, Darmstadt
SDS-Trenngel (12 %) = 10 ml
3,3ml bdH,O
4,0 ml Rotipherese Gel 30 Roth, Karlsruhe
2,5ml TRIS (1,5 M) pH 8,8 siche unten
0,1ml SDS 10 % Merck, Darmstadt
0,1 ml Ammoniumpersulfat 10 % (w/v) Merck, Darmstadt
4ul TEMED Sigma-Aldrich, Deisenhofen
SDS-Sammelgel (5 %) =3 ml
2,1 ml  bdH,O
0,5ml Rotipherese Gel 30 Roth, Karlsruhe
0,38 ml TRIS (1,0 M) pH 6,8 siche unten
30ul  SDS 10 % Merck, Darmstadt
30 ul  Ammoniumpersulfat 10 % (w/v) Merck, Darmstadt
3ul TEMED Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Reduzierender Probenladepuffer
62,5mM TRIS/HClI pH 8.8
8% (w/v) SDS
15% (w/v) Glycerin
0.01 % (v/v) Bromphenolblau
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Molekulargewichtsmarker, leicht (LMW)

94,0 kDa Phosphorylase b
67,0 kDa Albumin
43,0 kDa Ovalbumin
30,0 kDa Carbonanhydrase
20,1 kDa  Trypsin-Inhibitor
14,4 kDa o Laktalbumin
2.1.1.3  Proteine und Antikorper

goat-amlgG(H+L)-Peroxidase (POD)
goat-arlgG-POD
m(IgG1)arabbit/hMBP

mou/hMOG

m(IgG1l)ar/hPy

m(IgG1)ahGFAP (G-A-5)
m(IgG2a)oh/bMBP (129-138)
r(IgG)ab/hS100 A,B (polyklonal)

Py, rekombinantes humanes

Pharmacia, Freiburg

Jackson Immunotech / Dianova
Jackson Immunotech / Dianova

Prof. Dr. C. Linington, Miinchen

Dr. S. Jung, Neurologische Klinik

Dr. J. Archelos, Neurologische Klinik
Bohringer, Mannheim
Natutec/Labgen, Frankfurt (#CTS 710)
Immunotech / Dianova, Hamburg

Dr. A. Weishaupt, Neurologische Klinik

2.1.1.4  Weitere Materialien, Glas und Plastikware

Dialyse-Schlauch (Visking, Typ 36/32)
Filterpapier Whatman 41
Mikroliterspritze 100 ul
Nitrozellulose-Membran BT 85
Plastik-Kiivetten 1 ml
Porzellanfilternutsche 180/110
Scheidetrichter mit Teflonhahn 2 1
Teflon-Kamm, Teflon-Spacer

Vydac C4 Saule (250mm x 4mm i. D.)
Waschflasche 2-3 1

Zentrifugenrdhrchen 50 ml

Roth, Karlsruhe

Schleicher & Schiill, Dassel
Hamilton

Schleicher & Schiill, Dassel
Sarstedt, Niimbrecht
Rosenthal, Selb

Schott, Mainz

Renner, Dannstadt

Altech, Hohenbrunn

Schott, Mainz

Sarstedt, Niimbrecht
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2.1.2 Material fur Zdlkultur

2.1.2.1  Puffer, Zellkulturmedien und Lésungen

PBS 10x
80,0 g NaCl Merck, Darmstadt
20g KCIl Roth, Karlsruhe
14,4 g Na,HPO4 x HO Merck, Darmstadt
24g KH;PO4 Merck, Darmstadt
ad 1000 ml  bdH,O pH 7,2
PBS
100 ml  PBS 10x siche oben
ad 1000 ml bdH,O sterilfiltriert
Grundmedium (Ry)
RPMI 1640 pH 7,4 Gibco, Eggenstein
100 U/ml  Penicillin Biochrom, Berlin
100 pg/ml  Streptomycin
2mM L-Glutamin Gibco, Eggenstein
Stimulationsmedium, autolog (Rs)
Ro siehe oben
5 % (v/v) Eigenserum von entsprechenden Probanden

Stimulationsmedium, xenolog (Rgcs)

Ro siehe oben

5 % (v/v) fotales Kilberserum (FCS) PAA, Colbe
MT-4-Zellkulturmedium (R o)

R siehe oben

10 % (v/v) fotales Kélberserum (FCS) PAA, Colbe
Einfriermedium (EM)

50 % (v/v) Ry siche oben

40 % (v/v) Fotales Kélberserum (FCS) PAA, Colbe

10 % (v/v) DMSO Roth, Karlsruhe
Lymphoprep Dichte 1,077 g / ml Nycomed, Oslo, Norwegen
[methyl]- °H - Thymidin 1 mCi/ml ICN, Irvine, CA, USA (#24070)

Trypanblau 50 mg / 100 ml PBS Roth, Karlsruhe
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2.1.2.2

hMBP 1 mg / ml PBS steril
IL2, rekomb.human 10 pug / ml PBS steril
m(IgG2a)ahCD3 (X35) lyo., ohne Azid
MOG, rekomb. humanes
PHA 5 ng / ml steril
Tetanus-Toxoid (4100 Lf/ml, 427,3 pg/ml)
Endotoxin-Test ETOXATE"

2.1.2.3

3ng / ml

MT-4-Zellinie

Primire T-Zellinien spezifisch fiir MBP / TT

HHV-6B (Isolat des Instituts)
Influenza A (strain PR8&/34)
Influvac”® 98 / 99 und 99 / 00

Uberstand EBV-infizierter B98.2 Zellen

Zellkulturantigene und Reagentien

Préparation s. u. (Methoden)

Prof. Dr. W. Sebald, Phys.Chemie, Wii.
Coulter-Imunotech (#0178)

Dr. A. Weishaupt, Neurologische Klinik
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Chiron-Behring, Marburg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (#210-A1)

Zellinien, Virusisolate und Impfstoff

ATCC, Rockville, Maryland, USA
eigene Bestinde

B. Weillbrich, Virologie, Wiirzburg
S. Niewiesk, Virologie, Wiirzburg
Solvay, Hannover

C. Jassoy, Virologie, Wiirzburg

2.1.2.4  Antikorper, Puffer und Reagenzien fiir ELISA

m(IgGlk)-ohIFNy (Klon 2G1)
m(IgG1)-ahIFNy-Biotin (B133.5)
m(IgG1)-ahTNFa (Klon MADbI)
m(IgG1)-ahTNFa-Biotin (Mab11)
r(IgG2a)-ahIL2 (MQ1-17H12)
m(IgG1)-ahlIL2-Biotin (B33-2)
m(IgG1)-ahIL4 (8D4-8)
r(IgG1)-ahIL4-Biotin (MP4-25D2)
r(IgG1)-ah/viral IL10 (JES3-9D7)

r(IgG2a)-ah/viral IL10-Biotin (JES3-12G8)

IFNy, rekombinantes humanes

TNFa, rekombinanter humaner

IL2, rekombinantes humanes (4 ng / ml)
IL4, rekombinantes humanes

IL10, rekombinantes humanes

Albumin, bovin, Fraktion V, low endotoxin
Peroxidase-konjugiertes EW-Avidin (POD)

Endogen, Woburn, MA (#M700A)
Endogen, Woburn, MA (#M701B)
Pharmingen, Hamburg (#18631D)
Pharmingen, Hamburg (#18642D)
Pharmingen, Hamburg (#18951D)
Pharmingen, Hamburg (#23112D)
Pharmingen, Hamburg (#18651D)
Pharmingen, Hamburg (#18502D)
Pharmingen, Hamburg (#18551D)
Pharmingen, Hamburg (#18562D)
Endogen, Woburn, MA (#R-IFNG-50)
Pharmingen, Hamburg (#19761T)
Pharmingen, Hamburg (#19621T)
Pharmingen, Hamburg (#19641V)
Pharmingen, Hamburg (#19701V)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (#A4919)

Jackson Immunotech / Dianova
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Carbonat-Beschichtungspuffer 5x konzentriert (Coating Buffer, EC = 0,5 M)
4,2 ¢ NaHCOs Merck, Darmstadt
100 ml  bdH,O pH 8,2
PBS-Milchpulver 2 % (w/v) (PBS-MP) Lagerung in 50 ml - Aliquots bei -20°C
20 g Magermilchpulver (250 g) Heirler, Radolfzell
100 ml  PBS 10x siche 2.1.2.1
900 ml bdH,O
ELISA-Substrat fiir 1 Platte (100 pul / Napf=11 ml)
6,05mg ABTS (I mM = 0,55 mg/ ml) Sigma-Aldrich, Deisenhofen

11 ml Zitratpuffer siche unten
11 pul  Perhydrol (H20,) 30% Merck, Darmstadt
Waschpuffer (PBS-T)
100 ml  PBS 10x siche 2.1.2.1
900 ml  bdH,O
0,5ml Tween 20 (= 0,05 %) Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
Zitratpuffer (0,1 M) Lagerung in 50 ml - Aliquots bei -20°C
21 g Zitrat (C¢HgO7 x H,0) Merck, Darmstadt
1000 ml  bdH,O pH 4,35

2.1.2.5 Puffer, Antikorper-und Substratkits fiir ELISPOT

Carbonat-/Bicarbonat-Beschichtungspuffer (0,1 M) Lagerung bei 4°C
424 ¢  Na,COs
5,04g  NaHCO;

ad 1000 ml bdH,O  pH 9,6 sterilfiltriert

ELISPOT - kit fiir IFNy Mabtech, Nacka, Schweden
m(IgG1xk)ahIFNy (1D1-K) 4°C 15 pg /ml EC
m(IgGlx)ahlFNy-Biotin (7B61) 4°C 1 ug/ ml EC
Alkalische Phosphatase 4°C 1:1000 EC

Alkalische Phosphatase-Substrat-Kit Biorad, Miinchen (#170-6432)
Farbreagens A (NBT, Dimethylformamid, MgCl,) -20°C
Farbreagens B (BCIP, Dimethylformamid) -20°C
Farbentwicklungs-Puffer 25x (EC = 0,1 M TRIS pH 9,5) 4°C

Substrat-Gebrauchsldsung bei Raumtemperatur (5 ml fiir 1 Platte)

Puffer 25x 200 ul

bdH,O 4800 pl
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Farbreagens A 50 pul
Farbreagens B 50 pul

2.1.2.6  FACS-Puffer und Antikorper

PAB-Puffer
PBS siehe oben
0.5% (w/v) BSA Roth, Karlsruhe

0,1 % (w/v) Natrium-Azid (NaN3) Merck, Darmstadt

PFA (Paraformaldehyd zum Fixieren und Virusinaktivieren)

4¢ PFA

ad 100 ml PBS siche oben
leicht erhitzen, evtl. NaOH nachtrépfeln
AntikSrper
m(IgG1x)-FITC (MOPC-21) Pharmingen, Hamburg (#33814X)
m(IgG1x)-PE (MOPC-21) Pharmingen, Hamburg (#33815X)
m(IgG1x)-CyC (MOPC-21) Pharmingen, Hamburg (#33028X)
m(IgG2ax)-PE (UPC 10) Sigma-Aldrich, Deisenhofen (#P4810)
m(IgG1lx)ahCD3-CyC (UCHT1) Pharmingen, Hamburg (#30108X)
m(IgG1x)ahCD4-FITC (RPA-T4) Pharmingen, Hamburg (#30154X)
m(IgG1x)ahCD4-PE (13B8.2) Coulter Immunotech, Miinchen (#0449)
m(IgG1lx)ahCD4-CyC (RPA-T4) Pharmingen, Hamburg (#30158X)
m(IgG1)ahCDS8-FITC (B9.11) Coulter Immunotech, Miinchen (#0451)
m(IgG1x)ahCD8-PE (HIT8A) Pharmingen, Hamburg (#33295X)
m(IgG1x)ahCD8-Cy (RPA-T8) Pharmingen, Hamburg (#30328X)
m(IgG1)ahCD19-R-PE (SJ25-C1) Sigma-Aldrich, Deisenhofen (P-7437)
m(IgG2a)ahCD25-FITC (B1.49.9) Coulter Immunotech, Miinchen (#0478)
m(IgG2b)ahCD69-PE (TP1.55.3) Coulter Immunotech, Miinchen (#1943)
m(IgG2a)aMHC-I-FITC (B9.12.1) Coulter Immunotech, Miinchen
m(IgG1)aMHC-II-PE (Immu-357) Coulter Immunotech, Miinchen

2.1.2.7  Antikorper und Antigene fiir Virus-Serologie

Der im FACS verwendete, ployklonale Maus-Antikdrper gegen HHV-6B wurde von PD
Dr. Christian Jassoy, Virologie Wiirzburg, bereitgestellt. Die serologischen Tests fiir
Influenza, HHV-6 und andere respiratorische Viren wurden vom Institut fiir Virologie

und Immunbiologie der Universitit Wiirzburg durchgefiihrt.
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2.1.2.8

Butterfly-Venenpunktionssystem (G19)
ELISA-Platten (96 Népfe, Maxisorb)
FACS-Rohrchen

EDTA-Monovette (9 ml)
Serum-Monovette (9ml)
Nitrozelluloseplatten (96 Népfe, steril)
Reaktionsgefafie (0,5 /1,5 /2 ml)
Rotrand-Sterilfilter (0,2 um)
Bottle-Top Sterilfilter (0,2 pm)
Styroporstidnder, Styro-rack (5 x 10)
Zellkulturflaschen (50 / 260 / 800 ml)

Zellkulturplatten (6/12/24/48/96U/F Népfe)

Zentrifugenréhrchen (15 /50 ml)

Materialien fir Blutentnahme und Zellkultur

Braun

Nunc, Wiesbaden

Falcon / Becton Dickinson, Heidelberg
Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Millipore, Eschborn (MAHA S 4510)
Eppendorf, Hamburg

Schleicher & Schiill, Dassel

Nunc / Nalgene, Wiesbaden
Hartenstein, Wiirzburg

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Falcon / Becton Dickinson / Sarstedt

2.1.3 Material fur Molekularbiologie

2.1.3.1

RNA-Isolationskit RNeasy Mini

RNeasy Sédulen
RLT-Puffer
1 % (v/v) B-Mercaptoethanol
RW1-Waschpuffer
RPE-Puffer
Ethanol
RNase-freies Wasser
TRIS-Puffer
1,21 g TRIS (10 mM)
ad 100 ml bdH20 pH 8.8
DEPC-Wasser
0,1% (w/v) DEPC

Chemikalien, Puffer und Reagenzien

Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

J.T. Baker, Deventer, Holland

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

in bdH,O fiir mehrere Stunden rithren, anschlief3end autoklavieren

Oligo (dT)

500 pg / ml

Pharmacia, Freiburg
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Superscript I Reverse Transkriptase - kit LifeTechnologies, Eggenstein
Superscript II RT 200U / pul
First Strand Puffer 5x
DTT 0,1M

dNTPs 10 mM Pharmacia, Freiburg

PCR - Primix pro Platte (4 ml)
ad 4000 pl  H,O LiChrosolv® (Chromatogr.)Merck, Darmstadt

1200 ul  MgCl, 25mM PE Biosystems, Weiterstadt
500 ul  TagMan™ 10x Puffer A PE Biosystems, Weiterstadt
150U /ml dATP PE Biosystems, Weiterstadt
150U/ ml dCTP PE Biosystems, Weiterstadt
150U /ml dGTP PE Biosystems, Weiterstadt
300U/ml  dUTP PE Biosystems, Weiterstadt
s.2.1.5 Primer, Sense PE Biosystems, Weiterstadt
s.2.1.5 Primer, Antisense PE Biosystems, Weiterstadt
s.2.1.5 Sonde PE Biosystems, Weiterstadt

25 ul  AmpliTaq Gold™ PE Biosystems, Weiterstadt

50 ul  AmpErase™ UNG* PE Biosystems, Weiterstadt

* Uracil-N-Glykosylase
2.1.3.2  Zytokinstandards und Oligonukleotide

Zytokinstandards Dr. N. Kruse, Wiirzburg
Oligonukleotide PE Biosystems, Weiterstadt
Sequenzen sind in Abschnitt 2.1.5 angefiihrt

214 Allgemeine Materialien und Geréte

Analysenwaage AE 160 (Histologie) Mettler, Gieen

Analysenwaage BP 61 (Flachbau) Sartorius, Gottingen

Autoklav (Vakulab HP) Miinchner Medizin Mechanik GmbH
Bestrahlungsanlage RT 250 Philips, Hamburg

Betaplate

Wallac-Skatron-Erntegerit 1295-004 Pharmacia, Freiburg
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Wallac Einschweillgerédt 1295-012 Pharmacia, Freiburg

Wallac-Szintilationszdhler 1205 Pharmacia, Freiburg

Software (UltroTerm/MultiCalc) Pharmacia, Freiburg
Begasungsbrutschrank mit 5 % CO, Heraeus, Hanau
Diafilm Ektachrome Kodak, Stuttgart
ELISA

Pentium PC Peakock, Wiinnenberg - Haaren

Reader Multiskan EX Labsystems, Frankfurt

Programm Genesis Labsystems, Frankfurt

Waschkamm Immunowash 12 Nunc, Wiesbaden

Elektrophorese und Western-Immunoblot

Elektrophoresekammer, Protean 2 Biorad, Miinchen
Immunoblotgerit Trans-Blot SD Biorad, Miinchen
Power Pac 3000 Biorad, Miinchen
Schiittler Swip KS-10-A Edmund Boéhler
FACScan Becton Dickinson, Heidelberg
PowerPC, Mac OS 7.5.3 Apple, Ismaning
Software CellQuest v3.0f (1996) Becton Dickinson, Heidelberg
Speichermedium 100 MB Zip Disk Iomega, Roy, Utah, USA
HPLC
HPLC-Controller LKB 2152 Pharmacia, Freiburg
HPLC-Pump LKB 2150 Pharmacia, Freiburg
Recorder LKB 2210 Pharmacia, Freiburg
Superrac LKB 2211 Pharmacia, Freiburg
UV-Monitor 655 A, variable Wellenlinge Merck-Hitachi
Kiihltechnik
Fliissigstickstoff Tyczka, Wiirzburg
Fliissigstickstoftbehilter Messer, Griesheim
Fliissigstickstoffvorratstank Messer, Griesheim
Gefrierschrank (-22°C) Oko-Super Liebherr, Biberach

Gefrierschrank (-80°C) Sepatech Heraeus, Hanau
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Kiihlschrank (4°C)
Latexhandschuhe Satin Plus, puderfrei
Lyophilisator Lyovac GT 2
Magnetriihrer IKAMAG RCT
Mikroskope

Durchlichtmikroskop IM

Zahlmikroskop

Objektiv Plan 40/0,65
Okular +Kpl-W 10x/18
Photomikroskop IX 70

Bauknecht, Schorndorf

Safeskin, San Diego, CA, USA
Amsco/Finn-Aqua, Hiirth

IKA, Janke & Kunkel, Staufen 1. Br.

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Olympus, Hamburg

Objektiv HMC10LWD CPlan0,25nac/1 Olympus, Hamburg
Objektiv HMC20LWD LCA 0,40nacc/1 Olympus, Hamburg

Okular WH 10x /22 o0
Photo-Automat MPS 30
Stereomikroskop M3Z (ELISPOT)

Lichtquelle KL-1500-T

Olympus, Hamburg

Leica, Bensheim

Wild, Heerbrugg (Schweiz)
Schott, Mainz

Strichplatte (Okulareinsatz) 100 x 1 mm’Leica, Bensheim

pH-Meter pH 530
Pipetten
Pipettierhilfe Akku pipetus
8-Kanalpipette Titerman 4908
Multipette® plus
Pipette Research 100
Pipetman® P10, P200, P1000
Pasteurpipetten
Pipetten Glas 5/10/20 ml
Pipettenspitzen (gelb, blau)
Pipettenspitzen (weil3)
Spektralphotometer Uvikon 930
Statistik - Programme

Excel®

Wissenschaftl. Techn.Werkst., Weilheim

Hirschmann, Eberstadt
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Gilson (Abimed, Langenfeld)
Flow Laboratories,

Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

Kontron, Eching

Microsoft, Redmeond, WA, USA
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StatView”™

Sterilbank, Laminarflow GELAIRE BSB 6A

Sterilbank, Laminarflow NUAIRE
Tagman 7700 Sequence Detector System
PowerPC, Mac OS 7.5.3
PowerBook 1400cs, Mac OS 8.0.1
Software SDS 1.6.3 (1998)

Speichermedium 1 GB Jaz Cartridge
Thermoblock (120°C)
Ultrafiltration Seralpur / -dest
Ultra-Turrax
Video-Dokumentations-System
Vortexer L 46
Wasserbad

Zihlkammer, Neubauer improved, bright line

Zentrifugen
Biofuge 15 (Rotor #3754)

Biofuge 15R (Rotor #3042)
Centrikon T-42K (Rotor #A18C)
Megafuge 1.0R (Rotor #2705)
Varifuge 3.0R (Rotor #8074)
Tischzentrifuge (Viro)

SAS, Cray, NC, USA

Flow Lab, Meckenheim

Zapf, Sarstedt

ABI PRISM, Perkin Elmer, Weiterstadt
Apple, Feldkirchen

Apple, Feldkirchen

Perkin Elmer, Weiterstadt

Iomega, Roy, Utah, USA

Liebisch, Bielefeld

Seral, Rausbach - Baumbach

IKA, Janke & Kunkel, Staufen 1. Br.
Intas, Gottingen

Gesellschaft fiir Laborbedarf, Wiirzburg
Kottermann, Fa. Rowa, Heimsheim

Superior / Marienfeld, Bad Mergentheim

Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Kontron, Eching
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

2.1.5 Oligonukleotid- und Peptidsequenzen

Oligonukleotide (Primer) fir RT-PCR

B-Aktin S2 5 -ATT GOC GAC AGG ATG CAG AA- 3 200pM
B-Aktin AS2 5 -QCT GAT CGCA CAT CIG CTG GAA-3 100nM
IL2 S2 5 -TCA OCA GAA TGC TCA CAT TTA AGI-3 200nM
IL2 AS2 5-GAGGIT TAA GIT CIT CIT CTA GACACT G 3 300nM
IL4 S2 5 -CAA GCA CT GAT GG ATT GG 3 300nM
IL4 AS2 5-CAATTCAACC O AT 300nM
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IL10 S3 5 -A3G CTA G35 G TGI CAT G 3 300nM
IL10 AS3 5 -G ATT CIT CACCIGCIC CA- 3 300nM
IFNy S2 5 -CGA GAT GAC TTC GAA AAG CTG AG 3 200nM
IFNy AS2 5 -C3C GAC AGT TCA GQC ATC A JZ 200nM
TNFa S2 5-AG A3 T TIGTIC CIC A3 100nM
TNFa AS2 5 -GIT GGA GPA GAT GAT CIG ACT GG 3 100nM
B-Aktin Son2 5 - FAM CAA GAT CAT TQC TCGC TQC TGA G3G CA-TAWRA-3"  200nM
IL2 Son 5 - FAM ACA TGC CCA ACA AGG OCA CAG AAC TG TAWRA-3”  100nM
IL4 Son2 5 -FAM QOC ACA GG TGC TGT A GC GI'T- TAMRA- 3 100nM
IL10 Son3 5 -FAMCIT QOC TGT GAA AAC AAG ACC AAG GG TAMRA-3  100nM
IFNy Son2 5 -FAM TTG AAT GIC CAA G3C AAA QCA ATA CAT GA- TAVRA 100nM
TNFo Son2 5 - FAM GCA GAG QA AGA GIT OOC CAG A G TAMRA- 3 100nM

Uberlappende Peptidsequenzen (1-13) von hMBP 17.2 kDa, Nomenklatur nach Ota’
1-20  ASQKRPSQRHGSKYLATAST

11-30 GSKYLATASTMDHARHG-LP
21-40 VDHARHGFLPRHRDTAG LDS
31-50 RHRDTG LDSI GCRFFGEDRG
41-60 | CRFFGEDRGAPKRGSGKDS
51-70 APKRGSGKDSHHPARTAHYG
61-82 HHPART AHYGSL PQKSHGRT
71-92 SL PQKSHGRT QDENPVWHFF
83-102 QDENPVVHFFKNI VTPRTPP
93-112 KNI VTPRTPPPSQCKGRGLS
113-132 L SRFSWEGAEGORPG-GYGCER
124-143 RPGFGYGGRASDYKSAHKGH
143-168 FKGVDAQGTLSKI FKLGGRD

(17 kDa) Kursivgedruckte Aminosduren fehlen bei Ota und wurden ergéinzt.

Zusitzliche Peptide (14-16) mit Beriicksichtigung der 18,5 kDa - Haupt-Splice-Variante
50-69 GAPKRGSGKVPW.KPGRSPL
60-79 PW_KPGRSPL PSHARSQPGL
70-89 PSHARSQPGL CNMYKDSHHP

(21,5 kDa) Konsensus-Nomenklatur nach Proteindatenbank
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Drei Splice-Varianten (17200, 18500 und 21500 kDa) von hMBP

1

11

21

31

41

ASQKRPSQRH
ASQKRPSORH
ASQKRPSORH

51

GSKYLATAST
GSKYLATAST
GSKYLATAST

61

VDHARHGFLP
VDHARHGFLP
VDHARHGFLP

/1

RHRDTA LDS
RHRDTA LDS
RHRDTA LDS

81

| GRFFGEDRG
| GRFFGEDRG
| GRFFGEDRG

91

APKRGS&K
APKRGSGKVP
APKRGSGKVP

101

W.KPGRSPLP
W.KPGRSPLP

111

SHARSQPG.C
SHARSQPG.C

121

DSHHPA
NMYKDSHHPA
NMYKDSHHPA

131

RTAHYGSLPQ
RTAHYGSLPQ
RTAHYGSLPQ

141

KSHGRTQDEN
KSHGRTQDEN
KSHGRTQDEN

151

PWHFFKNI V
PWHFFKNI V
PWHFFKNI V

161

TPRTPPPSQG
TPRTPPPSQG
TPRTPPPSQG

171

KGRGLSLSRF
K
KGRGLSLSRF

181

SWGAEGQRPG
GAEGQRPG
SWGAEGQRPG

191

FGYGGRASDY
FGYGGRASDY
FGYGGRASDY

KSAHKGFKGV
KSAHKGFKGV
KSAHKGFKGV

2.2 Methoden

DAQGTLSKI F
DAQGTLSKI F
DAQGTLSKI F

2.2.1 Methoden der ViM S-Studie

22.1.1

KLGGERDSRSG
KLGGERDSRSG
KLGGERDSRSG

SPVARR
SPVARR
SPVARR

Patienten-/Probandenauswahl und Probengewinnung

An der ViMS-Studie der Neurologischen Poliklinik der Universitdt Wiirzburg nahmen
12 MS-Patienten mit schubféormigem Verlauf, ohne immunmodulatorische Behandlung
in den letzten 6 Monaten, und 28 gesunde Kontrollspender teil, die in Alter und Ge-
schlecht vergleichbar waren. Nach Begutachtung der Studie durch die Ortliche Ethik-
kommission und Einverstdndniserkldrung zur Teilnahme an dieser Studie (s. Kap. 6),
wurde den Spendern 27 ml EDTA-Blut und 18 ml Serum abgenommen (vgl. Kap.
2.2.1.5), bevor diese mit 0,5 ml Influenza-Impfstoff Influvac® intramuskuldr in den M.
gluteus med. geimpft wurden. Bis auf gelegentliche Myalgien und Hautrétungen im
Sinne von lokalen Impfreaktionen, sowie vereinzelt leichten Temperaturerhbhungen gab
es keine primiren Impfkomplikationen, wie dem Impftagebuch und gezielten Fragen bei

den Kontrollterminen zu entnehmen war (vgl. Kap. 2.2.1.3).
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2.2.1.2  Impfstoff
Der Spaltimpfstoff Influvac® enthielt inaktive Bestandteile der nach Empfehlung der

Weltgesundheitsorganisation (WHO) fiir 1998/99 und 1999/2000 relevanten Influenza-

Virusstimme. Im Einzelnen setzte sich der Impfstoff aus je 15 pg Hidmagglutinin, sowie

Neuraminidasen folgender Staimme zusammen: A/Sydney/5/97 (H3N») - dhnlich
A/Beijing/262/95 (H|N) - dhnlich
B/Beijing/184/93 - dhnlich

und pro Dosis (0,5 ml) aus

0,05 mg Thiomersal

max. 50,00 pg Natriumdesoxycholat

max. 0,010 mg Formaldehyd

max. 0,015 mg Cetyltrimethylammoniumbromid,

in Spuren enthalten: Polysorbat 80, Gentamycin und Saccharose, sowie Kaliumchlorid,

Kaliumdihydrogensulfat, Dinatriumhydrogenphosphat, Natriumchlorid, Calciumchlorid,

Magnesiumchlorid-Hexahydrat, Wasser fiir Injektionszwecke.

In vitro eingesetzter Impfstoff wurde vor Verwendung in ELISPOT-Stimulationsassays

mit einem Dialyseschlauch (cut-off 18 - 20 kDa) 3 mal gegen 2 | PBS dialysiert. Die so

entsalzte Préparation wurde in Zellkultur in einer Endverdiinnung von 1:20 eingesetzt,

entsprechend einer Endkonzentration von 3 pg Himagglutinin (je Virus-Stamm) / ml.

2.2.1.3 Klinische und virologische Verlaufsbeobachtungen
Patienten und Probanden kamen wiederholte Male (d. h. 2 Wochen, 4 Wochen und 16

Wochen) nach Impftermin und zusétzlich im Falle eines natiirlich erworbenen Infektes
der oberen Luftwege (Tage, 2 Wochen, 4 Wochen, 16 Wochen) nach diesem Ereignis,
um fiir weitere Verlaufsuntersuchungen Blut zu spenden (Abb. 2).

Dafiir wurden jeweils 18 ml EDTA-Blut und 9 ml Serum abgenommen. Die Lymphozy-
tenisolation, sowie Serumgewinnung und Lagerung erfolgte nach Standardprotokoll
(Kap. 2.2.1.5). Die Verteilungsmuster und Variationen spezifischer T-Zellen wurde ex
vivo mit dem IFNy-ELISPOT durchgefiihrt, die von der Platte eingesammelten PBMC
wurden in RLT-Puffer lysiert und zum Teil in PCR-Experimenten zur Quantifizierung

von IFNy- und IL4-mRNA weiterverwendet.
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Abbildung 2: Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4 und 16 Wochen nach Impfung (wpV, weille
Pfeile), bei zufillig aufgetretenen Atemwegsinfektionen zusitzlich in zeitlicher Néihe
zum Infekt, sowie 2, 4, 16 Wochen danach (wpl, graue Pfeile) erfolgten Blutentnahmen
zur Bestimmung spezifischer T-Zellantworten mit IFNy-ELISPOT, RT-PCR und Virus-
Serologie.

VIMS - Studiendesign

Impfung natirliche Infektion

T 3
10 1 afl 1]

W] 2 Ll 16 wphy
L ) 4 16 wpd

R

ELISPOT RT-PCR Serologie

Serum-Fraktionen wurden bei -20°C gelagert und Antikorpertiter gegen Influenza durch
Dr. S. Niewiesk, Antikorpertiter gegen CMV, EBV, sowie an ausgewéhlten Seren von
Patienten/Probanden mit Infekt gegen Influenza A/B, Parainfluenza I/III, Adeno-, RS-,
Echo-, Coxsackieviren von der virologischen Diagnostik unter Leitung von Dr. B.
Weilbrich durchgefiihrt. Zusitzlich dokumentierten die Probanden in einem standardi-
sierten Fragebogen mdgliche Impfreaktionen und Infektionszeichen, sowie bei MS-

Patienten neurologische Symptome, welche am Ende ausgewertet wurden.

2.2.1.4 Allgemeines zum Umgang mit Zellkulturen
Bei der Zellkultur eukaryontischer Zellinien sind sterile Arbeitsbedingungen sehr wich-

tig, um Kontaminationen mit Mikroorganismen zu vermeiden. Deshalb sind besondere
VorsichtsmaBBnahmen genau einzuhalten. Sdmtliche Mediumbestandteile sowie die zur
Arbeit verwendeten Pipetten und Zellkulturgefdle miissen keimfrei sein, was durch
Sterilfiltration bzw. Autoklavieren erzielt wurde. Aulerdem wurden alle Arbeitsschritte
in einer Laminar-flow Sterilbank durchgefiihrt, die fiir einen keimfreien Luftstrom sorg-
te. Die Arbeitsflache der Sterilbank wurde vor und nach jeder Benutzung mit 70 % igem
vergéllten Ethanol gereinigt. Glaspipetten wurden vor Benutzung mit einem in der Ste-
rilbank befindlichen Bunsenbrenner abgeflammt, sowie die Flaschenhélse der benutzten
Mediumflaschen und ZellkulturgefiBe vor und nach Offnen des Deckels. Die Deckel

wurden, falls nétig, mit der Offnung nach unten auf die Arbeitsfléiche abgelegt, um eine
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Verunreinigung durch versehentliches Dariibergreifen zu vermeiden. Die Hénde - bei
potentiell infektiosen Arbeiten entsprechend die Handschuhe - wurden mehrfach, jeden-
falls vor jedem Arbeitsbeginn mit Hindedesinfektionsmittel gereinigt.

Weiterhin sind flir quantitative Bestimmungen immunbiologischer Parameter moglichst
standardisierte Techniken der Probengewinnung und in vitro-Untersuchungen essentiell,
da vor dem Hintergrund einer Vielzahl von biochemischen, mikro- oder immunbiologi-
schen Faktoren jede Variation der komplexen Systeme zu einer Potenzierung von Feh-
lermoglichkeiten fithren kann. Daher wurden in sédmtlichen Arbeitsschritten von der
Blutentnahme {iber Stimulations- und Kulturbedingungen von in vitro-Assays (alle
Zellkulturen wurden in feuchter Atmosphére bei 37°C und 5 % CO, inkubiert) bis hin

zur Analyse moglichst einheitliche Versuchsabliufe eingehalten.

2.2.1.5 Blutentnahme und Lymphozytenisolierung
Entsprechend der benétigten Lymphozyten-Zellzahl wurden den Probanden / Patienten

fiir die Zellinienetablierung / -fortfithrung (36 - 90 ml EDTA, 9 - 18 ml Serum), in vitro
Stimulations- (ViMS-Studie 18 - 27 ml EDTA, 9 ml Serum) bzw. Infektionsversuche
(36 - 54 ml EDTA) Blut abgenommen. Dazu wurde bei den Probanden mdéglichst zwi-
schen 8 und 9 Uhr morgens unter sterilen Bedingungen mit einer 20G Butterfly-Kaniile
(Braun) die Vena cubita media punktiert und Blut durch langsames Ziehen und leichtes
Schwenken vorsichtig entnommen. Nach Blutentnahme standen die Serummonovetten
fiir mindestens 10 min bei RT, bevor sie bei 3000 x g fiir 10 min bei RT abzentrifugiert
wurden. 3 - 8 ml des so gewonnenen Serums wurde in einem 3,5 ml Kryor6hrchen fiir
30 min im 56°C temperierten Wasserbad hitzeinaktiviert und zum Teil fiir die Herstel-
lung des autologen Serums verwendet oder bei -20°C eingefroren. Der nicht-inaktivierte
Rest wurde fiir weitere serologische Tests aliquotiert und ebenfalls bei -20°C tiefgefro-
ren. Das Blut in den EDTA-Monovetten wurde innerhalb von 1-2 h weiterverarbeitet.
Fiir VIMS-Probanden wurden 500 pl Vollblut in 2 ml ReaktionsgefdBen in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Aus dem restlichen EDTA-Blut wur-
den PBMC mittels der Lymphoprep-Dichtegradientenzentrifugation gereinigt.

Dazu wurden 20 - 60 ml gerinnungsinaktiviertes (EDTA) Blut 1:1 mit PBS verdiinnt. Je
20 ml des verdiinnten Blutes wurden auf 10 ml Lymphoprep iiberschichtet. Durch
Zentrifugation bei 483 x g fiir 25 min bei 20°C (ohne Bremse) erfolgte die Anreiche-
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rung von Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen in der Interphase, wonach die Zellen
von jeweils zwei Interphasen mit einer 5 ml Plastikpipette in kreisenden Bewegungen
eingesammelt und in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen vereinigt wurden. Diese Zellen
wurden 2 mal mit 50 ml PBS gewaschen (272 x g 10 min 4°C) und gegebenenfalls in
einem Zentrifugenréhrchen vereinigt, bevor sie in 1 ml Ry / Rs gezdhlt und fiir weitere

Versuche eingesetzt wurden.

2.2.1.6  Zellzahlbestimmung und Vitalfarbung

Die genaue Ermittlung der Zellkonzentration ist fiir Zellkulturversuche unerléBlich und
gerade bei ELISPOT-Assays kommt es auf exakte Zellverdiinnungen an. Die Standard-
methode hierfiir ist die manuelle Auszidhlung mit der Neubauerkammer. Dazu wurden
die Zellpellets mit einer 1000 pl Pipette in 1 ml Ry bzw. Rs gut resuspendiert. Dann
wurden 10 pl Zellsuspension, 10 pl Trypanblaulosung (EC = 0,5 % (w/v)) und 80 pl
PBS mit einer 200 pl Pipette gut gemischt, bevor nach einer kurzen Inkubation eine der
beiden Zdhlkammern gefiillt wurde. Es wurden jeweils nur lebendige, also nicht blau-
angefirbte Zellen, in 16 Quadraten ausgezihlt und die Zellzahl nach folgender Formel
berechnet:
Lymphozyten /V=z x d x V x 10*

V = Volumen der Suspension (hier 1 ml)

z = ausgezahlte Zellen (ohne blauangefirbte Zellen und ohne Erythrozyten)

d = Verdiinnungsfaktor (hier 10, da die Zellen 1:10 verdiinnt sind)

2.2.1.7 Quantifizierung antigenspezifischer T-Zellen mit ELISPOT

Zur Etablierung eines Assays, mit dessen Hilfe der Anteil antigenspezifischer T-Zellen
aus dem Blut unterschiedlicher Spender ermittelt werden kann, wurden im ELISPOT
zahlreiche Antigenkonzentrationen, Zellverdiinnungsreihen von sowohl spezifischen T-
Zellinien als auch PBMC, Blockierungsschritte und Inkubationszeiten ausgetestet, die
hier nicht alle im Einzelnen aufgefiihrt werden konnen. Insbesondere fiir die ViMS-
Studie wurde nach folgendem Protokoll gearbeitet: Pro Spender wurden 24 bzw. 48
Nipfe einer sterilen Nitrozelluloseplatte mit 37,5 pg 1. Antikorper (1-D1-K) / 2,5 ml (=
50 pul / Napf) Carbonat-Bicarbonat-Puffer beschichtet. Nach einer 4 h Inkubation bei RT

wurde die Platte 3 mal mit 200 pl sterilem PBS gewaschen, bevor die, in Rs vorver-
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diinnten Lymphozyten (200 ul / Napf) nach dem in Abb. 5a/b aufgefiihrten Pipettier-

schema ausplattiert und durch Antigenzugaben stimuliert wurden.

Tabelle 5a: 1. Pipettierschema des ELISPOT-Ansatzes (1998/99). Zur Veranschauli-
chung sind in Spalten 1-6 die Zellzahl x 10° PBMC / 200pl, in Spalten 7-12 die entspre-
chenden Antigene dargestellt. Zwei Spender pro Platte. Verschiedene Kontrollen (Kur-
sivschrift) wurden anfangs wenigstens 1 x / Spender mitgefiihrt (s. Tab. 6, Kap. 3.1.1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 12

A 50 50 {50 |50 1,7 0,6 |Medium Influenza A

B 50 50 {50 |50 1,7 0,6 |[hMBP Influenza A

C 50 150 50 |50 1,7 0,6 |[rhMOG Influenza A

D 50 150 50 |50 1,7 10,6 |[rhMBP Tetanus Tox

E 50 150 50 1|50 1,7 0,6 [rhPO Tetanus Tox

F 50 50 {50 |50 1,7 0,6 |[(DMSO Tetanus Tox

G |50 {50 {50 (50 (1,7 (0,6 |Essigsaure PHA / aCD3

H |50 50 (50 (50 (1,7 0,6 |Eiwel31:10 Influvac 98/99

Tabelle 5b: 2. Pipettierschema des ELISPOT-Ansatzes (1999/2000). Vier Spender pro
Platte. Keine Negativkontrollen auler Mediumwert.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (11 |12
50 50 :50 |[Medium

50 50 :50 |[hMBP

50 50 (50 |[thMOG

50 50 i5,0 [Tetanus Tox
1,7 1,7 1,7 |Tetanus Tox
1,7 1,7 :1,7 |Influenza A
1,7 1,7 1,7 |Influvac 98/99
1,7 1,7 :1,7 |Influvac 99/00

I QM molO|lm >

Nach genau 24 h Inkubation bei 37°C und 5 % CO, in einem wegen Riittelgefahr wenig
frequentierten Begasungsbrutschrank wurden die Zellen der unstimulierten, bzw. mit
TT, Flu, hMBP stimulierten Triplikatansétze, sowie unterschiedlicher Kontrollansitze
in RNase-freie 1,5 ml Reaktionsgefdfle eingesammelt, bei 3000 rpm fiir 6 min pelletiert
und nach Absaugen des Uberstands und Auffiillen mit 300 pl RLT-Puffer bei -80°C
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tiefgefroren, bis sie zur weiteren Aufarbeitung (siche Abschnitt 2.2.1.8) eingesetzt wur-
den. Die ELISPOT-Platte wurde mit einer 8-Kanalpipette 6 mal mit 200 pl PBS-T kraf-
tig gewaschen und ausgeklopft. Nach Zugabe von 2,5 pg Biotin-gekoppelten 2. Anti-
korper (7-B6-1) / 2,5 ml PBS-T (50 ul / Napf), wurde die Platte bei 4°C iiber Nacht
inkubiert. Die Platte wurde wiederum 6 mal mit PBS-T gewaschen und bei RT fiir 1 h
mit 1:1000 in PBS-T verdiinnter Streptavidin-gekoppelter Alkalischer Phosphatase in-
kubiert. Nach erneutem Waschen mit 6 mal 200 pl PBS-T wurde die Platte mit frisch
angesetzter Substrat-Gebrauchslosung (RT !) fiir etwa 15 - 20 min inkubiert (blaue
Farbentwicklung in der aCD3-Positivkontrolle) und 3 mal mit bdH,O nachgewaschen.
Die iiber Nacht getrocknete Platte wurde mit einem Stereomikroskop und Zahlstrich-
platte bei einer VergroBBerung von 25 x ausgezihlt, wobei unspezifische Punkte (Spots)
durch ihre unregelmiBige Form und Farbtiefe (kontrolliert bei einer Vergro3erung von

40 x) ausgeschlossen wurden.

2.2.1.8  Quantifizierung von Zytokin-mRNA mit RT-PCR

2.2.1.8.1 RNA-Isolation

Gesamt-RNA aus PBMC- und T-Zellkulturen wurde mittels Qiagen RNeasy mini kit
gemil den Empfehlungen des Herstellers pripariert. Dazu wurden die eingefrorenen, in
300 ul RLT-Puffer gelosten und bei -80°C tiefgefrorenen Zellpellets (7 - 8 x 10° Zellen
/ Reaktionsgefdll und Ansatz, siche 2.2.1.7) bei RT aufgetaut und mit einer 1 ml Insu-
linspritze iiber eine 20G Kaniile 5 - 6 mal komplett geschert. Nach Zugabe des gleichen
Volumens (300 pl) 70% Ethanol wurde das Gemisch in den RNeasy-Séulen fiir 15 sec
bei 8000 x g zentrifugiert. Danach wurde die Sdulenmembran mit 700 pl der RW1-
Waschlosung und nach Verwendung eines neuen Auffangrohrchens zwei weitere Male
mit je 500 pl der RPE-Losung gewaschen, wobei beim letzten Schritt mit der maxima-
len Drehzahl (15000 rpm) fiir 2 min zentrifugiert wurde. Die {iber den gesamten Reini-
gungsprozel an die Sdulenmembran gebundene RNA wurde nun mit 33 pl RNase-
freiem Wasser fiir 1 min bei 10000 rpm in ein 1,5 ml Reaktionsgefdll eluiert. Die RNA
wurde sofort danach zu cDNA transkribiert (siche 2.2.1.8.2)
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2.2.1.8.2 Reverse Transkription (RT)
Die RNA (siehe 2.2.1.8.1) wurde nach Zugabe von 3 ul Oligo (dT) (500 pg/ml) fiir 10

min bei 70°C inkubiert und anschlieBend auf Eis gekiihlt. Nach Zugabe von 12 ul First
Strand Buffer, 6 ul 0.1 M DTT und 3 pl 10mM dNTPs wurde der Ansatz fiir weitere 50
min bei 42°C inkubiert, wobei ca. 2 min nach Beginn dieser Zeitspanne die Transkripti-
on mit 3 ul hinzugegebener Superscript II reverser Transcriptase (200 U/ml) aktiviert
wurde. Das Enzym wurde schlieBlich 10 min bei 70°C denaturiert. Fiir die B-Aktin-
Bestimmung und Normierung auf 10° B-Aktin-Molekiile wurden 2 pul der erhaltenen
cDNA-L6sung mit 198 pl DEPC-Wasser (Analysequalitit) verdiinnt und zusammen mit

der unverdiinnten cDNA bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.

2.2.1.8.3 Quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Bestimmung der B-Aktin und Zytokin-mRNA Konzentrationen

PCR-Reaktionen fiir -Aktin-cDNA (1:100 verdiinnt) und Zytokin-cDNA (eingestellt
auf 1 x 10° B-Aktinmolekiile, s. 2.2.1.8.4) wurden nach den Ausfiihrungen von Kruse et
al."? durchgefiihrt, mit leichten Abweichungen in der Wahl der Oligonukleotide zuguns-
ten der Sensitivitdt (vgl. 2.1.5). Verwendete Zytokinstandards wurden von Dr. N. Kruse
unter Verwendung des pCR-Script™ Amp SK(+) - Vektorsystems (Stratagene, Heidel-
berg) aus PBMC konstruiert und freundlicherweise zu Verfiigung gestellt. Die Stan-
dardreihe fiir eine Zytokin- bzw. B-Aktin-PCR-Serie von zumeist 3 bis 4 Laufen, wurde
am Vormittag eines PCR-Versuchstages folgendermallen hergestellt:

In einem separaten, plasmid-/DNAfreien Pra-PCR-Raum wurden 7 x 1,5 ml Reaktions-
gefdBle mit 450 ul TRIS-Puffer pH 8,2 gefiillt und anschlieBend im PCR-Raum 90 pl
aus dem ersten Rohrchen auf 10 pl des entsprechenden Standardaliquots (1 x 10° Mole-
kiile) pipettiert. Im Weiteren wurden nach 6 sec Vortexen und kurzem Anzentrifugieren
(ca. 6 sec, bis 2000 rpm) 50 pl in das néchste Reaktionsgefdl3 pipettiert, bis 7 x 10er
Verdiinnungen zwischen 10 und 1 x 10’ Molekiilen / 10 pl vorlagen. Diese Standardrei-
he wurde fiir den Versuchstag, max. fir fiinf PCR-Laufe (12 h), verwendet und erwies
sich innerhalb dieses Zeitraums bei 4°C als stabil. Sdmtliche PCR-Reaktionen wurden
mit dem Tagman / ABI PRISM 7700 Sequence Detector unter folgenden Reaktionsbe-
dingungen durchgefiihrt: 2 min bei 50°C, 10 min bei 95°C, 40 Zyklen mit 15 sec bei
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95°C und 1 min bei 60°C, und einer abschlieBenden 5 min Inkubation bei 25°C. Oligo-
nukleotid-Sequenzen und Zusammensetzung des PCR-Ansatzes sind in Abschnitt 2.1.3
zusammengefaflt. Die auf der Festplatte des Aufnahmecomputers (Macintosh PowerPC)
gespeicherten Rohdaten und MefBdateien wurden zur weiteren Analyse auf ein 1 GB-
Speichermedium iibertragen und an einem PowerBook 1400 cs mit der gleichen Soft-

ware (Sequence Detection Software 1.6.3, Perkin Elmer, 1998) ausgewertet.

2.2.1.8.4 Standardisierung der cDNA-Konzentration

Gemal der aus Triplikaten gemittelten B-Aktin-Konzentrationen (s. Formel) wurden in
dem Datenverarbeitungsprogramm Excel” Verdiinnungen berechnet, anhand derer ent-
sprechend ihrer cDNA-Ausgangskonzentration 2 - 4 Aliquots zu je 3,5 x 10° Molekiile
B-Aktin / 35 ul DEPC-Wasser aus den urspriinglichen cDNA-Préparationen angefertigt
wurden. In einigen Praparationen war die cDNA-Ausbeute so gering, dal die B-Aktin-
cDNA-Konzentration auf 5 x 10° bzw. 2 x 10° / pl eingestellt werden muBte. Die hier-
aus gewonnenen Zytokinergebnisse wurden darauthin rechnerisch bereinigt und sofern

moglich in graphischen Darstellungen mit einem Stern gekennzeichnet.

m =axbxc; m = Mittelwerte der 3-Aktin PCR
= b =m/(axc); a = eingesetztes Volumen (=10 pl)
= b/ul  =mx10 b = erwartete -Aktinmolekiile

c=cDNA (1:100)  (=1/100)

2.2.2 Methoden desvirologisch-immunologischen Tells

2.2.2.1 Humanes basisches Myelinprotein (hMBP)

2.2.2.1.1 Préiparation von humanem basischen Myelinprotein (hMBP)

Die Lipid-Extraktion aus weillem Hirngewebe wurde modifiziert nach der Methode von
Eylar "**. Das Prinzip der biochemischen Aufreinigung von MBP beruht auf der Tren-
nung von basischen Proteinanteilen von den {ibrigen, sauren Bestandteilen des Myelins

und wird durch die folgenden 5 Schritte erreicht:
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1) Entfetten mit Chloroform / Methanol
2) Saure Extraktion bei pH 2

3) Neutralisation bei pH 5,5

4) Ammoniumsulfat-Fillung

5) Acetonprézipitation

Das Gehirn eines nicht an einer ZNS-Erkrankung (Unfall) Verstorbenen wurde unmit-
telbar nach Entnahme in kaltem PBS transportiert und gewaschen, bevor Teile der wei-
en Substanz bei -80°C tiefgefroren wurden. Fiir die Préparation wurden 100g weil3e
Substanz (-80°C, < 7 h post mortem), eingewickelt in Alufolie, mit einem Hammer zer-
kleinert. Die Gewebestiickchen wurden gewogen und in einem Becherglas unter schritt-
weiser Zugabe 200 ml vorgekiihlten Methanols (-20°C) mit Hilfe des Ultra-Turrax wei-
ter homogenisiert. Dabei wurde {iber 3-5 min abwechselnd jeweils 15 sec homogenisiert
und abgewartet, um eine Erwidrmung des Gewebematerials zu vermeiden. Nach Zugabe
von 500 ml vorgekiihltem Chloroform (-20°C) wurde wieder fiir 3-5 min homogenisiert.
Zur Abtrennung des Chloroforms wurde das Homogenat in einen Scheidetrichter ge-
fiillt. Bei 4°C bildeten sich nach 3-5 h zwei klar getrennte Phasen, eine triibe obere und
eine klare untere Phase. Die klare, chloroformhaltige Phase wurde verworfen und die
triibe Phase mittels Waschflasche und Wasserstrahlpumpe in einer Porzellanfilter-
nutsche mit 2 Whatman 41-Filterpapieren filtriert. Es wurde mit ca. 100-200 ml Aceton
nachgewaschen und vorsichtig mit einem kleinen Spatel umgeriihrt, um letztendlich
sandfarbenes Pulver zu erhalten. Die getrocknete Masse wurde mit dem Spatel vom
Filter gekratzt und mit 400 ml Wasser 3 min homogenisiert. Das Homogenat wurde
angesduert (pH < 2) und tiber Nacht bei 4°C unter stindigem Riihren extrahiert.
SchlieBlich wurde der saure Extrakt bei 3000 rpm fiir 30 min bei 4°C zentrifugiert, der
Uberstand mit NH,OH auf einen pH von 5,5 eingestellt und bei 4°C fiir 1 h geriihrt.
Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt bei 3000 rpm fiir 30 min bei 4°C wurden
die basischen Proteinanteile durch Zugabe von Ammoniumsulfat bis zur 50% Sattigung
(=354 g/l umgerechnet auf das Gesamtvolumen) gefillt. Dabei wurde nach 20 min
Riihren mit 5 N NaOH ein pH von 6 eingestellt und die Fallung unter staindigem Riihren
iber Nacht bei 4°C durchgefiihrt.
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Die gefillte Losung wurde bei 3000 rpm fiir 30 min bei 4°C abzentrifugiert und das
Pellet anschlieBend nochmals mit einer 50 % igen Ammoniumsulfatlosung
(H,O+(NH4)SO4) gewaschen. Die Pellets wurden in 10-20 ml bdH,O resuspendiert und
mit der 9 fachen Menge (180 ml) eiskaltem Aceton aufgefiillt, danach mit 1 ml/l kon-
zentrierter HCI angesiuert, um Proteindegradation zu verhindern. Nach Uberfiihrung in
50 ml Rohrchen und kurzer Reaktion bei RT (weille Ausfillung), wurde mit halb geoft-
neten Deckeln bei 1800 rpm und 4°C fiir 20 min zentrifugiert. Die Pellets mit dem ge-
reinigten MBP wurden in 30 ml H,O resuspendiert und in einen Dialyseschlauch ge-
fiillt. Die Dialyse gegen 2 mal 10 1 bdH,O erfolgte bei 4°C iiber Nacht. Das Dialysat
wurde bei 1800 rpm fiir 20 min bei 4°C abzentrifugiert, der Uberstand in einer mit Para-
film bedeckten Glasschale bei -80°C tiefgefroren. Nach einem Tag wurde der Parafilm
mehrfach durchlochert und die tiefgefrorene Losung lyophilisiert.

2.2.2.1.2 Quantitative Proteinbestimmung
Fiir Proteinbestimmungen wurde der Coomassie® Protein Assay (Pierce, Rockford, IL,

USA) verwendet. Wenn Coomassie Protein bindet, verschiebt sich das Absorptions-
spektrum von 465 nm auf 595 nm und gleichzeitig dndert sich die Farbe des Reagens
von griin/braun nach blau. Wegen der nicht-linearen Abhéngigkeit des Farbumschlags
bei steigenden Proteinkonzentrationen, wurden die Absorptionswerte mit einer BSA-
Standardkurve verglichen. Fiir die hMBP-Proteinbestimmung wurden im Einzelnen 5
mg des lyophilisierten Proteins in 1 ml bdH,O aufgenommen. Losungen mit unbekann-
tem Proteingehalt wurden unverdiinnt eingesetzt. 1 ml raumtemperierte Coomassie”-
Losung wurde nach Zugabe folgender Proteinlosungen / Kontrollen gemischt und der
Farbumschlag unmittelbar an einem Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von A =
595 nm gemessen:
Referenzkiivetten 1/2: 20 ul PBS bzw. entsprechendes Losungsmittel

Probenkiivette 3: 10 ul Probe

Probenkiivette 4: 20 ul Probe

Probenkiivette 5: 40 ul Probe
Bei Abweichen der auf die 20 pl - Probe bereinigten Konzentrationen um mehr als 10 %
der Standardabweichung, wurde die MefBreihe mit angepaliten Verdiinnungen wieder-

holt.
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2.2.2.1.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE, nach Maniatis)
Das lyophilisierte MBP wurde gewogen und ein Teil zu 1 mg / ml in PBS gelost. Zwi-

schen 5 und 20 pl der Proteinlosung wurden mit reduzierendem Probenladepuffer im
Wasserglas gekocht durch ein 12 % iges SDS-Polyacrylamidgel getrennt. Die Protein-
elektrophorese wurde in einer Protean 2 Elektrophorese-Kammer bei einer Spannung
von 100 V fiir ca. 90 min durchgefiihrt. Das Gel wurde fiir 30 min bei RT in eine
Férbelosung gelegt und leicht geschwenkt.

2.2.2.1.4 Western-Immunoblot

Zwei Minigele wurden in einer Blotvorrichtung auf Nitrozellulose-Membranen {ibertra-
gen. Der Transfer des Proteins aus dem SDS-Gel erfolgte in einem luftblasenfreien
Sandwich aus drei Lagen Whatman-Filterpapier, dem SDS-Gel, der Nitrozellulose-
Membran BT 85 und drei Lagen Whatman-Filterpapier. Der Transfer erfolgte mittels
eines Gebrauchspuffers, der immer frisch aus einem 10 fach konzentrierten Puffer ange-
setzt wurde. Der Transfer dauerte 30 min bei einer maximalen Stromstérke von 100 mA
pro Gel. Nach Markierung der rechten oberen Ecke, Waschen und Ponceau-S - Farbung
der Membran, wurden mit einem Skalpel jeweils zwei Streifen aus einer Laufbahn ge-
schnitten, die nach Beschriftung in je 2 ml PBS fiir 1 - 2 h auf dem Schiittler wieder
entfarbt wurden. Erstantikorper (gegen MBP, MOG, S100, Py) wurden 1:1000 gelost,
aufler anti-GFAP (1:100) und fiir 2 Stunden inkubiert. Danach wurde mit 2% Milchpul-
ver in PBS-T fiir 2-3 Stunden geblockt, bevor in allen Versuchen aufler fiir S100-
priinkubierte Streifen (Ziege-anti-Ratte IgG) mit POD-konjugiertem Ziege-anti-Maus
IgG (Zweitantikorper) in einer (1:3000)-Verdiinnung bei RT 2 - 3 h geschiittelt wurde.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T wurde dann mit frisch angesetztem, gefiltertem
(0,45 pm) und mit 10 pl H,O, zugesetztem 0,1 % (w/v) Diaminobenzidin (DAB) ge-
farbt.

2.2.2.1.5 Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)
Das Prinzip der Hochdruckfliissigkeitschromatographie beruht auf der unterschiedlichen

Bindungsfahigkeit einzelner Proteinfraktionen an eine Séule liber hydrophobe Wech-

selwirkungen. Die hier beschriebene umgekehrte Phasen (RP) HPLC wurde mit der
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Unterstiitzung von C. S6der im Institut fiir Physiologische Chemie nach folgendem Pro-
tokoll von G. Giegerich durchgefiihrt:

Eine MBP-Ldsung von 100 pg / 5 ml wurde auf eine mit Vydac C4 - Material gefiillte,
mit 0,1 % Trifluoressigsdure (TFA) equilibrierte Sdule aufgetragen. Die Zusammenset-
zung der mobilen Phase wurde von einem Pumpenprogramm gesteuert, durch Mischung
von reinem Laufmittel A (bdH20 mit 0,1% (v/v) TFA) von Pumpe A und reinem
Laufmittel B (ACN) von Pumpe B. Die Elution des Proteins erfolgte mit folgendem

verkiirzten, mehrstufig linearen Gradienten:

0o - 25 % ACN n 5 min
25 - 45 % ACN n 50 min
45 - 100 % ACN n 10 min

Die FluBrate betrug 0,7 ml / min

2.2.2.1.6  Ansequenzierung des humanen basischen Myelinproteins (hMBP)
Das gereinigte MBP wurde im Institut fiir Physiologische Chemie (Prof. Hoppe) anse-

quenziert.

2.2.2.2 Autoreaktive T-Zellinien

2.2.2.2.1 Etablierung von autoreaktiven T-Zellinien

Die schrittweise Selektion fiir ein bestimmtes Antigen spezifischer T-Zellen durch
Auswahl der spezifisch proliferierenden T-Zellen und wiederholte Stimulationen wur-
den sich bei der hier verwendeten Split-well-Methode zu Nutze gemacht. Fiir eine Pri-
méirstimulation wurden, wie im vorigen Abschnitt beschrieben, aus 20ml EDTA-Blut
eines freiwilligen Spenders mit der Lymphoprep - Dichtegradientenzentrifugation ca. 2
x 10" PBMC isoliert, die in einem Verhiltnis von 2 x 10° / 100 ul Rs und Napf auf einer
96-Napf-Rundbodenplatte ausgesit und mit 20 pg hMBP bzw. 20 Lf TT pro ml stimu-
liert wurden. Die Zellen wurden nach drei Tagen mit 100 pl frischen Medium (Rs) ver-
sorgt, das 10 ng / ml rekombinantes humanes IL2 enthielt. Bis zu 14 - 21 Tage nach
Primérstimulation wurden alle 3 - 4 Tage jeweils 100 pl des verbrauchten Mediums
abgesaugt und die Zellen mit 100 pl frischem IL2-haltigen Medium versorgt. Fiir die 1.
Restimulation wurden aus 40 ml EDTA-Blut des gleichen Spenders ca. 4 x 10’ PBMC

isoliert, um entsprechend fiir zwei Zellkulturplatten ausreichend APC zu haben. Diese
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Zellen wurden 20 min bei 40 Gy bestrahlt, damit sie noch Antigen prisentieren, nicht
jedoch weiter proliferieren konnten. Die Zellen aus der Primérstimulation wurden auf
der Platte bei 272 x g und 4°C fiir 10 min abzentrifugiert, zweimal mit R, gewaschen
und nach Resuspension in 100 pl Rs mit einer Mehrkanalpipette auf zwei neue 96-Napf-
Rundbodenplatten in jeweils zwei benachbarte Niapfe zu 50 ul aufgeteilt. Nach Zugabe
von 2 x 10° bestrahlten APC / 50 ul in jeden Napf wurden die jeweils rechten Népfe der
zugehorigen Paare mit dem spezifischen Antigen in derselben Konzentration versorgt,
wie bei der Primdrstimulation, die jeweils ungeraden Spalten der beiden Platten blieben

ohne Antigen (Abb. 3, links).

Abbildung 3: Schema der Split-well-Methode (links): Etwa 14 Tage nach Primérstimu-
lation (PSt) wurden die T-Zellen im Rahmen der 1. Restimulation auf zwei benachbarte
Népfe einer neuen Zellkulturplatte aufgeteilt und der jeweils rechte Napf mit Antigen
(Ag) versorgt. Zur 1. IL2-Versorgung (3 Tage spéter) wurden nur die antigenspezifi-
schen, im Vergleich zur Negativkontrolle proliferierenden Népfe selektiert.

Der Lichtmikroskopische Ausschnitt (rechts, 400x) einer proliferierenden T-Zellkultur
im Rundboden-Napf zeigt Proliferationshaufen (Cluster) und am Rand erkennbare T-
Zellblasten (Selektionskriterien). Die Negativkontrolle bildet keine Cluster aus.

Nach drei Tagen wurden alle Népfe mit frischem IL2-haltigen Medium versorgt, und
beginnend mit dem néchsten Tag wurden in den folgenden drei Tagen diejenigen anti-
genstimulierten Népfe markiert, die im Vergleich ihrer zugehorigen Negativkontrolle
mikroskopisch erkennbar mehr oder groBere Zellanhdufungen (Cluster, Abb.3, rechts)
bildeten oder besser proliferierten. Zur néchsten IL2-Versorgung wurden dann nur die

Zellen der markierten Népfe auf eine neue Platte {iberfiihrt und bei starker Proliferation
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notigenfalls geteilt. Bei jeder folgenden IL2-Versorgung wurde versucht, die Zellen
weiter aufzuteilen und zu vermehren.

In etwa 2 - 3 wochigen Abstidnden wurden die T-Zellen stets nach dem gleichen Ablauf
restimuliert. Dazu wurden wieder autologe APC in der benétigten Anzahl prapariert (2
x 10° / Napf) und ausplattiert. Es wurden oligoklonale T-Zellen (also solche aus glei-
chen Ursprungsnédpfen) eingesammelt, zweimal gewaschen und in einem Verhéltnis von
2 - 4 x 10" / Napf mit den APC und dem spezifischen Antigen kultiviert. Nach der 3.
Restimulation wurde die Antigenspezifitit ermittelt (s. 2.2.2.2.2) und bei Reproduzier-
barkeit und ausreichender Expansion unter regelméfBiger mikroskopischer Kontrolle vor
jeder nédchsten Restimulation ein Teil der Zellen fiir spétere Versuche eingefroren (s.

2.2.2.2.6).

2.2.2.2.2 Proliferationsmessung und Stimulationsindex (SI)

Fiir Proliferationsstudien wurden ruhende T-Zellen in einer Konzentration von 2 - 4 x
10* Zellen pro Napf mit 2 x 10> bestrahlten (40 Gy) autologen PBMC und Antigen in
100 pl Rs / Napf in 96-Napf-Rundbodenmikrotiterplatten ausgesét. Alle getesteten An-
tigene wurden als Dreifachansétze in einer Konzentration von 20 pug Antigen / ml, mit
Ausnahme von Tetanus Toxoid (20 Lf/ ml = 2,08 pg / ml) eingesetzt. Die Zellen wur-
den 72 h in feuchter Atmosphdre mit 5 % CO, bei 37°C kultiviert und nach 16 - 18 h
Inkubation mit 0.2 uCi *H - Thymidin / Napf mit einem Betaplate-Erntegerit auf Glas-
faser - Filtermatten geerntet. Die an den, fiir mindestens 2 1/2 h bei 60°C getrockneten
Filter gebundene Radioaktivitit wurde mit einem Betaplate Fliissigszinillationszéhler
gemessen. Das Verhéltnis der Zerfdlle pro Minute bei den antigen- / peptidstimulierten
Zellen bezogen auf vergleichbare Zellen ohne Stimulation, wurde als Stimulationsindex
(SI) bezeichnet. Dieser fiir die Antigenspezifitit einer Zellinie bezeichnende Faktor gibt

somit an, um das Wievielfache diese Zellinie durch das spezifische Antigen proliferiert.

2.2.2.2.3 Bestimmung der Peptidspezifitit (Epitope Mapping)
Fiir die Charakterisierung der Peptidspezifitit einer Zellinie, die sich im Proliferati-

onstest als fiir Gesamt-MBP spezifisch erwies (vgl. 2.2.2.5), wurde beschriebener Test
zum nichsten Restimulationszyklus mit 16, sich meist um 10 Aminosduren iiberlappen-

den, synthetisierten MBP-Peptiden (Sequenzen s. Material 2.1.) wiederholt. Das jewei-
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lige Peptid wurde in einer Konzentration von 10 ug / ml verwendet, und die so, bei
Dreifachansitzen gemessene Einbaurate des *H- Thymidins wurde mit der einer unsti-
mulierten Kontrolle verglichen. Dieser Test wurde fiir jede Zellinie zum néchstmogli-

chen Zeitpunkt einmal wiederholt.

2.2.2.2.4 Phinotypisierung und FACS
T-Zellinien wurden 2 bzw. 3 Tage nach Antigenstimulation im Vergleich mit nicht

restimulierten Zellen gefirbt. 2 x 10° Zellen pro Ansatz wurden in PAB-Puffer gewa-
schen (272 x g, 5 min 4°C) und anschliefend 30 min auf Eis im Dunkeln mit dem in
PAB-Puffer (90 pl) verdiinnten Antikérpern (10 pl) inkubiert. Die optimalen Antikor-
perkonzentrationen wurden durch vorherige Verdiinnungsreihen evaluiert. Gelegentlich
war es bei Dreifachfirbungen nétig, den Phycoerythrin (PE)-gekoppelten Antikdrper
nach den anderen Antikérpern und einem weiteren Waschschritt zu inkubieren, zumeist
konnten alle Antikorper und Isotypen jedoch gleichzeitig zugegeben werden. Anschlie-
Bend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 300 ul PBS resuspendiert. Die Mes-
sung erfolgte in einem FACScan-Gerit, wobei jeweils 10000 Zellen gemessen wurden.

Die erhaltenen Daten wurden mit dem Programm CellQuest” analysiert.

2.2.2.2.5 Charakterisierung der Zytokinsekretion und ELISA
Zur Bestimmung des fiir die jeweilige Zellpopulation typischen Zytokinprofils wurden

12, 48 und 72 h nach Antigenstimulation Uberstinde von Replikaten einer Zellinie, so-
wie entsprechende, unstimulierte Kontrollen gesammelt und bis zum Gebrauch bei -
80°C gelagert. In verschiedenen Zytokin-ELISAs wurden dann unverdiinnte 50 ul Ali-
quots der Verlaufsuntersuchung einer Zellinie und moglichst der iibrigen Zellinien einer
Stimulation auf der gleichen Platte getestet. Dafiir wurde eine ELISA-Platte fiir 1 h bei
37°C mit in Puffer verdiinntem 1. Antikérper beschichtet. Nach 2 maligem Waschen
mit PBS-T und einem Immuno-Waschkamm, sowie nachfolgendem kriftigem Ausklop-
fen, wurden mit PBS-MP (250 pl / Napf) 30 min bei 37°C freie Bindungsstellen blo-
ckiert. Danach wurde 2 mal gewaschen und die zuvor aufgetauten, auf einer extra Zell-
kulturplatte zu einer Standardreihe in Rs vorverdiinnten Zytokinstandards, sowie Zell-
kulturiiberstinde in 50 pl Volumina auf die Platte iibertragen. Die Platte wurde fiir 30
(IFNy, TNFo und IL2) - 45 min (IL4 und IL10) bei 37°C inkubiert, bevor nach 4 mali-
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gem Waschen mit dem in PBS-MP verdiinnten, biotinylierten 2. Antikorper fiir 30 - 45
min bei 37°C inkubiert wurde. Nach 4 maligem Waschen wurde die in PBS-MP ver-
diinnte Avidin-Peroxidase aufgetragen, die 30 min bei 37°C belassen wurde. Nach 5
maligem Waschen mit PBS-T und einmaligem mit Zitratpuffer reagierten 100ul ELI-
SA-Substrat (ImM ABTS) / Napf fiir 2 - 5 min (IFNy, TNFa, IL2) bzw. bis zu einer
Stunde (IL4, IL10) bei RT, bevor bei einer Wellenldnge von A = 405 nm (Referenzfilter
bei A =492 nm) an einem ELISA-Photometer gemessen wurde. Da wegen der variablen
Farbentwicklungszeiten die Reaktion nicht gestoppt wurde, galt der Farbumschlag der
hohen Standardkonzentrationen als Richtwert flir die Messung. Bei mehrfachen Mes-

sungen in 5 - 10 min Abstidnden erwies sich dieses Vorgehen als konsistent.

2.2.2.2.6 Kryokonservierung und Rekultivierung
Da sich Zellinien bei hoherer Restimulationszahl differenzieren und wichtige Eigen-

schaften verlieren konnen, zudem eine lingere Kultivierung die Gefahr der mikrobiellen
Kontamination in sich birgt, wurden Teile der T-Zellen jeweils vor Restimulation einge-
froren. Hierzu wurden T-Zellen eingesammelt und pelletiert. Die Zellen wurden zu ei-
ner Dichte von 0,4 - 1 x 10’ T-Zellen in 1 ml kaltem EM resuspendiert und in Kryo-
rOhrchen gefiillt, welche zwischen zwei Styroporstindern sofort bei -80°C eingefroren
wurden. Durch die Styroporisolation fiel die Temperatur im Kryordhrchen innerhalb
von Stunden langsam auf -80°C ab. Am néichsten Tag wurde das Rohrchen in fliissigen
Stickstoff gelagert. Das Auftauen erfolgte standardisiert nach einem schonenden, von
der Ulmer Transfusionsimmunolgie entwickelten Verfahren. Dabei wurde ein Kryo-
rohrchen direkt aus dem fliissigen Stickstoff im 37°C warmen Wasserbad ziigig (1-2
Minuten) angetaut. Der Inhalt des Kryor6hrchens wurde mit einer 1000er Pipette vor-
sichtig in ein mit 100 pl kaltem Ry vorbereitetes 50 ml Rohrchen iiberfiihrt. Innerhalb
von 10 min wurde in Minutenabstinden das Rohrchen durch Zugabe von ansteigenden
Volumina (120 pl, 150 pl, 190 pl, 260 pl, 360 pl, 520 pl, 860 pl, 1690 ul, 4750 ul, 10
ml) aufgefiillt, um das im EM enthaltene DMSO auszuverdiinnen, jedoch nicht die Zel-
len durch einen zu raschen Anstieg des osmotischen Gradienten zu schadigen. Nach
einer Zentrifugation bei 272 x g und 4°C fiir 8 - 10 min, gefolgt von einmal Waschen in

Ry konnten die meist iiber 85 % vitalen T-Zellen unmittelbar restimuliert werden. Auch
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andere Zellen, wie PBMC wurden ebenso aufgetaut, bevor sie bestrahlt und als APC

eingesetzt wurden.

2.2.2.3 Invitro-Infektionsversuche

2.2.2.3.1 Virusisolation und —konzentrierung

Das in Hiihnereiweil vermehrte Influenza-Virusisolat A/PR/8/34 (bis zum Einsatz kon-
stant bei -20°C gelagert) wurde von Dr. Stefan Niewiesk, das HHV-6B-Isolat von Dr.
Benedikt Weillbrich, beide Virologie Wiirzburg, freundlicherweise zu Verfiigung ge-
stellt. Michaela Gotzelmann, Virologie, vermehrte das humane Herpesvirus 6 in MT-4-
Tragerzellkulturen durch regelmifBiges Passagieren auf nicht-infizierten MT-4-Zellen in
Rjo. Durch mehrmaliges Einfrieren und Auftauen entstand ein Lysat HHV-6B infizierter
MT-4-Zellen, welches durch Ultrazentrifugation durch ein Sukrosekissen (60%) kon-

zentriert wurde.

2.2.2.3.2 Virustiterbestimmung

Die Viruskonzentrationen der Virus-Stammldsungen wurden fiir Influenza mit dem

Hamagglutinationstest und fiir HHV-6 zytofluorimetrisch bestimmt.

2.2.23.2.1 Héamagglutinationstest (HAT)

Die Konzentration der Influenzavirus-Stammldsungen wurde in hdmagglutinierenden
Einheiten (HAE) angegeben. Hierbei wurde im sogenannten HAT die minimal ndtige
Verdlinnung bestimmt, um eine Agglutination von Ginse-Erythrozyten zu erreichen.
Die verwendeten Virus-Stammlosungen hatten Infektionspartikeldichten von 1,3 x 10°

HAE / ml (Aliquot #7) und 2,5 x 10’ HAE / ml (Aliquot #6).

22.2.3.2.2  Zytofluorometrie (FACS)
Auf 24-Napf-Microtiterplatten wurden MT-4-Zellen als Monolayer ausplattiert und in

Serienverdiinnungen HHV-6-Stammldsung zugegeben. In Titrationsversuchen wurde
diejenige Viruskonzentration bestimmt, die nétig war, um eine MT-4-Zellkultur zu infi-
zieren. Hierzu wurde nach vorheriger Membranpermeabilisierung mit einem HHV-6-
spezifischen polyklonalen Antikérper aus der Maus (freundlicherweise erhalten von PD
Christian Jassoy, Virologie) gefarbt. Die darauthin im FACS ermittelte TCIDs betrug

fiir das Lysat 1 x 10>/ ml, fiir das Viruskonzentrat nach Ultrazentrifugation 1x 107 / ml.
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2.2.2.3.3 Virusinfektion von PBMC
Fiir die Virus-Infektionsversuche mit Influenza (Flu) und HHV-6B wurden PBMC von

HHV-6-seropositiven gesunden Spendern aufgereinigt (vgl. 2.2.1.5). In 15 ml Zentrifu-
genrfhrchen wurden in 1 ml Ry 1 x 10° Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen
von Flu (MOI zwischen 1 und 10” HAE / Zelle) bzw. HHV-6 (MOI zwischen 107 und
10° TCIDs, / Zelle) bei 37°C + 5 % CO, fiir 1 h inkubiert. Nicht-infizierte Kontrollen
wurden stets gleich inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit Ry wurden die Zellen in
einer Dichte von 2 x 10° Zellen / 100 ul Recs und Napf, mit oder ohne Zugabe von 10
nug / ml Phytohdmagglutinin (EC) kultiviert. Die Zellen wurden mikroskopisch inspi-
ziert und deren Proliferation nach 3 Tagen bestimmt (vgl. 2.2.2.2.2).

2.2.2.3.4 Koinkubationsmodelle

Unter der Vorstellung einer moglichen Relevanz des Infektionsmodus, wurden >80%
durchinfizierte MT-4 Zellen, anhand des zytopathischen Effekts (CPE) mikroskopisch
beurteilt, und nicht-infizierte MT-4 Zellen mit PBMC zusammen in Kultur gehalten.
Die eingesetzten Kombinationen reichten von einem Verhiltnis (MT-4-Zellen : PBMC)
zwischen 1:1 und 1:900. Analog zu Abschnitt 2.2.2.11.3 wurden die Proliferationswerte

nach 3 Tagen gemessen.

2.2.2.3.5 Virusinfektion von antigenspezifischen T-Zellinien

T-Zellen wurden tiblicherweise aus Kultur verwendet, und zwar zumeist 14 - 21 Tage
nach der letzten Restimulation. Die Zellen wurden eingesammelt und zweimal gewa-
schen, bevor sie in entsprechenden Mengen (zumeist 8 x 10* - 3 x 10°) auf 15 ml Rhr-
chen verteilt wurden und im Institut fiir Virologie mit entsprechend in 1 ml Ry vorver-
diinnten Virus-Konzentrationen zwischen MOI 1 bis 10° HAE / Zelle bei Flu und 10~
bis 107 TCIDsg / Zelle bei HHV-6B mit halb aufgeschraubten Deckeln bei 37°C und 5
% CO fiir 1 h inkubiert wurden. Danach wurden die Zellen einmal mit Ry gewaschen
und als Triplikate in einer Konzentration von 2 x 10% / 100 ul Rs bzw. Rpcs und Napf

ausgesat.

2.2.2.3.6 Virusinfektion von APC fiir die spezifische T-Zellstimulation
Als APC wurden fiir die T-Zellinien PeR frische PBMC isoliert, wiahrend fiir alle {ibri-

gen aufgetaute Zellen verwendet wurden, die vorwiegend nach Leukapherese eingefro-
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ren worden waren. Die fiir die Infektion benétigten Zellen (unter Einbeziehung eines
15% igen Verlusts durch den folgenden Inkubationsvorgang mit dem Virus) wurden in
Aliquots mit Zellzahlen zwischen 8 x 10° - 4 x 10° in 15 ml Réhrchen gleichzeitig und
unter gleichen Bedingungen wie die T-Zellen vorinkubiert (vgl. 2.2.2.3.5). Um auf glei-
che MOIs zu kommen, mufiten wegen der 10fachen Zellzahl auch die Virusverdiinnun-
gen fiir die APC 10fach konzentrierter sein. Nach Waschen wurden die infizierten T-
Zellen (vgl. 2.2.2.3.5) mit nicht-infizierten APC (2 x 10° / 100 pl Rs bzw. Recs), umge-
kehrt die in unterschiedlichen MOIs infizierten APC mit nicht-infizierten T-Zellen zu-
sammen kultiviert. Die nicht-infizierten Zellen wurden stets unter gleichen Inkubations-
und Mediumbedingungen gehalten. Als Kontrollen wurden nicht-infizierte T-Zellen mit
nicht-infizierten APC zusammengegeben. Alle Kombinationen wurden auf einer 96-
Napf-Rundbodenplatte in Triplikaten, der Virusversuch VCPA 21 in Sechsfachansitzen
jeweils mit und ohne Antigen (TT bzw. MBP) kultiviert. Die Proliferation wurde nach

Protokoll gemessen (vgl. 2.2.2.2.2 und 2.2.2.3.5)

2.2.2.4 Untersuchungen zu HHV-6-Reaktivierung im Serum

2.2.2.4.1 Probenmaterial

Es wurden Serumproben u. a. von einer Therapiestudie (Pentoxyphillin (PTX) bei
schubformiger MS) auf HHV-6 Reaktivierung untersucht. Die ca. 3 Jahre konstant bei
-80°C gelagerten Proben wurden im Institut fiir Virologie und Immunbiologie der Uni-
versitit Wiirzburg auf HHV-6-Antikdrper und HHV-6-DNA untersucht. Das Kontin-
gent setzte sich zusammen aus Proben von 62 MS-Patienten mit schubféormigem Ver-
lauf, zum Zeitpunkt der Blutentnahme aber stabiler Phase. 20 Patienten aus dieser
Gruppe waren mit PTX behandelt und 23 erhielten Placebo. Es wurden Serumproben
von 19 Patienten mit schubférmigen Verlauf eingeschlossen, die nicht an besagter Stu-

die teilgenommen hatten und 12 von gesunden Kontrollspendern.

2.2.2.4.2 Virus-Serologie
Anti-HHV-6-Antikérper wurden vom Institut fiir Virologie und Immunbiologie durch

einen indirekten Immunfluoreszenztest mit HHV-6-infizierten MT-4 Zellen getestet.
Fiir die IgG-Bestimmung wurde, angefangen mit 1:10, jede Serumprobe in einer 4-fach-

Verdiinnungsreihe aufgetragen. Fiir I[gM-Bestimmungen wurden die Serum-Aliquots
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mit RF-Absorbens (Dade Behring, Marburg) vorbehandelt, um Rheumafaktoren und
HHV-6-spezifische IgG zu entfernen, und anschliefend als 1:10 - Verdiinnung einge-

setzt.

2.2.2.43 Virus-DNA-Isolation und semi-nested PCR
DNA wurde aus 200 pl Serum mit Hilfe des QIAamp Blood kits (Qiagen, Hilden) nach

den Empfehlungen des Herstellers extrahiert. Im letzten Schritt wurde die DNA in 50 pl
bdH,O eluiert. Fiir die PCR-Analyse wurden 10 pl der extrahierten Proben zu 40 pl
PCR Pramix pipettiert. Primer-Sequenzen fiir die dullere PCR:

HH61 ( CAGTGTGTAG TTCGGCAGCC CCGAG)

HH62 ( AAGCTTGCAC AATGCCAAAA AACAQG)
Die Primer wurden von den iibrigen Bestandteilen des Primixes durch eine Wachs-
schicht getrennt, um auf diese Weise die ,,Hot-Start“-Technik verwenden zu kdénnen.
Die Amplifikation wurde mit 42 Zyklen bei 55°C Anlagerungstemperatur durchgefiihrt.
Fiir grofere Sensitivitidt wurde eine semi-nested PCR durchgefiihrt. Dazu wurden 1,5 pl
des PCR-Produkts aus dem ersten Lauf zu 50 pul PCR-Primix gegeben, der das Primer-
Paar HH62 und HH63 (CTCGAGTATG CCGAGACCCC TAATC) enthielt. Die Reak-
tion lief in 25 Zyklen bei einer Anlagerungstemperatur von 55°C ab. PCR-Produkte
wurden durch Agarose-Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung bestimmt. Ne-
gativkontrollproben und Kontrollen des Reagens wurden in jeden PCR-Lauf einbezo-
gen. Niedrige Konzentrationen von Plasmidkontrollen (0,1 fg pro Reaktion) wurden in

allen Extraktions- und Amplifikationsschritten eingeschlossen.

2.2.3 Auswertungund Statistik

Die graphischen Darstellungen und statistischen Berechnungen wurden mit dem Daten-
verarbeitungsprogramm Excel® durchgefiihrt, die Auswertungen der ViMS-Studie zu-
dem mit StatView”. Die verwendeten Testverfahren wurden im Text der jeweiligen

Abbildungen genannt.
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3 Ergebnisse
3.1  Vakzinierung und Immunreaktion bei M S (ViM S-Studie)

3.1.1 Basisdemographische Daten
Zwischen 10/98 und 4/99 wurden 5 MS-Patienten und 26 alters- und geschlechtzuge-

ordnete, gesunde Kontrollpersonen, zwischen 10/99 und 3/00 weitere 7 Patienten mit
der gesicherten Diagnose einer MS und 3 gesunde Kontrollpersonen (eine von ur-
spriinglich 4 Kontrollpersonen wurde nicht geimpft) mit der Influenza-Spaltvakzine
(Influvac®) geimpft und nachuntersucht. Hiervon hatten 6 Patienten und 4 Kontrollper-
sonen einen Infekt der oberen Luftwege, wobei ein Kontrollspender mit Infekt nicht in
die Auswertung miteinbezogen wurde, da er als Labormitarbeiter hidufig Kontakt zu
Myelinantigenen hatte. Von den iibrigen 9 Studienteilnehmern mit Infekt, gab es nur
von zwei Patienten und einer Kontrollperson komplette Daten zu allen 7 Zeitpunkten.
Aus diesen Griinden konnte keine statistische Auswertung erfolgen. Dennoch sei exem-
plarisch im Kapitel ein Fall veranschaulicht.

Von den 12 untersuchten Patienten hatten sieben einen schubférmigen Verlauf mit einer
medianen Krankheitsdauer von 11,9 +7 Jahren. Ein Patient hatte wahrend des Untersu-
chungszeitraums von 16 Wochen nach Impfung einen Schub, dieser Patient und vier
weitere hatten Atemwegsinfektionen. Der mittlere EDSS bei Studienbeginn und —ende
war 2,0 (1,0 — 3,5). Weitere fiinf Patienten hatten einen sekundér chronischen Krank-
heitsverlauf mit einer medianen Dauer von 17,8 + 5,5 Jahren. Ein Patient mit sekundér
chronischem Verlauf hatte einen Infekt der Atemwege. Der mediane EDSS war bei Stu-

dienbeginn 6,0 (3,0 — 6,5) und unverindert bei Studienende 6,0 (3,5 — 6,5).

Tabelle 6: Basisdemographische Daten der ViMS-Studie:
Spender n  Alter+ SD Geschlecht (%) Infektionen

MS-Patienten 12 41.1+99 f 8 (66.7) 6
m 4 (33.3)

Kontrollspender 28  31.1+6.5 f 15 (53.6) 3
m 13 (46.4)
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3.1.2 Immunreaktion nach Impfung und I nfektion
Im Folgenden wurden in Kurzzeitkulturen im Rahmen der ViMS-Studie zelluldre Im-

munantworten gegen myelin-spezifische Autoantigene, Influenzavirus A/PR/8/34
(HIN1) und dialysierte Impfantigene, TT als Referenzantigen und aCD3-Antikdrper als
Positivkontrolle, vor und zu mehreren Zeitpunkten nach Influenzaschutzimpfung, sowie
natiirlich aufgetretenen Atemwegsinfektionen untersucht. Mit dem ELISPOT wurde die
zelluldre TFNy-Sekretion auf Einzelzellebene bestimmt (Abb. 4), um so Riickschliisse
auf die Frequenz der im Blut zirkulierenden antigenspezifischen T-Zellpopulationen zu
ziehen. Mit der quantitativen Echtzeit-RT-PCR konnte die antigen-induzierte Expressi-
on von IFNy-mRNA bestimmt werden, welche sehr friihe und geringgradige Verdnde-
rungen der T-Zellaktivierung anzeigt.

Abbildung 4: IFNy-Einzelzellsekretion auf Nitrozellulosemembranen des ELISPOT-
Assays (x 16) nach Kurzzeitstimulation von 1,67 x 10° PBMC mit Influenza A/PR/8/34
(links ca. 80 spots) und 5 x 10° PBMC mit einem Antigen wiec MBP, gegen das weni-
ger spezifische Zellen reagieren (rechts 4 spots).
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3.1.2.1  T-Zellquantifizierung und ELISPOT

In Vorexperimenten konnte ein ELISPOT-Assay zur sicheren Detektion und Quantifi-
zierung [FNy-sezernierender Zellen entwickelt werden. In Etablierungs-Assays ergaben

sich bei adidquater Antigen-/aCD3-/PHA-Stimulation verldlliche Werte mit einem {i-
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berwiegend sehr niedrigen Hintergrund. Fiir Negativkontrollen und Antigenstimulatio-
nen, deren spezifische Zellen in einer erwarteten Frequenz unter 10~ vorliegen (MBP,
MOG) erwies sich eine Ausgangsverdiinnung von 5 x 10° PBMC / Napf, fiir TT, Flu-
Stimulationen eine 1:3-Verdiinnung (ca. 1,67 x 10> PBMC / Napf), fiir aCD3 bzw. PHA
eine 1:9-Verdiinnung (ca. 5,56 x 10* PBMC / Napf) als sinnvoll. Uber eine Verdiin-
nungsreihe mit MBP-spezifischen T-Zellen (1 — 10000) konnte fiir einen weiten Bereich
(10-1000 eingesetzte Zellen) eine lineare Abhingigkeit zwischen IFNy-spots (3-300)
und spezifisch aktivierten Zellen gezeigt werden. Die fiir TT und Flu konsequent durch-
gefiihrte Triplikats-Dreifachverdiinnungsreihe zeigte eine Korrelation von 1* > 0,96 zwi-
schen ermittelten Spots und eingesetzten PBMC (5 x 10°, 1,67 x 10°, 5,56 x 10°) fiir
Zellpopulationen mit hohen Vorlduferfrequenzen im Blut von > 20/10° PBMC und * >
0,85 fiir niedrigere Frequenzen.

Zur Etablierung des ELISPOT-Assays wurden verschiedene Untersuchungsbedingun-
gen getestet, bevor die oben beschriebene Standardmethode (s. Kap. 2.2.2.10) fiir weite-
re Experimente durchgehend verwendet wurde.

Dies gelang aufgrund einer insgesamt schwachen Antikérperfarbung und unspezifischer
Hintergrundsignale nicht fiir Th2-Zytokine. Trotz Verwendung der von zwei verschie-
denen Herstellern (Mabtech, Pharmingen) empfohlenen Antikdrperpaare waren sowohl
die Sekretion von I1-4 oder IL-10 als auch die Antikorperbindung an diese Zytokine
bedeutend schlechter.

Die in der ViMS-Studie auf denselben Platten mitgetesteten Losungsmittel (Tab. 7)
zeigten kaum Hintergrundaktivitit, weshalb deren EinfluB3 auf die Immunogenitit der in

diesen Losungsmitteln geldsten Antigene vernachléssigt werden konnte.

Tabelle 7 L dsungsmittel gelOstes Antigen
EW 1:10 Flu 1:10
Essigsdure rhMOG 20pg/ml

DMSO Peptide
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3.1.2.2  Quantifizierung von Zytokin-mRNA und RT-PCR

3.1.2.3  B-Aktin-cDNA-Konzentrationen

Nach Einsammeln der fiir 12, 48 und 72 Stunden kultivierten Zellen aus 3 Kulturndpfen,
Zellyse, RNA-Isolation, reverser Transkription und Verdiinnung konnten mit der quan-
titativen RT-PCR fiir unstimulierte MBP-spezifische T-Zellen 3-Aktin-Konzentrationen
von 6,6 — 622 x 10%/ul, fir MBP-stimulierte 340 - 20800 x 10%/ul gemessen werden.
Aus den PBMC-Primidrkulturstimulationen der ViMS-Studie lagen die p-Aktin-

Konzentrationen zwischen 1,9 x 10* und 7,6 x 10°, das Mittel war 1,1 x 10°.

3.1.2.4 Methodenvergleich zwischen RT-PCR und ELISPOT

3.1.2.4.1 Antigenunabhangiger Vergleich im Rahmen der ViMS-Studie

Im direkten Vergleich zwischen IFNy-Expression (RT-PCR) und Anzahl der IFNy-
sezernierenden Zellen (ELISPOT) aus den gesammelten Proben der ViMS-Studie (s.
Kap. 2.2.2.10) war der Korrelationskoeffizient niedrig (0,44). Betrachtet man die Pro-
ben der einzelnen Spender getrennt voneinander, kann nach Ausschlul vereinzelter
Ausreifler bei 7/12 Spendern eine lineare Korrelation > 70%, bei 9/12 noch > 60% er-
mittelt werden. Die einzelnen Assays (n=16) fiir sich betrachtet sind abgesehen von
einer Ausnahme mit Koeffizienten von r* > 0,65, allerdings mitunter divergenten Stei-

gungen in den Trendlinien, gut korreliert.
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3.1.24.2 Methodenvergleich nach Influenzastimulation (ViMS-Studie)

Bei einer Auswahl von Ansétzen (n=23), in welchen mit Influenzaprotein und den bei-
den Impfchargen stimuliert wurde, ergaben sich zwischen IFNy-mRNA (RT-PCR) und
IFNy-spots (ELISPOT) gute Korrelationen nach Influenzastimulation (r*=0,63), nach
Stimulation mit dem Impfstoff 98/99 (+*=0,63) und 99/00 (1*=0,77) (Abb. 5).

Abbildung 5: Methoden-Vergleich zwischen RT-PCR (IFNy-mRNA-Expression) und
ELISPOT (IFNy Sekretion) an Ergebnissen von 13 Spendern im Rahmen der ViMS-
Studie. 1* = 0.766, p< 0.0001
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3.1.2.43 Immunitétsdquivalenz zwischen Flu A/PR/8/34 und den Impfstimmen

Im Vergleich der beiden Impfpriparationen (98/99 und 99/00) mit dem durchgehend
verwendeten Influenzavirusprotein nach UV-Inaktivierung konnte im ELISPOT eine
hoch signifikante Korrelation (p<0,0001) mit Koeffizienten von r*=0,89 fiir Influvac®
98/99 und r*=091 fiir Influvac® 99/00 ermittelt werden. Dabei war die Ubereinstim-
mung zwischen beiden Impfchargen 97.8%. Mit RT-PCR ergaben sich etwas schwiche-
re Korrelationen hinsichtlich IFNy-Expression nach Stimulation mit Influenzaprotein
und Influvac® 98/99 (r*=0,78) bzw. Influvac® 99/00 (r*=0,82), sowie zwischen beiden
Impfchargen (87,1%).

3.1.2.5 Methodenvergleich zwischen RT-PCR und ELISA

Unter verschiedenen Gesichtspunkten wurde die Korrelation zwischen Zytokin-
Expression mit RT-PCR und Zytokin-Produktion mit ELISA untersucht. Im Rahmen

der Immunphénotypisierung der antigen-spezifischen T-Zellinien wurden die mRNA-
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und entsprechenden Zytokinproteinprofile zu verschiedenen Zeitpunkten direkt mitein-
ander verglichen. Generell gab es trotz standardisierter Untersuchungsbedingungen kei-
ne gute Korrelation zwischen den untersuchten Parametern. Fiir TNFa hingegen ent-
sprachen zu jedem Zeitpunkt die gemessenen mRNA-Molekiile gut den im Uberstand

von MBP-spezifischen T-Zellkulturen ermittelten Zytokinmengen (Abb. 6)

Abbildung 6: Vergleich zwischen TNFa-mRNA Expression und TNFa Sekretion, ge-
zeigt an vier MBP-spezifischen T-Zellinien eines Spenders, jeweils zu verschiedenen
Zeiten nach Restimulation gemessen. Fehlerbalken: + SD (Doppelbestimmungen)
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3.1.3 T-Zellantworten nach Influenzaschutzimpfung

Bereits 2 Wochen nach Impfung konnte bei den MS-Patienten im ELISPOT ein Anstieg
der influenza-spezifischen T-Zellen gemessen werden (p = 0,008), wihrend bei den

gesunden Kontrollspendern schon vor Impfung ein hoher Ausgangswert vorhanden war

(Abb. 7).
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Abbildung 7: Haufigkeiten antigen-spezifischer T-Zellen fiir Flu, TT, MOG, MBP
(IFNy-ELISPOT) vor (preV) bzw. 2 und 4 Wochen nach Influenzaschutzimpfung
(wpV) von MS-Patienten und gesunden Spendern. Fehlerbalken: + SEM, ** p = 0,008
(Student t-Test)
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Individuelle T-Zellantworten wurden nach Ausprigung weiter untergliedert in starke
Antworten gegen Influenza-Antigenstimulation (mindestens 2facher Anstieg der IFNy-
spots, und zwar 2 oder 4 Wochen nach Impfung im Vergleich zu dem Ausgangswert vor
Impfung) und schwache Antworten (weniger als 2facher Anstieg der IFNy-spots). Die
Ansprechraten der MS-Patienten mit 5/12 (stark) und 6/12 (schwach) unterschieden sich
nicht wesentlich von denen der gesunden Kontrollgruppe mit 5/28 (stark) und 18/28
(schwach). Ein MS-Patient und fiinf gesunde Kontrollspender zeigten tiberhaupt keinen
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Anstieg der Influenza-spezifischen IFNy-spots nach Impfung. Bei 13 Spendern, teilwei-
se aus der Infektgruppe, wurden mit RT-PCR fiir die IFNy-mRNA-Expression nach in
vitro-Stimulation mit Influenzaprotein &hnliche Ergebnisse beobachtet, was flir eine
gute Korrelation der beiden Methoden spricht. Ein solcher Zusammenhang konnte fiir
IL4 nicht gefunden werden. An ausgewihlten Uberstinden wurde die IFNy-Sekretion
untersucht. Sogar in Proben von Népfen, die im ELISPOT eine hohe IFNy-Antwort
zeigten, konnte mit einem sensitiven IFNy-ELISA kein IFNy nachgewiesen werden.
Dies spricht fiir die nahezu vollstindige Bindung von IFNy an die antikorperbeschichte-
te Nitrozellulosemembran des ELISPOT. Spezifische Antworten im IFNy-ELISPOT
gegen TT, MBP und MOG blieben in beiden Gruppen wihrend des gesamten Beobach-

tungszeitraumes unverdndert (vgl. Abb. 7).

3.1.4 T-Zellantworten nach natlrlicher Atemwegsinfektion

Im Gegensatz dazu lieen sich um oder bis zu zwei Wochen nach einer zufilligen A-
temwegsinfektion vermehrt MBP-spezifische T-Lymphozyten nachweisen (Abb. 8).
Nicht weiter gestiegen ist die Zahl Influenza-spezifischer Zellen. Die geringfiigig erhoh-
te mittlere Antwort auf MBP um vier Wochen nach Impfung kann teilweise durch einen
Spender erklart werden, der kurz nach Impfung eine in der Patientenaufzeichnung do-

kumentierte, Infektion mit leichten Infektzeichen durchgemacht hatte.
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Abbildung 8: Antigen-spezifische T-Zellantworten dreier Impflinge, die vor dem 16-
Wochentermin an einem Atemwegsinfekt erkrankten. Bis zu 4 Wochen danach zeigt
sich ein nicht signifikanter Anstieg MBP-spezifischer T-Zellen. Fehlerbalken: + SEM.
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Das Beispiel eines MS-Patienten (Spender 17) mit Atemwegsinfektion und Fieber ge-
nau am 16-Wochentermin nach Impfung spiegelt im Zeitverlauf und in direkter Gegen-
iiberstellung der verwendeten Methoden (IFNy-RT-PCR und IFNy-ELISPOT) die
Immunantworten gegen Influenza, MOG und MBP wider (Abb. 9ab), wobei MS-
Patienten und gesunde Kontrollspender keine erkennbaren Unterschiede zeigten. Zum
Zeitpunkt der Infektion stellt sich im ELISPOT-Assay ein deutlicher Anstieg der
zelluldren Antwort gegen MBP dar, nicht jedoch gegen andere Proteine oder in der
sonst gut korrelierten RT-PCR. Zwar kam es auch bei den anderen beiden Spendern zu
einem Anstieg der MBP-reaktiven T-Zellen innerhalb von 2 Wochen nach Infekt (Abb.
8D), doch war diese Reaktion nicht konsistent bei allen Probanden mit Infektion
nachzuweisen. Bei vier MS-Patienten mit leichten Atemwegsinfektionen ohne Fieber,
die auBerhalb der Studie untersucht wurden, es also keine Ausgangswerte vor Infektion
gibt, waren tiberhaupt keine MBP-spezifischen Zellen detektierbar, obwohl die PBMC
zur gleichen Zeit, gelegentlich auf der gleichen Platte getestet wurden wie PBMC mit
nachweisbarer Antwort auf MBP (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 9a: Antigen-spezifische T-Zellantworten gegen MBP und MOG bei einem
MS-Patienten (Spender #17), der genau am 16-Wochentermin der Nachbeobachtungs-
zeit einen fieberhaften Infekt der oberen Atemwege erlitten hatte. Inf: Infektion, wpV:
Wochen nach Impfung, wpl: Wochen nach Infektion, n d: nicht bestimmt. Fehlerbalken
kennzeichnen +SD.
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Abbildung 9b: Antigen-spezifische T-Zellantworten gegen Flu und TT bei einem MS-
Patienten (Spender #17), der genau am 16-Wochentermin der Nachbeobachtungszeit
einen fieberhaften Infekt der oberen Atemwege erlitten hatte. Inf: Infektion, wpV: Wo-
chen nach Impfung, wpl: Wochen nach Infektion. Fehlerbalken kennzeichnen +SD.
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3.1.5 Virus-Serologie nach Impfung und Atemwegsinfektion

Das Verhiltnis zwischen hohen (Titeranstieg mindestens auf das Zweifache des Aus-
gangswertes) und niedrigen AntikOrperantworten gegen Influenzavirus A/PR/8/34
(HINT) war zwischen MS-Patienten (8/12 niedrig, 3/12 hoch) und Kontrollpersonen
(15/28 niedrig, 8/28 hoch) gleich (Tab. 8). Ein anhand des Titeranstiegs beurteiltes
Impfversagen betraf 8 % der MS-Patienten und 18 % der Kontrollpersonen.
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Tabelle 8: Impfantwortraten gemessen am Flu-Antikérpertiter-Anstieg bei MS-
Patienten (MS, n = 12) und gesunden Kontrollpersonen (HD, n = 28) nach Grippe-
schutzimpfung.

Kollektiv | gutelmpfantwort | maRige Impfantwort | Keine lmpfantwort
(Titeranstieg > 2 x) (Titeranstieg < 2 x) (Titer unveréndert)

MS=12 3 25 % 8 67 % 1 8%

HD =28 8 28 % 15 54 % 5 18 %

Die mittleren Antikorpertiter zeigten in beiden Gruppen einen signifikanten Anstieg ab
zwei Wochen nach Impfung (Abb. 10).

In keiner Serumprobe von Probanden, die wiahrend der Nachbeobachtungszeit an einer
zufilligen Infektion der Atemwege erkrankt sind, fanden sich erhohte Antikorpertiter
gegen die untersuchten respiratorischen Viren.

Abbildung 10: Mittlere anti-Flu-Antikorpertiter vor (preV), 2, 4 und 16 Wochen nach
Impfung (wpV) mit der Spaltvakzine Influvac® bei MS-Patienten (MS, n = 12) und

gesunden Kontrollpersonen (HD, n = 28). Die Fehlerbalken kennzeichnen SD. * p <
0,05; ** p<0,01 (Student t-Test).
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3.2  Virologisch-immunologische Unter suchungen

Die oben gezeigten Ergebnisse einer Immunaktivierung nach vorausgegangener Virus-
infektion (s. Kap. 3.1.4) sollten im Folgenden anhand myelin-spezifischer T-Zellen ii-

berpriift werden. Hierzu war es zunichst nétig, spezifische T-Zellinien zu generieren
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und zu charakterisieren, bevor in vitro-Infektionen mit dem humanen Herpesvirus-6

(HHV-6) und Influenzavirus (Flu) durchgefiihrt werden konnten.

3.2.1 Humanes basisches Myelinprotein (hMBP)

Das in den folgenden Experimenten verwendete humane Myelinprotein (hMBP) wurde
aus der weillen Substanz eines menschlichen Gehirns (7 h post mortem) aufgereinigt.
Das SDS-Polyacrylamid-Gel zeigte zwei Banden, entsprechend der beiden Hauptsplice-
varianten 18,5 kDa und 21,5 kDa (Abb. 11). Die Spezifitdt des MBP gegeniiber anderen
Hirnbestandteilen wurde mittels Western-Blot nachgewiesen (Abb. 12). Keiner der ge-
gen andere Hirnbestandteile gerichteten Antikorper erkannte das geblottete Protein.
Somit enthélt die Préparation keine Verunreinigungen durch Oligodendrozytengly-
koprotein (MOG), Astrozyten (S100), Mikroglia (GFAP). Als weitere Negativkontrolle
wurde ein gegen das periphere Myelin Py gerichteter Antikorper verwendet, der eben-
falls nicht anfarbte.

Dartiberhinaus kam in der HPLC ein schmaler, hoher Gipfel an der fiir hMBP typischen
Stelle des Acetonitril-Gradienten zur Darstellung (s. a. Giegerich 1990'%). Es konnte
eine liber 99%ige Reinheit des MBP mit nur einem geringen Bestandteil einer anderen
Bindungsfahigkeit als MBP nachgewiesen werden (Abb. 13).

Eine Ansequenzierung des gereinigten Proteins durch Dr. Viviane Hoppe am Institut fiir
Physiologische Chemie II scheiterte aufgrund einer Blockierung am amino-terminalen
Ende. Auf eine erneute Sequenzierung einzelner Peptide (interne Sequenzen) nach vor-
heriger Spaltung (z. B. mit Cyanbromid (CNBr) nach Methionin, tryptisch nach Lysin
und Arginin oder mit der sogenannten V8-Spaltung nach Glutaminsdure) wurde im

Hinblick auf die oben erwéhnten, eindeutigen Ergebnisse verzichtet.
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Abbildung 11: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. 10 pg des gereinigten humanen
basischen Myelinproteins auf ein 12,5 %iges Gel geladen (Spuren 1-3). M bezeichnet
die Spur mit dem Leichtmolekularmarker.
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Abbildung 12: Western-Blot zum Ausschlu3 von Verunreinigung durch andere Hirnbe-
standteile als MBP. Die auf dem Gel in Abb. 11 erhaltenen Banden wurden auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet und einzelne Streifen mit folgenden Antikorpern ge-
farbt: arabMBP 1:300 (A), 1:1000 (B und 1), maMOG 1:1000 (2), raS100 1:1000 (3),
moGFAP 1:100 (4), maPy 1:1000 (5), nur mit PBS-T (6). Banden der ersten (MBP,)
und zweiten (MBP;) Priaparation werden lediglich durch MBP-spezifische Antikorper
angefarbt (schwarze Pfeile), nicht durch Antikoérper, die gegen andere Hirnbestandteile
(MOG, S100, GFAP) bzw. peripheres Myelin (P) gerichtet sind.
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Abbildung 13: Analytische Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) des gerei-
nigten humanen basischen Myelinproteins. Zur Darstellung kommt eine schmale, hoch-
gipflige Hauptfraktion (MBP) bei 28,5 % NAC, entsprechend etwa 99% des eingesetz-
ten Materials.
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3.2.2 MBP-spezifische T-Zélinien

Nach der Split-well-Methode wurden von 3 gesunden Spendern insgesamt 8 MBP-
spezifische T-Zellinien und von zahlreichen anderen Spendern auch TT-spezifische T-
Zellinien erfolgreich etabliert. Diese lielen sich {iber einen Zeitraum von einigen Mona-
ten und bis zu 9 Restimulationen in etwa 2-4 wochigen Abstdnden kontaminationsfrei in
Kultur halten und nach schonendem Einfrieren jeweils vor einer bevorstehenden Resti-
mulation und raschem Auftauen mit sofortiger oder nach Ubernachtkultur erfolgter An-
tigenstimulation wieder in Kultur halten, ohne ihre im folgenden beschriebenen Eigen-
schaften zu verlieren. Zwischen den Restimulationen wurden in dreitdgigen Abstinden
frisches Medium und rekombinantes humanes IL2 zugegeben, welches in mindestens 4

unabhingigen Vorversuchen auf seine optimale Konzentration getestet wurde.

3.2.2.1 Vorexperimente und Kulturoptimierung

Als minimale optimale Endkonzentration fiir IL2 wurde 300pM = 4,65 x 10” g/ml (Mo-
lekulargewicht 15500 g/l = 1M) = ca. 4 Units (1U = 80pM) ermittelt (Abb. 14).

Abbildung 14: Uber Verdiinnungsreihen von rekombinantem humanen IL2 (rhIL2) in
zwei voneinander unabhingigen Testserien wurde anhand der Proliferation von PBMC,
welche drei Tage zuvor mit PHA vorstimuliert wurden, die spezifische Aktivitdt (1 Unit
(U) = 80 pM bei 50% der maximalen Proliferation (ca. 35000 cpm)) und minimale
Konzentration (300 pM = ca. 4 U) fiir eine optimale Proliferation ermittelt. Fehlerbal-
ken: + 2 x SD (Dreifachbestimmungen).
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In vergleichbaren Versuchsansdtzen mit MBP-spezifischen T-Zellinien zeigte sich, daf3
eine Zugabe von IL2 am Tag 5 nach Restimulation keine zusétzliche Proliferationsstei-
gerung brachte, wohl aber am Tag 7 nach obiger Konzentrationsabhéngigkeit, bzw. we-
sentlich frither bei unstimulierten Zellen. Erwdhnenswert ist, wie sich nach initialen
Experimenten und, bestétigt im weiteren Verlauf, an etablierten Linien zeigte, da3 nur
autologes Serum als Medienzusatz optimale Generierungs- und Kultivierungsbedingun-
gen gewihrte. Sowohl xenogene (FCS) als auch allogene (allogenes oder AB-Serum)
Fremdproteine flihrten zu einer unspezifischen Stimulation menschlicher T-Zellen. Bei
der 9. Restimulation der MBP-spezifischen T-Zellinie PeR2.7 ergab sich mit autologem
Serum ein Stimulationsindex von 257, wihrend dieser mit AB-Serum nur 96 betrug. In
einem anderen Ansatz verhinderten Plasma (Zitratzusatz) oder PBS die mitogen-

induzierte Proliferation; ohne jeglichen Serumzusatz war diese vermindert (Abb. 15).

Abbildung 15: Austestung der Stimulationsbedingungen unterschiedlicher Serumzusét-
ze (jeweils 5%, auller Pl (1:1)), exemplarisch an PBMC eines Spenders. Die Zahlen
iiber den Balken geben den Stimulationsindex als Grad der Spezifitdt der jeweiligen
Stimulation an. Die groBte Spezifitit (SI=397) wurde durch die Verwendung von auto-
logem Serum erzielt. Fehlerbalken + 2 x SD (Dreifachbestimmungen)
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3.2.2.2 T-Zellspezifitiat und —klonalitét

In jeweils 2 mal wiederholten Proliferationsmessungen ergaben sich fiir die 8 MBP-
spezifischen T-Zellinien Stimulationsindices (£2 x SD) zwischen 28 + 2 und 918 + 30.
Ein hoher Stimulationsindex, in der Regel 3-10 nach ersten Restimulationen, bedeutet
eine hohe Spezifitit der T-Zellinie. Bei der Bestimmung der Feinspezifitit mit {iberlap-
penden Peptiden fiel auf, daB3 jede T-Zellinie ein einzelnes Hauptpeptid erkannte (Abb.

16) und somit von einer oligoklonalen Linie ausgegangen werden kann.

Abbildung 16: Die Feinspezifitidt von 8 verschiedenen T-Zellinien wurde mit Hilfe von
tiberlappenden Peptiden untersucht. Die ersten beiden Graphen geben zwei aufeinander-
folgende Proliferationsmessungen (5. bzw. 6. Restimulation) derselben Linien wieder.
In der rechten Graphik fallt bei drei Zellinien (AIB) eine hohe Hintergrundaktivitit auch
bei den nichtstimulierenden Peptiden auf, die auf die Verwendung von FCS als Medien-
zusatz zurlickzufiihren ist. Fehlerbalken: + 2 x SD (Doppelbestimmungen)

4168 | —
14143 |
13132 | |
nE T
93-112
% 792 | |
% 61-82 | i |
"% T Orerzi09 1 OPeR2.10(6) O AIBY(6/+FCS
& 4001 mper207(5) | TPer207(6) B OABSOCS
g 3150 PeR2.01(5) PeR2.01(6) O BABAGIFCS
P 0] mPeRLOXS) T mPer1.026) B BoK4. 1(4)
1130 E i
120 |
MEP a ="
Medium | |
| | | |

0 25000 50000 0 10000 20000 0 5000 10000
Proliferation (cpm) Proliferation (cpm) Proliferation (cprm)



Ergebnisse 72

Etwa ab der 6. Restimulation wurden neben dem Hauptepitop keine anderen Peptide
mehr erkannt, dafiir wurden zum Teil die Stimulationsindices geringer.

In Abb. 16 wird der unspezifische Stimulationseffekt durch Fremdserum deutlich. Nur
bei T-Zellinien mit der Bezeichnung AIB mufite fiir diesen Versuch auf FCS umgestellt
werden, was sich durch einen {iberaus hohen Hintergrund der Negativkontrolle und der
nicht erkannten Peptide bemerkbar machte. Dennoch konnte unabhédngig von der da-
durch geringeren Spezifitit des Assays bei zwei von drei T-Zellinien das stimulierende
MBP-Epitop festgestellt werden. In folgenden Versuchen wurde fiir rekultivierte AlB-
Linien entweder wieder Eigenserum oder im Vergleich zu FCS weniger storendes AB-

Serum verwendet.

3.2.2.3 Phénotypisierung durch FACS

Drei Tage nach Antigenstimulation grenzte sich durchfluzytometrisch am klarsten eine
Blastenpopulation spezifischer CD4 -T-Helferzellen ab (Abb. 17), die im Vergleich zu
unstimulierten Zellinien eine 3-25fache Aufregulierung ihres IL-2-Rezeptors (a-Kette,

CD25) zeigten und eine leichte Herunterregulierung von VLA-4 (CD49d).
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Abbildung 17: Phinotypisierung der Th1-T-Zellinie PeR1.2 mittels Einzelzell-Fluoro-
zytometrie (FACS). Nach der 7. Restimulation zeigten sich ohne Zugabe des spezifi-
schen Antigens (MBP) wenig aktivierte Blasten (Polygon, links) und sowohl CD4"# als
auch CD4"* T-Zellen (unten links), mit MBP (rechts) war eine deutliche Blastenpopula-
tion erkennbar, sowie 97% CD4"* Zellen (rechts unten).
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3.2.2.4 Charakterisierung der Zytokinsekretion und ELISA

Zu Beginn dieser Arbeit konnten sensitive und spezifische ELISA-Assays zu Thl-
(IFNy, TNFa, IL-2) und Th2-Zytokinen (IL-4, IL-10) etabliert werden. Die Standard-
reihen und Interassay-Kontrollen wurden stabil und zuverlédssig detektiert, die Konfi-
denzintervalle lagen fiir die gezeigten Daten (Duplikatsbestimmungen) deutlich unter
10%. Von insgesamt 8 MBP-spezifischen T-Zellinien sezernierten vier (AIB5, AIBS,
BoK4.1, PeR1.2) dominant Th1-Zytokine (IFNy, TNFa) und zwei (PeR2.7, PeR2.10)
deutliche Mengen von Th2-Zytokinen (IL-4, IL-10). Zwei weitere Linien (AlB4,
PeR2.1) wurden aufgrund ihres gleichmédfBig verteilten Zytokinprofils (IFNy, TNFa, IL-
4 und IL10) als ThO-Linien bezeichnet (Tab. 9). Abbildung 18 zeigt diese Muster in
direkter Gegeniiberstellung der Zytokine IFNy und IL-4 fiir die vier MBP-spezifischen
T-Zellinien des Spenders PeR nochmals graphisch und verdeutlicht, daB3 dieses
Th1/Th2-Verhiltnis zu verschiedenen Zeitpunkten (Uberstinde wurden 12, 48 und 72

Stunden nach Restimulation eingesammelt) unterschiedlich ausfallt (vgl. * in Tab. 9).
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Tabelle 9: Einteilung der 8 MBP-spezifischen T-Zellinien anhand der im Zellkultur-
iberstand (48 Stunden nach 4./5. Restimulation) durch ELISA bestimmten Zytokine.
Das Verhéltnis zwischen dem Thl-Zytokin IFNy und dem Th2-Zytokin IL4 fiihrte zur
Einteilung in Th1- (>1), Th2- (<I) oder Th0-Zellinien (ca. 1). Restim.: Restimulation.

Linie | Spender | Restim.| IFNy + SD IL4+ SD |IFNy:IL4 | Phanotyp
1 |PeR1.02 5 11100 + 349 962 + 3,3 11,5 Thl
2 |PeR2.01 5 2347 + 528 | 2047 + 194 1,2 Tho*
3 |PeR2.07 5 63 £ 76 | 3475+ 24 0,02 Th2
4 |PeR2.10 5 75 + 27 383+ 13 0,2 Th2*
5 |BoK4.1 4 10100 + 1400 554+ 14 18,2 Thi
6 |AIB4 4 8170+ 145 | 6207 +341 1,3 ThO
7 |AIBS 4 11000 + 162 220+ 39 50 Thl
8 |AIBS 4 11548 +2049 | 2124+ 112 5,4 Thi
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Abbildung 18: Charakterisierung der T-Zellinien anhand Zytokinsekretion. Gegen-
iibergestellt sind die im Uberstand zu den angegebenen Zeitpunkten gemessenen IFNy-
und IL4-Konzentrationen bei vier T-Zellinien. Ein Uberwiegen der IFNy-Sekretion
weist die Linie PeR1.02 als Th1-Zellinie aus, wéahrend die anderen Linien aufgrund des
eher immunmodulatorischen Profils (IL4) als Th2- bzw. anhand des ausgewogenen Ver-
héltnisses zwischen Thl- und Th2- Zytokinen als noch nicht eindeutig differenziert
(ThO) einzustufen sind (vgl. Tab. 9). Negativkontrollen <2%, Fehlerbalken: + SD
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3.2.3 Invitro-Infektion humaner T-Zellen

3.2.3.1 Proliferation von PBMC nach Virusinfektion

3.23.1.1 In vitro-Infektion von PBMC mit Influenza A/PR/8/34 (HIN1)

Die Proliferation von unstimulierten PBMC wurde durch Infektion mit MOI zwischen 2
und 0,1 gesteigert. Dabei waren unabhingig vom Influenza-Antikorpertiter des einzel-
nen Spenders geringere Virusmengen bis zum Erreichen eines individuellen Titers bes-
sere Stimulatoren (Abb. 19). Die mitogen-induzierte Proliferation war abhidngig vom

Spender in demselben Titerbereich geringfiigig herabgesetzt.
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Abbildung 19: Proliferationssteigerung unstimulierter PBMC nach in vitro-Infektion
mit Influenza A/PR/8/34 in einem Dosisbereich zwischen 0,1 bis 2 MOI. Beispielhaft
an zwei Infektionsversuchen V4 und V8. Fehlerbalken: 2 x SD.
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FACS-Analysen von MHC-Klasse I und II Molekiilen an Tag 1, 2 und 3 nach Influen-
zainfektion von PBMC ergaben im Zeitverlauf eine leichte Aufregulierung der Klasse
II-Molekiile, was sich aber im Schwankungsbereich der nichtinfizierten Kontroll-PBMC
bewegte (Abb. 20).

Abbildung 20: FACS-Analyse (Histogramme) mit leicht hochregulierter MHC-I- (links)
und MHC-II- (rechts) Expression 24 Stunden nach in vitro-Infektion von PBMC mit
Influenza A/PR/8/34 (grau) im Vergleich zu nicht infizierten Zellen (Umrif3).
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323.1.2 In vitro-Infektion von PBMC mit HHV-6B

Nach Infektion mit zellfreiem HHV-6B kam es bei allen durchgefiihrten Experimenten
zu einer Proliferationshemmung im Bereich von 1 — 0,001 MOI und bei niedrigen Ti-
tern (0,0001 — 0,00001 MOI) zu einer virusinduzierten Stimulation der PBMC von se-
ropositiven Spendern. Die mitogen-induzierte Proliferation war nach HHV-6B-

Infektion in einem vergleichbaren Titerbereich nicht signifikant inhibiert (s. Abb. 21).

Abbildung 21: Proliferation von PBMC eines seropositiven Spenders durch in vitro-
HHV-6B-Infektion in niedriger Dosis (MOI 1x10”). Bei hohen Dosen kommt es zur
Hemmung der Zellproliferation. Fehlerbalken: 2 x SD, * p < 0.05 (Student t-Test)
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3.2.3.2 Koinkubationsmodell mit HHV-6B-infizierten MT-4 Zellen

Durch die Kokultur mit bestrahlten MT-4-Zellen (infiziert oder nicht infiziert) wurde
generell die spontane Zellproliferation von PBMC gehemmt. Dieser Effekt war bei ent-

sprechend hoherem Anteil PBMC (1:90 - 1:900) geringer. Allenfalls kam es bei einem
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Verhiltnis HHV-6B-positiver MT-4-Zellen : PBMC von 1:9 — 1:30 zu einer nicht-
signifikant erh6hten Proliferation gegeniiber der PBMC-Reinkultur (Abb. 22).

Abbildung 22: Hemmung der spontanen Proliferation von PBMC eines seropositiven
Spenders durch Kokultur mit HHV-6B-infizierten (schwarze Balken) und nicht infizier-
ten MT-4-Zellen (graue Balken). Bei der HHV-6BP* MT-4-Zell-Kokultur 148t dieser
immunsuppressive Effekt bei geringerem MT-4-Verhéltnis (< 1:9) deutlicher nach, als
bei den nicht infizierten MT-4-Zellen. Zwischen 1:9 und 1:30 HHV-6B"* MT-4-Zellen
: PBMC kam es zu einer leichten Zunahme der Zellproliferation. Fehlerbalken: 2 x SD
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3.2.3.3  Proliferation antigenspezifischer T-Zellinien nach Virusinfektion

3.2.3.3.1 In vitro-Infektion antigenspezifischer Zellen mit Flu A/PR/8/34 (HIN1)

Nach Influenzainfektion kam es bei allen 5 untersuchten TT-spezifischen T-Zellinien zu
einer deutlichen Suppression der antigenspezifischen Proliferation in einem Titerbereich
von MOI 1 —0,0001. Dieser Effekt war starker ausgeprigt, wenn isoliert die antigenpra-
sentierenden Zellen (bestrahlte autologe PBMC) infiziert wurden, im Vergleich zu iso-

liert infizierten TT-spezifischen T-Zellen mit nicht-infizierten APC (Abb. 23).
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Abbildung 23: Hemmung der Proliferation am Beispiel der TT-spezifischen T-Zellinie
OmU4.5.3 nach differentieller Infektion von APC (deutlicherer Effekt) bzw. T-Zellen
mit Influenza A/PR/8/34 wihrend der 4. Restimulation. Fehlerbalken: 2 x SD.
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14 Tage nach der 5. Restimulation der TT-spezifischen T-Zellinie OmU4.5.3 ergab sich
nach getrennter Infektion der T-Zellen bzw. APC folgendes Bild (Abb. 24)

Abbildung 24: Gesteigerte Proliferation der TT-spez. T-Zellinie OmU4.5.3 nach Infek-
tion mit Influenza A/PR/8/34 wihrend der 5. Restimulation, allerdings auch der PBMC
(APC) ohne T-Zellen (vorletzte Spalten) als Hinweis fiir eine nicht ausreichende Be-
strahlung. Fehlerbalken: 2 x SD (Doppelbestimmungen); 1g MOI (10 10%; 107; 10° =
1); +/- TT; TC inf. = T-Zellen infiziert; APC inf. = bestrahlte PBMC infiziert; keine
Angabe / non / N = nicht infiziert.

25000 +
20000

15000
10000
5000

0

Zellproliferation (cpm)

TC

APC

APC

TC

APC+TC

TC

Infektions- und Stimulationsbedingungen

inf.

mnon|



Ergebnisse 80

32332 In vitro-Infektion antigenspezifischer Zellen mit HHV-6B

Abgesehen von einer Steigerung der MBP-spezifischen Proliferation bei isolierter T-
Zell-Infektion der Th1-T-Zellinie PeR1.2 mit einer Infektionsdosis (MOI) von 1 x 107
TCIDso (p = 0,044) in einem einzigen Experiment (Abb. 25), wurde die antigenspezifi-
sche Stimulation in zwei weiteren Versuchen mit der Th2-T-Zellinie PeR2.1 kaum von
der vorherigen Infektion mit HHV-6B beeinfluf3t.

Abbildung 25: Gesteigerte antigen-spezifische Proliferation der MBP-spezifischen Th1-
T-Zellinie PeR1.2 (5. Restimulation) durch differentielle Infektion der T-Zellen (SI =

45) mit HHV-6B, Infektion der APC (SI = 88) ohne Effekt. Fehlerbalken: 2 x SD (Drei-
fachbestimmungen), * p < 0,05 (Student t-Test).
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3.24  Untersuchungen zu HHV-6-Reaktivierung im Serum

Neben den Infektionsversuchen sollte zusidtzlich in der nachfolgenden klinisch-
virologischen Studie die aktuell diskutierte Assoziation zwischen HHV-6 und MS iiber-
priift werden. Hierzu wurden serologische und molkulargenetische Befunde von unter-

schiedlichen MS-Patienten mit denen von gesunden Kontrollspendern verglichen.
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3.2.4.1 HHV-6-Serologie

Von 74 Serumproben konnten 71 Anti-HHV-6-IgG-Titer bestimmt werden, da von ei-
ner Probe die Kodierung nicht zugeordnet werden konnte und bei zwei weiteren eine
Bestimmung aufgrund antizelluldrer Antikorper nicht erfolgte. Die 71 auswertbaren
Proben wurden vier Gruppen zugeteilt: 23 MS-Patienten erhielten 1994 im Rahmen
einer PTX-Therapiestudie der Neurologischen Universitétsklinik Gottingen'*® Placebo,
21 Patienten den Phosphodiesterasehemmer Pentoxifyllin (PTX). Unabhingig von die-
ser Studie waren 1992 Serumproben von 15 Patienten in einer akuten Krankheitsphase
und 12 gesunden Kontrollpersonen gesammelt worden (Abb. 26). Im Mann-Whitney-U-
Test ergaben sich unberiicksichtigt einer unteren Grenztiterschwelle nur zwischen der
Kontrollgruppe (n = 12) und der PTX behandelten Gruppe signifikante Unterschiede (p
= 0,01). Aus keiner der untersuchten Serumproben konnte Anti-HHV-6-IgM nachge-

wiesen werden.

Abbildung 26: 1gG-Titer gegen HHV-6 in Seren von 4 verschiedenen Populationen: Die
Gruppen MS Placebo, MS PTX sind 44 Patienten, die an einer Medikamenten-Studie
mit/ohne PTX teilgenommen haben, MS akut wéhrend einer akuten Krankheitsphase
und HD sind gesunde Kontrollspender. Zahlen: p-Werte (Mann-Whitney-U-Test)
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3.2.4.2 HHV-6-DNA-Nachweis mit semi-nested PCR

Sowohl mit dem Standard-Primer-Paar der Virologie und Immunbiologie der Universi-
tdt Wiirzburg als auch unter Verwendung des Primer-Paars der aktuellen Arbeiten iiber
HHV-6"" " konnte in einer bis 0,1 fg Kontrollplasmid sensitiven semi-nested PCR in

keiner der untersuchten Proben Virus-DNA nachgewiesen werden (Abb. 27).

Abbildung 27: Agarose-Gelelektrophorese der Amplifikationsprodukte einer semi-
nested PCR fiir HHV-6 aus Patientenserum (in zwei Reihen) und HHV-6-Kontrollplas-
mid mit/ohne vorherige DNA-Extraktion (Ende der zweiten Reihe). M;: DNA-Marker
der Reihe 1; M,: DNA-Marker der Reihe 2.
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4 Diskussion

Vor dem Hintergrund der komplexen Autoimmunhypothese der Multiplen Sklerose und
Hinweisen fiir eine mogliche Virusassoziation, wurden in der vorliegenden Arbeit zwei
Teilaspekte untersucht. Zum einen sollten in der sogenannten ViMS-Studie klinisch-
immunologische Unterschiede in der Reaktion antigenspezifischer T-Lymphozyten
nach viralen Atemwegsinfektionen und der Influenzaschutzimpfung herausgearbeitet
werden.

Zum anderen sollten in einer klinisch-virologischen Studie die aktuell diskutierte Asso-
ziation der MS mit dem lympho- und neurotropen humanen Herpesvirus 6 (HHV-6)
iiberpriift, sowie mogliche Interaktionen des aktiven Influenza- und HHV-6-Virus in

einem etablierten Autoimmun-Zellkulturmodell untersucht werden.

4.1 Impfungund Infektion bel der M S (ViM S-Studie)

Aufgrund der Krankheitsverschlechterung im Rahmen von viralen Atemwegsinfektio-
nen (vgl. Kap. 1.3.1.6.3) bestand beziiglich verschiedener Schutzimpfungen Unsicher-
heit bei MS-Patienten und behandelnden Arzten, inwieweit diese eine ungiinstige Wir-
kung auf den Krankheitsverlauf haben konnten. In einigen zum Teil aktuellen Arbei-
ten,”” " ** konnte unabhéngig voneinander gezeigt werden, da bei der Influenza-
schutzimpfung kein erhdhtes Risiko fiir Multiple-Sklerose-Patienten in Bezug auf eine
Krankheitsverschlechterung oder Auslosung von Schiiben besteht. Uber diese epidemio-
logischen Daten hinaus stellte sich die Frage, welche Unterschiede zwischen Impfung
und Infektion beziiglich autoreaktiver Immunreaktionen bestehen. In der mit diesem
Ziel konzipierten ViMS-Studie wurden insbesondere die Auswirkungen der Influenza-
schutzimpfung, sowie natiirlich auftretender Infektionen der oberen Luftwege auf auto-
reaktive T-Zell-Antworten bei gesunden Probanden und MS-Patienten untersucht. Hier-
zu waren sensitive Nachweismethoden zur seriellen Untersuchung der Zahl und funkti-
onellen Reaktivitdt autoantigen-spezifischer T-Zellen nétig, wie sie im folgenden be-

schrieben werden.
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4.1.1 Frequenz und Reaktivitat spezifischer T-Zellen im Blut

Zur Untersuchung der im Blut zirkulierenden Vorlduferfrequenz autoreaktiver T-Zellen
wurde frither auf umstidndliche Weise die Klonierungsfrequenz mit einem auf Selektion
basierenden in vitro-Verdiinnungs-Assay (LDA) ermittelt, um auf die tatsachlich in vivo
vorliegende Zahl riickschlieBen zu kdnnen. Aufgrund der Kulturbedingungen waren die
Ergebnisse oft artefiziell und ungenau.' Durch die einfache Bestimmung der in Primér-
kultur (ex vivo) spezifisch stimulierbaren Gedéchtniszellen ist heute eine genauere Ab-
schidtzung der tatsdchlichen Verhiltnisse auch seltener autoreaktiver T-Zellen moglich,
was mit verschiedenen Methoden (ELISPOT, intrazelluldre Zytokin- / Tetramerfarbung
im FACS) gezeigt werden konnte. '*° '*

In dieser Arbeit wurde der sensitive IFNy-ELISPOT als funktionelles Nachweisverfah-
ren autoreaktiver T-Zellfrequenzen auf Einzelzellebene mit der hierzu gut korrelierten,
quantitativen RT-PCR kombiniert, um selbst minimale Verédnderungen bei seltenen an-
tigen-spezifischen T-Zellen zu erkennen. Zusétzlich konnten gemdfl Studiendesign
durch héufige Untersuchungszeitpunkte auch kurzzeitige Verdnderungen anti-
myelinspezifischer T-Zellantworten im Blut einzelner Patienten oder Spender nach Imp-
fung oder Infektion untersucht werden, wenngleich aktivierte T-Zellen moglicherweise
nur kurz in diesem Kompartiment verweilen. %%

Fiir das Autoantigen MBP wurde bei den meisten Spendern im Blut eine Frequenz von
etwa 1 x 10” (MBP-spezifische T-Zellen pro PBMC) bestimmt. Dies lag somit im unte-
ren Bereich der methodischen Nachweisgrenze, was sich auch mit Angaben aus der
Literatur deckt."! Olsson und Mitarbeiter fanden im Blut von MS-Patienten 2,7-5,2
MBP-spezifische T-Zellen / 10° PBMC, im Liquor sogar bis zu 185 / 10° mononuklesre
Liquor-Zellen."* Kleinere Unterschiede der Nachweisgrenzen und ermittelten GroBen-
angaben antigen-spezifischer T-Zellen zwischen den Arbeitsgruppen werden metho-
disch u. a. durch Antikdrperauswahl, Stimulationsbedingungen, einschlieBlich Qualitét
des eingesetzten Antigens, vor allem aber auch von den laborinternen AusschluBkrite-
rien unspezifischer spots durch Untersucher oder Lesegerdt beeinflullit. Neben der hohen
interindividuellen Variabilitit, wie sie bei vielen funktionellen Assays der klinischen
Immunologie ein statistisches Problem darstellt, fielen diese Unterschiede durch indivi-

duelle Verlaufsuntersuchungen mit einem streng konstant gehaltenen und kontrollierten
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Assay-System nicht ins Gewicht. Entgegen der Kritik der ELISPOT-Methodik bei nied-
rigen T-Zell-Vorlduferfrequenzen'' konnten wir mit einer MBP-spezifischen T-Zellinie
zeigen, daf in einem Bereich von 10-1000 pro Napf eingesetzte Zellen durch den ELIS-
POT-Assay linear abgebildet werden. Zusitzlich konnten wir bei einzelnen Spendern
nach durchgemachter Infektion mit dieser Methode durchaus einen deutlichen Anstieg
MBP-spezifischer T-Zellen nachweisen (vgl. Kap. 3.5.4). Auch andere generierten mit
Hilfe des ELISPOT-Assays verldfliche Daten von seltenen, (auto)reaktiven T-Zellen,
welche bei Goulder et al. ebenfalls eine hohe Korrelation zu der Tetramer-Technologie
aufwiesen.'* 14 142 143

Wie schon andere Arbeitsgruppen konnten auch wir keinen zahlenméfBigen Unterschied
MBP-spezifischer T-Lymphozyten zwischen MS-Patienten und gesunden Kontroll-
spendern finden.”'" '** ' Auch Zellzahl oder Reaktivitidt anderer Spezifititen unter-
schied sich wiahrend Impfung oder Atemwegsinfektion in beiden Gruppen nicht. Unge-
achtet seiner pathogenetischen Relevanz spiegelt jedoch der in der Literatur beschriebe-
ne hohe Liquoranteil moglicherweise die Tatsache wieder, daB sich ein GrofBteil der
myelinspezifischen Zellen in diesem Kompartiment befindet, und somit der Nachweis
im Blut hdufig nur in einem sehr engen Zeitfenster gelingt, wenn man von einer Akti-
vierung autoantigenspezifischer Zellen im Blut ausgeht. %%

T-Zellen, die gegen die verwendete Préparation des rekombinant in E. coli hergestellten
humanen MOGs in Zellkultur reagierten, wurden im ELISPOT durchwegs in hoher Fre-
quenz und interindividueller Variabilitit von 7,4 + 10 / 10° PBMC nachgewiesen. Ahn-
liche Ergebnisse (2,6 + 1,4 / 10°) erzielten auch andere in gesunden Primaten. '* Bei
vielen rekombinant hergestellten Proteinen, wie auch bei der verwendeten MOG-
Priparation, ist es ein bekanntes Phdnomen, dall bakterielle oder andere immunogene
Bestandteile die proteinspezifische Immunantwort iiberlagern kdnnen (personliches
Gesprach mit Dr. C. G. Haase, Neurologie Essen). Dabei handelt es sich vor allem um
His-Tag-Residuen, welche im Aufreinigungsprozef3 nicht abspaltbar waren, weniger um
hochimmunogene Lipopolysaccharide (LPS), wie im ETOXATE-Test ausgeschlossen
werden konnte. Abgesehen von moglicherweise falsch hohen Absolutzahlen waren hier-
fiir die intraindividuellen, relativen Verldufe MOG-spezifischer Antworten in der

ViMS-Studie nicht betroffen, da der Anteil immunogener Kontaminanten in der fiir alle
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Experimente verwendeten identischen Préparation konstant blieb. Fiir die Generierung
MOG-spezifischer Langzeitkulturen war dieses rekombinante Protein aus genannten
Griinden allerdings nicht verwendbar, was auch dazu fiihrte, dal aufgrund der geringen
Verfiigbarkeit des natiirlichen Proteins in neueren Arbeiten stets ausschlieflich syntheti-
sche MOG-Peptide Verwendung finden.'* Hingegen ist MBP in hoher Reinheit und
Menge aus menschlichem Gehirn aufzureinigen (vgl. Kap. 3.2.1). Fiir die Fragestellung
der impf- bzw. infektgetriggerten Stimulierbarkeit autoreaktiver Zellen wurden beide
Proteine als relevant angesehen und im ELSIPOT-Assay eingesetzt. Trotz einer ebenso
hohen Reinheit und Endkonzentration der verwendeten Peptide gelang es im ELISPOT-
Assay nicht, peptidspezifische Antworten zu messen. Moglicherweise sind hierfiir Un-
terschiede in der Prozessierung und Prdsentation durch antigenprédsentierende Zellen
verantwortlich, da T-Zell-Peptide und bestimmte Proteine unabhéngig von intrazellula-

rer Prozessierung an MHC-II-Molekiile gebunden werden.'’

4.1.2 ELISPOT, ELISA und quantitative RT-PCR

Im Rahmen der ViMS-Studie zeigte sich insbesondere fiir Kurzzeitstimulationen mit
gut definierten und immunogenen Antigenen wie das Influenzaprotein oder die Impf-
stoffpraparation eine sehr gute Korrelation zwischen der Anzahl IFNy-sezernierender
Zellen — gemessen mit IFNy-ELISPOT — und der Menge an exprimierter [IFNy-mRNA
der korrespondierenden Ansitze — gemessen mit RT-PCR. Unterschiede bei anderen
Antigenen sind moglicherweise auch darin begriindet, da3 im ELISPOT-Assay nicht die
rein quantitative IFNy-Sekretion des Gesamtansatzes, wie bei RT-PCR oder ELISA,
sondern vor allem die Anzahl der IFNy-sezernierenden Zellen bestimmt wird. Die Se-
kretionsmenge jeder einzelnen Zelle wurde zwar grob miterfalit (groBBe versus kleine
spots), diese Grofle ging jedoch nicht in die Auswertung mit ein. In der Literatur sind
fiir IFNy und IL4 mit murinen Splenozyten vergleichbare Korrelationen gezeigt wor-
den'®, wobei die Korrelation zwischen RT-PCR fiir IFNy-mRNA und dem IFNy-ELIS-
POT wohl aufgrund hoherer Sensitivitdt im Vergleich zum ELISA besser war. Auch
wurde bereits zwischen ELISPOT und der direkten Tetramer-Technologie eine hohe
Korrelation (1’=0,9) gezeigt.'* Der Methodenvergleich zwischen Zytokinproteinkonzen-

tration im ELISA und entsprechenden Zytokin-mRNA-Mengen in der quantitativen RT-
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PCR wurde entsprechend an MBP-spezifischen Zellkulturiiberstinden bzw. Zellen
durchgefiihrt, da aufgrund der geringeren Sensitivitit des ELISA Primédrkulturen nicht
geeignet gewesen wiren. Bei der Untersuchung zahlreicher Zytokine zeigte sich v. a.
fiir TNFa (vgl. Abb. 6) eine gute Korrelation beider Methoden, was gerade aufgrund
der posttranslationellen Regulation von TNFa eine hohe Methodenreliabilitit erkennen
1aBt. Da dies allerdings nur einen Teilaspekt der vorliegenden Arbeit darstellt, sei auf

die Arbeit von Dr. Nils Kruse in unserem Labor verwiesen.'>

4.1.3  Zellulareund humorale I mpfantworten

Die erhobenen Daten belegen, dall nach Impfung mit der Influenzaspaltvakzine weder
bei MS-Patienten noch bei gesunden Kontrollspendern erhdhte T-Zellantworten gegen
die Autoantigene MBP oder MOG auftreten, obwohl nach Impfung durchwegs gute
zellulire und humorale Reaktionen gegen das Influenzavirus beobachtet wurden.
Aufgrund der klinisch schwer zu tiberpriifenden Impfeftizienz wird diese hdufig anhand
der serologischen und zelluldren Antworten riickgeschlossen.'> '™ Der Antikorper-
Titeranstieg gegen Influenza in unserer Studie gleicht den Ergebnissen der oben er-
wiéhnten Multicenter-Studie von Miller'”, die zelluldren Influenza-spezifischen Antwor-
ten dartiberhinaus den Angaben von Mokhtarian®', was fiir einen guten Impferfolg
spricht.

Da nur Patienten ohne immunmodulierende / -suppressive Therapie geimpft wurden,
konnen beziiglich Wirksamkeit bei Patienten unter immunmodulatorischer Therapie
keine direkten Riickschliisse gezogen werden. Unter Beriicksichtigung anderer Studien
mit guten Antikorperantworten nach Influenzaimpfung bei AIDS-Patienten oder Patien-
ten unter dauerhafter immunsuppressiver Therapie (Asthma, Nieren-/ Leber-/ Herz-
transplantation, usw.) wire eine Ausweitung dieser Indikation auch auf MS-Patienten

mit immunsuppressiver Therapie vorstellbar."!

4.1.4  MBP-gpezifische T-Zellen wahrend Atemwegsinfektion

Dahingegen beobachteten wir eine milde Reaktion MBP-spezifischer T-Zellen nach
respiratorischen Infekten. Der fritheste Zeitraum war bei einem MS-Patienten 1 Tag
nach Beginn der im Impftagebuch dokumentierten Erkéltungskrankheit. Dieser Unter-

schied zwischen der im Vergleich zur gleichbleibend niedrigen MBP-Reaktivitit wih-
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rend Vakzinierung und der erh6hten MBP-spezifischen T-Zellfrequenz im Zusammen-
hang mit Atemwegsinfektionen 148t sich z. B. mit einer stirkeren Immunantwort gegen-
iiber dem invasiven Lebendvirus, sowie Unterschieden hinsichtlich Infektionsort, Um-
gebungsreaktion und ,,lymphatischer Rachenring™ erkldren. Diese Hypothese wird
durch die Tatsache unterstiitzt, da3 virale Infektionen, unter anderem iiber Interferonin-
duktion zu einer generellen Immunaktivierung (vgl. Abb. 2) bzw. Aufregulierung co-

stimulierender Molekiile fiihren.” "

4.1.5 Autoimmunitat nach Impfung oder Infektion

In Kontrast zu infektassoziierten Autoimmunreaktionen bekréftigen die Daten dieser
Studie die Impfsicherheit der Influenzavakzinierung bei MS-Patienten, wie sie klinisch
schon von zahlreichen anderen Autoren dokumentiert wurde.”” **"** Auflerdem konnten
durch die hier vorliegende Untersuchung Befiirchtungen iiber eine mogliche impfassozi-
ierte Auslosung von Autoimmunreaktionen, wie Kreuzreaktivitit (Molecular Mimicry)
oder unspezifische Begleitreaktion (Bystander Effect) wenigstens fir MBP und MOG
vermindert werden.

Da man andererseits die Risiken einer Schubauslosung oder Verschlechterung der MS
im zeitlichen Zusammenhang mit einer Infektion der oberen Luftwege kennt, wurde im
epidemiologischen Bulletin 41/98 des Robert-Koch-Instituts, Berlin, darauf hingewie-
sen, daB bei Nutzen-Risiko-Abwigung der zu erwartende Nutzen der Influenzaschut-
zimpfung bei MS-Patienten in den Vordergrund trete und somit geméfl Empfehlungen
der stdndigen Impfkommission am Robert-Koch-Institut (STIKO) bei dieser Gruppe der

chronisch Kranken zu empfehlen ist.'?’

4.2  Virologisch-lmmunologische Unter suchungen

Vor dem Hintergrund der infektassoziierten Immunaktivierung schien es bedeutsam,
den EinfluB von Virusinfektionen auf zelluldrer Ebene zu betrachten. Es wurden das
Influenzavirus A/PR/8/34 (HIN1) aufgrund des Bezuges zum ersten Teil der Arbeit,
sowie das humane Herpesvirus 6 (HHV-6B) aufgrund der aktuellen Diskussion eines

111-113, 117, 119, 138, 152 untersucht.

postulierten Zusammenhangs mit der Multiplen Sklerose
Dabei wurde zunichst die spontane Proliferation peripherer Blutlymphozyten (PBMC),

sowie die mitogeninduzierte Proliferationsrate nach in vitro-Infektion mit oben genann-
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ten Viren ermittelt. Im Folgenden wurde sowohl die unspezifische, als auch die antigen-
abhingige Proliferation spezifischer T-Zellen nach differentieller Virusinfektion der T-

Zellen bzw. APC untersucht.

4.2.1 Humanes Zellkulturmodell fur die Multiple Sklerose

Fiir die aus den Infektionsversuchen gewonnenen Ergebnisse waren die Etablierung und
zuverldssigen Kulturbedingungen des verwendeten autoimmunen Zellkulturmodells
essentiell. Wie in Kap. 3.2 gezeigt, waren die Voraussetzungen hinsichtlich Spezifitit
und Oligoklonalitit erfiillt und eine Immun-Phénotypisierung nach Oberflichenmarkern
und Zytokinprofil moglich.” ® Dariiberhinaus stellte sich die Verwendung von autolo-
gem Medium im Vergleich mit gepooltem AB-Serum oder FCS als optimaler Medien-
zusatz heraus. Mit der klassischen Split-well-Methode und bestrahlten PBMC als anti-
genpriasentierende Zellen gelang es, acht MBP-spezifische und zahlreiche TT-

spezifische Langzeitkulturen zu generieren.

4.2.2 Invitro-Infektionsver suche mit I nfluenzavirus A

In den Infektionsversuchen mit Influenza kam es bei niedrigeren mehr als bei hohen
Infektionsdosen in einem Bereich von MOI 0,1 bis 2 zu einer Proliferation der unstimu-
lierten PBMC, was auf die Proliferation Influenza-spezifischer T-Zellen der seropositi-
ven Spender zuriickzufiihren ist. Hingegen war sowohl die mitogenvermittelte (PBMC)
als auch die antigen-spezifische (TT- und MBP-spezifische T-Zellinien) Proliferation
durch die in vitro-Infektion mit Influenzavirus vermindert, unabhéngig davon, ob Effek-
torzellen oder Présenter infiziert wurden. Somit bestétigte sich in vitro die supprimie-
rende Wirkung auf die mitogen- und antigen-induzierte Proliferation.'” ** Wenngleich
es sich bei Influenza um ein Virus mit primirem respiratorischen Epithelzelltropismus
handelt und die zum Teil lymphopenischen Effekte noch nicht hinreichend erklért sind,
so sind doch abortive Infektionen von Lymphozyten beschrieben."”® Anhand dieser Da-
ten kann keine lineare Erkldrung einer postulierten Schub- oder sogar Krankheitsauslo-
sung durch Infektion mit Influenzaviren abgeleitet werden. Dennoch ist eine sekundire

153, 156, 157
» 156, als

Immunaktivierung iiber die in vivo zu beobachtende IFNy-Ausschiittung
Sekundérphdnomen und moglicher Stimulus einer Bystander-Aktivierung autoreaktiver

T-Zellen denkbar, zumal in einer klinischen Phase-II-Studie die Applikation von IFNy
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bei MS-Patienten deutlich schubauslésend wirkte. ™ Eine Aufregulierung myelin-
spezifischer T-Zellen konnte im Rahmen der ViMS-Studie nach Impfung nicht festge-
stellt werden, obwohl es zu einer impfbedingten Zunahme Influenza-spezifischer T-
Zellen gekommen war. Nach den ELISA-Befunden und der ELISPOT-Hintergrundfar-
bung in dieser Arbeit zu schlieen, welche bei Verwendung von 5%igem autologen
Serum auch vom IFNy-Gehalt des Serums abhingt, kam es nach Impfung nicht zu signi-
fikant erhohten Mengen IFNy im Serum. Dies konnte an der wesentlich stirkeren Im-
munaktivierung und dem nachgewiesenermaflen hoherem IFNy-Anstieg einer natiirli-
chen Infektion als unter Immunstimulierung mit attenuiertem Lebendvirus oder gerei-

nigtem HA liegen.'”

4.2.3 Invitro-Infektionsver suche mit HHV-6B

In einem experimentellen Infektionsmodell konnte bei HHV-6B-Infektionsdosen (MOI)
von iiber 10* TCIDs, die Proliferation frisch isolierter PBMC gehemmt werden. Dies
entspricht auch den Erfahrungen aus anderen Laboren, in denen mit HHV-6 gearbeitet
wird. Dabei kommt es moglicherweise iiber eine Herabregulierung des T-Zellrezeptor-
Komolekiils CD3 ', durch Hemmung der IL2-Synthese "** sowie iiber Apoptoseinduk-
tion '’ zu einer Hemmung der T-Lymphozyten-Proliferation. Bemerkenswerterweise
treten diese Effekte bei wesentlich niedrigeren Infektionsraten zwischen 10 bis 107
TCIDsg nicht auf. Hier wurde ein signifikanter Anstieg der spontanen Proliferationsrate
beobachtet, was am ehesten durch Stimulation HHV-6-spezifischer T-Zellen bei seropo-
sitiven Spendern erklérbar ist. Diese HHV-6-spezifische Proliferation konnte von ande-
ren durch Monozytendepletion oder antikorpervermittelte 1L2-Rezeptor-Blockade ge-
hemmt werden. ' Man konnte hypothetisieren, da3 bei hohen Virusmengen die intrin-
sische immunsuppressive Wirkung des Virus die Stimulation virusspezifischer T-Zellen
tibertrifft. Da die unspezifische Mitogenstimulation von PBMC antigenunabhéngig
funktioniert, ist hier ein Uberwiegen des immunsuppressiven Effekts nachzuvollziehen,
was in unseren Experimenten bei allen Infektionsdosen der Fall war. Eine autoantigen-
spezifische Stimulation konnte also weder {iber einen unspezifischen Bystander-Effekt

noch iiber Molecular Mimicry gezeigt werden. Dies wurde in einer sehr aktuellen Arbeit

bestétigt.'®!
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4.2.4  Klinische Untersuchungen zur HHV-6-Reaktivierung

Gemal} der kontrovers diskutierten Assoziation zwischen HHV-6 und Multipler Sklero-
se und der Fihigkeit des Virus, in menschlichen CD4+ T-Zellen und Monozyten zu
persistieren, sowie dessen hohe Prévalenz in Oligodendrozyten und Mikroglia legen
eine mogliche Rolle in der postulierten Viruspathogenese der MS nahe.

In einer klinischen und laborunterstiitzten Studie zur Evaluierung von HHV-6-
Durchseuchung bzw. moglicher Hinweise auf eine Reaktivierung wurden Serumproben
auf anti-HHV-6-Antikorper und Virus-DNA hin untersucht. Hierbei konnten bei 62 MS
Patienten und 12 Kontrollspendern weder IgM-Antikorper gegen HHV-6 noch Virus-
DNA nachgewiesen werden. Dariiberhinaus fanden sich zwischen den untersuchten
Gruppen keine signifikanten Unterschiede der IgG-Titer gegen HHV-6, auler bei dem
Pentoxifyllin-behandelten MS-Kollektiv, welches im Vergleich zu gesunden Probanden
erhohte Titer aufwies. Diese Titererhohung liee sich durch den postulierten PTX-
vermittelten Th2-shift'*, entweder iiber den Mechanismus unspezifisch erhéhter Anti-
korperproduktion oder einer spezifischen humoralen Antwort auf eine latente HHV-6-
Reaktivierung durch voriibergehende Immunsuppression erkldren. Der fehlende Nach-
weis von HHV-6-DNA im Serum der untersuchten Populationen spricht gegen eine
malgebliche Rolle als einzelnes Virus in der Pathogenese der MS, zumal im Vergleich
zu einer Vielzahl von Negativ-Ergebnissen''” ' *"- %! die wenigsten Forschergruppen''>
13,115 % einen signifikanten Unterschied zu gesunden Kontrollpersonen nachweisen

konnten.

4.3 Zusammenfassung

In der sogenannten ViMS-Studie, bei der MS-Patienten und gesunde Kontrollpersonen
mit einer Influenza-Spaltvakzine geimpft und fiir einen zum Teil viermonatigen Zeit-
raum im Verlauf nachbeobachtet wurden, ergab sich weder mit dem sensitiven IFNy-
ELISPOT noch mit der quantitativen RT-PCR ein Anhalt fiir erh6hte Autoimmunreak-
tivitdit gegen die zwei untersuchten Myelin-Antigene MBP und MOG. Im Gegensatz
dazu konnten mit dem IFNy-ELISPOT-Assay bei einigen gesunden Spendern und MS-
Patienten nach natiirlichen Atemwegsinfektionen eine erhéhte Frequenz autoreaktiver

MBP-spezifischer T-Lymphozyten beobachtet werden.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit konnten durch Zellkulturinfektionen mit Influenzavirus
oder HHV-6 weder an Primérzellkulturen noch in einem etablierten in vitro-Modell fiir
MS-Autoimmunitit an MBP-spezifischen T-Zellen eine immunstimulierende Wirkung
gezeigt werden. Bei niedrigen Infektionsdosen kam es zur Proliferation einer wahr-
scheinlich virus-spezifischen Zellpopulation, bei hoheren Dosen wurde dieser Effekt
durch die bekannte Immunsuppression der in vitro-Infektion mit HHV-6 tibertroffen.

In einer umfassenden Untersuchung von Serumproben von gesunden Spendern und MS-
Patienten in unterschiedlichen Krankheitsphasen wurden trotz sensitiver Nachweisme-
thoden keine erhohten Antikorper-Titer (IgG/IgM) gegen HHV-6 oder HHV-6-DNA
nachgewiesen, woraus geschlossen werden darf, dafl die untersuchten Viren keine in-
trinsische Pathogenitit fiir die Entstehung von Autoimmunitit bei der MS aufweisen.
Im Vergleich zu der Kontrollgruppe erhohte Anti-HHV-6-IgG-Titer bei PTX-
behandelten MS-Patienten lassen sich als mogliches Epiphdnomen durch die immun-
modulatorische (Th2-vermittelte) Wirkung des Medikaments deuten.

In Zusammenschau aller Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich die anfangs angedeuteten
Modelle einer virusvermittelten Autoimmunpathogenese der MS nicht eindeutig ein-
ordnen. Die Ergebnisse der ViMS-Studie, unterstiitzt durch zahlreiche Untersuchungen
anderer Gruppen, weisen in Bezug auf Schubausldsung oder Verschlechterung auf einen
generellen immunaktivierenden Mechanismus im Sinne einer unspezifischen Begleitre-
aktion durch Infektion aber nicht durch Influenzaschutzimpfung hin (vgl. Abb. 1b). Da-
bei spielt wohl nicht eine einzelne Virusinfektion (vgl. Antikdrperbefunde, Kap. 3.1.5)
die mafigebliche Rolle in einem schon auf immunologischer Ebene recht komplexen
Netzwerk, sondern kdnnen prinzipiell verschiedene (beliebige) Viren zum Anstof3en
einer Autoimmunkaskade beitragen, wenn sie auf einen konstitutionell oder temporir
empfanglichen Wirtsorganismus treffen. Dies ist auch vom Infektionsort und —milieu
abhéngig. Bei der vorliegenden Multifaktorialitit und Heterogenitdt der Subpopulatio-
nen sind monolineare Erkldrungsansitze bislang zum Scheitern verurteilt gewesen. Aber
aus dem Fehlen eines Beweises kann nicht der Bewesis fiir das Fehlen eines Zusammen-

hangs zwischen Virusinfektionen und Autoimmunreaktionen geschlossen werden.
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Neur ologische Univer sitatsklinik und Poliklinik im Kopfklinikum
Direktor: Prof. Dr. Klaus Toyka

Patienteninfor mation zur Studie;

EinfluB von Impfungen und Infektionen auf Immunreaktionen bei Patienten
mit chronisch entziindlichen Erkrankungen des Zentralnervensystems

Sehr geehrte, liebe Patienten,

im Rahmen der hier beschriebenen Studie sollen Erkenntnisse iiber den
EinfluB von Impfungen und Infektionen auf die Immunreaktionen gegen
korpereigenes Eiweill gewonnen werden. Bei entziindlichen Erkrankungen
des Nervensystems finden sich Immunreaktionen gegen Bestandteile von
Nervengewebe, die zu klinischen Symptomen fiihren konnen. Oft kommt
es nach Infektionen zum Auftreten neuer oder Verschlechterung bereits be-
stechender Symptome (Schub). Auf der anderen Seite treten diese Be-
schwerden im Rahmen von Impfungen sehr viel seltener auf. In mehreren
Untersuchungen konnte z.B. gezeigt werden, dal eine Grippeschutzimp-
fung keinen Einflul auf die Krankheitsaktivitdt oder das Voranschreiten
von neurologischen Symptomen hat.

Bei der Krankheitsentstehung und -verschlimmerung, die durch Infektions-
krankheiten mitbedingt wird, geht man davon aus, dall durch die Infektion
Immunzellen aktiviert werden, die sich gegen korpereigene Eiwei3verbin-
dungen richten. Diese Zellen konnen dann in das Nervensystem einwan-
dern und dort zur Zerstorung von Nervengewebe flihren.

Diese Ausfiihrungen betonen die negativen Einfliisse einer Virusinfektion
auf eine bereits bestehende Autoimmunkrankheit, und verdeutlichen, welch
wichtige Rolle der Beseitigung solch schidigender Faktoren zukommt. Nun
gilt die Verhiitung von Virusinfektionen bekannterweise als der beste
Schutz, und die Impfung als wirksamste Form, um dies zu gewahrleisten.

Die Grippeschutzimpfung ist diesbeziiglich eine vorbeugende Maflnahme,
von der man annehmen darf, daf} sie sowohl aus unserem derzeitigen Ver-
standnis, als auch nach vielen klinischen Beschreibungen fiir sinnvoll er-
achtet werden kann und schubauslosenden Infektionen vorbeugen soll.
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Ablauf der Studie:

Im Rahmen dieser Studie sollen direkt vor der Impfung oder bei einem be-
stechenden Infekt der oberen Luftwege sowie zu festgelegten Zeitpunkten
danach Blutproben abgenommen und die Blutzellen untersucht werden.

Zu vier Zeitpunkten, ndmlich am selben Tag, zwei und vier Wochen, sowie
4 Monate nach der Impfung werden Thnen jeweils 30 ml Blut aus einer
Armvene entnommen. Bei der ersten Blutentnahme, also am Tag der Imp-
fung, werden insgesamt 60 ml Blut entnommen.

Die Influenza-Schutzimpfung wird mit einer sogenannten Spaltvakzine aus
nicht mehr aktiven Bestandteilen verschiedener Virusstimme, wie sie nach
den aktuellsten Berichten der Weltgesundheitsorganisation (WHO) emp-
fohlen wird, durchgefiihrt. Der Impfstoff (Influvac®) ist in Deutschland
zugelassen. Da sich Influenza-Viren aufgrund eines besonderen Mecha-
nismus in threr Struktur verdndern konnen, sollte eine Impfung immer sai-
sonal an die entsprechenden Virus-Untergruppen angepalit werden und
sollte daher jdhrlich wiederholt werden. Der Impfschutz hingt auch von
dem Abwehrsystem des Geimpften ab, weshalb in der hier dargestellten
Studie aus einem Teil des entnommenen Blutes eine individuelle Erfolgs-
kontrolle (Antikorper-Titer) durchgefiihrt wird.

Sollten Sie innerhalb von einem Jahr nach der Impfung an einem Infekt der
oberen Luftwege erkranken, melden Sie sich bitte telefonisch in der Neuro-
logischen Poliklinik der Universitit Wiirzburg (Tel.: 0931-2015768), um
Termine fiir die weiteren Blutentnahmen (2, 4 und 16 Wochen nach Beginn
des Infektes) mit einem der Studienérzte zu vereinbaren.

Risiken und Komplikationen:

Im Allgemeinen ist die Impfung gut vertrdglich. Ernste Nebenwirkungen
sind bei Beachtung der Kontraindikationen fiir eine Grippeschutzimpfung
nicht zu erwarten. Sie wird von den Gesundheitsbehorden fiir dltere Men-
schen und solche empfohlen, die aufgrund priadisponierender Vorerkran-
kungen oder aufgrund hoher Sozialkontakte besonders gefiahrdet sind. Wie
eingangs erwdhnt, ist nach neueren Untersuchungen kein negativer Einfluf3
der Grippeschutz-impfung auf den Verlauf der multiplen Sklerose bekannt.
Gelegentlich kann es an der Impfstelle zu Ortlich begrenzten Beschwerden
kommen, z. B. Hautrotung, Juckreiz oder leichte Verhdrtung. Selten tritt
eine geringfligige Temperaturerh6hung oder Miidigkeit auf.
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Personen, bei denen eine Uberempfindlichkeit gegen Hiihnereiweil oder
Antibiotika bekannt ist, konnen an der Studie nicht teilnehmen, da bei ih-
nen die Gefahr einer allergischen Reaktion besteht.

Ihre Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig. Sie konnen Ihre Einwilligung
zur Teilnahme an dieser Studie jederzeit zuriickziehen und aus der Studie
ausscheiden, ohne daf3 Thnen hieraus ein Nachteil fiir die weitere Behand-
lung entsteht.

Einver standniser klérung:

Ich bin ausfiihrlich iiber die Durchfiihrung und Ziele dieser Studie aufge-
klart worden. Ich hatte ausreichend Zeit, mich iiber den Ablauf der Studie
und die damit verbundenen Blutentnahmen im Rahmen der Grippeschutz-
impfung sowie zum Zeitpunkt von Infektionen zu informieren. Mit der wis-
senschaftlichen Auswertung der im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten
in anonymisierter Form bin ich einverstanden. Meine Fragen wurden aus-
fiihrlich und zufriedenstellend beantwortet. Uber die seltenen, aber mogli-
chen Nebenwirkungen bin ich eingehend aufgeklirt worden. Zur Vermei-
dung solcher Zwischenfille, bestitige ich, dall bei mir keine Allergie gegen
Hiithnereiweill oder Antibiotika bekannt ist. Sollte ein Zwischenfall wéh-
rend oder kurz nach der Impfung auftreten, bin ich mit den zur Abwendung
gesundheitlicher Schiden notwendigen Mallnahmen einverstanden.

Mir ist bekannt, da3 ich jederzeit ohne Angabe von Griinden meine Teil-
nahme an dieser Studie widerrufen kann, ohne dal3 mir daraus Nachteile in
meiner weiteren Behandlung entstehen.

Meine Fragen wurden vollstindig und fiir mich verstdndlich beantwortet,
es bestehen keine weiteren Fragen mehr.

Hiermit erklare ich, ........cccccoeviiiiniiiiiiieieeiee ,geb.am ...,
meine Zustimmung zur Teilnahme an oben beschriebener Studie.

Wiirzburg, den .........cccceeeenvennneee.

Unterschrift der Arztin/des Arztes
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