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ZUSAMMENFASSUNG

1 ZUSAMMENFASSUNG

Diese Arbeit befasste sich mit der Charakterisierung der immunologischen Veranderungen
bei der Multiplen Sklerose (MS). Die MS ist eine chronisch-entzindliche und
demyeliniserende  Erkrankung des zentrden Nervensystems (ZNS), deren
Pathomechanismus bislang unbekannt ist. Man findet typischerweise eine Infiltration des
ZNS durch Immunzellen, wobel ein heterogenes Bild bezlglich der Qualitdt der
Immunreaktion und der histopathologischen Verénderungen im ZNS von M S-Patienten zu
beobachten ist. Obwohl kérpereigene Immunzellen wahrscheinlich die Mediatoren der
Erkrankung sind, ist bislang nicht gekléart, welche Immunzellen pathogenetisch relevant
sind und welche Rolle sie beim Krankheitsprozess spielen.

Da Hirngewebe gewohnlich nicht zuganglich ist und der Liquor cerebrospinalis (Liquor)
hochstwahrscheinlich die inflammatorischen Vorgange im ZNS widerspiegelt, wurde in
dieser Arbeit der Liquor auf charakteristische Verdnderungen bel der MS analysiert. Dazu
wurden Liquor- und Blutzellen von MS-Patienten im Vergleich zu Patienten mit anderen
neurologischen Erkrankungen phanotypisiert. Die Analysen zeigten keine wesentlichen
Unterschiede im Blut, hingegen war der Liquor von M S-Patienten durch eine Aktivierung
der humoralen, B-Zell vermittelten Immunantwort in Form eines erhdhten Anteils an B-
Zéellen, Plasmazellen und einer Erhdhung der intrathekalen Immunglobulin-G (1gG)-
Synthese gekennzeichnet. Je nach Auspragung der humoralen Immunantwort konnten drei
unterschiedliche -im Krankheitsverlauf stabile- Liquorpathologien ausgearbeitet werden:
1. Eine B-Zel dominante Pathologie mit einem hohen Anteil an B-Zellen, wenig
Monozyten und einer erhdhten 1gG-Synthese, 2. eine Monozyten-dominante Pathologie
mit wenig B-Zellen, zahlreichen Monozyten und wenig 1gG-Synthese und 3. eine
intermedidre Pathologie mit B-Zellen und Monozyten in etwa gleichem Verhdtnis und
einer moderaten 1gG-Synthese. Die Korrelation der unterschiedlichen Liguorpathologien
mit klinischen Parametern ergab, dass MS-Patienten mit einer B-Zell dominanten
Liquorpathologie eine raschere Krankheitsprogression hatten als Patienten mit
umgekehrtem Phanotyp.

Die Ergebnisse der Arbeit weisen auf eine Heterogenitét in der Liquorpathologie hin und
unterstitzten die Hypothese, dass die MS eine heterogene Erkrankung mit
unterschiedlichen zugrunde liegenden Pathomechanismen ist. Die unterschiedlichen
Liquorpathologien geben erstmals die Moglichkeit, die MS-Patienten anhand der
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Liguortypisierung in Subgruppen zu stratifizieren und méglicherweise eine Aussage Uber
die zu erwartende Krankheitsprogression zu treffen. Die im Krankheitsverlauf stabile
Akkumulation von B-Zellen und Plasmazellen und die konstante 1gG-Synthese bei
einzelnen MS-Patienten deutet auf eine zielgerichtete und kontinuierliche Aktivierung der
humoralen Immunantwort hin und wirft deshalb die Frage nach der Antigenspezifitat der

humoraen mmunantwort auf.

Der nach wie vor wichtigste Befund fur die Diagnose einer MS ist das Auftreten von
sogenannten oligoklonalen 1gG-Banden (OKBs). OKBs werden im Liquor von mehr als
95% der MS-Patienten beobachtet, wahrend sie nur sehr selten (<1%) bei gesunden
Kontrollen zu finden sind. Auf}erdem sind diese OKBs auch bel anderen chronischen
Erkrankungen des ZNS, die durch einen definierten Erreger verursacht sind, zu
beobachten. Bei diesen Erkrankungen ist ein Tell der OKBs gegen das
krankheitsverursachende Antigen gerichtet.

Trotz intensiver Forschung konnten die Zielantigene der Immunantwort bel MS bisher
nicht definiert werden. Ziel dieser Arbeit war es, - unter Berticksichtiung der Befunde bel
infektiosen Erkrankungen - mit einem neuen Ansatz die Zielstrukturen der OKBs bei der
MS zu identifizieren. Mit Hilfe eines Protein-Arrays, basierend auf einer cDNA-Bibliothek
des menschlichen Gehirns, wurden die Immunreaktivitéten von Liquor-Antikorpern
ausgewahlter M S-Patienten gegen etwa 37000 verschiedene Proteine bestimmt und mit den
Reaktivitédten von Kontroll-Liquores verglichen. Mit Hilfe von anschlief3enden ELISA-
Experimenten mit grofen MS- und Kontroll-Kollektiven wurden 10 Proteine identifiziert,
die bei MS-Patienten hthere Reaktivitdten zeigten als bei Kontrollen. Interessanterweise
wurden in den Immunreaktivititen gegen diese Kandidatenantigene Uberlappungen
beobachtet, die letztendlich zu zwel Proteingruppen fuhrten. Mit beiden Proteingruppen,
die aus 5 bzw. 3 Kandidatenproteinen bestanden, wurde eine ausgedehnte Epitop-Suche
durchgefuhrt. Die Analysen fihrten schliefdlich zu zwei Proteinen des Epstein-Barr-Virus
(EBV). Es handelte sich dabei um das EBNA-1 und BRRF-2 Protein. Die RNA
Transkripte beider Proteine konnten wir in latent mit EBV infizierten Zellen nachweisen.
Fur die anschlief3ende Bestimmung der Frequenz und Auspragung der Immunreaktivitéaten
gegen beide EBV-Proteine bel M S-Patienten verglichen mit Kontrollen wurde das BRRF-
2, da es kommerziell nicht zu erwerben war, Uber eine Klonierungsstrategie in E. coli

rekombinant exprimiert. Die weiterfihrenden Experimente zeigten, dass die
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Immunreaktivitdten gegen diese EBV-Proteine im Serum und Liquor von MS-Patienten
hoher waren als bei Patienten mit nicht-entzindlichen bzw. mit anderen entziindlichen
Erkrankungen des ZNS. Des Weiteren konnte die intrathekale Synthese der EBV-
spezifischen Antikorper gezeigt werden. Von besonderer Bedeutung war der Befund, dass
die OKBs im Liquor von MS-Patienten spezifisch gegen diese EBV-Proteine gerichtet
waren und Teil des gesamten OKB-Musters darstellten. Diese Ergebnisse unterstitzen
nachdrtcklich die Rolle von EBV in der Pathogenese der MS.
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2 EINLEITUNG

2.1 DasImmunsystem

Die grundlegende Funktion des Immunsystems ist die Befreiung des Organismus von
eingedrungenen Pathogenen und entarteten korpereigenen Zellen. Dabei muss das
Immunsystem zwischen kdrpereigenen Strukturen, die toleriert und, fremden Antigenen,
die beseitigt werden missen, unterscheiden. Grundsétzlich wird zwischen dem
angeborenen und erworbenen Immunsystem unterschieden. Die phylogenetisch dltere,
angeborene Immunantwort ist eine unspezifische Immunantwort, die bei einer Infektion as
erste zum Tragen kommt. Jedoch wird dabei kein Gedachtnis gebildet, so dass bei einer
wiederholten Infektion mit dem gleichen Pathogen keine verbesserte Immunantwort
ausgel 0st wird. Die erworbene Immunantwort dagegen ist eine spezifische Immunreaktion
auf ein Pathogen, die mit leichter Verzogerung nach Eindringen des Erregers einsetzt und
die Ausbildung eines Erreger-spezifischen Gedachtnisses zur Folge hat. Dieses befdhigt
das Immunsystem, nach erneuter Infektion mit dem gleichen Erreger schneller und
effizienter zu reagieren. Allerdings ist die Interaktion beider Komponenten fur die
erfolgreiche Immunabwehr eine Voraussetzung und Kennzeichen des Immunsystems
hoherer Vertebraten. Je nach Erregertyp (Viren, Bakterien, Pilze, Wirmer und Protozoen)
setzen unterschiedliche Mechanismen der Immunabwehr ein. Dabei kommt jedem Zelltyp
eine zugewiesene Rolle in der Immunreaktion zu. Im folgenden Abschnitt wird ein
Uberblick gegeben Uber die Kompartimente des Immunsystems mit Beschreibung der
Immunzellen, dieim Hinblick auf die im ersten Teil der Arbeit vorgestellten Analysen von
Bedeutung waren (Abb. 1).

2.1.1 Kompartimente desl mmunsystems

Die Zellen des Immunsystems entstehen aus den pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen, die wéahrend der Embryonalentwicklung in der fétalen Leber gebildet und
spater standig aus dem Knochenmark nachgeliefert werden. Aus diesen Stammzellen
bilden sich zum enen die myeloischen und zum anderen die lymphatischen
Vorléuferzellen, aus denen sich spéter die Lymphozyten entwickeln. Aus der myeloischen
Vorléauferzelle entstehen die polymorphkernigen Granulozyten, welche die eosinophilen,

neutrophilen und basophilen Zellen umfassen. Die Monozyten entstehen ebenfalls aus der
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myeloischen Vorlauferzelle. Sie zrkulieren im Blut und differenzieren zu
unterschiedlichen Gewebsmakrophagen aus, wie z. B. den Kupffer-Sternzellen in der
Leber und den Alveolarmakrophagen in der Lunge. Monozyten, Makrophagen und
Neutrophile gehéren zu den phagozytierenden Zellen, die entweder direkt Uber ihre
Rezeptoren an konservierte Oberflachenstrukturen von Mikroorganismen binden oder aber
Uber gebundenes Komplement bzw. Antigen-spezifische Antikdrper das Pathogen
phagozytieren und intrazellulér durch toxische Produkte abtoten. Eine weitere Gruppe des
angeborenen Immunsystems stellen die Naturlichen Killer (NK)-Zellen dar, die aus der
lymphoiden Linie generiert werden und auch als grof3e granulére Lymphozyten bezeichnet
werden. Uber Antikorper-bindende Rezeptoren sind sie in der Lage, Zielzellen, die von
Antikorpern opsoniert wurden, abzutoten. NK-Zellen spielen eine Rolle bel der
Eliminierung von Tumorzellen und bel viralen Infektionen. AuRRerdem findet man NK-
artige T-Zellen. Es handelt sich hierbei um T-Zellen, die typische NK-Marker exprimieren
und ebenfalls eine wichtige Funktion bei der Virusabwehr einnehmen.

Neben den zelluldren Bestandteilen besteht das unspezifische Immunsystem aus |6slichen
Bestandteilen, wobei dem Komplementsystem die bedeutendste Rolle zukommt. ESs
umfasst ca. 20 Serumproteine, die sich nach Anlagerung an einen Mikroorganismus
kaskadenartig aktivieren, was letzlich zur Bildung eines Membran-Angriffs-Komplexes
und schliefdlich zur Lyse des Pathogens fuihrt. Man unterscheidet den alternativen und den
klassischen Weg der Komplementkaskade. Wahrend beim alternativen Weg die Kaskade
durch spontane Anlagerung des Komplementfaktors C3b an das Pathogen induziert wird,
erfolgt die Kaskade des klassischen Weges Uber die Bindung von Antikérpern, die ein
Pathogen spezifisch gebunden haben. Durch die Bindung von Komplement an den
konstanten Teil der Antikorper werden die Pathogene opsoniert und die Phagozytose
erleichtert. Diese Immunreaktion stellt einen wichtigen Knotenpunkt zwischen der
angeborenen und der erworbenen Immunantwort dar.

Wenn ein Erreger nicht sofort durch die angeborene Immunantwort eliminiert werden
kann, setzt die adaptive Immunantwort ein, die sich durch Spezifitdt und Ausbildung eines
Gedéachtnisses auszeichnet. T- und B-Lymphozyten sind die hauptséchlichen Mediatoren
des adaptiven Immunsystems. Bel einer Immunreaktion gegen einen Erreger kommt es zur
Expansion von Erreger-spezifischen Effektor-Zellen und gleichzeitiger Differenzierung
einiger Zellen in sogenannte Ged&chtniszellen. Diese konnen zum einen bel einer

wiederholten Infektion mit dem gleichen Erreger schneller aktiviert werden, zum anderen
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Abb. 1: Differenzierung von mmunzellen aus h&matopoetischen Stammzellen.

Aus pluripotenten Stammzellen leiten sich die myeloische Vorlauferzelle, aus der sich die polymorphkernigen
Granulozyten und Monozyten entstehen, und die lymphatische Vorlauferzelle ab, aus der die B-Zellen, T-Zellen und NK-
Zellen und weitere Subpopulationen entstehen. B-Zellen reifen bereits im Knochenmark heran, wahrend T-Zellen im
Thymus ausdifferenzieren. Die unterschiedlichen Subpopulationen, die in dieser Arbeit untersucht wurden, sind farblich
hervorgehoben und mit dem jeweiligen zellspezifischen CD-Molekiil versehen. CD: CD- (cluster of differentiation)-
Antigene. (veréndert nach Immunobiology, 2001).
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sind sie dann bereits in einer hoheren Frequenz vorhanden, so dass die Sekundarantwort
insgesamt effizienter ablaufen kann. Jede dieser Zellen trdgt Rezeptoren mit nur ener
einzigen Spezifitét, die bereits vor dem ersten Antigenkontakt festgelegt ist. Theoretisch
kann fUr jedes Antigen ein passender Rezeptor gebildet werden. Da dabel auch potentiell
autoreaktive Zellen entstehen kdnnen, erfolgen noch am Ort der Zellreifung im Thymus
(T-Zellen) bzw. Knochenmark (B-Zellen) Depletionen von autoreaktiven Zellen. Diese
extrem hohe Diversitit der Rezeptoren wird durch den Prozess der somatischen
Rekombination von Rezeptorgenen wahrend der Reifung von Lymphozyten ermdglicht.
Die Rekombination erfolgt bei T-Zellen und B-Zellen in sehr dhnlicher Weise und wird im
néchsten Abschnitt fir B-Zellen néher beschrieben.

Hingegen erfolgt die Erkennung des Antigens auf unterschiedlichen Wegen. Wéhrend B-
Zellen zellular gebundene oder 16sliche Proteinantigene in nativer Form binden, erkennen
T-Zellen ihr Antigen nur in prozessierter Form als Peptidantigene. Dabel nehmen Antigen
prasentierende Zellen (APCs), z.B. Monozyten, das Antigen auf, spalten es intrazellul&r in
kurze Peptidfragmente und présentieren diese geladen auf einem MHC-Molekil den T-
Zéellen. Der T-Zell-Rezeptor (TCR), bestehend aus einem Heterodimer von a/b bzw. g/d
Ketten, erkennt nur Antigene im Kontext von solchen kdrpereigenen MHC-Molekilen. Es
gibt zwei Klassen von MHC-Molekilen. MHC Klasse | -Molekile sind auf den meisten
Korperzellen vorhanden und binden meist Peptide, die von im Zytosol abgebauten
Proteinen stammen (z.B. virale Proteine). Die Erkennung des Antigen-MHC Klasse |
Komplexes erfolgt Uber CD8+ T-Zellen und fuhrt zur Zytolyse der Antigen
prasentierenden Zelle. CD4+ T-Zellen binden dagegen Peptide, die auf MHC Klasse II-
Molekllen (fast ausschliefdlich auf APCs wie dendritischen Zellen, Makrophagen und B-
Zellen exprimiert) prasentiert werden. Die Antigene stammen hierbel urspringlich aus dem
Extrazelluléarraum und wurden endosomal in Vesikeln abgebaut. CD4+ T-Zellen sind nach
Antigen-spezifischer Aktivierung einerseits zur Ausschittung von pro-inflammatorischen
und zytotoxischen Molekilen befdhigt (Ty1CD4+), andererseits sind sie bel der
Aktivierung von B-Zellen von Bedeutung und werden daher auch als T-Helferzellen
(insbesondere  Tu2CD4+) bezeichnet. Wahrend T-Zellen fur die zellvermittelte
Immunantwort verantwortlich sind, erreichen B-Zellen ihre Effektorfunktion Gber die
Sezernierung von l6dlichen Antikdrpern und vermitteln auf diese Weise die sogenannte

humora e |mmunantwort.
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2.1.2 Die humorale Immunantwort

Als humorale Immunantwort wird die durch Antikorper vermittelte Immunabwehr
bezeichnet. Antikorper gehdren zur Proteingruppe der Immunglobuline (1g). B-Zellen sind
die Zellen, die zur Antikorpersynthese befahigt sind. Sie tragen einen spezifischen,
einzigartigen B-Zell Rezeptor auf der Zelloberflache, mit dem sie Antigene, vorrangig
native Antigene (Proteine, Polysaccharide, Lipide) erkennen [1]. Der B-Zell Rezeptor zeigt
dabei dieselbe Spezifitdt wie der von der B-Zelle sezernierte Antikorper. Der Antikorper
besitzt eine Y-Form, dessen Arme zwei identische Antigen-bindende Bereiche tragen, die
jewells aus einer schweren und einer leichten Kette zusammengesetzt sind (Abb. 2B).
Waéhrend die leichte Kette aus einem variablen und einem konstanten Bereich bestenht,
besitzt die schwere Kette einen variablen Bereich, aber mehrere konstante Bereiche,
welche den Stamm des Antikorpers bilden. Diese konstante Region, die den Isotyp des
Antikorpers bestimmt, kann den funf Hauptklassen (IgA, 1gD, IgE, 1gG, IgM) und den
1gG-Subklassen 1gG1, 19gG2, 1gG3, 1gG4 angehdren und legt letztendlich die funktionellen
Eigenschaften des Antikorpers fest. Der Isotyp richtet sich dabei nach der Stoffklasse des
Antigens und dem Ort der Immunreaktion, und kann wahrend einer Immunantwort einen
Klassenwechsel erfahren, der nur in aktivierten B-Zellen erfolgen kann. Wéahrend der
konstante Teil des Antikorpers die Effektorfunktion induziert, indem er z.B. an Rezeptoren
von phagozytierenden Zellen oder Komplementfaktoren bindet, ist die variable Region des
Antikorpers fur die Spezifitét zustandig. Die Spezifitét wird wahrend der Reifung einer B-
Zelle im Knochenmark festgelegt. Dies erfolgt durch somatische Rekombination
verschiedener Gen-Segmente im  Immunglobulingen-Locus. Dabel  spielen  sog.
Rekombinase Proteine eine wichtige Rolle. Die Gene fur die Antigen-bindende, variable
Region des Antikorpers setzen sich aus sogenannten V (variable)-, D (diversity)- und J
(joining)-Segmenten zusammen. In der Keimbahn-DNA existieren von jedem Segment
mehrere Kopien. Fir die schwere Kette z. B. sind es 65 V, 27 D- und 6 J-Segmente, die auf
Chromosom 14 lokalisiert sind. Durch zufédlige Rekombination einzelner Segmente wird
die hohe Antikorperdiversitét erreicht [2]. Abbildung 2 skizziert den Vorgang bei der

Rekombination am Beispiel der schweren Immunglobulinkette des Antikorpers.
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Keimbahn DNA Y4 V65 D1..D27 ... J6

LVI, ves5 DJ

D-J rekombinierte DNA JTHIOOE= - =000 Hl-

VDJ
VDJ rekombinierte DNA L ,_L

L VDJ

MRNA-Transkript _D_[._._D_“_AAA

CDRS3

Antigen-bindende Region

e S
Protein 6
(Antikor per/Immunglobulin) —
D! :lL Effektorregion

Abb. 2: Vorgang bei der somatischen Rekombination und Aufbau von Immunglobulin.

A Gezeigt ist die Rekombination der schweren Kette des B-Zell Rezeptors. Die Immunglobulinsegmente werden nach
dem Zufallsprinzip miteinander verknupf, wobel zunéchst ein D- und ein J-Segment fusioniert, und anschlie3end das DJ-
Segment mit einem V-Segment verkniipft wird. Die zwischen diesen Elementen liegenden Introns und nicht-kodierenden
Bereiche werden entfernt. Beim Zusammenfiigen der Elemente kommt es zu Ungenauigkeiten in der hypervariablen
Region (CDR3), dies fuhrt weiterhin zur erhdhten Diversitét der Antigen-bindenden Region. Die VDJ-Sequenz wird nach
der Transkription durch SpleiRen mit einer Sequenz fir die konstante Doméne verknlpft. B Struktur eines
Immunglobulins. Nach der Rekombination der schweren Kette wird die leichte Kette rearrangiert und beide Ketten
verknipft und schliefdlich zu einem funktionellen Immunglobulin trandatiert. Um eine Monospezifitat der B-Zelle zu
garantieren, wird nur ein Allel der schweren und leichten Kette produktiv rearrangiert (allele Exklusion).
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Zunéchst wird ein D-Segment mit einem J-Segment verknlpft. Danach folgt die Kopplung
des V-Segmentes mit dem bereits verknlpften DJ-Segment. Es entsteht ein
zusammenhangendes DNA-Stiick, das die gesamte variable Doméne der schweren Kette
kodiert. Beim Zusammenfigen der variablen Segmente kommt es zu gewissen
Ungenauigkeiten durch zusétzlichen Einbau oder Deletion von Nukleotiden. Dieser
Prozess fuhrt zur weiteren Erhohung der Antikorper-Vielfalt. Die Variabilitét ist deshalb in
den Verbindungsregionen zwischen den V-, D- und J-Segmenten am grof3ten, diese Region
wird a's CDR3-Region bezeichnet. Die vollstandig rearrangierte DNA-Sequenz wird nach
der Transkription durch RNA-Spleiffen mit einer Sequenz fur die konstante Doméne
kombiniert. Die leichten Ketten entstehen auf gleiche Weise, dlerdings fehlen hier die D-
Segmente. Die leichte Kette kann in zwei Formen vorkommen, der haufigeren Kappa-
Kette, deren Gensegmente auf Chromosom 2 lokalisiert sind, und der seltener
vorkommenden Lambda-K ette, deren Gensegmente sich auf Chromosom 22 befinden. Die
schwere und die leichte Kette werden schliefdlich zu einem funktionsféhigen Molekul
verbunden (Abbildung 2B). Die Assoziation der variablen Strukturen von schwerer und
leichter Kette fuhrt schliefdlich zur Antigen-bindenden Stelle des Antikorpers.

Theoretisch kann fur jede Antigenstruktur ein passender B-Zell Rezeptor generiert werden.
Dabel koénnen potentiell autoreaktive B-Zellen, die korpereigenes Gewebe erkennen,
entstehen. Noch im Knochenmark findet eine negative Selektion von autoreaktiven und
nicht funktionsfahigen B-Zellen statt, die mit einer Depletion dieser einhergeht. Nur etwa
5-10% der B-Zellen -noch a's unreife B-Zellen- verlassen das Knochenmark und reifen in
den lymphatischen Organen zu reifen B-Zellen an, die zundchst die B-Zell Rezeptoren als
IgD und IgM auf der Oberflache tragen. Einer aktuellen Studie zufolge sind trotz
M echanismen der Depletion etwa 20% aler Antikorper, die von reifen B-Zellen produziert
wurden, autoreaktiv [3]. Die Aktivierung von B-Zellen und Differenzierung zu
Plasmazellen, die Antigen-spezifische Antikorper in grof3en Mengen produzieren kdnnen,
findet in der Mikroumgebung der Keimzentren, einer spezialisierten Struktur in den
lymphatischen Organen, statt [4]. Bei den Aktivierungsmechanismen unterscheidet man je
nach Antigen zwischen thymusunabhangiger und thymusabhangiger Aktivierung. Bei der
erst genannten erfolgt die Aktivierung direkt Uber unspezifische sogenannte
thymusunabhangige Antigene, meist hochrepetitive Antigene wie z. B. Lipopolysaccharide
oder Polypeptide. Die repetitiven Antigene induzieren eine Kreuzvernetzung der B-Zell

Rezeptoren und damit eine Aktivierung der B-Zellen. Diese Immunantwort tritt sehr
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schnell en, es entstent aber gewdhnlich keine Aushildung eines Antigen-spezifischen
Gedachtnisses. Diese Art der Aktivierung erfolgt ohne die Hilfe der T-Zellen und induziert
normalerweise nur eine IgM-Antikorpersynthese ohne 1g-Isotyp-Klassenwechsel. Im
Gegensatz dazu wird bei der thymusabhangigen Aktivierung die Hilfe der T-Zellen
benttigt. Zu den thymusabhangigen Antigenen gehdren z. B. Viren. Sie werden Uber den
B-Zell Rezeptor spezifisch gebunden und dber Rezeptor-vermittelte Endozytose
aufgenommen. Das Antigen wird dann intrazellul&r in kurze Peptide abgebaut und tber das
MHC Klasse II-Molekil auf der Zelloberflache den Antigen-spezifischen CD4+ T-
Helferzellen prasentiert. Zur Aktivierung der B-Zellen missen die Antigen-spezifischen T-
Helferzellen einerseits den Antigen-MHC-Komplex erkennen, andererseits muss der CD40
Ligand (T-Zellen) an den CD40 Rezeptor (B-Zelle) binden. Durch diese Interaktion kommt
es zur Sekretion von Zytokinen, wodurch die B-Zellen zur klonalen Expansion stimuliert
werden. Dadurch entstehen B-Zellen einer einzigen Spezifitdéé mit identischer
hypervariablen CDR3-Region. Dieses Ereignis findet in den Kemzentren der
lymphatischen Organe statt (z.B. Milz oder den Lymphknoten).

Anders als T-Zellen sind B-Zellen, nachdem sie ihre Gene rearrangiert haben, féhig, die
Struktur der variablen Regionen weiter zu verdndern. Dieser Mechanismus wird als
somatische Hypermutation bezeichent. Dabei treten wahrend der klonalen Expansion von
zuvor aktivierten B-Zellen mit einer stark erhdhten Haufigkeit Punktmutationen in der
rearrangierten variablen Region des B-Zell-Rezeptors auf [5]. Die konstanten
Immunglobulingene sind dagegen nicht betroffen. Durch diesen Prozess, der in den
Keimzentren mit Hilfe von follikul&ren dendritischen Zellen abl&uft, entstehen Rezeptoren
mit einer bis zu 1000-fach htheren Affinitét zum Antigen. Dieses Phanomen wird als
Affinitdtsreifung bezeichnet und fihrt zur Selektion von B-Zellen mit hochaffinen
Antikorpern. Im Verlauf einer humoralen Immunantwort wachst deshalb die Affinitét der
Antikorper zum Antigen. Bei einer Sekundérantwort gegen das gleiche Antigen ist die
Affinitdtt wesentlich hoher als bei der Primérantwort. Gehadufte somatische

Hypermutationen sind also Kennzeichen fir eine Re-Exposition mit dem gleichen Antigen.
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Bel der Differenzierung zu Antikorper-sezernierenden Plasmazellen durchlaufen die B-
Zellen weiteren Immunglobulingen-Umordnungen, die zu einem Klassenwechsel der
konstanten Regionen fuhren. Je nach Antigenklasse (Proteine, Polysaccharide, Allergene)
wird ein spezieller Isotyp generiert. Das Wissen Uber den dominierenden Isotyp kann
Hinwels auf Status der Immunantwort und auf das Pathogen liefern. Wéahrend bei einer
akuten Infektion zunéchst IgM-Antikorper gebildet werden, sind 1gG- Antikorper Hinweis
auf eine fortgeschrittene bzw. zuriickliegende Infektion. Gedachtnis-B-Zellen sind durch
IgG-Antikorper gekennzeichnet. Eine Dominanz der Isotypsubklassen 1gG1 und 1gG3
deuten auf Proteine (z.B. virale Antigene), wahrend 1gG2 und 1gG4 auf Polysaccharide
(z.B. bakterielle Antigene) bzw. Allergene hinweisen. Bel Erkrankungen mit unbekanntem
Antigen kann diese Tatsache hilfreich zur Definition der zugrunde liegenden Antigenklasse

sain.

15



EINLEITUNG

2.2 Die Multiple Sklerose

2.2.1 Die Aetiologie der Multiplen Sklerose

Die Multiple Sklerose ist eine chronisch-entziindliche und demyelinisierende Erkrankung
des zentralen Nervensystems ZNS. Die Erkrankung beginnt typischerweise zwischen dem
20. und 40. Lebengjahr und ist die haufigste Ursache fir neurologische Defizite im jungen
Erwachsenenalter [6]. Durchschnittlich erkranken 0,05-0,15% der kaukasischen
Bevdlkerung an MS, wobei Frauen etwa doppelt so haufig betroffen sind wie Manner [7].
Als neurologische Defizite konnen Seh-, Sensibilitédts-, Blasen- und Gangstérungen
auftreten [8;9]. In 80-90% der Féle beginnt die MS schubférmig, wobei sich klinische
Verschlechterung in Form von plotzlich auftretenden neurologischen Symptomen und
Rickgang der Beschwerden mit anschlief3ender stabiler Phase abwechseln (relapsing-
remitting, RR-MS). In 10-20 % kommt es von Beginn an zu einer stetigen klinischen
Verschlechterung ohne Auftreten von akuten Schilben und Phasen der Erholung (primér
chronisch progrediente MS, PP-MS). In der Spétphase der Erkrankung wechseln etwa
40 % der Patienten mit einer schubformigen in eine progrediente Phase Uber (sekundar
chronisch progrediente MS, SP-MS) [8-10]. Unbehandelt treten bei einem Drittel der
Patienten im Verlauf der Erkrankung schwere Behinderungen (Rollstuhlpflichtigkeit oder
Bettlagrigkeit) und bei einem weiteren Drittel deutliche Behinderungen (Einschrankung
der Gehfahigkeit) auf. Bei dem Rest der Patienten sind nur leichte Einschrénkungen auch
nach Jahren der Erkrankung zu beobachten [11;12]. Diese Heterogenitét der klinischen
Verlaufsformen ist typisch fir die MS. Trotz intensiver Studien hat man bislang noch
keinen zuverlassigen prognostischen Faktor fur den Verlauf der Erkrankung gefunden [11].
Ein weiterer wichtiger diagnostischer Befund sind L&sionen in der weif3en Substanz des
Gehirns und Ruckenmarks, die durch kernspintomographische Bildgebungsverfahren
(Magnetische Resonanz Tomographie, MRT) dargestellt werden koénnen [13]. Auch
hierbei konnte eine Heterogenitét im Hinblick auf unterschiedliche Lasions-Profile bei den
M S-Patienten beoachtet werden [14;15]. Die Lasionen entstehen durch Demyelinisierung
der Neurone, als Folge derer eine verlangsamte Nervenleitung in den Ableitungen von
evozierten Potentialen zu beobachten ist. Je nach Ort der Schadigung kann es zu
entsprechenden neurologischen Ausféllen beim Patienten kommen. Die Beteiligung der

weil3en Substanz deutet auf eine Fokussierung der Erkrankung auf die Myelinhaltigen
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Regionen hin. Der selektive Abbau der Myelin-Schichten lasst sich eindeutig an
histopathologischen Untersuchungen des Hirngewebes von M S-Patienten demonstrieren.
Akut demyelinisierende Lasionen sind durch Infiltration von Immunkomponenten,
Demyeliniserung mit Zeichen der Remyeliniserung, Gliose und Axonverlust
charakterisiert [16]. Das Ausmal? und die Qualitdt der Immunreaktion, der De- und
Remyelinisierung variiert stark zwischen unterschiedlichen Patienten [17;18]. Damit
spiegeln  auch die histopathologischen  Veranderungen die klinisch  und
kernspintomografisch nachweisbare Heterogenitét der Erkrankung wider.

Ein wichtiger labordiagnostischer Zusatzbefund ist eine entztindliche Veranderungen im
Liquor, gekennzeichnet durch eine leichte Pleozytose (Zellzahl>4/m) und eine
intrathekale, d.h. im ZNS stattfindende 1gG-Synthese.

Die Therapie der MS ist immer noch as problematisch einzustufen. Obwohl erste
Medikamente einen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf gezeigt haben (Beta-
Interferone, Glatirameracetat, Mitoxantron), kann durch die Gabe dieser Substanzen

alenfalls eine leichte Verzogerung der Krankheitsprogression erreicht werden [19;20].
2.2.2 DieRolledesmmunsystemsbei der MS

Seit Beginn des vorletzten Jahrhunderts wird die Beteiligung des Immunsystems in der
Pathogenese der MS diskutiert. Histopathologisch findet sich typischerweise eine
Infiltration des ZNS  durch  Immunzellen, insbesondere T-Zellen und
Monozyten/M akrophagen, aber auch B-Zellen und Plasmazellen und eine Aktivierung der
Makrophagen und Mikroglia. Diese pathologischen Verdnderungen sind in der Form nicht
im gesunden ZNS zu beobachten [21]. Ferner findet man in unterschiedlichem Male
Antikorperablagerungen und Komplementaktivierung in den akuten Hirnlasionen [22]. Das
Ansprechen auf Steroide bei Patienten mit akutem Schub spricht ebenfalls fur die
Beteiligung von entzindlichen Komponenten bel der MS. Seit Mitte des letzten
Jahrhunderts ist sicher, dass MS-Patienten intrathekal 1gG synthetisieren und im Liquor
sogenannte oligoklonale Immunglobulin- G-Banden (OKB) auftreten [23]. Diese OKBS,
die eine Ansammlung von Antikorpern gegen einige wenige Antige darstellen, werden im
Serum dieser Patienten nicht gefunden. Das Muster bleibt Uber einen langen Zeitraum
stabil [24]. Solche OKBs findet man gewdhnlich nicht im Liquor von gesunden Menschen,
jedoch auch bel Patienten mit anderen chronisch-entziindlichen Erkrankungen des ZNS,

z. B. der Neuroborreliose, der Herpes-Enzephalitis und nach Maserninfektionen des ZNS
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(subacute sclerosing panencephalitis, SSPE). Interessanterweise sind die OKBs bei diesen
Erkrankungen gegen das krankheitsverursachende Pathogen gerichtet (zusammengefasst in
[25]. Diessind z.B. Borrelien-Antigene bei der Neuroborreliose [26], Masern-Viren bel der
SSPE [27] und Herpes-virde Antigene bei der Herpes-Enzephalitis. Aufgrund dieser
Erkenntnis und der Tatsache, dass 95% der M S-Patienten solche OKBs aufweisen, war die
Anayse der Spezifitdt der OKBs lange Zeit Gegenstand der Forschung. Da sie aber
erfolglos blieb, verfiel sie zeitweise in den Hintergrund und hat auf Grund der Entwicklung
neuer Methoden aktuell wieder an Interesse gewonnen [28].

Der Befund der OKBs wird durch aktuelle molekularbiologische Untersuchungen des B-
Zell Rezeptors reflektiert. Diese Studien konnten anhand der molekularen Analyse der
variablen Regionen der schweren Kette des B-Zell Rezeptors klonale bzw. oligoklonale
Expansionen von B-Zellen in Hirnlasionen [29;30] und im Liquor [31-33] nachweisen, die
in der Form nicht im peripheren Blut beobachtet wurden [30]. Hingegen scheint das B-Zell
Repertoire im Liquor von akuten infektiosen ZNS-Erkrankungen wie der viraen
Meningitis polyklonal zu sein [32]. Des Weliteren konnte gezeigt werden, dass der B-Zell
Rezeptor der im ZNS expandierten B-Zellen in der hypervariablen Region somatischen
Hypermutationen unterliegt [31;32]. Dieses Phénomen der Antigenreifung durch
Einbringen von Mutationen in der variablen Region wird nur bei wiederholter Exposition
mit dem gleichem Antigen erreicht. Gleiches beobachtet man bei der SSPE, bei der
somatische Hypermutationen in den ins ZNS infiltrierenden B-Zellen auf eine Antigen-
induzierte Immunantwort gegen das bekannte Masern-Antigen hinweisen [34]. Diese
Befunde sprechen fir eine stark fokussierte und fir eine gegen einige wenige im ZNS
residente Antige gerichtete Immunantwort bel der MS. Untermauert wird diese Hypothese
durch molekulare Untersuchungen von T-Zellen, die eine klonale bzw. oligoklonale
Anreicherung von CD8+ T-Zellen sowohl im Liquor [35] als auch in akuten Hirnlasionen
[36], aber nicht im peripherem Blut aufzeigten. Trotz grofRer Anstrengungen in der
Forschung sind die Zielantigene der M'S bisher noch unbekannt.

2.2.3Maogliche Zielantigenebei MS

Bisher ist ungeklart, welcher Pathomechanismus bei der MS zugrunde liegt. Die Kenntnis
Uber den Pathomechanismus wirde aber Hinweise auf die Zielstrukturen der
Immunantwort liefern. Grundsétzlich werden drei Modelle vertreten: 1. das infektiGse
Modell, 2. das Autoimmunitdtsmodell und 3. das Modell des Molekularen Mimikry. Vor
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dem Hintergrund der Heterogenitét der Erkrankung konnten durchaus unterschiedliche
Pathomechanismen wirken. Dabei spielt der genetische Kontext wahrscheinlich eine
wichtige Rolle. Tatsachlich ist das Risiko fur Familienmitglieder von M S-Patienten erhoht.
So ist das Risiko um das 10-fache erhoht fir Kinder von M S-Patienten und sogar um das
250-fache bel eineligen Zwillingen [37].

Erstaunlicherweise liegt die Konkordanzrate von 30% bei eineiigen Zwillingen aber relativ
niedrig, so dass man diesen Befund als Hinwels fur die Bedeutung von Umweltfaktoren, z.
B. infektiosen und Ubertragbaren Faktoren in der Pathogenese der MS gewertet hat
(infektidses Modell). In der Tat haben epidemiologische Studien und Migrationsstudien die
Betelligung von Umweltfaktoren am Erkrankungsprozess belegt. Das Risiko ist am
hochsten in Landern mit moderatem Klima [38]. Migration von Gebieten mit hohem MS-
Risiko in Lander mit niedrigem Risiko vor der Pubertét reduziert das Risiko, an MS zu
erkranken. Hingegen steigt das Risiko im umgekehrten Fall [39]. Sogenannte MS-
Epidemien belegen zusétzlich die Bedeutung eines moglicherweise infektitosen Faktors.
Auf den Faroer Inseln beispielsweise war die MS unbekannt bis zu dem Zeitpunkt, als
britische Soldaten 1940 landeten [40]. Mittlerwelle tritt die MS in gleicher Haufigkeit wie
in anderen europaischen Landern auf. Nicht weniger als 20 verschiedene Viren und
Bakterien sind in der Pathogenese der MS diskutiert worden, jedoch konnte bisher kein
Pathogen sicher mit der M S assoziiert werden.

Aus den Ergebnissen der Untersuchungen am Tiermodell der MS, der experimentellen
allergischen Enzephalomyelitis (EAE), kam die Theorie des autoimmunen Prozesses bei
der MS auf (Autoimmunitdtsmodell). Das Modell wurde aus der Beobachtung entwickelt,
als eine Rabies-Immunisierung von Patienten mit einem mit Myelin-kontaminierten
Impfstoff akute Demyelinisierungen im ZNS auslGste. Es wurde folgend die Hypothese
aufgestellt, dass Myelinantigene eine Autoimmunreaktion im Hirn ausl6sen kénnten. Diese
These wurde fur das Tiermodell bestétigt. Immunisierung mit Myelin-Antigen und
Freund’'s Adjuvanz in ausgewdhlten Mausstdmmen kann ene entzindliche und
demyelinisierende EAE ausdsen [41]. Neben T-Zellen spielen Myelin-spezifische
Antikorper eine pathogenetische, krankheitsmodulierende Rolle bei der EAE [42;43]. Da
es bel der MS insbesondere zur Destruktion der Axon-umhillenden Myelinscheiden
kommt, wird bis heute ein Autoimmunprozess, das heild eine fehlgeleitete Reaktion des
menschlichen Immunsystems gegen hirneigene Zielstrukturen, favorisiert [44]. Myelin-
Antigene, wie das Myein basische Protein (MBP), Myelin-Oligodendrozyten
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Glykoprotein (MOG) bzw. das Proteolipid-Protein (PLP), werden auch bei der MS als
Zielstrukturen angenommen. Myelin-spezifische Antikorper werden zwar im Serum und
Liguor von M S-Patienten gefunden [45], man findet sie aber auch bel gesunden Kontrollen
oder bei Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen [46;47]. Des Weiteren
konnten Myelin-spezifische T-Zellen auch bei gesunden Patienten gefunden werden, was
die Annahme zulasst, dass autoreaktive T-Zellen und Autoantikorper Teil des normalen
Repertoires sind [44]. Bislang ist der Bewels nicht erbracht, dass tatsachlich Myelin-
Antigene eine Rolle in der Pathogenese der M S spielen.

Ein weiterer Mechanismus, der als Molekulares Mimikry bezeichnet wird, stellt einen
recht Uberzeugenden Ansatz dar. Dabei konnte ein infektioses Agens Immunzellen
aktivieren, die zwar primé gegen den Erreger gerichtet sind, aber gleichzeitig mit
Antigenen im ZNS kreuzreagieren und so versehentlich eine Entziindungsreaktion im ZNS
verursachen [48;49].

Trotz intensiver Studien ist das krankheits-assoziierte Antigen bei der MS immer noch
unbekannt. Die Erkenntnis Uber die Zielstruktur der Immunantwort wére allerdings ein
bedeutender Schritt zur Klarung der Pathogenese und Ursache der MS sowie eine
Grundvoraussetzung fr die Entwicklung von M S-spezifischen Therapien. Im Hinblick auf
die Heterogenitét der MSist die Beteiligung von unterschiedlichen Pathomechanismen und

damit unterschiedlichen Zidl strukturen durchaus vorstellbar.
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3 AUFGABENSTELLUNG

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Immunzellen aus dem Liguor von MS-Patienten
flusszytometrisch untersucht und mit Kontrollpersonen verglichen werden. Ziel war es,
charakteristische Veranderungen bel MS-Patienten im Liquor auszuarbeiten. Die Analyse
eines grolen MS-Kollektivs sollte klaren, ob sich die bekannte Heterogenitdt der MS auch
in der Liquorpathologie widerspiegelt. Es sollte ein stabiler Parameter identifiziert werden,
der eine Stratifizierung der MS-Patienten in unterschiedliche Subgruppen anhand der
Liquorpathologie erlaubt. Weiterhin war zu kléren, ob die unterschiedlichen
pathologischen  Liquorveranderungen  Hinweise auf die zu  erwartende
Krankheitsprogression liefern kénnen und ob somit ein prognostischer Liquor-Marker

definiert werden kann.

Ziel des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung der
Antigenspezifitét der OKBsim Liquor von MS-Patienten. Zur Klarung dieser Frage wurde
ein Proteinexpressions-Array, basierend auf einer cDNA-Bibliothek des menschlichen
Gehirns, eingesetzt und die Immunreaktivitét von Antikorpern aus dem Liquor gegen diese
Proteine bestimmt. Die Immunreaktivitdten gegen die potentiell MS-spezifischen
Kandidatenantigene sollten in MS- und Kontroll-Kollektiven mittels ELISA analysiert und
die Epitope der Kandidatenantigene bestimmt werden. Mit Hilfe der identifizierten Epitope
sollte eine Suche nach den korrespondierenden in der Natur vorkommenden Proteinen
durchgefuhrt werden, und die Immunreaktivitéten gegen diese Proteine in Serum und
Liguor von MS-Patienten mit Kontrollen verglichen werden. Schlief3lich sollte untersucht
werden, ob die Antigen-spezifischen Antikorper intrathekal synthetisiert werden und ob sie
Teil der OKBsim Liquor von M S-Patienten sind.
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4 MATERIAL UND METH ODEN

4.1 MS-Patienten und Kontr ollpersonen

Patienten mit definitiver MS und Kontrollpatienten wurden in der Klinik fur Neurologie in
Marburg rekrutiert. Als Kontrollpersonen dienten Patienten mit nicht-entztndlichen
Erkrankungen (NIND) und Patienten mit anderen entziindlichen Erkrankungen des ZNS
(OIND) ohne MS-ghnliche Symptome. Alle Patienten wurden von erfahrenen Neurologen
der Klinik auf ihre neurologischen Symptome untersucht und klinische Parameter wie die
Krankheitsdauer, der Krankheitsverlauf (RR-MS, SP-MS, PP-MS) und der EDSS
(expanded disability status scale) ermittelt. Der EDSS beurteilt die momentane Schwere
der Erkrankung. Das Ethik-Komitee der Philipps-Universitéé Marburg hat die
Untersuchungen bewilligt.

4.2 Flusszytometrische M eth oden

Die 4-Farben Flusszytometrie erméglichte unter Verwendung von monoklonalen
Antikorpern gegen spezifische Oberfachenmolekiile die Untersuchung von verschiedenen

Immunzellen aus dem peripheren Blut und Liquor von M S-Patienten und Kontrollen.
4.2.1 Antikorper

Die monoklonalen Antikérper waren FITC (Fluorescein isothiocyanate), PE
(Phycoerythrin), PerCP (Peridinin chlorophyll-a Protein) bzw. APC (Allophycocyanin)
gekoppelt, wodurch durch Kombination selektiver Antikdrper die Analyse von
unterschiedlichen Leukozytenpopulationen moglich war. Folgende Antikdrper wurden in
dieser Arbeit verwendet:

anti-CD4-APC (clone RPA-T4), anti-CD19-APC (clone HIB19), anti-CD45-APC (HI 30),
alle von Pharmingen (New Jersey, USA); anti-CD138-PE (clone B-B4), anti CD14-FITC
(clone RMO52), anti-T Zell Rezeptor (TCR) a/b- PE (clone BMA 031), anti-TCR ¢/d-
FITC (clone Immu 510), anti-CD3-FITC (clone UCHT-1), alle von Immunotech (New
Jersey, USA); anti-CD8-PerCP (clone SK1), anti-CD16-PE (clone B 73.1), anti-CD56-PE
(clone NKAM 16.2), anti-CD3-PerCP (clone SK 7), alle von Becton Dickinson (BD, NJ,
USA). Die Antikérper wurden in folgenden Kombinationen eingesetzt: 1. CD3-FITC,
CD56/16-PE, CD8-PerCP, CD4-APC; 2. CD14-FITC, CD138-PE, CD3-PerCP, CD19-
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APC; 3. TCR dd -FITC, TCR a/b-PE, CD3-PerCP, CD45-APC; 4. IgG-FITC, 1gG-PE,
IlgG-PerCP, 1gG-APC (Isotyp Kontroll Farbung zur Uberprifung der unspezifischen
Farbung). Der Antell der positiv markierten Zelltypen wurde auf den Anteil CD45
positiver Zellen bezogen. Fur die Phanotypisierung von B-Zell Subpopulationen wurden
anti LFA-1-FITC (clone M17/4), anti-CD21-FITC (clone B-ly-4), anti-CD22-FITC (clone
HIB22), anti- CD80-FITC (clone MAB104), anti-VLA-4-FITC (clone HP2/1), anti-CD40-
PE (clone HM40-3), anti-HLADR-FITC (clone B8.12.2) (alle von Immunotech) und anti-
CD27-FITC (clone 9F4), anti-CD86-PE (clone HA5.2B7) (alle von BD) eingesetzt.

4.2.2 Farbung von peripherem Blut

Das Blut wurde 1:1 mit PBS (Gibco, Eggenstein) verdiinnt und 200 m dieser Mischung in
eine 96-Mikrotiterplatte so pipettiert, dass um jeden befillten Napf ein Napf freigelassen
wurde. Die Platte wurde zentrifugiert (300g, 4 min) und der Uberstand gut abgeworfen.
Das Zellpelett wurde mit 5 i der jeweiligen Antikorpermischung sorgfaltig resuspendiert
und die Platten 30 min auf Eis und im Dunkeln inkubiert. AnschliefRend wurden die
Erythrozyten durch zweimaliges Inkubieren (10 min, RT, im Dunkeln) mit 1x
Ammoniumchloridlésung (BD) lysiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS+2%FCS und
Zentrifugieren wurden die Zellen in 150 Ml Cellwash (BD) aufgenommen, in Falcon-
Réhrchen (BD) dberfihrt und am Flusszytometer (FACScalibur, BD) analysiert.

4.2.3 Farbung von Liquor

Fur jede Farbung wurden mindestens 6000 Liquorzellen eingesetzt, die in 30 m
PBS+5%FCS aufgenommen wurden. Die Farbung von Liquorzellen wurde wie im Blut
durchgefihrt (siehe Kap.4.2.2). Da im Liquor gewdhnlich keine Erythrozyten enthalten
sind, war hierbei keine Lyse nétig. Mindestens 1000 Zellen wurden pro Messung aquiriert.

4.3 Messung der intrathekal en Antikor per-Synthese

Der Albumin- und Proteingehalt sowie die Menge an 1gG im Liquor und Serum wurde
nephelometrisch mit einem BN 11-Nephelometer (Behring, Marburg) nach Angaben des
Herstellers bestimmt. Die intrathekale 1gG-Synthese wurde nach der Reiber-Formel [50]
bestimmt, die die Schrankenfunktion mit Hilfe des Quotienten von Albumin im Serum
versus Liquor einbezieht. Zur Messung der Antigen-spezifischen intrathekalen Synthese
wurde Serum und Liquor auf gleiche Konzentration von 1gG eingestellt und der Quotient
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aus der Reaktivitét (gemessen in OD, optical density) im Liquor und Serum berechnet. Ein
Quotient > 1,2 wurde dabei als Hinweis fir eine intrathekal e IgG-Synthese gewertet.

4.4 Protein-Array

In dieser Studie wurden sogenannte Protein-Arrays verwendet, die von der Arbeitsgruppe
Prof. Lehrach, Max-Planck Institut fir Molekulare Genetik in Berlin, entwickelt und in
Kooperation mit dem Deutschen Ressourcenzentrum fir Genomforschung in Berlin
(RZPD) bezogen wurden. Die Protein-Arrays enthielten 37000 Proteine aus cDNA
Expressions-Klonen einer ZNS-Bibliothek des foetalen Gehirns [51]. Der Array wurde
mittels Oligo-fingerprinting weitgehend im Hinblick auf nicht-redundanter Expression
optimiert. Die Proteine wurden mit einem N-terminalen HIS-Tag in E. coli exprimiert und
in Duplikaten in einem bestimmten Muster auf eine PVDF-Membran aufgebracht. Jeder

Expressionsklon konnte einzeln Uber das RZPD bezogen werden.
4.5 I dentifikation von Immu nr eaktivitaten auf Protein-Array

Der Protein-Array wurde zundchst mit 70% Ethanol vernetzt, zwischen zwei Filtermatten
abgetrocknet und 2 x 10 min in TBS-T (TBS+0,05% Tween-20) und 1 x 10 min in TBS
(20mM Tris-HCI, pH 7.5; 150mM NaCl) gewaschen. Anschlief3end wurde der Protein-
Array in Blockpuffer (3% Magermilchpulver in TBS) fur 2 h unter leichter Bewegung auf
einem Schittler inkubiert, um unspezifische Bindungen zu blocken. Der Array wurde nach
dem Blocken 14 h mit Liquor bzw. Serum von MS-Patienten bzw. Kontrollpersonen
inkubiert. Dabel wurde die Antikdrperkonzentration der jeweiligen Probe auf 10mg/l 1gG
in Blockpuffer verdinnt. Es folgte grindliches Waschen der Array-Membran (3 X 10 min
in TBST und 1 x 10 min in TBS). Anschlielend wurde die Membran in
M eerettichperoxidase-gekoppelten anti-humanen 1gG-Antikorper (DAKO, Hamburg)
(1:2000 verdunnt in Blockpuffer) fur 1 h inkubiert und 3 x 10 min in TBS-T und 1 x in
TBS grundlich gewaschen. Die Detektion erfolgte durch Einlegen der Membran in
stabilisiertes TMB-Substrat (Promega, Madison, USA) fir ca. 5 min. Die Reaktion wurde
durch kurzes Einlegen in deionisiertes Wasser gestoppt. Nach Trocknung auf Filtermatten
wurde die Membran eingescannt und die Reaktivitdten ausgewertet. Zur Klérung einer
moglichen unspezifischen Bindung des sekundéaren Antikorpers, wurde zu Beginn der
Versuchsreihe eine Membran ohne Patienten-Antikdrper (primérer Antikorper) und nur mit

dem sekundéren Antikorper behandelt. Des Weiteren wurden in jedem Versuch je eine
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Membran mit einer Probe von einem MS-Patienten und parallel eine Membran mit einer
Probe eines Kontrollpatienten prozessiert.

Folgende Bedingungen mussten erfullt sein, damit eine Reaktivitdt as positiv gewertet
wurde: 1. die , spots* aus einem Quadranten mussten in einem mdglichen Muster doppelt
erscheinen, da die Bakterienklone in einem spezifischen Muster in Dupletten angeordnet
waren; 2. die Reaktivitdten mussten sich deutlich von der Hintergrund-Reaktivitét
abheben; 3. Reaktivitdten, die ausschliefflich bei MS-Patienten auftraten und nicht bel
Kontrollpersonen wurden als potentiell interessante Kandidatenantigene gewertet und fur
die weiteren Analysen ausgewdhit. Die den Reaktivitdten zugrunde liegenden
Bakterienklone wurden Uber ein Gridsystem identifiziert und beim Ressourcenzentrum als

Bakterienstock angefordert.
4.6 Anzucht von Bakterien

Fir das mikrobiologische Arbeiten wurde ausschlieflich mit sterilen Materialien
gearbeitet. Agar und Kulturmedien wurden bel 121°C fur 20 min autoklaviert. Nicht-
autoklavierbare Substanzen wurden mittels Sterilfilter einer Porengréf3e von 0,22 mm
(Millipore, Eschborn) steril filtriert. Zur selektiven Anzucht von plasmidtragenden Klonen
wurde dem Medium das Antibiotikum Ampicillin (100nmy/ml, Sigma, Deisenhofen), fir
welches das Plasmid Resistenzgene enthielt, zugegeben.

Eine Anzucht auf Festmedium erfolgte z.B. nach ener Transformation, um
Einzelzellkolonien zu erhalten. Dazu wurde ein Aliquot von ca 50 m der
Bakterienzellsuspension mit einer Pipette auf dem Festagar (32g/l LB Agar, Invitrogen)
verteilt. Die Bakterien wuchsen Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank. Fur das Anlegen
einer Vorkultur wurden 5-8 ml LB-Kulturmedium (20g/l LB Broth Base Agar, Invitrogen)
mit je einem Klon von der Agarplaite angeimpft und Uber Nacht in einem
Schittelinkubator bel 37°C und 250 rpm kultiviert. Aus der Vorkultur wurde entweder eine

Plasmidaufreinigung durchgefihrt oder eine Hauptkultur fir die Proteinexpression
angel egt.
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4.7 Plasmidisolation

Die Plasmid-DNA wurde aus den Bakterienklonen, die positive Immunreaktivitéten auf
den Protein-Array zeigten, isoliert. Die anschlief3ende Sequenzierung des Plasmid-Inserts
erlaubte die Identifikation der zugrunde liegenden cDNA und damit des Proteins. Die
Plasmidisolation wurde mit 3 ml einer Ubernacht-Bakterienkultur mit dem QIAprep

Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) entsprechend der Anweisung des Herstellers durchgefiihrt.
4.8 Polymer ase K ettenreaktion (PCR)

Fur die Amplifikation der cDNA-Inserts wurde der folgende forward-Primer:
5TGAGCGGATAACAATTTCACACAG-3 und der folgende reverse-Primer:
5 GGCAACCGAGCGTTCTGAAC-3" verwendet. Das Primerpaar war spezifisch fur
Sequenzen im pQE30 Plasmid und umspannte so die inserierte cDNA. Die Amplifikation
erfolgte im Thermocycler (Peltier Cycler PTC200, Biozym, Hess. Oldendorf) oder fir
Temperaturgradienten-PCR  im  Gradienten-Thermocycler (Mastercycler  gradient,
Eppendorf, Hamburg). Der PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen: 22,5 ni
PlatinumMix Reaktionspuffer (Invitrogen, Karlsruhe); je 1 m forward und reverse Primer,
1,25m DMSO und 3 mi Plasmid-DNA. Folgendes PCR-Protokoll wurde angewandt:
initiale Denaturierung bel 94°C fur 3 min; 33 Zyklen mit zyklischer Denaturierung bei
94°C fur 30 sec, Annealing bei 59°C fur 30 sec und DNA-Synthese bel 72°C 150 sec mit
anschlief3ender terminaler Elongation bel 72°C fur 15 min. Alle Primer wurden von MWG
Biotech (Ebersberg) synthetisiert und in einer Konzentration von 5 pmol/m eingesetzt.

4.9 Agar ose-Gelelektrophor ese

Zur Auftrennung der Amplifikate wurde ein 2% Agarosegel hergestellt. Die Agarose
(Biozym) wurde mit 1xTE-Puffer (Invitrogen) versetzt, in der Mikrowelle geldst und nach
Abkuhlung mit einem DNA-férbenden Farbstoff (SYBR-Gold, Molecular Probes, Leiden,
NL) gemischt. Als Léangenstandard wurde eine 100 bp bzw 1 kbp-Leiter (Invitrogen)
verwendet.

4.10 DNA-Sequenzierung

Die PCR-Produkte wurden zundchst mit dem QIAquick Spin PCR Purification Kit
(Qiagen) aufgereinigt. Fur die Sequenzierungsreaktion wurden 5 m des PCR-Produktes mit
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6 m Big Dye (Applied Biosystems), 8 M HPLC-Wasser und 1 m forward-Primer versetzt
und die Reaktion bel 55°C mit 25 Zyklen durchgefuihrt. Nach Aufreinigung mittels
CentriSep Spin Columns (Princeton Separations, NJ, USA) wurde das Produkt mit einem
DNA-Sequenzierer (ABI Prism 310, Applied Biosystems) sequenziert.

4.11 ldentifikation des Proteins

Nach der Sequenzierung des cDNA-Inserts erfolgte die Identifikation des Proteins. Der
forward-Primer erlaubte die Ansequenzierung vom 5°-Ende. Hierdurch konnte die
inserierte cDNA Uber Blast-Suche (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) identifiziert

werden. Uber die 6xHIS-Sequenz auf dem Vektor konnte das Leseraster der inserierten
cDNA leicht ermittelt werden. Hierbei wurde die Basensequenz des inserts zunachst mit

Hilfe des Programms ExPASy (http://www.expasy.org) in die Aminosaure (AS)-Sequenz

Ubersetzt. Digenige AS-Sequenz, die sich im Leseraster mit der N-terminalen 6xHIS
Sequenz befand, wurde als das tatséchlich in vivo exprimierte Protein ermittelt. Mit dieser
AS-Sequenz wurde eine Blast-Suche nach Sequenzhomologien zur Identifikation des
korrespondierenden Proteins durchgefiihrt.

4.12 Proteinexpression

Die Expression der rekombinanten Proteine wurde durch Zugabe von Isopropyl-b-
thiogalaktopyranosid (IPTG; Sigma) induziert. Dazu wurden zunéchst 500 ml LB-Medium
mit 5 ml der Bakterien-Vorkultur versetzt. Die Bakterienzelldichte in der Flussigkultur
wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) mittels Photometer bei 600 nm (ODeggo)
gegen LB-Medium ermittelt. Bel einer Bakteriendichte von ODggo 1,0 wurde die Kultur mit
0,4 mM IPTG versetzt und je nach Expressionslevel der Klone 2-8 h im Schuttelinkubator
bei 22-37°C inkubiert.

4.13 Aufreinigung von Protei nen

Nach der Expressionsinduktion wurden die Bakterien durch 20-mindtiges Zentrifugieren
bei 5000 rpm sedimentiert und das Pellet bei —80°C bis zur Proteinaufreinigung
eingefroren. AnschliefRend wurden die Bakterien mittels Lysepuffer aufgeschlossen und

das Protein aufgereinigt.
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4.13.1 Aufreinigung von HIS-Fusionsproteinen

6xHIS fusionierte Proteine wurden auf Ni%*-Chelator-beschichteten Saulen (Ni-NTA Spin
Kit, Qiagen) immobilisiert und unter denaturierenden Bedingungen nach Protokoll vom
Hersteller aufgereinigt.

4.13.2 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Das B-PER GST Spin purification Kit (Pierce, Illinois, USA) wurde zur Aufreinigung von
GST-fusionierten Proteinen verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach den Angaben des
Herstellers.

4.14 SDS-Polyacrylamid-Gelel ektrophor ese

Die Proteine wurden mit der SDS-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese unter denaturierenden
Bedingungen entsprechend ihres Molekulargewichtes aufgetrennt. Die Elektrophorese
wurde in einer XCell-Mini-Cell Elektrophorese-Kammer (Invitrogen) durchgefihrt. 15 ni
der verdinnten Proteinlésung wurden mit 2 m 4xProbenpuffer (Invitrogen) gemischt, 5
min bel 90°C erhitzt und anschlief3end Uber ein 4-12% Gradientengel (Invitrogen) fur 30
min bei 200 V aufgetrennt. Parallel wurde ein Protein-Standard Marker (Multi-colored
Standard, Invitrogen) eingesetzt. Das prozessierte Gel wurde 1 h in Coomassieblue-Ldsung
(Biorad, Munchen) gefarbt und anschlief3end fur zwei Stunden in deionisiertem Wasser
entfarbt.

4.15 Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulose-M embran (wester n-blot)

Zum immunologischen Nachweis wurden die zuvor elektrophoretisch aufgetrennten
Proteine nach einem Semidry-Verfahren Uber ein zwischen zwei Platten angelegtes
elektrisches Feld auf eine Nitrozellulose-Membran (Porengrof3e 0,45mm; Invitrogen)
transferiert. Der Proteintransfer wurde bei 30V fur 1h durchgefihrt. Ein erfolgreicher
Transfer wurde durch 20-minitige Inkubation der Membran in einer die Proteine

darstellenden Ponceau-Féarbe-L 6sung (Sigma) Uberprift.
4.16 Immunologischer Nachweis von Protein (Immuno-Wester n-Blotting)

Nach dem Blotten der Proteine auf die Nitrozellulosemembran wurde diese 1 h bel RT
oder Uber Nacht bei 4°C in Blockpuffer (3% Magermilchpulver in TBS) inkubiert.
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Anschlief3end wurde die Membran 1 h in einer Lésung des priméaren Antikorpers (in einer
bestimmten Verdunnung in Blockpuffer) inkubiert. Hierbei wurde je nach Fragestellung
der anti-HIS-Antikorper (Qiagen), anti-GST-Antikorper (Pierce) oder Liquor bzw. Serum-
Antikorper von Patienten verwendet. Nach 3 x 5 min Waschen mit TBS-T wurde die
Membran in einer 1:2000 verdinnten Ldsung des sekundaren Antikérpers in Blockpuffer
1 hinkubiert. Die Membran wurde anschlief3end grundlich in 3 x 5 minin TBS-T und 1 x
5 min in TBS gewaschen. Die Detektion erfolgte durch Einlegen in stabilisiertem TMB-
Substrat (Promega). Um schwache Immunreaktivitéten detektieren zu kénnen, wurde das
sensitivere ECL-System (Amersham, Freiburg) gewahlt und nach Angaben des Herstellers
eingesetzt. Die lumineszierende Bande wurde in der Dunkelkammer auf einem ECL-
Rontgen-Film (Amersham) abgelichtet. Die Belichtungsdauer war sehr variabel und
abhangig von der Proteinkonzentration und Reaktivitdt, gewohnlich wurde zwischen 15
und 150 sec belichtet.

4.17 Enzyme-linked-immunoabsor bent assay (ELISA)

Eine definierte Anzahl von N&pfen einer Polysteren ELISA-Platte (Dynex, Chantilly,
USA) wurde mit 100 m der Protein- bzw. Peptidiésung in einer Konzentration von 0,1-10
ng/ml in 0,05 M Bikarbonat-Puffer beschichtet und Uber Nacht bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Fur jedes Kandidatenantigen wurde die optimale Konzentration ermittelt. Die
Né&pfe wurden mit Hilfe einer Mehrkanalpipette mit 250 m Waschpuffer (PBS + 0,05%
Tween-20) 2 x gewaschen und nach dem letzten Waschschritt auf Tuchern abgeklopft.
Jeder Napf wurde mit 250 m mit Blockl6sung (3% Milchpulver in PBS) befillt und 2 h bei
RT inkubiert. Nach 2-maligem Waschen mit Waschpuffer und Abklopfen der restlichen
Flissigkeit wurden die Patientenproben in einem Volumen von 100 m in die
entsprechenden Néapfe aufgetragen. Die Patientenproben waren vorher bereits in Cluster-
Tubes verdinnt, so dass eine schnelle Auftragung mit einer Multikanal-Pipette moglich
war. Dabel wurde (wenn im Text nicht anders angegeben) der Liquor 1:5 und das Serum
1:100 verdinnt. Nach einer 2-stiindigen Inkubation bei RT wurden die Ndpfe 3 x mit
Waschpuffer gewaschen und die Platten gut abgeklopft. Anschlief3end wurden 100 n einer
1:2000 V erdiinnung des anti-humanen 1gG-Antikorper (DAKO) in 3% Milchpulver in PBS
in jeden Napf pipettiert und 1 h bei RT inkubiert. Die Platten wurden 4 x mit Waschpuffer
gewaschen und grundlich abgeklopft. TMB-Substrat und Wasserstoffperoxid wurden nach
Herstellerangaben 1:1 gemischt und 100 m dieser Losung (KPL, Maryland, USA) in jeden
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Napf pipettiert. Positive Immunreaktivitdten wurden durch eine zunehmend blaue Farbung
gekennzeichnet. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 mt 1 M Schwefelsaure
gestoppt und durch Messung der OD bei einer Wellenldange von 450 nm in einem ELISA-
Messgerét gemessen.

4.18 I soelektrische Fokussier ung (1EF)

Zur isoel ektrischen Fokussierung der Proteine im Liquor von Patienten wurden Titan-Gele
der Firma Helena (Titan Gel, Rolf Greiner Biochemica) verwendet und die Fokussierung
nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Auf einem Gel konnten gleichzeitig 10
verschiedene Proben (je 6 m) fokussiert werden. Fir die Analyse der Antigen-spezifischen
Bindung der OKBs an die Kandidatenantigene wurde ein modifiziertes Protokoll
verwendet [52]. Dazu wurde eine Nitrozellulosemembran entsprechend der Taschengrofle
des Titan-Gels zurecht geschnitten und 2 h mit dem zu analysierenden Protein (50 ng/ml)
in 0,1 M Carbonatpuffer bei RT inkubiert. Anschlief3end wurde die Membran 1 x 5 min
mit Waschpuffer (PBS-0,1% Tween-20) gewaschen, in 10% Magermilchpulver in PBS fur
2 h oder Uber Nacht geblockt, wiederum 1 x 5 min gewaschen und 30 min bel RT
getrocknet. Nach der IEF wurden die Protein-beschichteten Membranen so auf das Gel
aufgebracht, dass die Membranen die IEF-Laufspur der Proben abdeckten. Anschlief3end
wurde durch das Auflegen eines 2 kg-Gewichtes der Transfer der OKBs ermdglicht.
Aufgrund des Blockens mit 10% Magermilchpulver wurden nur die fur das Protein
spezifischen Antikorper auf die Membran transferiert. Anschlief3end wurden die
Membranen 3 x 5 min in Waschpuffer gewaschen und in anti-humanem 1gG-Antikorper
(1:2000 in 3% Magermilchpulver in PBS) fr 1 h inkubiert. Nach grtindlichem Waschen (3
x 5 min in Waschpuffer und 1 x 5 min in PBS) wurde die Resaktivité zundchst mittels
ECL-System und anschlief3end nach kurzem Waschen in PBS mit stabilisiertem TMB
detektiert. Eine unspezifische Bindung der OKBs an die Nitrozellulose-Membran konnte
durch den nicht vorhandenen Transfer der OKBs auf eine Membran, die nur in 10%
Milchpulver inkubiert wurde, ausgeschlossen werden. Zur Uberprifung der Qualitdt des
Antigen-spezifischen Transfers wurde ein solches Experiment zeitgleich in jedem Versuch
durchgefiihrt.
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4.19 Peptidscan- und Aminosaur ensubstitutionsanalysen

Zur weiteren Charakterisierung der Epitope wurden Membranen mit 13mer Peptiden, die
die gesamte AS-Sequenz der Kandidatenantigene umspannten, und 11 AS Uberlappten, mit
Liguor bzw. Serum von ausgewahlten M S-Patienten und Kontrollpersonen inkubiert und
wie ein Western-lmmunoblot prozessiert. Anschlie3end wurde eine AS-Snubstitutions-
Anayse mit dem Peptid, das die Antikdrper zuvor im Peptidscan am starksten gebunden
hatten, durchgefuhrt. Dabel wurde AS an den Positionen 3-10 der Originalsequenz durch
die 20 natirlich vorkommenden AS bel Peptid 1 substituiert. Fur die Substitutionen der
Aminosauren von Peptid 2 erfolgte eine Auswahl von AS nach bestimmten Eigenschaften:
Alanin (A; klein, aliphatisch), Serin (S; klein polar), Arginin (R; grof3, basisch), Leucin (L;
aliphatisch), Phenylalanin (F; grof3, aromatisch), Glutamat (E; sauer), Prolin (P;
aliphatisch) und Glycin (G; klein, polar) wurden eingesetzt. Die optimalen AS an den

jeweiligen Positionen wurden durch Inkubation mit Patienten-Liquor identifiziert.
4.20 Peptide und Proteine

Die Peptide wurden von der Firma Jerini (Berlin) synthetisiert.

Die membrangebundenen Peptide fur die Peptidscan- und Substitutionsanalysen wurden
von der Firma Jerini (Berlin) und der Firma Multisyntech (Witten) synthetisiert. Das
EBNA-1 Protein wurde Uber die Firma WAK-Chemie bezogen und bestand aus den letzten
340 Aminosauren (ASzp2-ASes1, inklusive Teil der Glycin-Alanin reichen Region) von
EBNA-1.

4.21 Her stellung von rekombinanten Proteinen

Fur die Herstellung des rekombinanten BRRF-2 Proteins des EBV wurde das BRRF-2 Gen
in einen Expressionvektor einkloniert und dieser in E. coli transformiert. Unter induzierten
Bedingungen war eine Proteinexpression und Isolierung des Proteins aus E. coli moglich.

4.21.1 DNA Isolation und Amplifikation desVirus-Gens

DNA wurde aus EBV-infizierten B95-Zélllinien extrahiert. Hierzu wurde das Nucleon
BACC3 DNA Extraktions Kit verwendet (Amersham Bioscience). Fur die Amplifikation
des kompletten BRRF-2 Gens wurde der forward primer
5 -CACCATGAGTGGGCAGCAGAGAGG-3 und der reverse primer
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5-TTAGACGACGCTCAGTGAATACAGGGA-3 eingesetzt. Des Weiteren wurde ein
Tellstick des BRRF-2 Gens amplifiziert. Fur die Amplifikation des partiellen BRRF-2
Gens wurde der forward-Primer 5 -CACCATGGGATCCTTGCACTTAGCC-3° mit
identischem reverse-Primer (s.0.) verwendet. Fir die gewahlte Klonierungsstrategie wurde
der forward-Primer mit einer CACC-Sequenz am 5’-Ende modifiziert. Der reverse-Primer
wurde durch Einbringen von TTA am 5 -Ende verlangert, um bei der Proteinexpression an
dieser Stelle ein Stopp-Codon zu generieren und damit das Ende der Trandlation zu
induzieren. Modifikationen sind unterstrichen dargestellt. Folgendes PCR-Protokoll wurde
angewandt: initiale Denaturierung bei 94°C far 3 min; 33 Zyklen mit zyklischer
Denaturierung bei 94°C fir 30 sec, Annealing bel 61°C fur 30 sec und DNA-Synthese bei
72°C 60 sec fur das partielle Gen (und 150 sec fir das voll-Lange Gen) mit anschlief3ender

terminaler Elongation bei 72°C fir 5 min.
4.21.2 Klonierung und Transfor mation

Die Klonierung des Amplifikats in den pENTR Plasmidvektor (bENTR TOPO Vektor,
Invitrogen) erfolgte mit dem Directiona TOPO cloning Kit (Invitrogen). Der
rekombinante V ektor wurde in chemisch kompetente TOP10 E. coli Bakterien (Invitrogen)
transformiert. Anschlieffend wurde der Vektor mit dem Expressionsvektor pGEX-GST
(von Dr. Martin Ruthardt freundlicherweise zur Verfiigung gestellt) mittels LR-Clonase
(Invitrogen)-Reaktion kombiniert. Nach der Transformation in BL2lstar Bakterien
(Invitrogen) wurden die Expressionsklone auf Ampicillin enthaltenden Agarplatten
selektioniert und das BRRF-2 Protein Uber das im Expressionsvektor enthaltene GST-
Fusionsprotein aufgereinigt. Die Experimente wurden jeweils nach Angaben des
Herstellers durchgefihrt.

4.22 Nachweisvon Virus RNA

Der Nachweis der Expression von BRRF-2 und EBNA-1 Protein in EBV-transformierten
B-Zellen, die latent infiziert sind, und in lytisch infizierten B95-Zellen wurde durch die
Identifikation von RNA erbracht. Hierzu wurde RNA aus beiden Zelltypen mit dem
RNeasy Mini Kit (Qiagen) isoliert und ein Verdau mit DNAse durchgefihrt. Anschlief3end
wurde ein Teil der RNA in cDNA mittels SuperScript 11 RT (Invitrogen) nach Protokall
des Herstellers umgeschrieben (reverse Transkription, rT). Mit dem anderen Ansatz wurde
keine reverse Transkription durchgefuhrt (krT). Mit EBNA-1 und BRRF-2-spezifischen
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Primern zur Amplifikation eines kurzen Produktes der Gene wurde mit beiden Proben (rT
und krT) eine PCR durchgefiihrt. Dafir wurde fir BRRF-2 der forward-Primer 5'-

GAATTTGAGGCCTGGCTGAG-3 und der reverse-Primer 5-
TCGCAGCCCGGAAAACTC-3° und fur EBNA-1 der forward-Primer 5'-
AAGCCCGCTCCTACCTGCAA-3 und der reverse-Primer 5-

GCGGCAGCCCCTTCCA-3" verwendet. AulRerdem wurde Uber den Nachwels der RNA-
Transkripte die Expression des partiellen und volle-Lénge-BRRF-2-Proteins in B95-Zellen
untersucht. Hierzu wurden Primer verwendet, die in Kap. 4.21.1 erwahnt sind. Eine
K ontamination der RNA-Probe mit DNA konnte ausgeschlossen werden, da keine BRRF-2
bzw. EBNA-1-spezifischen Amplifikate mit RNA-Produkten ohne der reversen
Transkription (krT) erhalten wurden.

4.23 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit SigmaStat durchgefuhrt. Der paired T-Test wurde
fur den Vergleich der Expression jeder Zellpopulationen zwischen Blut und Liquor von
jedem Patienten verwendet. Der Mann-Whitney-Test wurde fur den Vergleich der Median-
Werte jeder Subpopulation zwischen MS-Patienten und Kontrollen angewandt. Fir den
Vergleich der Immunreaktivitdten im ELISA wurden die Mediane der OD-Werte von MS-
Patienten und Kontrollen mit dem Mann-Whitney-Test durchgefuhrt. Der T-Test wurde fir
den Vergleich von Mittelwerten zwischen beiden Kollektiven verwendet. Der Fisher's
exact Test wurde genutzt, um die Frequenz von positiven Immunreaktivitéten bei MS-
Patienten mit der von Kontrollen zu vergleichen. Der Spearman’s Rank Test wurde fur die
Korrelationen zwischen unterschiedlichen Liquormarkern und klinischen Parametern
verwendet. Hierbei wurde fur multiples Testen mit 43 Hypothesen nach Bonferroni
korrigiert und fur diese Analysen ein P-Wert von 0.05/43=0.0012 als signifikant
angenommen. FUr alle anderen statistischen Analysen wurde ein P-Wert von <0.05 als

signifikant festgel egt.

33



ERGEBNISSE

5 ERGEBNISSE

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die zellulére und humorale Zusammensetzung des
Liquors von MS-Patienten und Kontrollen im Hinblick auf charakteristische
Verénderungen bel der MS anaysiert. Des Weiteren sollte untersucht werden, inwieweit

sich die bekannte Heterogenitdt der M S auch in der Liquorpathol ogie widerspiegelt.
5.1 Immunphanotypisierung von Blut und Liquor von M S-Patienten und Kontrollen

Hierzu wurden Blut- und Liquorzellen von 60 Patienten mit klinisch gesicherter MS und
21 Kontrollen (NIND-Patienten) flusszytometrisch phanotypisiert. Parallel dazu wurde der
Gehalt an Protein, Albumin, 1gG, IgA und IgM im Serum und Liquor nephelometrisch
bestimmt. Mit Hilfe von monoklonalen Antikorpern gegen zellspezifische Marker konnte
der Anteil an NK-Zellen, NK-artigen T-Zellen, Monozyten, B-Zellen, Plasmazellen, T-
Zellen und den T-Zell Subpopulationen CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxischen T-
Zéllen, a/b - und gd T-Zellen in beiden Kompartimenten ermittelt werden. Die genannten
Subpopulationen (siehe auch Abb. 1) bilden zusammen einen grof3en Teil der zellularen
Hauptbestandteile des Immunsystems. Da im Liquor dieser Patienten gewohnlich keine
Granulozyten vorhanden sind, wurde eine Untersuchung dieser Population hier nicht
durchgefuhrt. Abbildung 3 zeigt die Auswertung der flusszytometrischen Analyse von Blut
und Liquor am Beispiel der Verteilung von B-Zellen und Monozyten eines M S-Patienten
verglichen mit einem Kontrollpatienten. Fir beide Kompartimente wurden zunachst
anhand der Grofe und Granularitét die Bereiche definiert, in denen die jeweiligen
Subpopulationen analysiert wurden, wobei einzelne Populationen im Bereich R1 und
andere im Bereich R2 untersucht wurden (Abbildung 3A). Wie in der Abbildung 3B zu
erkennen ist, unterschied sich der MS-Patient nicht von dem Kontrollpatienten hinsichtlich
der Verteilung beider Zellpopulationen im Blut (linke Graphen). Sowohl B-Zellen als auch
Monozyten waren bei beiden Personen zahlreich vertreten. Hingegen war die Verteilung
im Liquor beider Populationen sehr stark voneinander abweichend (rechte Graphen).
Waéhrend die Kontrollperson fast keine B-Zellen im Liquor aufwies, waren beim MS-
Patienten 8% der analysierten Leukozyten B-Zellen. Ein dhnlich differentielles Bild zeigte
sich beziglich der Verteilung von Monozyten. Bei der Kontrollperson entsprach der Antell
mit 20% etwa dem des Blutes, hingegen hatte der MS-Patient mit 5% deutlich weniger

Monozyten im Liquor asim Blut und damit deutlich weniger a's die Kontrollperson.
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Abb. 3 Flusszytometrische Analyse von Blut- und Liquorleukozyten.

A Definition der Bereiche zur Analyse der Leukozyten im Blut (links) und Liquor (rechts). Im Bereich R1 wurden T-
Zellen (ale), NK-Zellen, NK-artige T-Zellen, a/b+ T-Zellen, gd+ T-Zellen, CD4+ T-Zellen, CD8+ T-Zellen und im
Bereich R2 wurden T-Zellen, B-Zellen, Plasmazellen und Monozyten analysiert. B Gezeigt ist die Anayse von Blut
(linke Graphen) und Liquor (rechte Graphen) eines Kontrollpatienten (obere Graphen) und eines MS-Patienten (untere
Graphen) am Beispiel der Verteilung von B-Zellen (CD19) und Monozyten (CD14).

Diese vergleichende Untersuchung wurde fir ale Leukozyten-Subpopulationen
durchgefuhrt und in Tabelle 1 zusammengefasst. Obwohl interindividuelle Unterschiede zu
beobachten waren, konnten keine signifikanten Unterschiede fir die einzelnen
Populationen zwischen MS-Patienten und Kontrollen im peripheren Blut festgestellt
werden. Hingegen wurden hoch signifikante Unterschiede im Liquor fir einzelne
L eukozyten-Subpopulationen zwischen M S-Patienten und Kontrollen gefunden. Wahrend

B-Zellen und Plasmazellen bel M S-Patienten im Liquor erhdht waren, waren der Anteil an
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Monozyten, NK-Zellen und NK-artigen T-Zellen bei M S-Patienten gegentiber Kontrollen
erniedrigt (Tabelle 1).

Blut Liquor
CD Marker Zellpopulation R MS NIND p MS NIND p
CD3 T Zellen R1|659+12.1| 682+85 | 0222 | 915+58 | 90.1+5.4 | 0.177
CD3CD4 CDA4T Zellen R1| 485+81 | 463+7.4 | 0227 | 70.7+81 | 66.9+86 | 0.061
CD3CD8 CDS8T Zellen R1| 198+6.2 | 21.3+6.2 | 0135 | 200+6.2 | 226+6.4 | 0.139
TCRalb aphalbetaT Zellen | R1| 69.9+7.9 | 69.0+7.9 | 0.653 | 90.2+8.7 | 91.5+4.0 | 0.979
TCRgd gamma/deltaT Zellen |R1| 2.8+27 | 38+34 | 0115 14+07 | 13%09 | 0444
CD56 CD16 NK Zellen R2| 128+69 | 124+51 | 0816 | 26+15 | 42+26 | 0.006
CD56CD16CD3 | NK-artige T Zellen |R1| 55+36 | 50+38 | 0317 | 16+15 | 30416 |<0.001'
CD3 T Zellen R2| 57.2+99 | 58.7+84 | 0172 | 86.2+7.3 | 78.9+9.4 | <0.001
CD14 Monozyten R2| 141466 | 126+35 | 0616 | 39+44 | 165+ 9.0 | <0.001"
CD19 B Zellen R2| 11.1+50 | 11.0+38 | 0954 | 46+41 | 07+0.8 |<0.001
CD138 Plasmazellen R2| 01+03 | 01+01|0553 | 13+16 | 0.1+0.2 |<0.001

Tabelle 1. Vertellung von Leukozyten-Subpopulationen im Liquor und Blut von MS-Patienten und
Kontrollen mit nicht-entziindlichen neurologischen Erkrankungen (NIND).

Statistischer Test: Mann-Whitney-Test; Signifikanz-Niveau: P=0,0012. R1: Populationen wurden im R1
Bereich analysiert; R2: Zellpopulationen wurden im Bereich R2 analysiert.

Beim Vergleich der zelluldren Zusammensetzung in Blut und Liquor von M S-Patienten,
konnte keine Korrelation zwischen beiden Kompartimenten beobachtet werden, so dass
anzunehmen ist, dass die zelluldre Verteilung im Liquor unabhdngig ist von der
Zusammensetzung im Blut. Des Weiteren war der 1gG-Gehalt im Liquor und die Zellzahl,
die im Liquor enthalten war, bei MS-Patienten signifikant erhdht gegentber

Kontrollpersonen (p<0,001; p=0,001).
5.2 Heterogenitat der Liquor pathologie bei M S-Patienten

Anschlief3end wurde die zellulére Verteilung und der 1gG-Gehalt im Liquor und Blut der
MS-Patienten untereinander verglichen, um maogliche Unterschiede zwischen den
Patienten auszuarbeiten. Die Analysen zeigten, dass T-Zellen bel alen MS-Patienten die
prozentual dominanteste Zellpopulation im Liquor mit wenig Varianz zwischen einzelnen
M S-Patienten darstellte (Abb. 4B). Hingegen waren die prozentualen Anteile von B-Zellen
(alle CD19+ Zellen), Monozyten, Plasmazellen (CD19+CD138+ Zellen), NK-artigen T-
Zellen, CD4+ und CD8+ T-Zellen bei unterschiedlichen Patienten sehr variabel. Die
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Patienten unterschieden sich auch im Gehalt an IgG. Die deutlichsten Unterschiede wurden
fiar B-Zellen und Monozyten sowie beim 1gG-Gehalt beobachtet. Bei einem
systematischen Vergleich der Liquorpathologien zwischen einzelnen MS-Patienten
konnten drei verschiedene Liquorpathologien ausgearbeitet werden, nach denen die
Patienten in unterschiedliche Typen eingeordnet wurden. In Abbildung 4 sind
exemplarisch an drel verschiedenen M S-Patienten die unterschiedlichen Liquorpathologien
dargestellt.
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Abb. 4: Unterschiedliche zellulédre Zusammensetzung des Liquors bei M S-Patienten.

A Gezeigt sind die Analysen fir die Expression von B-Zellen und Monozyten exemplarisch an drei verschiedenen MS-
Patienten (obere, mittlere und untere Graphen) im Blut (rechts) und Liquor (links). Die drei Patienten zeigten deutliche
Unterschiede in der Verteilung von B-Zellen und Monozyten im Liquor, wahrend die Anteile dieser Populationen im Blut
bei den Patienten &hnlich waren. B Die Graphen zeigen die Verteilung der anderen Leukozyten-Populationen im Liquor
von den in A dargestellten M S-Patienten. Populationen, die im Bereich R1 analysiert wurden, sind links dargestellt, die
im Bereich R2 analysierten Populationen sind im rechten Teil gezeigt (siehe dazu Abb. 3A und Material und Methoden).

37



ERGEBNISSE

Der sogenannte B-Zell-Typ zeigte einen hohen Anteill an B-Zellen im Liquor, eine
ausgepragte intrathekale 1gG-Synthese, einen geringen Antell monozytérer Zellen und
geringe Anteille NK-artiger T-Zellen (Abb. 4A, obere Graphen). Demgegenuiber fanden
sich beim sogenannten Monozyten-Typ hohere Anteile an Monozyten, NK-artigen T-
Zéllen, ein niedriger Anteil an B-Zellen und keine intrathekale 1gG-Synthese (Abb. 4A,
mittlere Graphen). Zwischen diesen beiden Extremvarianten lag der sogenannte
intermedidre Typ, bel dem B-Zellen und Monozyten in etwa gleicher Haufigkeit vorkamen
(Abb. 4A, untere Graphen). Der Monozytentyp &hnelte dabei dem Phanotyp von
Kontrollen, die wenig B-Zellen, hohe Monozytenzahlen und keine erhéhte 1gG-Synthese
aufwiesen. Diese unterschiedlichen Muster im Liquor spiegelten nicht die Verteilung der
Immunzellen im Blut dieser MS-Patienten wider, wie aus der Abbildung 4A hervorgeht.
Eine positive Korrelation wurde zwischen den Monozyten und den NK-artigen T-Zellen
sowie zwischen B-Zellen und intrathekaler 1gG-Synthese (p=0,002; p=0,008) gefunden.
Die unterschiedlichen Muster in den Liquorpathologien wurden am besten durch den
CD19/CD14-Quotienten (alle B-Zellen/Monozyten) reflektiert und fur weitere Analysen

zur Beschreibung der M S-Liquorpathol ogien verwendet.
5.3 Stabilitat der heterogenen Liquorpathologien

Die Frage stellte sich, wie stabil die individuellen Liquorpathologien im Krankheitsverl auf
sind? Reflektiert die Liquorpathologie unterschiedliche Pathomechanismen bel
individuellen MS Patienten oder ist sie Ausdruck von klinisch aktiven bzw. inaktiven
Phasen? Zur Klarung dieser Fragen wurde der Liquor von ausgewdten MS-Patienten
seriell  wéhrend und auRerhab eines Schubes anaysiert. Obwohl die
Gesamtleukozytenzahl im Liquor zwischen beiden Untersuchungen variierte, war die
Verteilung der Subpopulationen sehr stabil. Dies traf insbesondere fur die B-Zellen und
Monozyten und den daraus resultierenden und die Liquorpathologien beschreibenden B-
Zell/Monozyten-Quotienten zu. Abbildung 5 zeigt die Stabilitdt der unterschiedlichen
Liquorpathologien. Wie zu erkennen ist, &ndert sich das individuelle Muster der zelluléren
Zusammensetzung auch nach Jahren nicht. Bel Patient A sind die B-Zellen auch auf}erhalb
des Schubes weiterhin die dominante Zellpopulation, wéahrend Patient C Jahre nach der
ersten Liguorphanotypisierung kaum B-Zellen, aber einen hohen Anteil an Monozyten im
Liguor aufwies. Auch der intermediare Typ zeigte ein konstantes B-Zell/Monozyten-
Verhdltnisim Krankheitsverlauf.
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Abb. 5: Stabilitét der drei unterschiedlichen Liquorpathologien.

Jeweils zwei MS-Patienten eines Typs demonstrieren die Stabilitdt der B-Zell-dominanten Pathologie (A, B), der
Monozyten-dominanten Pathologie (C, D) und der intermediéren Pathologie (E, F). Dargestellt sind jeweils die Anteile
der B-Zellen und Monozyten an der Gesamt-L eukozytenpopulation im Liquor zum ersten Zeitpunkt (schwarze Balken)
und zum zweiten Zeitpunkt (graue Balken) der Analyse. Das zeitliche Intervall zwischen der initialen und der seriellen
Untersuchung lag bei 2 (A), 1 (B), 22 (C), 23 (D), 6 (E) und 2 (F) Monaten. Patienten A, B, C und E hatten zum ersten
Zeitpunkt einen Schub, Patient D zum zweiten Zeitpunkt. Patient F war zu beiden Zeitpunkten klinisch unaufféllig. Die
B/M (B-Zell/Monozyten)-Quotienten von beiden Zeitpunkten sind in den Graphen angegeben. Die Stabilitét wurde
insgesamt an 23 MS-Patienten mit unterschiedlichen Liquorpathologien bestétigt, hier ist nur eine Auswahl von 6
Patienten gezeigt.
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5.4 Liquorpathologien korrelieren mit der Krankheitsprogression

Im folgenden Teil wurde untersucht, ob die klinischen Parameter der M S-Patienten mit den
unterschiedlichen Liquorpathologien in Zusammenhang stehen. Fir die Korrelationen
wurde der B-Zell/Monozyten-Quotient (B/M-Quotient), der die unterschiedlichen
Pathologien am besten beschrieb, verwendet. Zundchst wurden die MS-Patienten
entsprechend ihrem klinischen Verlaufstyp in schubformige MS (RR-MS), priméar
progrediente MS (PP-MS) und sekundér progrediente MS (SP-MS) eingeteilt. Die
Anaysen legten keinen Zusammenhang zwischen den drei Gruppen und dem B/M-
Quotient nahe (Abb. 6A). Anschlief?end wurde der B/M-Quotient mit Krankheitsdauer,
Schwere der Erkrankung (EDSS) und der individuellen Krankheitsprogression (delta
EDSS) der M S-Patienten korreliert.
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Abb. 6: Korrelation der Liquorpathologien mit klinischen Parametern.

Die B/M-Quotienten der MS-Patienten wurden mit den unterschiedlichen Krankheitsverlaufen der MS-Patienten (RR,
schubférmig, m; PP, primér progredient, A; SP, sekundér progredient, ®) (A), dem aktuellen EDSS zum Zeitpunkt der
Analysen (B), der Krankheitsdauer (C) und der individuellen Krankheitsprogression (D) in Beziehung gesetzt. Fir die
Korrelationen in B-D wurden nur Patienten mit einer Krankheitsdauer von mindestens 2 Jahren analysiert. Eine
signifikante Korrelation zwischen dem B/M-Quotienten und der individuellen Krankheitsprogression wurde beobachtet,
nicht aber mit den anderen klinischen Parametern. B/M-Quotienten: B-Zell/M onozyten-Quotient.
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Es wurde keine Korrelation zwischen dem Quotienten und der Krankheitsdauer bzw. dem
EDSS gefunden. Die Analysen zeigten, dass der B/M-Quotient kein Ausdruck fir die
Schwere der Erkrankung zum Zeitpunkt der Liquoruntersuchung ist und auch nicht die
Krankheitsdauer widerspiegelt (Abb. 6B,C). Allerdings wurde eine signifikante
Korrelation zwischen dem B/M-Quotienten und der individuellen Krankeitsprogression der
MS-Patienten beobachtet (p=0,0009; r=0,57; Abb. 6D). Die Krankheitsprogression delta
EDSS wurde retrospektiv ermittelt, indem der EDSS zum Zeitpunkt der
Liguorphanotypisierung durch die Krankheitsdauer bis zur Liquor-Analyse dividiert
wurde. Dieser Parameter beschreibt die klinische Verschlechterung pro Jahr. Fir diese
Untersuchungen wurden nur Patienten mit einer Krankheitsdauer von mehr als zwei Jahren
eingeschlossen. Die Beziehung zwischen dem B/M-Quotienten und der Progression war
noch deutlicher innerhalb des Patientenkollektivs von schubférmigen Patienten (r=0,63).
Die Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass MS-Patienten mit hohen B-Zell-, aber
niedrigen Monozyten-Anteilen im Liquor eine schnellere Progression haben als MS
Patienten mit umgekehrtem Phanotyp.

5.5 Charakterisierung von B-Zell Subpopulationen in Liquor und Blut

Aufgrund der bedeutsamen Befunde zur Krankheitsprogression wurden die B-Zellen in
Liguor und Blut von MS-Patienten weiter charakterisiert. Durch Kombination geeigneter
zellspezifischer Marker wurden die Anteile von unterschiedlichen B-Zell Subpopulationen
in beiden Kompartimenten flusszytometrisch bestimmt. Die Analysen zeigten extreme
Abweichungen zwischen beiden Kompartimenten. Plasmazellen sind bekanntlich eine
seltene Zellpopulationen im Blut, wie auch bei diesem Patient. Nur 0,8% der B-zelluléren
Zéellen (alle CD19+ Zellen) entsprachen einem Plasmazelltyp (CD19+CD138+), wogegen
im Liquor Plasmazellen mit 35 % der gesamten B-Zellen eine dominante Zellpopulation
darstellten (Abb. 7A). Des Weiteren wurde eine Farbung etabliert, die es erlaubte, naive,
Gedachtniss und Plasmazellen zu differenzieren und deren Anteill in  beiden
Kompartimenten zu bestimmen (Abb. 7B). Die Differenzierung wurde durch die
unterschiedliche Expression von CD27 auf CD19+ Zellen ermoglicht. Reife, naive B-
Zellen exprimierten CD19 aber kein CD27, wahrend Zellen, die bereits mit Antigen in
Kontakt gekommen waren (Gedachtnis B-Zellen, Plasmazellen), CD27 auf der Oberfléache
exprimierten. Plasmazellen waren durch eine deutlich erhéhte CD27-Expression von den
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Gedachtniszellen abgrenzbar (CD27++). Plasmazellen exprimierten zusétzlich den

typischen Plasmazellmarker CD138.
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Abb. 7: Charakterisierung von B-Zell Subpopulationen in Blut und Liquor. Gezeigt sind die flusszytometrischen
Analysen exemplarisch fir einen MS-Patienten. Liquor- und Blutzellen wurden zunéchst entsprechend der Expression
von CD19 eingegrenzt und as B-zellulére Population definiert. Die CD19+ Population wurde weiterhin auf die
Expression von CD138 (Plasmazellmarker) und CD27 (Marker fir Gedachtnis/Plasmazellen) analysiert. A Anteil von
Plasmazellen (CD19+CD138+) an der gesamten B-zelluléren Population (CD19+) im Liquor (links) und Blut (rechts). B
Die unterschiedlich hohe Expression von CD27 auf den CD19+ Zellen ermdglichte die Auftrennung der B-Zell
Subpopulationen in naive, Gedéchtnis- und Plasmazellen. Wahrend im Blut nur 21% aler B-Zellen CD27+ waren,
wurden im Liquor 82% CD27+ B-Zellen gefunden. Die eingegrenzten Subpopulationen wurden auf die Expression von
CD138 untersucht. Der Anteil von naiven (CD19+CD27-CD138-), Gedéichtniss (CD19+CD27+CD138-) und
Plasmazellen (CD19+CD27++CD138+) am gesamten B-Zell Pool (CD19+) wurde fir Liquor (links) und Blut (rechts)
bestimmt. Aufféllig sind die stark unterschiedlichen Anteile in Blut und Liquor. Um eine ausreichende Plasmazellzahl
analysieren zu kdnnen, wurden zur Analyse des Blutes 100000 L eukozyten akquiriert. B-Z: B-Zellen.
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Insgesamt gehorten 82% der B-Zellen einem Gedéachtniss bzw. Plasmazelltyp an
(CD19+CD27+), d.h.,, sie waren bereits in der Vergangenheit mit Antigen aktiviert
worden. In der Peripherie dagegen dominierten mit 79% naive B-Zellen (CD19+CD27-),
die noch nicht mit Antigen in Kontakt gekommen waren (Abb. 7B, oben). Die
Charakterisierung der B-zelluldren Subpopulationen in Blut und Liquor des Patienten ist in

Tabelle 2 zusammengefasst. Ahnliche Befunde wurden fiir weitere M S-Patienten erhoben.

Zellmarker B-Zell Subpopulation Liquor Blut

CD19+ alle B-zelluldren Populationen 5,6% 14,6%
CD19+CD138- B-Zellen (naiv/Gedéchtnis) 65% 99,2%

CD19+CD138+ Plasmazellen 35% 0,8%
CD19+CD27- naive B-Zellen 18% 79,2%
CD19+CD27+ zuvor aktivierte B-Zellen 82% 20,8%
CD19+CD27+CD138- Gedéchtnis B-Zellen 47% 20%
CD19+CD27++CD138+ | Plasmazellen 35% 0,8

Tabelle 2: Zusammenfassung der Analyse von B-Zell Subpopulationen in Blut und Liquor eines MS-Patienten.

Die Anteile von naiven, Gedachtnis- und Plasmazellen sind zwischen beiden Kompartimenten stark unterschiedlich.
Waéhrend im Liquor B-Zell Subpopulationen vorzufinden sind, die bereits mit Antigen in Kontakt gekommen sind
(Gedéchtnis- und Plasmazellen), dominieren im Blut naive B-Zéellen.

In den anschlieffenden Analysen wurden die B-Zell Subpopulationen weiter phanotypisiert,
um charakteristische Unterschiede zwischen den Subpopulationen auszuarbeiten (Abb. 8).
Hierzu wurde die Expression von unterschiedlichen Oberflachenmolekilen (Aktivierungs-
und Adhasionsmolekiile) entweder auf allen B-Zell Subpopulationen (naive, Gedachtnis,
Plasmazellen; Abb. 8A) oder nur auf Plasmazellen und B-Zellen (naive, Gedéchtnis, Abb.
8B) analysiert. Monoklonale Antikdrper gegen die Molekile CD21, CD22, CD40, HLA-
DR, CD80, CD86, LFA-1 und VLA-4 wurden mit den B-Zell-spezifischen Antikorpern
kombiniert und die Fluoreszenzintensitét auf den jeweiligen B-Zell Subpopulationen
ermittelt. Die Analysen zeigten im Vergleich zum Blut eine Herunterregulierung von
CD21, CD22 und CD40 auf den Liquor B-Z€llen, ahnlich der Expression auf Plasmazellen
aus Liquor und Blut. Eine Heraufregulierung von CD80, CD86, LFA-1 und VLA-4 wurde
auf den Liquor B-Zellen (ohne Plasmazellen) im Vergleich zu B-Zellen aus dem Blut
beobachtet. Einzig die Expression von CD86 und LFA-1 auf Liquor Plasmazellen war
erhdht gegeniber Plasmazellen aus dem Blut, fir ale anderen Marker wurde kein

Unterschied zwischen beiden Kompartimenten beobachtet.
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Abb. 8: Phanotypisierung von B-Zell Subpopulationen in Blut und Liquor eines MS-Patienten.

Die Expression von unterschiedlichen Oberflachenmol ekiilen wurde durch die Kombination des fir das jeweilige
Molekil spezifischen monoklonalen Antikorpers mit Antikérpern gegen CD19 und CD138 (A) bzw. CD19 und
CD27 (B) im Liquor (griin) und Blut (blau) analysiert. A Die Expression von CD40 und CD86 wurde durch
entsprechendes Gaten (siehe dazu Abb. 7) auf den naiven, Gedéchtnis B-Zellen und Plasmazellen bestimmt. B
Die Expression von CD80, HLA-DR, LFA-1, VLA-4, CD21 und CD22 wurde auf Plasmazellen und den
restlichen B-Zellen (naiv und Gedéchtniszellen) analysiert. Angegeben ist die mittlere Fluoreszenz der
Expression von jedem Oberflachenmol ekl auf den analysierten B-Zell Populationen.
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Eine derartige Anreicherung von Gedéchtnis B-Zellen und Plasmazellen im Liquor war ein
interessanter und noch nicht beschriebener Befund. Um zu dberprifen, ob diese
Veranderung typischerweise bei der MS auftrat, oder ob sie ein unspezifisches Phanomen
eines entzundlichen Prozesses beschrieb, wurden B-Zellen aus dem Liquor von MS-
Patienten und Patienten mit Neuroborreliose (NB) typisiert und seriell Uber einen Zeitraum
von mehreren Jahren verfolgt. Der Liquor von NB-Patienten ist ebenfals durch eine
Pleozytose, intrathekale 1gG-Synthese und Auftreten von OKBs gekennzeichnet. Die
Abbildung 9 stellt die seriellen, vergleichenden Analysen dar.
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Abb. 9: Serielle Liquor-Analyse eines M S-Patienten und NB-Patienten.

Gezeigt ist in A der Anteil von Plasmazellen (CD19+CD138+) an der gesamten B-Zell Population (alle CD19+) und
in B der Anteil an Plasmazellen und B-Zellen an der Gesamt-L eukozytenpopulation im Liquor eines MS-Patienten
(unten) im Vergleich zu einem Patienten mit akuter Neuroborreliose (NB) (oben) zu drel verschiedenen Zeitpunkten
(0 bis 2,5 Jahre). Wahrend beim NB-Patienten der Anteil an Plasmazellen zunéchst erhdht war und nach Behandlung
typischerweise innerhalb von zwei Wochen auf Normalniveau abfiel, ist bei dem MS-Patienten auch nach Jahren ein
stabil hoher Anteil an Plasmazellen im Liquor zu beobachten. C Angegeben ist fur alle drel Zeitpunkte der 1gG-
Quotient des M S-Patienten (unten) und NB-Patienten (oben). Parallel zum Absinken der Plasmazellzahl ging die 1gG-
Synthese im Liquor zuriick, hingegen ist beim MS-Patienten im Zeitverlauf eine konstante 1gG-Synthese zu
beobachten gewesen. Zeitverlauf: 1. Zeitpunkt: akute Symptomatik; 2. Zeitpunkt bei NB nach 2 Wochen, 3. Zeitpunkt
bei NB nach 1 Jahr; 2. Zeitpunkt bei MS nach 2 Jahren, 3. Zeitpunkt bei MS nach 2,5 Jahren. Ein &hnlicher Befund
wurde bel anderen Patienten erhoben. NB: Neuroborreliose; QIgG: Quotient aus 1gG Konzentration im
Liquor/Konzentration im Serum x 1000 ist ein MaR fiir die Auspragung der intrathekalen Synthese.
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Die seriellen Analysen legten einen interessanten Befund nahe. Zum 1. Zeitpunkt der
Liguor-Analyse hatte der Patient mit Neuroborreliose einen ausgepragten entziindlichen
Liquor mit erhohter B-Zell-Zahl von 18% und etwa 2% Plasmazellen gemessen an der
gesamten Leukozytenpopulation im Liquor (Abb. 9B) und eine ausgepragte intrathekale
gG-Synthese (Abb. 9C). 10% aler B-Zellen waren Plasmazellen (Abb. 9A, oben). Nach
zwel Wochen antibiotischer Behandlung gingen die Plasmazellen rapide zuriick und waren
dann kaum nachweisbar, wahrend B-Zellen noch bei 16% verblieben. Parallel dazu ging
die 1gG-Synthese zuriick. Nach mehr als einem Jahr deutete sich auch ein Riickgang der B-
Zellen beim NB-Patienten an. Dieses Phanomen wurde bei Patienten mit MS nicht
beobachtet. Im Gegenteil, B-Zellen und Plasmazellen blieben auf einem erhéhten Niveau
Uber einen Beobachtungszeitraum von Uber 2,5 Jahren stabil. Der in Abbildung 9
vorgestellte Patient hatte bei der ersten Analyse 4,5% B-Zellen und 3,5% Plasmazellen,
nach 2 Jahren 2,8% B-Zellen und 1,8% Plasmazellen und nach 2,5 Jahren 4,7% B-Zellen
und 2,4% Plasmazellen (Abb. 9B). Auch der Anteil der Plasmazellen an der gesamten B-
zelluléren Population im Liquor blieb tber Jahre erstaunlich stabil bei etwa 40% (Abb. 9A,
unten). Diese enorm stabile Expression von B-Zellen und Plasmazellen wird durch die
stabilen QIgG-Werte reflektiert (Abb.9C, unten). Dieser Befund legt eine permanente
Aktivierung der humoralen und B-zelluléren Immunantwort bei der MS nahe. Eine solche
kontinuierliche Aktivierung von B-Zellen deutet auf eine gezielte Antigen-spezifische
humorale Immunreaktion gegen ZNS residente Strukturen hin. Deshalb wurde im zweiten
Teil der Arbeit auf die Identifizierung der Antigenspezifitét der chronifizierten humoralen

Immunantwort bei der M S fokussiert.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde versucht, die Antigenspezifitét der lokalen B-Zell
vermittelten Immunantwort bei der MS zu charakterisieren, um damit mogliche Hinweise
auf pathogenetisch relevante Antigene zu erhalten. Bislang sind die Zielantigene bei der
MS unbekannt, wobel sowohl hirneigene Proteine als auch Fremdproteine, die durch
Infektion in das ZNS eingebracht wurden, mdgliche Ziele darstellen. Zur Klérung dieser
Frage wurde in dieser Studie ein neuer Ansatz gewdahlt, mit dem eine gleichzeitige Analyse
von vielen verschiedenen Proteinspezifitéten moglich war. Hierzu wurde ein Protein-Array
mit 37000 verschiedenen Protein-Expressionsklonen, die auf einer cDNA-Bibliothek des
foetalen menschlichen Gehirns basierten, eingesetzt. Der Array bestand aus zwei

Membranen und hatte je eine Grof3e von 24cm x 24cm.
5.6 Identifikation von potentiellen Kandidatenantigenen auf Protein-Array

Mit Hilfe des Protein-Arrays konnten gleichzeitig Immunantworten gegen ca. 37000
verschiedene rekombinante Proteine analysiert werden. Da der Liquor wahrscheinlich das
entzindliche Milieu im ZNS reflektiert [53], wurden Liquorantikorper von M S-Patienten
auf mogliche Immunreaktivitéten gegen Proteine, die sich auf dem Array befanden,
untersucht. Die Anwendung des Arrays erlaubte mit einer Menge von etwa 1 ml Liquor die
Suche von Immunreaktivitéten eines individuellen Patienten, ein Poolen von mehreren
verschiedenen Liquorproben war deshalb nicht nétig. Zur Identifikation von MS-
spezifischen Antigenen wurde die Antikorperreaktivitét der Liquorprobe jeweils einesMS-
Patienten gegentiber der einer Kontrolle ermittelt. Auf diese Weise wurden Liquor-Proben
von 12 verschiedenen MS-Patienten und insgesamt 5 verschiedenen Kontrollpersonen
untersucht. Expressionsklone, die mit der Liquorprobe eines MS-Patienten positive
Immunreaktivitdten zeigten, aber nicht mit Liquor der parallel prozessierten Kontrollprobe,
wurden als potentielle Kandidatenantigene gewertet. Diese Kandidatenantigene wurden auf
negative Reaktivitéten bei allen weiteren Kontrollproben dberprift und auf mogliche
Uberlappungen mit Liquorproben anderer M S-Patienten untersucht. Bei 6 M S-Patienten
konnten deutliche Immunreaktivitdten gegen mindestens zwei Expressionsklone detektiert
werden. Bei den anderen 6 MS-Patienten wurden zwar Reaktivitdten beobachtet, die aber
entweder zu schwach waren, oder bei mindestens einem Kontroll-Liquor eine zumindest
schwache Reaktivitéat zeigten. Bel der Suche nach M S-spezifischen Antigenen wurden nur
solche Expressionsklone ausgewahlt, die eine ausgepragte Immunreaktion mit Liquor von
M S-Patienten zeigten. Abbildung 10 demonstriert die Identifikation eines M S-spezifischen

48



ERGEBNISSE

Kandidatenantigens, hier B3 (A), das bel der Applikation von Kontroll-Liquor keine
Reaktivitét an dieser Stelle zeigte (B). Die Intensitét der Immunreaktion ist représentativ
fur alle identifizierten Kandidatenanti gene.

Abb. 10: Identifizierung von M S-spezifischen Antikorper-Reaktivitéten mit Hilfe eines Protein-Arrays.

37000 verschiedene E. coli Expressionsklone basierend auf einer cDNA-Bibliothek des fétalen menschlichen Gehirns
waren auf einer PVDF-Membranen (24cmx24cm) aufgetragen. Die Auftragung der Klone in Dupletten nach einem
bestimmten Muster diente zum Ausschlul® von unspezifischer Bindung. Zur Identifizierung von Antikorperreaktivitéten
wurde die Membran zun&chst mit Liquor (IgG-Konzentration auf 10mg/l eingestellt) und anschliefend mit HRP-
gekoppelten anti-humanen 1gG-Antikdrpern inkubiert und die Bindung der humanen Antikdrper an Proteine des Protein-
Arrays mit TMB-Substrat dargestellt. Deutlich geférbte Stellen signalisierten eine spezifische Antikorperbindung. In A
ist die Immunreaktion bei einem M S-Patienten und in B die negative Immunreaktion bel einer Kontrollperson an dieser
Stelle gezeigt. Der Kreis markiert die Identifizierung des Kandidatenantigens B3. Gezeigt ist ein 3cm x 3 cm grofier
Ausschnitt der Membran.

Drei der MS-Patienten zeigten Ubereinstimmungen in mindestens einer Reaktivitét.
Untersuchungen von zwei MS-Patienten, bei denen zweimal Liquor enthommen wurde,
zeigten jeweils identische Immunreaktivitdten zu beiden Zeitpunkten, was einen Hinwels
auf die Qualitdt und Zuverléassigkeit des Protein-Arrays gab. Bel den Patienten, die im
Liquor deutliche Immunreaktivitéten zeigten, wurden weitere Untersuchungen mit Serum
durchgefuhrt, wobei auch hier zum besseren Vergleich zwei Protein-Arrays parallel mit
Liguor und Serum des gleichen Patienten prozessiert wurden. Generell wurden mit Serum
deutlich mehr Reaktivitaten, aber meist schwéchere, beobachtet als mit Liquor. Im Serum,
das auf die gleiche IgG-Konzentration eingestellt wurde wie der Liquor, waren die
Immunreaktivitdten gegen die potentiellen Kandidatenantigene, die mit Liquor identifiziert
wurden, in abgeschwéchter Intensitét detektierbar. Zusammenfassend wurden in den
initialen Experimenten zur Suche nach potentiellen Antigenen mit Hilfe der Protein-Arrays

54 verschiedene Expressionsklone al's potentielle Kandidatenantigene identifiziert.
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Die relevanten E. coli-Expressionsklone wurden beim RZPD in Berlin bezogen. Da die
Klone des Protein-Arrays zum grof3ten Teil noch nicht charakterisiert waren, wurden die
Plasmide der selektierten Expressionsklone amplifiziert, ansequenziert und die inserierte
cDNA mit Hilfe von Blast-Suche (http://www.nchi.nim.nih.gov/BLAST) identifiziert.
Anschlief3end wurde die Basensequenz in die AS-Sequenz Ubersetzt. Das Leseraster der
AS-Sequenz beginnend mit der N-terminalen 6xHIS-Sequenz wurde fur die Datenbank-
Suche in Swiss-Prot verwendet und die exprimierte Proteinsequenz identifiziert. Von den

54 Expressionsklonen waren 12 mit identischer Expressionssequenz einkloniert, so dass 42
unterschiedliche Reaktivitdten mit unterschiedlicher Sequenz identifiziert wurden. Bei
zwel dieser Reaktivitdten wurde zwar dasselbe Protein identifiziert, die Proteine
unterschieden sich jedoch in der Lange des inserierten cDNA, d.h. hier wurden zwei
unterschiedlich lange Proteinfragmente eines identischen Proteins gefunden.

Aufgrund der nachfolgenden, aufwendigen Experimente zur Klérung der Relevanz dieser
potentiellen Kandidatenantigene bel der MS wurden die ersten 21 Expressionsklone
ausgewahlt (zusammengefasst in Tabelle 2). Zehn der 21 Expressionsklone exprimierten
ein Protein im richtigen Leseraster (in frame). EIf der cDNA-inserts waren nicht im
korrekten Leseraster einkloniert (out of frame), so dass Proteine mit unbekannter Spezifitét
exprimiert wurden. Diese Proteine wurden dennoch fuir die folgenden Analysen verwendet.
Als Kontrollprotein diente das ubiquitér vorkommende Protein Glycerinadehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), das sich ebenfalls auf dem Protein-Array befand, das

aber nicht Uber eine Immunreaktion identifiziert wurde.
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code Proteinidentitét NCBI-Nummer Inserierter Bereich desProteinsin
AS-Position (Anfang und Ende)

A5 |Hemoglobin apha-3 chain P01935 AS2-AS 141

A7 |mitochondrial ribosomal protein S11 NP_073750 AS2-AS 194

B7 |RED protein AAH13005 AS 443-AS 557

D3 |ASPI protein NP_076988 AS1-AS553

E1 |chaperonin containing TCPL, CCT5 NP_036205 AS 320-AS 541

F4 |MAZI P56270 AS 125-AS 477

G4 |MAZ P56270 AS121-AS 477

H5 |MAZI P56270 AS 244-AS 477

H1 |TCOFL treacle protein NP_000347 AS2-AS1411

G5 |RNA binding motif protein 5 NP_005769 AS469-AS 815
*Al |Human kinesin2 (KNS2) NM_005552 15 AS langes Protein
*B1 |Human mRNA for KIAA1185 protein | AB033011 68 AS langes Protein
*B3 |Human poliovirus receptor-related 2, BC003091 49 AS langes Protein
*F3  |Human hypothetical CL683 protein XM_001817 41AS langes Protein
*C5 |Human stathmin-like-protein RB3 NM_030795 83 ASlanges Protein
*C6 |DKFZp434A1010 cosmid F25965 AC002398 92 ASlanges Protein
*D6 |Mus musculus 1500001J14Rik cDNA | NM_025891 >123AS langes Protein
*D1 |Human MAPK11 XM_010068 106 AS langes Protein
*D5 | Human fragment of activated c-raf-1 X 06409 112 ASlanges Protein
*G2 |Human CREB binding protein NM_004380 357 ASlanges Protein
*H3 |Human tubulin, beta, 5 (TUBB5) XM_009015 100 AS langes Protein

K |GAPDH P04406

Tabelle 3: Proteinsequenz-Analyse der identifizierten Kandidatenproteine.

Angegeben ist zusétzlich die NCBI-Nummer und der Bereich des Proteins, der als cDNA im Expressionsklon einkloniert
war. Bei Proteinen mit unbekannter Identitét ist die Lange der AS-Sequenz des Proteins angegeben. AS: Aminoséure;
* Proteine waren “out of frame™ exprimiert.
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5.7 Immunr eaktivitaten gegen aufgereinigte Kandidatenantigene

Zur Verifizierung der spezifischen Bindung von Liquor bzw. Serum-1gG-Antikorper an die
Kandidatenantigene wurde ein Immuno-Westernblot mit den aus den Bakterien-
Expressionsklonen aufgereinigten Proteinen  durchgefihrt.  Zur Gewinnung der
rekombinanten Proteine wurde die Expression der Proteine durch Zugabe von IPTG in die
Bakterienkulturen induziert und die Proteine mit Hilfe von Nickel-Saulen aufgereinigt.
Abbildung 11 zeigt exemplarisch die Aufreinigung von 3 verschiedenen Proteinen. Nach
der Aufreinigung der Proteine aus den entsprechenden Bakterienklonen wurde eine SDS-
Gelelektrophorese und ein Western-Blot durchgefiihrt. Mittels Ponceauféarbung wurde der
erfolgreiche Transfer der Proteine Uberprift (Abb. 11A). Im Immunaoblot ist die spezifische
Bindung der Liquorantikrper an die aufgereinigten Kandidatenantigene gezeigt
(Abb. 11B). Die Antikorper banden dabei nicht das Kontrollprotein GAPDH.

A B
M B3 F4 G2 capbH M B3 F4 G2 cAPDH
oy w g
. " -
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Abb. 11: Nachweis der Immunreaktivitat gegen aufgereinigte Kandidatenantigene.

A Auftrennung von vier aufgereinigten Proteinen im SDS-Gel und Western-Blot mit anschlieRender Ponceau-Féarbung. B
Western-Immunoblot mit Liquorantikérpern eines Index-Patienten mit dessen Liquor die drei Kandidatenantigene B3, F4
und G2 auf dem Protein-Array identifiziert wurden. Die AntikOrper banden nicht das Kontrollprotein GAPDH. M:
Marker; B3, F4, G2: Kandidatenantigene mittels Protein-Array-Anaysen identifiziert; GAPDH: Glycerinadehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase.
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5.8 Immunreaktivitaten gegen Kandidatenantigene bei M S-Patienten und Kontrollen

Um die Ausprdgung und Frequenz der erhohten Immunreaktivitéten gegen die 21
potentiellen Kandidatenantigene bei MS-Patienten zu ermitteln und mit Kontrollen zu
vergleichen, wurden zunéchst fir ale Kandidatenantigene ELISAs etabliert, die eine
Zuverlassige Messung der Immunreaktivitéten erlaubten. Zundchst wurden Liquores von
46 MS-Patienten und 28 Liquores von NIND-Patienten auf Reaktivitét analysiert. Dabel
wurde der Liquor in einer 1:5-Verdinnung eingesetzt und die OD-Werte beider Kollektive
miteinander verglichen. Sofern die Immunreaktivitéten bei MS-Patienten erhoht waren,
wurden weitere Kollektive untersucht. In Abbildung 12 sind am Beispiel des Proteins B3
die ELISA-Ergebnisse dargestellt. Von 132 MS-Patienten zeigten 18 erhohte
Immunreaktivitdten, hingegen wiesen keine der 125 NIND-Patienten erhthte Werte auf
(Fisher’s exact Test; p<0,001). Als eine Erhdhung wurden OD-Werte von grofer als 0,3
gewertet. Um eine systemisch erhohte und unspezifische Reaktivitét gegen jegliche
Proteine bei MS-Patienten auszuschlief3en, wurde die Immunreaktivitét gegen GAPDH
untersucht. Keiner der MS-Patienten und NIND-Patienten zeigte eine Reaktivitét gegen

das Kontrollprotein.
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Abb. 12: Bestimmung der |mmunreaktivitéten gegen Kandidatenantigen B3 im Liquor von MS-Patienten und NIND-
Patienten mittels EL1SA. Liquores von 132 M S-Patienten und 125 Kontrollen wurden 1:5 verdiinnt. M S-Patienten hatten
haufiger erhthte Immunreaktivitéten gegen Protein B3 als NIND-Patienten (Fisher’s exact Test; p<0,001). Cut-off:
0OD>0,3. NIND: non-inflammatory neurological disease.
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In Tabelle 4 sind die ELISA-Analysen der 21 aufgereinigten Kandidatenantigene
zusammengefasst. Proteine, die bei mehr als 8% der MS-Patienten, aber bel deutlich
weniger Kontrollen erhdhte Immunreaktivitéten (OD>0,3) aufwiesen, wurden als
besonders interessant und potentiell krankheitsassoziiert gewertet. Zehn Proteine wurden
identifiziert, fUr die haufiger erhdhte Immunreaktivitdten bei MS gefunden wurden (in Tab.
4 farblich hervorgehoben). Fur diese initialen ELISA-Analysen wurden Liquor-Proben von
46 MS-Patienten und 28 Kontroll-Patienten analysiert. Die Ergebnisse fur die
aussichtsreichsten Kandidaten wurden mit zwei weiteren Kollektiven bestétigt, so dass fur
die aussichtsreichsten Kandidaten Proben von 132 MS-Patienten und 125 Kontrollen
untersucht wurden. Bel der Analyse der Immunreaktivitdten aller MS-Patienten ergaben
sich bestimmte Muster. Funf Proteine zeigten Uberlappende Immunreaktivitéten und
wurden in der Proteingruppe 1 zusammengefasst, und drei Proteine in der Proteingruppe 2.

Zwei weitere Proteine zeigten keine Uberlappungen. In Tabelle 4 sind die Proteine einer

Protein erhohtelR erhohtelR
% MS % Kontrollen
A5 2,2 0
A7 6,5 0
B7 2,2 0
D3 9,3 3,6
E1 0 0
F4 15,6 3,6
G4 23,9 3,6
H5 17,1 3,6
H1 6,5 0
G5 1,3 0
*Al 2,2 0
*B1l 1,9 0
*B3 10,9 0
*F3 10,9 0
*ChH 8,7 0
*C6 13 0
*D6 15,2 0
*D1 4,3 0
*D5 6,5 0
*G2 19,6 0
*H3 43 3,6
GAPDH 0 0

Tab. 4: Zusammenfassung der Immunreaktivitédten gegen 21 Kandidatenantigene mittels ELISA. Antigene, die bei
MS-Patienten héufiger erhdhte OD-Werte zeigten als Kontrollen, sind farblich hervorgehoben. Cut-off war OD > 0,3.
Antigene jewells einer Farbe gehtrten zu einer gemeinsamen Proteingruppe, die jeweils bei denselben Patienten erhthte
Immunreaktivitéten aufwiesen. Keine erhdhten Reaktivitaten wurden fir GAPDH gemessen. IR: Immunreaktivitét.

* Proteine waren “out of frame” exprimiert.
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Gruppe bzw. die einzelnen Proteine in jeweils derselben Farbe dargestellt.
Interessanterweise waren ale 5 Proteine der Proteingruppe 1 “out of frame™ exprimiert.
Demnach erkennen die Antikoérper moglicherweise eine Protein-Sequenz, die nicht im
humanen Proteom enthaten ist. Die Kreuzreaktion der Liquorantikbrper gegen
verschiedene Proteine konnte darauf hinweisen, dass die Proteine mdglicherweise

identische oder @hnliche Epitope besitzen, die die Antikorper spezifisch binden.
5.9 Bindung der Kandidaten antigene an OKBsim Liquor

Nach der Selektion von 10 potentiell krankheitsrelevanten Proteinen wurde in den
nachfolgenden Experimenten untersucht, ob die OKBsim Liquor von M S-Patienten gegen
diese Antigene gerichtet sind. Hierzu wurde ein |EF-Immunoblot angewandt, der von
einigen Arbeitsgruppen bereits bei der Neuroborreliose eingesetzt wurde [52]. Die Liquor-
Ig (Liquor-Antikdrper) wurden im IEF-Gel nach dem isoelektrischen Punkt aufgetrennt
und aus dem Gel auf eine zuvor mit dem Kandidatenantigen beschichtete Nitrozellulose-
Membran geblottet. Eine spezifische Bindung an die Kandidatenantigene wurde mit anti-
humanen 1gG-Antikérpern und TMB-Substrat detektiert. In Abbildung 13 ist die
spezifische Bindung von OKBs gegen drei Kandidatenantigene gezeigt. Ferner konnte
durch die Applikation von Ligquor-Serum-Paaren dieser drei Patienten eine unterschiedlich
starke Bindung von Liquor und Serum 1gG fur die drei Proteine beobachtet werden. Die
Bindung ist im Liquor fur alle Proteine am deutlichsten und weist auf die intrathekale
Produktion spezifischer Antikorper hin.

C5 G4 D3

Liquor  Serum Liquor  Serum Liquor  Serum

Abb. 13: | EF-Immunoblot zum Nachweis der Antigen-spezifischen Bindung der OKBsim Liquor .

Serum und Liquor von 3 MS-Patienten wurde auf eine Konzentration von 10 mg/l 1gG eingestellt und die Bindung an
verschiedene Kandidatenantigene zwischen Serum und Liquor verglichen. Deutliche Bandenmuster signalisierten die
Bindung von OKBs an die Kandidatenantigene. Stérkere Banden im Liquor signdisierten eine intrathekale 1gG-Synthese
und wurden fir alle Antigene beobachtet. Wahrend keine Antikorper im Serum das Protein C5 banden, sind polyklonale
Antikdrperreaktivitdten gegen G4 und oligoklonale gegen D3 im Serum zu beobachten.
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Nach dem Nachweis der Antigen-spezifischen Bindung der OKBs wurde untersucht, ob
alle Kandidatenantigene, die jewells einer Gruppe angehtrten, ein identisches
Bindungsmuster der OKBs aufwiesen, und ob die zwel verschiedenen Proteingruppen
tatséchlich unterschiedliche Bereiche des gesamten OKB-Musters eines Patienten
erkennen. Abbildung 14 zeigt das OKB-Bindungsmuster einzelner Proteine aus den
Gruppen 1 und 2 eines einzigen Patienten, der zuvor im ELISA fir die Proteine B3, C5
und C6 (Gruppe 1) sowie fur die Proteine F4 und G4 (Gruppe 2) hohe Immunreaktivitéten
aufwies. Es zeigte sich, dass die drei Proteine der Proteingruppe 1 (grin umrahmt) ein
identisches Bindungsmuster der OKBs des Patienten hatten. Die zwei Proteine der Gruppe
2 (rot eingerahmt) hatten ebenfalls ein identisches Muster. Der Vergleich der
Bindungsmuster zwischen beiden Proteingruppen zeigte, dass die Proteingruppen
unterschiedliche Bereiche des gesamten OKB-Musters des M S-Patienten banden. Dieser
Befund deutet auf die Anwesenheit eines identischen oder dhnlichen Epitops, das adle

Proteine einer Proteingruppe gemeinsam haben, hin.

B3 C5 Co6 F4 G4 GAPDH

|

.

Proteingruppe 1 Proteingruppe 2

Abb. 14: Kreuzreaktivitéat der OKBs gegen unterschiedliche Kandidatenantigene.

|EF-Immunaoblot mit Liquor eines M S-Patienten, der erhhte Immunreaktivitéten gegen die Antigene B3, C5, C6, F4 und
G4 im ELISA zeigte. Die Antigen-spezifischen OKB-Bindungsmuster waren unter allen Antigenen aus der
Proteingruppe 1 identisch und unterschieden sich vom Muster, das spezifisch fiir Antigene aus der Proteingruppe 2 war.
Nitrozellulose-Streifen wurden mit 50mg/ml des jeweiligen Antigens beschichtet und mit |EF-aufgetrennten Liquor-
Antikdrper geblottet. Die Antigen-spezifischen OKBs wurden immunchemisch mit anti-humanem 1gG und ECL-
Detektion identifiziert. Proteine der Gruppe 1 (B3, C5, C6) sind griin eingerahmt; der Gruppe 2 (F4, G4) sind orange
eingerahmt. Ein unspezifischer Transfer der OKBs wurde durch die Abwesenheit einer Bindung gegen GAPDH
ausgeschlossen.
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5.10 Identifikation der Antik 6r per-bindenden Epitope

Da Antikorper nicht ausschliefdlich dreidimensionale Proteinstrukturen erkennen, sondern
auch zu einem Teil lineare Peptidsequenzen binden, bestand die Moglichkeit, dassin alen
Proteinen einer Gruppe homologe lineare AS-Sequenzen enthalten waren, die auf ein
gemeinsames Epitop schlief3en kénnten. Daher wurde ein Vergleich der AS-Sequenz der
Proteine, die zu einer Gruppe gehorten, durchgefihrt, um mogliche Hinweise auf die
Epitope zu erhalten. Eine solche Analyse konnte fur die einzelnen Proteine nicht
durchgefuihrt werden, so dass im Folgenden nur auf die Proteine der Gruppen 1 und 2
fokussiert wurde. Die Proteine der Gruppe 1 waren alle “out of frame” exprimiert, wodurch
in der Trandation wahrscheinlich ein frihes Stopp-Kodon erreicht wirde und dies die
Suche nach einem gemeinsamen Epitop erleichtern kdnnte. Tatséchlich handelte es sich
um kurze Proteine mit einer AS-Lénge zwischen 47 und mindestens 123 AS bzw. einer
Masse von 11-30 kDa. Die Abbildung 15 zeigt die AS-Sequenzen der Proteine aus der
Gruppe 1 beginnend mit der N-terminalen 6xHIS-Sequenz inklusive einer Vektor-
spezifischen Sequenz und der nachgeschalteten AS-Sequenz des exprimierten Proteins.
B3

Mt RGSHHHHHHGSYLGDTI ESSTHASGGFEPPELSERPGVPSRA
RAGPGEQN ARAQREPARSRSRSPTGTY - STOP

F3
Mt RGSHHHHHHGSYLGDTI ESSTHASGRGCSCGLRPARSRSRTS
TSRRSTSG WCRWRSTADRCPWW- Stop

C5

Mt RGSHHH HGS
AEGRGLQV RGQ
RGVAKGRFLCFWC
C6

Mt RGSHHHHHHGS

pyj
m

>
z

T
T
<
-

GDTI ESSTHASGTAAREGQARRGGAEKQG
FQVSRTAPAAPRSROQODPRPPAALPALGFGG
Met LRI DQ- Stop

A
o
)
—

'_
<

<
-

GDTI ESSTHASAHASGTPRPCLCLPTQGD

PPGHLAPGAHQPRLACCPRHLRAPGCI SATRCPRTAGGWGSTCL
SHPNTSSQPRPEPAPPSHTPAAARSRGPAD- Stop

D6

Mt RGSHHHHHHGSYLGDTI ESSTHAS GKKEEERERVRGAAEPTP
Mt AADEVAGGARKATKSKLFEFLVHGVRPGMt PSGARMt PHQGA
PMt GPPGSPYMt GSPAVRPGLAPAGMt EPARKRAAPPPGQSQARQ
SQGQPVPTAPARSRSAKRRK Mt AD - Ende unbekannt

Abb. 15: AS-Sequenzen der Proteine aus Gruppe 1.

Die Suche nach einem gemeinsamen Epitop wurde durch einen AS-Sequenz Vergleich der exprimierten Proteine
durchgefiihrt. Die N-terminadle 6xHis-Sequenz mit der Vektorsequenz, die jeweils mit den Kandidatenantigenen
fusioniert war, ist unterstrichen. Grau markiert sind Sequenzéhnlichkeiten zwischen den Proteinen. Die minimae
Epitopsequenz RSR, die alle 5 Proteine aus der Gruppe 1 teilten, ist griin eingerahmt.
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Beim Vergleich der AS-Sequenzen wurde die 3 AS-umspannende Sequenz RSR als das
minimalste Epitop aller Proteine der Gruppe 1 identifiziert. Ferner wurden Bereiche mit
groRer Homologie unter den Proteinen beobachtet (grau markiert). Diese homologen
Sequenzen kénnten moglicherweise das gemeinsame Epitop aller 5 Proteine darstellen.

Bel allen drel Proteinen der Gruppe 2 handelte es sich um das MY C-assoziierte ZINK-
Finger Protein. Die Proteine unterschieden sich lediglich in der Gréf3e. In Abbildung 16 ist
die Aminsauresequenz von H5 gezeigt. Uber Protein H5 aus der Gruppe 2, das kleiner war
als F4 und G4, wurde eine Einschréankung der AS-Sequenz, in der sich das 2. Epitop

befand, ermdglicht (grau markiert).

H5

Mt RGSHHHHHHGSYLGDTI ESSTHASAGGGGGEAGAGGGAAAVA
AGGVVTTTASGKRI RKNHACEMt CGKAFRDVYHLNRHKLS SHSDE
KPYQCPVCQQRFKRKDRMt SYHVRSHDGAVHKPYNCSHCGKSEFS
RPDHLNSHVRQVHSTERPFKCEKCEAAFATKDRLRAHTVRHEEHK
VPCHVCGKMt LSSAY|I SDHMt KVHSQGPHHVCELCNKGTGEVCP
Mt AAAAAAAAAAAAAAVAAPPTAVGSLSGAEGVPVSSQPLPSQP
W- Stop

Abb. 16: Gemeinsame Aminosauresequenz von Proteinen aus Gruppe 2.

Alle Proteine der Gruppe 2 wurden als das MY C-assoziierte Zink-Finger Protein identifiziert. Gezeigt ist die AS-Sequenz
des kiirzesten MY C-Protein-Fragmentes H5, wodurch eine Einschrankung des Epitops ermdglicht wurde. Unterstrichen
ist die N-terminale 6xHis-Sequenz plus V ektorsequenz, mit der die Kandidatenantigene fusioniert waren. Grau unterlegt
ist der Bereich, den alle Proteine der Gruppe 2 gemeinsam hatten.

Zur weiteren Analyse des Peptid-Epitops wurde ein sogenannter Peptidscan mit 13mer
langen Peptiden, die jeweils 11 AS Uberlappten, und die die gesamte Peptidsequenz eines
Proteins umspannten, durchgefuhrt. Die Peptide waren auf einer Zellulose-Membran als
Spots nebeneinander in der Reihenfolge der AS-Sequenz des Proteins aufgebracht. Zur
Analyse der Epitope wurden diese Membranen mit Liquor von MS-Patienten (im ELISA
positiv gegen Proteine aus Gruppe 1 oder 2) inkubiert, um die Peptidsequenzen, die fir
Bindung der Liquor-Antikorper verantwortlich waren, zu identifizieren. Der Peptidscan
wurde mit B3-Protein aus der Gruppe 1 (siehe Abb. 15) und mit H5-Protein aus der
Gruppe 2 (siehe Abb. 16) durchgefihrt.
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A B3

SGGFEPPELSERPGVPSRAGRAGPGEQNREARAQREPARSRSRSPTGTY

15-EARAQRE PARSRS
16-RAQRE PARSRS RS
17-QRE PARSRSRSPT
18-E PARSRS RSPTGT
19- PARSRSRSPTGTY

H5

AGGGGGEAGAGGGAAAVAAGGVVTTTASGKRIRKNHACEMCGKAFR

1-AGGGGGEAI GAGGG
2-GGGGEA GAGGG AA
3-GGEA GAGGG AAAV
4-EA GAGGG AAAVAA
5- GAGGG AAAVAAGG

m— ———

PEplid 1- -113

Abb. 17: Peptidscananalysen zur |dentifizierung der Epitope.

Membranen mit 11 AS lberlappenden 13mer Peptiden, die die gesamte Protein-Sequenz von B3 Protein aus der Gruppe
1 mit 19 Peptiden (A) und H5 aus der Gruppe 2 mit 113 Peptiden (B) umspannten, wurden mit MS-Liquor inkubiert und
die Peptide, die die Antikdrper am deutlichsten gebunden haben, identifiziert. Die bestbindenden Peptide sind fur beide
Proteine in der kompletten Peptid-Sequenz aufgefiihrt und das gemeinsame minimalste Epitop der Peptide fir B3 (griin)
und fur H5 (orange) farblich eingerahmt.

Mit Hilfe der Peptidscan-Analysen konnte die Linearitét des Epitops gezeigt und die
Peptid-Sequenz PARSRS als das minimale Epitop von Gruppe 1 (Protein B3) und die
Sequenz GAGGG von Gruppe 2 (Protein H5) identifiziert werden. Des Weiteren wurde ein
Peptidscan mit dem Protein D3 durchgefihrt, um das Epitop dieses einzelnen, zu keiner
Gruppe gehorenden Proteins zu ermitteln. Die Analyse Uber lineare Peptide blieb erfolglos,
so dass die Liquor-Antikérper im Falle von D3 wahrscheinlich ein diskontinuierliches

Epitop erkennen.
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Anschliefiend wurde mit 13-mer Peptiden aus der Originalsequenz QREPARSRSRSPT
und GGEAGAGGGAAAYV der Proteine eine AS-Substitutionsanalyse durchgefihrt, um
das Epitop noch weiter zu charakterisieren und Schliissel-AS an jeder Position zu
definieren. Fir diesen Ansatz wurden AS in den Positionen 3-10 der urspringlichen
Peptidsequenz von B3 durch die 20 und von H5 durch 8 nach Eigenschaften ausgewahlte
AS (siehe Kap. 4.19) ersetzt und mit Liquor des gleichen MS-Patienten wie zuvor im
Peptidscan inkubiert. Abbildung 18 zeigt die Substitutionsanal ysen von Peptid 1 und 2.

o~NO U~ WNPRE

Abb. 18: AS-Substitutionsanalyse von bestbindenden Peptiden aus Protein B3 und H5.

A Fur das 13-mer Peptid von Epitop 1 wurden die AS in den Positionen 3-10 durch die 20 naturlich vorkommenden AS
substituiert und mit Liquor (1:200 verdinnt) des Index MS-Patienten inkubiert. Nach Inkubation mit sekundérem
Antikorper und ECL-Detektion wurde das Motiv 1 ermittelt. B Fir das 13-mer Peptid von Epitop 2 wurden die AS-
Positionen 3-10 durch die AS Alanin (A), Glycin (G), Serin (S), Arginin (R), Leucin (L), Phenylalanin (F), Glutamat (E)
und Prolin (P) substituiert. Die Detektion der an der jeweiligen Position wichtigen AS wurde wie in A durchgefuihrt und
das Motiv 2 ermittelt. Griin markiert ist die Originalsequenz von Epitop 1 aus Protein B3 (QREPARSRSRSPT); rot
markiert ist die Originalsequenz von Epitop 2 aus Protein H5 (GGEAGAGGGAAAYV). * Originalsequenz der Peptide.
Senkrecht sind die AS Positionen 1-8 aufgetragen, waagerecht sind die substituierten AS 1-20 (B3) bzw. 1-8 (H5) an den
jeweiligen Positionen gezeigt.

Die Substitutionsanalysen wurden mit Liquorproben von insgesamt 5 MS-Patienten
durchgefuihrt. Diese Anaysen fuhrten schliefdlich zu den bestbindenden AS an jeder
Position der beiden Epitope, so dass dadurch Motive abgeleitet werden konnten, mit denen
nach den korrespondierenden Proteinen in der Datenbank gesucht wurde. Fir die Motiv-
Suche wurden fir jede Position die bestbindenden AS, mit denen bei allen drei Liquores
(je Motiv 3 verschiedene M S-Patienten) die deutlichste Bindung beobachtet wurde. In der
Abbildung 19 sind die Resultate der Substitutionsanalysen fir alle Patienten mit
Abstufungen in der Bindungskapazitét dargestellt.
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1] 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 |ASPos
Q| R E P A R S R S R S T | B3
Q| R S|P | T | MsL

X X X X X Mot
CHW CHW 1

1 2 3 7 5 6 7 8 9 10 | 11 [ 12 | 13 [ASPos
Gl G AT AV H5
MSI

MSA

MS5

P P P

x| x| | ar | ¢ A G G ¢ | ARe | x | x | x | Motiv
s 2

Abb. 19: Definition der Erkennungsmotive 1 und 2.

Substitutionsanalysen fir jedes Motiv wurden nacheinander mit Liquor (1:200 verdiinnt) von jewells drei verschiedenen
M S-Patienten durchgefiihrt und die bestbindenden AS an den substituierten Positionen (aus den 13-mer Peptiden wurden
jeweils AS-Position 3-10 substituiert) ermittelt. FUr die Identifizierung der Motive wurden die AS, die bei alen Patienten
eine bessere Bindung der Liquorantikérper zur Folge hatten, ausgewahit und diejenigen ausgeschlossen, die eine Bindung
hemmten. Insgesamt wurden die Analysen mit 5 verschiedenen MS-Patienten durchgefiirt, wobei MS-Patient 1 der
Index-Patient war, der fir beide Proteingruppen erhdhte Immunreaktivitéten aufwies. Bindungsintensitdten sind durch
Abstufungen in Grau-Tonen dargestellt. Bestbindende sind dunkelgrau unterlegt, hemmende AS sind durchgestrichen.
Die Original-Peptid-Sequenz von B3 und H5 ist aufgefuhrt. Die abgeleiteten AS an den jeweiligen Positionen eines 13-
mer-Peptides sind fur das Motiv 1 in griin und fir das Motiv 2 in orange dargestellt.
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Die Erkennungsmotive aus den Substitutionsanalysen (Abb. 19) wurden fir die Swiss-Prot
Datenbank-Suche eingesetzt, um nach den korrespondierenden Proteinen im gesamten
Proteom zu suchen. In Abbildung 20 sind die Ergebnisse der Suche nach den Proteinen, die
die Erkennungsmotive 1 und 2 beinhalteten, dargestellt.

X-X-{not CHW}-P-A-{not CWH}-[ST]-R-[SN]-[RK]-X-X-X X-X-{SL}-[APR]-G-A-G-G-G-[ARF]-X-X-X

\ /

Swissprot-Datenbanksuche

& Sa

10 Treffer 13 Treffer
7 irrelevante 2 humane 1 virales 1 virales 3 humane 9 irrelevante

v v

IASPAASRSKQH AGGAGAGGGA

Abb. 20: Swissprot-Datenbank-Suche mit Motiven 1 und 2.

Mit Hilfe der Substitutionsanalyse wurden Bindungsmotive identifiziert, mit denen nach dem natirlich vorkommenden
Proteinen in der Protein-Datenbank gesucht wurde. AS-Positionen 3-10 des 13-mer Peptides von B3 und H5 wurden
substituiert und jede substituierte AS mit bestbindenden AS definiert bzw. AS ausgeschlossen, die laut
Substitutionsanlayse eine Bindung der Antikdrper vermieden. Mit beiden Motiven wurde die gesamte Protein-Datenbank
durchsucht. Mit Motiv 1 wurden 10 Proteine, darunter 2 humane Proteine, und mit Motiv 2 wurden 13 Proteine, darunter
3 human Proteine gefunden. Je 1 virales Protein wurde fir beide Motive gefunden, die beide aus ein und demselben
Erreger stammten: dem Epstein-Barr-Virus. Beide Virus-Gene, BRRF-2 und EBNA-1, sind benachbarte Gene, die sich
im gleichen Leseraster befinden. X: willkirliche AS an den nicht-substituierten AS-Positionen eines 13-mer Peptides.
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Da fiur die vorherigen Analysen jeweils 13-mer Peptide eingesetzt wurden, erfolgte die
Datenbank-Suche ebenfalls mit 13 AS langen Sequenzen. Diese setzten sich aus den 8
substituierten AS-Positionen (Position 3-10) und 5 willkurlichen AS, die diese Motiv-
Sequenz umspannten, zusammen. Die Datenbank-Suche mit 13-mer Peptiden identifizierte
10 Proteine fur das Motiv 1 und 13 Proteine fur das Motiv 2. Bel den Proteinen mit Motiv
1 handelte es sich um 2 humane und um 8 Proteine aus anderen Organismen. Mit Motiv 2
wurden 3 humane und 10 Proteine aus anderen Organismen gefunden.

Interessanterweise wurde mit beiden Mativen je ein Protein gefunden, das im Genom des
Epstein-Barr-Virus enthalten ist. Es handelte sich dabei um EBNA-1 (Motiv 2) und ein
bisher wenig charakterisiertes Protein, das BRRF-2 (Motiv 1).

Anschlief3end wurde untersucht, gegen welche Peptide aus den Proteinen, die tber die
Datenbank-Suche gefunden wurden, die Liquor-Antikorper die deutlichste Immunreaktion
zeigten. Hierbei wurden die 13-mer Peptide, die die jeweilige Motiv-Sequenz aus den
Proteinen enthielten, auf eine Membran aufgebracht. Die Membran wurde mit MS-Liquor
inkubiert und die Intensitdt der Immunreaktion gegen die unterschiedlichen Peptide
verglichen. Ein derartiger qualitativer Vergleich war moglich, da die Peptide in gleicher
Menge (100pg) auf der Membran synthetisiert waren. Fir diese Analysen wurde eine
Auswahl an Peptiden getroffen: alle humane Peptide, beide EBV-Peptide und einige
irrelevante Peptide. In Abbildung 21 sind die Analysen gezeigt. Wie zu erkennen igt,
wurden unterschiedlich starke Immunreaktivitdten detektiert. Die deutlichste Bindung der
Liquor-Antikorper wurde gegen beide EBV-Peptide beobachtet. Dagegen waren die
Reaktivitéten gegen humane Peptide deutlich schwécher, darunter auch gegen das MY C-

Peptid.
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1 operon regqulator (Bacillus) 6 ‘ beta-adrenergic receptor (doq)
2 NADH dehydrogenase (mays) 7 @ | B3 sequence (positiv Kontrolle)
3 splicing factor (mouse) 8 b RNA binding motif (human)
4 protein of Mycobacterium 9 | ’ splicing factor (human/mouse)
5 BRRF-2 (EBV) 10 ‘ ATP-binding protein (E.coli)
1 HVKPAI SRNRYGMV 6 ESPPAASRSRSPG
2 PKI PANTRNKI GS 7 AQREPARSRSRSP
3 PNVPAESRSRSKS 8 NPPASSRNRSPS
4 GONPASSRSRRNR 9 RHTPARSRSKEDS
5 I ASPAASRSKQHC 10 ENI PAMSRSRLYT
B
| 3 @ [EenaiEey) |
1 homebox protein (human) 4 . Myc ass. Zink finger (human)
2 beta-1 syntrophin (human) 5 ' nuclear antigen
(Pseudorabies virus)

1 TCCAGAGGEGRGEG AGGAGAGGGAGAG
AGPAGAGEERAR GCEAGAGGGAAAV
EGPRGAGGGAGES

Abb. 21: Qualitative Bestimmung der Immunreaktivitédten gegen Peptide aus der Motiv-Suche.

Ausgewahite 13-mer Peptide aus Proteinen, die nach der Datenbanksuche Motive 1 (A) und 2 (B) enthielten, wurden auf
Bindungsféhigkeit der Liquor-Antikdrper eines MS-Patienten untersucht. Beide EBV-Peptide zeigten die deutlichste
Antikdrperbindung, wahrend humane im Vergleich schwéchere Bindung aufzeigten. Unter den Peptiden des 2. Motivsist
das urspriinglich im Protein-Array identifizierte Peptid aus dem MY C-assoziierte Zink-Finger Protein, das aber
verglichen mit EBNA-1 eine deutlich schwéchere Bindung aufwies. Liquor wurde fir diesen Versuch 1:500 verdunnt
und die Bindung mittels ECL-Detektion ermittelt. In den Boxen sind die Peptidsequenzen der untersuchten Peptide
aufgefiihrt.
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5.11 Immunreaktivitdten gegen BRRF-2 und EBNA-1 Peptide

Es stellte sich nun die Frage, ob MS-Patienten Immunreaktivitdten gegen die Peptide von
EBV aufweisen. Zur Klérung dieser Frage wurde ein ELISA mit den EBV-Peptiden von
BRRF-2 und EBNA-1 etabliert. Hierbei wurden Liquor- und Serum-Proben von insgesamt
130 MS-Patienten und 115 NIND-Patienten untersucht. Um die OD-Werte direkt
miteinander vergleichen zu kénnen, wurden ale Liquorproben (1:5 verdiunnt) bzw. ale
Serumproben (1:100 verdunnt) jeweils in einem Versuch analysiert. Abbildung 22A zeigt
die Analysen fur das BRRF-2 Peptid mit Liquor (Abb. 22A, links) und Serum (Abb. 22A,
rechts). Dieselben Proben wurden auf Reaktivitéten gegen das Peptid von EBNA-1
untersucht (Abbildung 22B, links und rechts).
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Abb. 22: Immunreaktivitdten gegen EBV-Peptide.

Die Immunreaktivitéten gegen Peptide von BRRF-2 (A) und EBNA-1 (B) wurden im Liquor (linke Graphen) und Serum
(rechte Graphen) von MS-Patienten und von NIND-Peatienten analysiert. Die Auspréagung der Resktivitéten wurde im
ELISA Uber die OD ermittelt. NIND: non-inflammatory neurological diseases. Mann-Whitney-Test wurde angewandt.
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Dargestellt sind die OD-Werte von jeder Probe, stratifiziert nach M S-Patienten und NIND-
Patienten. Die Immunreaktivitéten gegen das BRRF-2 Peptid waren bel MS-Patienten
sowohl im Liquor als auch im Serum signifikant hoher als bei NIND-Patienten (p<0,0001;
P<0,01). Im Liquor wiesen insgesamt 18 Patienten von 130 M S-Patienten deutlich erhthte
Immunreaktivitdten (cut-off: OD>0,3) auf, wahrend keine der NIND-Patienten positive
Immunreaktivitdten gegen das BRRF-2 im Liquor zeigten (Fisher’s exact Test; p<0,0001).
Im Serum war der Unterschied in der Frquenz von erhdhten Werten ebenfalls signifikant.
22 Patienten von 130 MS-Patienten hatten BRRF-2-positive Reaktivitdten im Serum,
dagegen nur 6 Patienten von 112 Patienten des NIND-Kollektivs (Fisher's exact Test;
p=0.005). Ein dhnliches Bild zeigte sich bel den Analysen mit dem Peptid von EBNA-1.
MS-Patienten wiesen in beiden Kompartimenten signifikant hohere Reaktivitdten als
NIND-Patienten auf (p<0,00001).

5.12 Immunreaktivitdten gegen BRRF-2 und EBNA-1 Proteine

Aufgrund der signifikant erhdhten Immunreaktivitéten gegen die 13-mer Peptide von
BRRF-2 und EBNA-1 bel MS-Patienten wurden in den folgenden Experimenten die
Immunreaktivitdten gegen die BRRF-2 und EBNA-1 Proteine untersucht. Dabel wurde das
rekombinant hergestellte EBNA-1 Proteinfragment eingesetzt, das einen Teil des Glycin-
Alanin reichen Bereiches (ASzp-ASss1 VOn EBNA-1; 34.6 kDa; WAK Chemie) enthielt.
Da das BRRF-2 Protein kommerziell nicht erhdtlich war, wurde es mit einem GST-
Fusionsprotein rekombinant in E. coli exprimiert und mittels GST-Affinitatssdulen
aufgereinigt. Es wurde ein partielles und ein volle-Lédnge BRRF-2 Protein hergestellt,
wofur entsprechende BRRF-2-Gensequenzen aus B95-Zellen amplifiziert wurden. In
Abbildung 23 ist die Amplifikation des partiellen und volle-Lénge BRRF-2 Gens (Abb.
23A) und die Konstruktion des Vektors mit Angabe der Lage des GST- und BRRF-2-Gens
gezeigt. Die Lage des identifizierten BRRF-2-Epitops ist grun dargestellt.

66



ERGEBNISSE

A B
=y
16000p — | == = o
i’ T
1000bp —| & m\
. . ( .".
50000 — |
D 1 - _H:.::I_:ﬂ_hll‘ﬂ R
1 2 3 j

Abb. 23: Rekombinante Expression des BRRF-2 Proteins.

A Das BRRF-2-Gen, volle-Lange und partielles, wurde aus DNA von B95-Zellen amplifiziert und B in pGEX-GST-
Vektor c-termina unter Erhalt des Leserahmens an ein GST-Fusionsprotein einkloniert. Es wurde sowohl DNA des
gesamten BRRF-2 Gens als auch ein Teilstiick des BRRF-2 Gens einkloniert. In der Graphik ist das partielle Gen mit
griin markierten Epitop dargestellt. 1: 1kbp-Leiter; 2: volle-Lange BRRF-2-Gen; 3: partielles BRRF-2-Gen.

Abbildung 24A zeigt die Aufreinigung des rekombinant hergestellten BRRF-2 Proteins,
sowohl in voller Lange (AS;-ASss7- 58.5kDA) als auch als partielles Protein (ASzgs-ASssz;
16kDa). Da die Proteine mit einer GST-Sequenz fusioniert waren und als solches
Fusionsprotein aufgereinigt wurden, stellten sich die Proteine im Gel um 30 kDa grof3er
dar. Dasin dieser Studie ermittelte Epitop umfasste die Aminosauren A Sypo-A Sa14 und war
in beiden Proteinen exprimiert. Die spezifische Bindung der Serum-Antikorper eines MS-
Patienten an die BRRF-2 Proteine ist in Abbildung 24C gezeigt, wahrend
Kontrollpatienten-Serum an dieser Stelle keine Bindung zeigte (Abb. 24B).
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Abb.24: Expressionsanalyse des rekombinanten GST-BRRF-2 Fusionsproteins.

A Aufgereinigte Proteineluate des 89 kDa grofRen Gesamtproteins und des 46 kDa grof3en Proteinfragmentes wurden in
der SDS-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und mit Coomassie blue angeféarbt. B+C
Parallel wurden die Proteine elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit Serum einer
Kontrollperson (B) und eines MS-Peatienten (C) inkubiert und die spezifische Bindung mit sekundédrem Antikorper und
TMB-Substrat nachgewiesen. 1: Molekulargewichtsmarker; 2: Eluat von GST-BRRF-2 (89 kDa; AS;-ASs3; ); 3: Eluat
vom partiellen GST-BRRF-2 (46 kDa; ASzes-ASs37)-
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Da sich das partielle Protein effizienter und reiner aus den Bakterien isolieren lief3, wurde
dieses fur die anschliefienden Analysen verwendet. In den folgenden Experimenten wurde
die Immunreaktivitét gegen das BRRF-2 Protein in den 130 M S-Patienten ermittelt, deren
Reaktivitét zuvor gegen das BRRF-2 Peptid bestimmt wurde. Als Kontrollen fungierten die
bekannten 115 NIND-Patienten und zusétzlich 85 Patienten mit anderen entzindlichen
neurologischen Erkrankungen (other inflammatory neurological diseases, OIND) wie
bakterielle und virale Meningitis. Um fehlerhaft erhdhte Detektion von Immunreaktivitéten
bedingt durch Kontamination des Proteineluates mit Restbestanden von bakteriellen
Proteinen ausschlief3en zu kénnen, wurde ein Kontrollprotein (Vapha-Kette des T-Zell
Rezeptors) rekombinant exprimiert und in die Analysen einbezogen. Das bedeutete im
Detail, dass jede Probe parallel gegen das BRRF-2 und die Valpha-Kette analysiert wurde.
Die OD-Werte gegen die Vapha-Kette wurden von den OD-Werten gegen BRRF-2
subtrahiert. In Abbildung 25 sind die Immunreaktivitéten gegen das BRRF-2 Protein fur
Liquor (Abb. 25A) und Serum (Abb. 25B) fir alle MS-Patienten, Patienten mit NIND und
OIND nach Subtraktion der Reaktivitéten gegen das Valpha-K ontrollprotein dargestellt.
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[ ]
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Abb. 25: Bestimmung der Immunreaktivitéten gegen rekombinantes BRRF-2 protein mittels ELI SA.

A Gezeigt sind die Immunreaktivitdten gegen BRRF-2 Protein im Liquor von MS-, NIND-und OIND-Patienten. B
Gezeigt sind Reaktivitdten gegen BRRF-2 Protein im Serum derselben Patienten wie in A. Die Hohe der
Antikorperreaktivitdt gegen das Protein wurde als OD ausgedriickt. Zur Bestimmung der Reaktivitdt gegen BRRF-2
wurden parallel die OD-Werte gegen BRRF-2 und die OD-Werte gegen das Kontrollprotein Valpha-Kette jeder Probe
bestimmt und von BRRF-2 Werten subtrahiert. Jeder Punkt entspricht der OD einer singuldren Probe. Der Mann-
Whitney-Test wurde fUr die statistischen Analysen verwendet.

Die Anaysen zeigten, dass M S-Patienten sowohl im Liquor als auch im Serum signifikant
hohere Immunreaktivitéten gegen BRRF-2 Protein aufwiesen als NIND-Patienten. Auch
der Anteil der BRRF-2 positiven MS-Patienten war verglichen mit NIND-Patienten
signifikant (Fisher’s exact Test; p<0,0001).
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Beim Vergleich der OD-Werte von M S-Patienten versus Patienten mit OIND wurde in der
Hohe der Immunreaktivitét kein statistisch signifikanter Unterschied im Liquor (p=0,5546)
beobachtet. Obwohl tendenziell MS-Patienten haufiger Reaktivitéten im Liquor (17 von
130) zeigten als OIND-Patienten (6 von 85) erreichte der Unterschied keine Signifikanz
(Fisher's exact Test; p=0,1831). Jedoch war der Unterschied in der Hohe der
Immunreaktion im Serum wiederum signifikant zwischen MS-Patienten und OIND-
Patienten (p=0,0015) und NIND-Patienten (p<0,0001). Die im Mittel hohere Reaktivitat im
Liguor bei OIND-Patienten ist folgendermal3en zu erkldren: Diese Patienten hatten virale
oder bakterielle ZNS-Infektionen, die ein derartiges entziindliches Milieu im ZNS
bewirken, dass die normalerweise fur Antikorper sehr dichte Blut-Hirn-Schranke
durchlassig wird und 1gG aus dem Serum ungehindert ins ZNS Ubergeht. Dies wird durch
die stark erhdhte Gesamt-lgG-Konzentration im Liquor reflektiert. Haben die Patienten
anti-BRRF-2 Antikorper im Serum, sind diese dann im Liquor nachweisbar. Die MS-
spezifische Antikorperreaktion gegen BRRF-2 deutete sich aber in der Signifikanz im
Serum an. Des Weiteren wurden die Immunreaktivitéten gegen das weitere EBV-Protein
EBNA-1 (Abb. 26) ermittelt. Hierbel wurden dieselben Proben analysiert. Obwohl
Kontrollpersonen nun haufiger Antikorper gegen EBNA-1 aufwiesen al's gegen das BRRF-
2 Protein, war der Unterschied in der Ausprégung der Immunreaktivitdt zwischen MS-
Patienten und beiden Kontroll-Kollektiven im Liquor (Abb. 26A) und Serum (Abb. 26B)
dennoch hoch signifikant. M S-Patienten zeigten deutlich hohere Inmmunreaktivitéten al's
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Abb. 26: Bestimmung der | mmunreaktivitaten gegen rekombinantes EBNA-1 Protein mittels ELISA.

A Immunreaktivitédten im Liquor von denselben MS-, NIND- und OIND-Patienten wie in Abb. 23. B Reaktivitdten im
Serum derselben Patienten. Jeder Punkt entspricht der OD einer singuldren Probe. Mann-Whitney-Test wurde fiir die
statistischen Analysen verwendet.
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Patienten mit NIND und OIND. Die Frequenz von EBNA-1 Serum-positiven Patienten war
unter den MS-Patienten ebenfalls hoher, wobei der Unterschied erst bel erhthten
Immunreaktivitéten (cut-off OD=1,0) signifikant wurde.

5.13 Intrathekale BRRF-2-sp ezifische | gG-Synthese und Bindung der OKBs

Ein Kennzeichen der MS ist bekanntlich die intrathekale 1gG-Synthese. Zur Analyse der
intrathekalen Synthese von BRRF-2-spezifischen Antikorpern, wurden Liquor und Serum
desselben Patienten auf die gleiche 1gG-Konzentration von 10mg/l eingestellt und die
Reaktivitét gegen das BRRF-2 Protein parallel im ELISA ermittelt. Der Quotient aus OD
Ligquor/OD Serum beschrieb, in welchem Kompartiment die spezifische Synthese
dominierte. Diese Analysen wurden fur ale Patienten durchgefiihrt, die in den vorherigen
ELISA-Experimenten eine OD > 0,2 aufwiesen. Auf diese Weise wurden 22 M S-Patienten,
2 Patienten mit NIND und 13 Patienten mit OIND untersucht, wobei NIND- und OIND-
Patienten als Kontrollen zusammengefasst wurden. Die Analysen sind in Abbildung 27
dargestellt. Sie zeigten, dass etwa 60% der untersuchten M S-Patienten intrathekal BRRF-2
spezifische AntikOrper produzierten, dagegen zeigten nur 6,7% der Kontrollen eine
intrathekale Synthese (p=0.0016; Fisher’'s exact Test). Der einzige Kontrollpatient, der eine

intrathekale Synthese aufwies, war der OIND-Patient, der zuvor immer die hdchsten
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Abb. 27: I ntrathekal e Synthese von BRRF-2 spezifischen Antikdrpern bei MS und Kontrollen.

Liquor und Serum von Patienten, die im Liquor BRRF-2 positive (hierbel OD >0,2) Immunreaktivitéten zeigten, wurden
auf eine IgG-Konzentration von 10mg/l eingestellt und die Reaktivitét gegen BRRF-2 im ELISA parallel bestimmt. Die
Quotienten aus ODLiquor/ODSerum wurden gebildet. Quotienten grofler als 1,2 wurden as Ausdruck einer intrathekalen
Synthese definiert. Graph zeigt die Quotienten aller analysierten Patienten aufgetrennt nach M S-Patienten und Kontrollen
(NIND/OIND zusammengefasst). Fisher’s exact Test wurde verwendt.
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Reaktivitéten im Liquor hatte, nun aber eine nur moderate intrathekale Synthese aufwies
(Abb. 27). Bei dem Vergleich der Immunreaktivitdten mit allen Liquorproben, die auf die
gleiche IgG-Konzentration eingestellt wurden, konnte nun ein signifikanter Unterschied
zwischen den MS-Patienten und Kontrollen (NIND und OIND) beobachtet werden
(p=0,0082). Dies ist ein Hinweis darauf, dass die erhdhten Immunreaktivitéten im Liquor
in Abbildung 25 tatsachlich durch eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke bedingt waren.

In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob BRRF-2-spezifische
Antikorper oligoklonalen Usprungs sind. Wie bereits in Kapitel 59 fur die
Kandidatenanti gene beschrieben, wurde dazu ein IEF-Immunaoblot durchgefihrt, wobei die
Membranen hierbei mit BRRF-2 Protein beschichtet wurden. Abbildung 28 zeigt am
Beispiel von 4 verschiedenen MS-Patienten die BRRF-2-spezifische Bindung von OKBs

im Liquor.
A B
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Abb. 28: Spezifische Reaktivitaten der OKBsim Liquor gegen BRRF-2 Protein.

A Affinitdts Analyse der OKBs von 4 verschiedenen MS-Patienten nach IEF der Liquor-Antikdrper und Affinitéts-
Blotten gegen BRRF-2-beschichtete (links) oder Milchpulver-inkubierte Nitrozellulosemembranen (rechts). Alle MS-
Patienten (1-4) zeigten positive Reaktivitdten im ELISA gegen BRRF-2. Die Patienten zeigten individuelle
Bindungsmuster der OKBs spezifisch gegen BRRF-2 (links). Bei keinem der Patienten wurde ein unspezifisches Blotten
der OKBs beobachtet (rechts). B BRRF-2 spezifische OKBs sind Teil der gesamten OKBs im Liquor. Nach der |EF
wurden die Antikorper auf eine unbeschichtete Membran (linke Membran) und paralel auf eine BRRF-2 beschichtete
Membran (rechte Membran) transferiert und das OKB-Muster in beiden Applikationen verglichen. Pfeile markieren
BRRF-2 spezifische OKBs.
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AulRerdem wurde bestétigt, dass BRRF-2 spezifische OKBs Teil des gesamten OKB-
Musters darstellen (Abb. 28B). Als nachstes wurde untersucht, ob beide EBV Proteine,
BRRF-2 und EBNA-1, unterschiedliche Breiche des OKB-Musters des Liquors von einem
MS-Patienten binden. In Abbildung 29 sind die Reaktivitdten im |EF-Immunoblot zweier
MS-Patienten (Abb. 29 A und B) gegen BRRF-2 (jeweils 1. Spur) und EBNA-1 (jewells 2.
Spur) dargestellt. Das Ergebnis zeigt, dass beide Proteine unterschiedliche Bereiche der
OKBs eines Patienten banden.

MS-Patient 1 M S-Patient 2

BRRF-2
10% Milch
BRRF-2
EBNA-1
10% Milch

Abb. 29: Spezifische Reaktivitaten von OKBsim Liquor gegen BRRF-2 und EBNA-1.

Affinitdts Immunoblot der OKBs von 2 verschiedenen MS-Patienten nach |EF der Liquor-Antikorper und Affinitéts-
Blotten gegen BRRF-2-beschichtete und EBNA-1 beschichtete Membranen. Die Proteine banden bei beiden MS-
Patienten unterschiedliche Bereiche der OKBs. Die Milchpulver-inkubierten Nitrozellulosemembranen weisen auf keine
unspezifische Bindung der OKBs hin. Siehe auch Abb. 28.
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5.14 Nachweis von EBV-spezifischen RNA-Transkripten

Zum Nachweis der spezifischen Expression von BRRF-2 wurde die RNA aus B95-Zellen
isoliert, die DNA verdaut und die RNA in cDNA umgeschrieben. Anschlief3end wurde das
BRRF-2-Gen von der cDNA amplifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass RNA-
Transkripte spezifisch fir BRRF-2 in B95-Zellen existieren, und es deshalb nahe liegt,
dass das BRRF-2 Protein in den Zellen tatsachlich exprimiert wird. Sowohl das partielle
als auch das volle-Lange-Gen wurden erfolgreich amplifiziert. Um eine Kontamination mit
genomischer EBV-DNA auszuschlief3en, wurde eine Kontroll-Amplifikation mit einer
RNA-Probe, die nicht in cDNA umgeschrieben wurde, durchgefiihrt (Abb. 30A).
Aullerdem sollte mit der gleichen Methode untersucht werden, ob auch BRRF-2 wie
EBNA-1 ein |latentes Protein darstellt. Hierzu wurden das EBNA-1 und das BRRF-2-Gen
auf cDNA-Ebene sowohl aus B95-Zellen (lytische Infektion) als auch aus EBV-
transformierten B-Zellen (latente Infektion) amplifiziert. Fir diese Untersuchungen
wurden kurze Fragmente amplifiziert: das BRRF-2-spezifische Amplifikat umfasste 61
Basenpaare (bp) und das EBNA-1-spezifische Produkt umfasste 107 bp. Die Ergebnisse
deuten aufgrund der Amplifikation von BRRF-2-Produkten in den latent infizierten B-
Zellen darauf hin, dass es sich wie bei EBNA-1 um ein latentes Protein handelt, d.h., dass
das BRRF-2 Protein auch wahrend einer latenten Infektionsphase von EBV in den
infizierten Zellen exprimiert wird (Abb. 30B).
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Abb. 30: Nachweis von EBV-spezifischen RNA-Transkripten

A Gezeigt ist die Amplifikation von volle-Lange BRRF-2 (1) und partiellem BRRF-2 (2) Gen aus RNA von B95-Zellen,
inklusive keine-rT-Kontrolle (3) und 1kbp-Leiter (4). B Gezeigt ist die Amplifikation von BRRF-2- und EBNA-1
Produkten aus RNA von B95-Zellen (B95) und EBV-transformierten B-Zellen (BZ). L: 100bp-Leiter; K: signalisiert,
dass die RNA-Prabe nicht revers zu cDNA transkribiert wurde (krT), Fehlen von Amplifikaten mit EBV-spezifischen
Primern in diesen Proben schliefdt eine Kontamination mit DNA aus; Wasser: Wasser-K ontrolle ohne Produkt.
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6 DISKUSSION

6.1 Heterogenitat der Liquor pathologie bei M S-Patienten

Der erste Teil dieser Arbeit befasste sich mit der Identifizierung von charakteristischen
Veranderungen im Liquor von MS-Patienten. Dazu wurde Blut und Liquor von MS-
Patienten auf den Antell der unterschiedlichen Immunzell-Subpopulationen
flusszytometrisch untersucht und mit dem Phéanotyp von Patienten mit nicht-entziindlichen
neurologischen Erkrankungen verglichen. Die Untersuchungen zeigten &hnliche
Verteilungen der Zellpopulationen im Blut bei MS-Patienten und Kontrollen. Allerdings
wurden signifikante Unterschiede fir einzelne Immunzellpopulationen im Liquor
gefunden. Diese betrafen insbesondere B-Zellen und Plasmazellen, deren Anteile bel MS-
Patienten im Liquor signifikant erhéht waren. Hingegen waren Monozyten, T-Zellen und
NK-artige T-Zellen bei MS-Patienten im Vergleich zu Kontrollen erniedrigt. Die
Anreicherung von B-Zellen und Plasmazellen ist in Einklang mit der zu beobachteten
Erhéhung von 1gG und dem typischen Auftreten von OKBs im Liquor. Beide Befunde
spielen nach wie vor eine wichtige Rolle in der Diagnose der MS [54]. Die Présenz von B-
Zellen und Antikorper-produzierenden Plasmazellen sowohl im Gehirn als auch im Liquor
von MS-Patienten wurde bereits beschrieben [55-57]. Dagegen findet man im Liquor von
gesunden Personen gewohnlich keine B-Zellen und Plasmazellen, obwohl T-Zellen und
Monozyten im Liquor vorhanden sind. Dieser Befund ist nach neuesten Erkenntnissen mit
einer Immuniberwachung des gesunden ZNS zu begrinden, dabel findet man einen
kontinuierlichen Ein- und- Ausstrom von T-Zellen und Monozyten im ZNS [58]. Wenn ein
fremdes Antigen (z.B. Virus) in das Hirn eindringt, akkumulieren Antigen-spezifische T-
Zellen, B-Zellen und Plasmazellen an den Ort der Infektion und Uben dort ihre

Effektorfunktion aus, um das Pathogen zu eliminieren.

Eine solche zielgerichtete Einwanderung von B-Zellen und Plasmazellen legen die hier
erstmals durchgefiihrten phanotypischen Charakterisierungen von Liquor B-Zellen fur die
MS nahe. Die differenzielle Expression zwischen B-Zellen im Liquor und Blut deutet auf
eine gezielte Einwanderung und Akkumulation von Gedéachtnis B-Zellen und
ausdifferenzierten Antikorper-produzierenden Plasmazellen hin, die bereits mit Antigen in
Kontakt gekommen sind. Molekulare Analysen des B-Zell Rezeptors zeigen
Akkumulationen klonaler B-Zellen im Liquor und unterstiitzen unseren Befund [33;59].
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Wéhrend im Blut naive B-Zellen dominieren und nur etwa 0,1% der Blutzellen
Antikorper-produzierenden plasmazytéren B-Zellen entsprechen, ist im Liquor eine hohe
Zahl Antigen-erfahrene B-Zellen mit bis zu 8% Plasmazellen vorzufinden. Beide
Z€llpopulationen verbleiben im Liquor der M S-Patienten Uber Jahre auf etwa gleich hohem
Niveau. Auch der Antell der Plasmazellen (von etwa 40 % an der gesamten B-
Zellpopulation) und die 1gG-Synthese bleiben Gber mehrere Jahre weitgehend stabil. Bel
akuten Infektionen des ZNS dagegen, z. B. der Neuroborreliose, die in der akuten Phase
durch eine hohe Plasmazellzahl und durch eine intrathekale IgM- und 1gG-Synthese
charakterisiert ist, beobachteten wir nach zwei Wochen einen deutlichen Rickgang der
Plasmazellen und der intrathekalen 1gG-Synthese, nachdem der Erreger (Spirocheten)
durch erfolgreiche Therapie eliminiert wurde.

Die unterschiedlichen Befunde bei der MS und Neuroborreliose lassen die Annahme zu,
dass das Antigen im ZNS persistiert und es zu einer kontinuierlichen Aktivierung von B-
Zellen und zur Differenzierung zu Plasmazellen kommt. Diese Annahme wird unterstiitzt
durch molekulare Untersuchungen der B-Zell Rezeptoren, die zeigen konnten, dass klonal
expandierte B-Zellen im Liquor von MS-Patienten gehauft somatischen Hypermutationen
unterliegen [31]. Dieser Befund deutet auf eine kontinuierliche bzw. wiederholte
Aktivierung mit dem gleichen Antigen hin. Ob eine kontinuierliche Aktivierung der
Antigen-spezifischen B-Zellen und Differenzierung zu Antikorper-sezernierenden
Plasmazellen zentral im ZNS oder peripher in den lymphatischen Organen erfolgt, ist

bislang unklar.

Nach der Lehrmeinung erfolgt die Aktivierung von B-Zellen in den peripheren
lymphatischen Organen, wo sich spezialisierte Strukturen befinden. Bel einer Primar-
Infektion werden Antigene Uber die Lymphe aus den infizieten Organen in die
Lymphknoten eingebracht und angereichert. Dort treffen zirkulierende, Antigen-
spezifische naive B-Zellen auf dieses Antigen. Sofern sie eine spezifische T-Zell Hilfe
oder einen dhnlichen Stimulus erhalten, verbleiben sie im lymphatischen Organ und bauen
dort Keimzentren auf. Es kommt zu klonaler Expansion dieser B-Zellen und zur
Antigenreifung der Rezeptoren. Es folgt anschlieffend die Selektion der B-Zellen mit dem
zum Antigen affinsten Rezeptor. Diese B-Zellen verlassen das Keimzentrum, um

Gedachtnis B-Zellen zu werden oder zu Antikorper-sezernierenden Plasmazellen zu
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differenzieren. Plasmazellen verbleiben zum Teil in den Markstréngen der lymphatischen
Organe, wandern aber hauptséchlich ins Knochenmark und sezernieren von dort grof3e
Mengen IgG-Antikorper. Im Blut sind Plasmazellen nur in geringer Anzahl nachzuweisen.
Nach erfolgreicher Eliminierung des Antigens sterben die meisten Plasmazellen ab, und
der Antikorper-Spiegel sinkt wieder. Ein Teil der Antigen-spezifischen B-Zellen bleibt als
Gedéachtnis B-Zellen erhalten, und damit die Fahigkeit bei einer erneuten Infektion schnell
eine Sekundar-lmmunantwort aufzubauen. Wahrscheinlich werden einige wenige Antigene
auf follikuléren dendritischen Zellen in den Lymphfollikeln zurlickgehalten, um das
Uberleben von spezifischen Gedachtnis B-Zellen zu unterstiitzen. Im Knochenmark
konnen die Plasmazellen a's langlebige Plasmazellen fir eine lange Zeit verweilen. Nach
wiederholter Infektion mit demselben Antigen kommt es zur Re-Aktivierung der
Gedéachtnis B-Zellen in den Keimzentren. Ein wiederholter Kontakt fihrt zu einer weiteren
Affinitdtsreifung und der Selektion der bestbindenden Rezeptoren. Die Affinitétsreifung
bei wiederholter Aktivierung mit dem gleichen Antigen erfolgt ebenfals in den
Keimzentren der peripheren lymphatischen Organe.

Bel der MS muss bei der Priméarantwort gegen das krankheitsassoziierte Antigen von einer
Aktivierung zunéchst in den peripheren lymphatischen Organen ausgegeangen werden. Ob
die Sekundarantwort und jede weitere Immunantwort gegen dieses Antigen ebenfallsin der
Peripherie erfolgt, ist noch unklar. Bel anderen chronischen Erkrankungen wie der
Rheumatoiden Arthritis, die durch chronische Entziindung der Synovia-Membran
charakterisiert ist, werden loka im Synovial-Gewebe ebenso entziindliche Infiltrate
gefunden, die zu einem grof3en Teil aus Plasmazellen und B-Zellen bestehen [60]. In dem
entzindlichen Synovial-Gewebe konnten Keimzentren-ahnliche Strukturen gefunden
werden, die eine lokale Aktivierung von B-Zellen fordern, wie sie normalerweise nur in
den lymphatischen Organen zu beobachten ist [61]. Obwohl die Existenz von
lymphatischen Organen im ZNS eine schlissige Begrindung fur eine kontinuierliche
Aktivierung und Differenzierung von B-Zellen darstellen wirde, konnten bisher keine

ahnlichen Strukturen gefunden werden (Lassmann, personliche Mitteilung).

Dennoch konnte das ZNS ein Milieu darstellen, das Gedachtnis B-Zellen und langlebigen
Plasmazellen ermoglicht, Gber einen langen Zeitraum zu Uberleben. Man nimmt an, dass

Gedachtniszellen und langlebige Plasmazellen Uber Préasentation einer niedrigen Menge
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des Antigens durch follikulére dendritische Zellen am Leben erhalten werden. Wenn man
annimmt, dass das ZNS die krankheitsassoziierten Antigene, sei es Autoantigene oder
Fremdantigene, permanent exprimiert, wére ein solcher Mechanismus denkbar. Die
Befunde bei der Neuroborreliose, bei der nach Verschwinden des pathogenen Antigens die

Plasmazellzahl rapide abnimmt, untermauern eine solche Hypothese.

Diese Hypothese erklart aber nicht wie die Affinitétsreifung erfolgt, die nach Lehrmeinung
strikt Keimzentren-ahnliche Strukturen verlangt. Es besteht deshalb die Moglichkeit, dass
die Antigen-spezifischen Gedachtnis B-Zellen permanent in den peripheren Lymphorganen
aktiviert werden, und dort die Antigenreifung und die Differenzierung zu Antikorper-
sezernierenden Plasmazellen erfolgt [62]. Die ausdifferenzieren und aktivierten
Gedéachtnis- und Plasmazellen infiltrieren dann kontinuierlich ins ZNS, wo sie auf ihr
Zielantigen treffen und akkumulieren. Alternativ konnten B-Zellen zwar in den peripheren
Lymphknoten aktiviert werden und die Affinitétsreifung durchlaufen, aber erst lokal im
ZNS zu Plasmazellen vollstdndig ausdifferenzieren und Antikorper sezernieren.
Schliefdlich bestent auch die Mdoglichkeit, dass Aktivierung, Antigenreifung und
Differenzierung, wie bel der RA, im ZNS in bisher nicht identifizierten Pseudofollikeln
erfolgt.

Wenn man eine kontinuierliche Aktivierung des humoralen Immunsystems fur die MS
annimmt, dréngt sich die Frage auf, ob M S-Patienten mit aktiverem Krankheitsverlauf eine
ausgepragtere humorale Immunantwort aufweisen als Patienten mit einem milden Verlauf?
Beim Vergleich der zellulédren Zusammensetzung des Liquors der MS-Patienten ergaben
sich interindividuelle Unterschiede insbesondere hinsichtlich der Anteille von B-Zellen,
Plasmazellen und Monozyten. Dabei konnten drei unterschiedliche Muster der
Liguorpathologien ausgearbeitet werden: Ein sogenannter B-Zell-dominanter Typ wies
hohe Anteile an B-Zellen und Plasmazellen auf, hatte dagegen kaum Monozyten und NK-
artige T-Zellen im Liquor. AulRerdem war ein erhdhter 1gG-Gehalt im Liquor dieser
Patienten charakteristisch. Ein solcher Phanotyp ahnelte dem Liquor-Phanotyp von
Patienten mit akuten inflammatorischen ZNS-Infektionen [63]. Hingegen hatten Patienten
mit einem Monozyten-dominanten Phanotyp wenig B-Zellen und Plasmazellen, wenig
IgG, aber einen hohen Anteil an Monozyten und NK-artigen T-Zellen. Ein solcher

Phanotyp entsprach in extremer Auspragung dem von Kontrollpersonen. Ferner wurden
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Patienten gefunden, die B-Zellen und Monozyten zu dhnlichen Anteilen mit moderaten
IgG-Gehalten zeigten und as intermedidre Typen bezeichnet wurden. Die variablen
Liquorpathologien konnten am besten durch den B-Zell zu Monozyten-Quotienten (B/M-
Quotient) ausgedrickt werden. Serielle Untersuchungen des Liquors zu Zeitpunkten
wahrend und auf3erhalb eines Schubes zeigten die Stabilitdt der unterschiedlichen Muster,
so dass es sich wahrscheinlich um einen individuellen Parameter der Patienten handelt,
anhand dessen die M S-Patienten in unterschiedliche Subtypen stratifiziert werden konnen.
Eine derartige Heterogenitét der Liquorpathologie wurde im Rahmen dieser Arbeit zum
ersten Mal ausgearbeitet.

Diese Ergebnisse werden durch histopathol ogische Untersuchungen von M S-Hirngewebe
unterstitzt. Die Arbeitsgruppe um Herrn Lassmann konnte 4 unterschiedliche
histopathol ogische Typen in den Lasionen von M S-Patienten finden, die durch die Qualitét
der Immunreaktion, das Ausmald der Demyelinisierung, Remyelinisierung und
Oligodendrozytenschadigung definiert wurden [22]. Dabei zeigten Typ 1 und 2 eine
ausgepragte Infiltration von T-Zellen und Makrophagen in den demyelinisierenden
Lasionen, wahrend bei den Typen 3 und 4 kaum Immunreaktionen zu beobachten waren.
Bei den Typen 1 und 2 wurden Remyelinisierung und Uberleben von Oligodendrozyten
beobachtet. Typ 2 war durch zusdtzliche Antikdrperablagerungen und
Komplementaktivierung in den Lasionen gekennzeichnet. Beides sind Befunde, die auf
eine B-Zell-Aktivierung bel Typ 2 hindeuten. Obwohl recht naheliegend, bleibt zunachst
zu spekulieren, ob die unterschiedlichen Liquorpathologien tatsachlich die verschiedenen
histopathologischen Typen reflektieren. Dabei kénnten Typ 3 und 4 der Histologie der
Monozyten-dominaten, wenig entztndlichen Liquorpathologie und Typ 2 der B-Zell-
dominanten Pathologie entsprechen. Wichtiger Zusatzbefund der pathologischen
Untersuchungen war die Beobachtung, dass alle Lasionen eines MS-Patienten jeweils
einem einzigen histopathologischen Typ entsprachen, was die Hypothese unterstiitzt, dass
unterschiedliche Subtypen der MS anhand der Pathologie stratifiziert werden konnen. Die
Stabilitét der Liquorbefunde im Zeitverlauf legt nahe, dass auch die Liquorpathologien
maoglicherweise Hinweise auf unterschiedliche Pathomechanismen bel der MS hindeuten
und die MS-Patienten in unterschiedlichen Subtypen stratifiziert werden kénnen. Eine
Konversion von einem Typ zum anderen wurde bel den bisher 23 (6 serielle Analysen
wurden hier exemplarisch gezeigt) durchgefiihrten seriellen Analysen nicht beobachtet.
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Waéhrend in den histopathologischen Studien aufgrund der limitierten Anzahl von Biopsie-
bzw. Autopsie-Befunden keine Korrelation zur klinischen Aktivitét entsprechend der
Zugehdrigkeit zum jeweiligen histologischen Typ durchgefihrt werden konnten, ist es mir
in dieser Studie gelungen, moglicherweise einen prognostischen Marker zu definieren. So
scheint eine Dominanz der B-Zellen im Liquor mit einer rascheren Krankheitsprogression
vergesellschaftet zu sein, wenn diese Studie auch nur retrospektiv durchgefiihrt wurde. Das
bedeutet, dass Patienten mit hohen Anteilen an B-Zellen, aber wenig Monozyten einen
schlechteren Verlauf hatten als Patienten mit umgekehrtem Phanotyp, die nach Jahren der

Erkrankung noch einen benignen Verlauf aufwiesen.

Interessanterweise haben MS-Patienten, die keine Aktivierung der humoraen
Immunantwort in Form von typischen OKBs im Liquor aufweisen, wenig aktive Lasionen
und mit hoherer Wahrscheinlichkeit einen milden Verlauf [64]. Des Weiteren bestétigen
jungste Studien, dass Patienten mit einer ausgepragten humoralen 1gG-Immunantwort
einen krankheitsaktiveren Verlauf haben [65]. Auflerdem wurde gezeigt, dass MS
Patienten mit ener intrathekalen IgM-Synthese wahrscheinlicher eine schnellere
Progression haben [66]. Eine von unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrte kleine prospektive
Studie bestétigte, dass MS-Patienten mit einer dominanten humoralen Antwort in Form
einer erhdhten 1gG-Synthese im Liquor und Erhdhung der B-zelluldren Anteile eine hohere
Wahrscheinlichkeit hatten, eine MS zu entwickeln. Des Weiteren zeigte sich, dass beit MS-
Patienten die Zahl der Plasmazellen im Liquor mit der akuten Entzindung im ZNS
(definiert durch akute Lasionen in MRT-Bildgebungsanalysen) korrelierte [53].

Wie kann man sich nun vorstellen, dass eine Aktivierung der humoralen Immunantwort
den Krankheitsverlauf beeinflussen kann? Die krankheitsmodifizierende Rolle von
Antikorpern wurde am EAE-Tiermodell untersucht. Die durch Myelin-spezifische CD4+
T-Zellen vermittelte Erkrankung bel unterschiedlichen Nagetieren fuhrt klassischerweise
zu M S-éhnlichen Demyelinisierungen und wurde daher as das Modell zur Erforschung der
Pathomechanismen bei der MS genutzt. An diesem Autoimmunitéts-Tiermodell wurde die
Rolle von Antikdrpern untersucht. Die Gabe Myelin-spezifischer Antikorper, aber auch die
Produktion von solchen Antikdrpern im Tier selbst nach Initiierung der EAE fuhrte zur
Verschlechterung der EAE bel Ratten und Marmoset-Affen [43;67-69]. Ebenso flhrte die

Induktion einer Myelin-spezifischen B-Zell favorisierenden Th2 Immunantwort bei
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einzelnen MS-Patienten zu vermehrten Schiben [70;71]. Diese Beobachtungen sind
Hinweise darauf, dass neben der T-Zell Immunantwort die humorale Immunantwort

sowohl bei der EAE als auch bei der MS eine wichtige Rolle spielt.

Antikorper kdnnen je nach Antigen unterschiedliche Effektorfunktionen ausiiben. Eine der
moglichen  Effektorfunktion erreichen  Antikorper, indem sie spezifisch ihr
membrangebundenes Zielantigen (z. B. Myelinprotein) binden. Makrophagen erkennen
den Fc-Teil des Antikorpers und leiten die Rezeptor-vermittelte Phagozytose des Antigen-
Antikorper-Komplexes ein. Ein solcher Pathomechanismus als Ursache fir die Zerstérung
des Myelins wurde von einigen Forschergruppen angenommen [72;73] bzw. durch in-vitro
Experimente nachgewiesen [74]. Die gleichzeitige Ablagerung von Komplement und
Antikorpern in akuten MS-Lasionen [75-77] kann einen weiteren pathogenetischen
M echanismus von Antikorpern andeuten. Antikdrper kénnen Uber spezifische Bindung des
membrangebundenen Zielantigens die Zielstrukturen mit Hilfe von Komplement durch
Ausbildung eines Membran-AngriffsKomplexes zerstoren [78]. Aul3erdem sind
Antikorper — anders als T-Zellen - auch in der Lage, [6dliche, nicht Membran-gebundene

Proteine, z.B. virale Proteine, zu binden und auf diese Weise zu neutralisieren.

In Modellen zu Virus-induzierten Demyelinisierungen des ZNS konnte gezeigt werden,
dass neutralisierende anti-virale Antikérper wichtig fur die Kontrolle und Uberwachung
der Virusreplikation sind [79]. Auch bei der MS ist eine virde Infektion des ZNS as
Ursache fur die Demyelinisierung denkbar. Eine permanente humorale Aktivierung, wie
sie hier gezeigt wurde und durch die stabile Anwesenheit von B-Zellen, Plasmazellen und
IgG im Liquor charakterisiert ist, konnte einen solchen Mechanismus widerspiegeln.
Allerdings ist auch bei den Infektionsmodellen eindeutig belegt, dass die Immunantwort
insbesondere in der chronischen Phase neben protektiven auch schadliche Auswirkungen
hat (zusammengefasst in [80;81]. So tragt die Immunantwort bel viralen Infektionen zum
Tell erheblich zu Demyelinisierungen und axonaler Schadigung bei. Im Extremfall, wie
beispielsweise bei der Borna-Virus-Infektion, verlauft die Infektion wesentlich milder ohne
als mit einem intakten Immunsystem [82]. Damit stellt sich auch bei einer primér gegen
ein infektioses Agens gerichtet Immunantwort immer die Frage, in wie weit diese
Immunantwort auch direkt zur Pathogenese beitrégt.
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6.2 Zielantigene der humoralen Immunantwort bei der MS

Im zweiten Tell dieser Arbeit wurde die humorale Immunantwort ndher charakterisiert, um
die potentiellen Zielstrukturen zu identifizieren. Die bisherigen Untersuchungen zeigten,
dass die Immunantwort im ZNS von MS-Patienten sehr fokussiert und wahrscheinlich
gegen einige wenige im ZNS residente Antigene gerichtet ist. Liquor-Antikorper lassen
sich nach der isoelektrischen Fokussierung als OKBs darstellen, die bel 95% der MS
Patienten auftreten und nicht im Serum bzw. im Liquor von gesunden Kontrollpersonen
vorzufinden sind. Die OKBs bleiben tber Jahre stabil und sind Zeichen einer fokussierten
Immunantwort. Dieser Befund ist nach wie vor der zuverléssigste Laborparameter fir die
Diagnose einer MS. Daher konnen die OKBs, wie bei anderen entziindlichen ZNS-
Erkrankungen, spezifisch fur Antigene sein, die eine Rolle in der Pathogenese der MS
spielen.

Ziel war es, die Zielstrukturen der Liquor-Antikorper, insbesondere der OKBs, zu
identifizieren. Hierzu wurde ein Proteinexpressions-Array, basierend auf einer cDNA-
Bibliothek des menschlichen Gehirns, eingesetzt. Mit Hilfe dieser neuen Technologie
konnte die Reaktivitét der Liquor-Antikorper gleichzeitig gegen mehr as 37000 Protein-
und Proteinfragmente aus dem menschlichen ZNS untersucht werden. Die Technologie
ermoglichte ausserdem die Suche nach Motiven, die nicht im ZNS vorkommen, aber
Sequenzahnlichkeiten mit Proteinen aus anderen Organismen aufwiesen. Mit Hilfe des
Protein-Arrays wurden 10 Proteine detektiert, die deutlich hohere Immunreaktivitdten bei
MS-Patienten als bei Kontrollen zeigten und deshalb as potentielle Kandidatenantigene
ausgewdhlt wurden. In den Immunreaktivitdten gegen diese Antigene wurden
Uberlappungen gefunden, die letztendlich zu zwei Proteingruppen fiihrten. Mit beiden
Protein-Gruppen wurde eine ausgedehnte Epitop-Suche durchgefiihrt, die schliefdlich zu
den potentiellen Zielantigenen der Liquor-Antikorper fuhrten. Interessanterweise konnten
wir mit beiden Epitopen zwei Proteine des Epstein-Barr-Virus (EBV) identifizieren. Es
handelte sich um das BRRF-2 und EBNA-1 Protein. Vor dem Hintergrund, dass sich
tausende von verschiedenen Proteinen auf einem solchen Protein-Array befanden und
gerade zwei Proteine aus ein und dem selben Pathogen als potentielle Zielantigene der
Liquor-Antikorper identifiziert werden konnten, wurde dieser Befund as bedeutsam
eingestuft.  Waelterfihrende  Analysen  zeigten, dass MS-Patienten  hohere

Immunreaktivitdten im Liquor und Serum gegen die EBV-Proteine aufwiesen as
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Kontrollen. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass die OKBs im Liquor von ausgewahlten
M S-Patienten spezifisch gegen EBNA-1 und BRRF-2 gerichtet sind. Die Rolle von EBV
in der M S-Pathogenese wird nachfolgend diskutiert.

EBV gehort zur Familie der Herpesviren und zahlt zu den am haufigsten beim Menschen
auftretenden Viren. Weltweit sind Gber 90% der Bevolkerung mit EBV infiziert [83]. Eine
Infektion mit EBV im Kindesalter verlauft gewohnlich komplikationslos, wahrend eine
Erst-Infektion im Jugend- und Erwachsenenalter in 50% der Féle eine infektitse
Mononukleose (bekannter als Pfeiffer’sches Driusenfieber) ausldsen kann. Wie andere
Mitglieder der Herpesviren hat EBV eine lytische und eine latente Lebensphase. Die
lytische Phase dient der Produktion und Freisetzung der Viren sowie deren Ausbreitung.
Durch die latente Phase wird ein latenter Ruhezustand etabliert, in der sich das Virus der
immunol ogischen Kontrolle weitgehend entzieht. Auf diese Weise wird ein Virusrepertoire
hergestellt, das nach Reaktivierung wieder zur Produktion und Freisetzung von infektidsen
Viruspartikeln befahigt ist. Beim Menschen persistiert das Virus latent in Gedachtnis B-
Zellen [84]. Initial infiziert das EBV Epithelzellen und B-Zellen im Oropharyngealtrakt.
Gedéachtnis B-Zellen werden Uber die Interaktion des viralen Glykoproteins gp350/220 mit
dem auf reifen B-Zellen exprimierten Komplementrezeptor CD21, dem eigentlichen
Rezeptor fiir die Komplementkomponente C3d, infiziert [85]. Etwa 1-50 pro 10° B-Zellen
sind im Blut latent mit EBV infiziert, wobei die Zahl infizierter Zellen tber Jahre konstant
bleibt [84]. Um der Immunantwort zu entkommen, werden wahrend der latenten Infektion
von den fast 100 viralen Genen nur 10 Gene exprimiert, die eine vom Immunsystem
weitgehend unerkannte Resistenz erméglichen. Es handelt sich dabel um sechs
Kernproteine (EBNA-1 bis 6), zu denen das hier identifizierte EBNA-1 gehort, aul3erdem
um zwei Membranproteine (LMP-1 und LMP-2) und zwei nicht-trandatierte RNA-
Transkripte EBER-1 und EBER-2, deren Funktion bislang unbekannt ist [86].
Wahrscheinlich handelt es sich bei dem zweiten hier identifizierten EBV Protein, dem
noch wenig charakteriserten BRRF-2 Protein, ebenso um en latentes Protein. Die
Annahme stitzt sich auf den Nachweis der RNA-Transkripte von EBNA-1 und BRRF-2 in
latent EBV -transformierten B-Zellen und wird durch eine Studie zur viralen Genexpression
untermauert [87]. Das Virus-Genom liegt im Virion als lineare doppelstrangige DNA
(Lange ca 172 kbp) und im Kernplasma der infizierten Zelle als extrachromosomales

Episom vor [88], das an die Tochterzellen weitergegeben wird. Eine Integration der viralen
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DNA in das Wirtsgenom konnte in einigen Fallen beobachtet werden [89]. Beide Strénge
des EBV Genoms codieren fir insgesamt etwa 100 Genprodukte, die teilweise unter
Verwendung unterschiedlicher Leseraster von miteinander Uberlappenden RNA-
Segmenten exprimiert werden. Interessanterweise sind das BRRF-2 und EBNA-1 Gen
benachbarte Gene, die die gleiche Orientierung des Leserahmens (nach rechts) haben und
wahrscheinlich gleichzeitig exprimiert werden. Die Funktion von EBNA-1 ist die
Erhaltung der viralen DNA als episomaler Ring in infizierten B-Zellen [90]. Die Funktion
von BRRF-2 ist dagegen bisher unbekannt.

Durch Reaktivierung kann das Virus immer wieder in den lytischen Zyklus tibergehen und
erneut B-Zellen und andere Zelltypen infizieren, die sich aber auf Gewebe beschranken,
die dem Immunsystem nicht zuganglich sind [91;92]. EBV hat aul3erdem die Eigenschaft,
latent infizierte Zellen zur Proliferation anzuregen und diese zu immortalisieren. Bei
unzureichender Immunkompetenz kdnnen dabei Tumore auftreten (zusammengefasst in
[93]), unter denen das Burkitt Lymphom und das HIV-assoziierte B-Zell Lymphom des
ZNS als gesichert EBV-assoziiert angesehen werden.

Die Hypothese, dass EBV mit der M S assoziiert sein kdnnte, wurde bereits vor mehr als 20
Jahren aufgestellt [94]. Die Annahme stitzte sich auf epidemiologische Daten, die eine
ahnliche Verteilung von infektioser Mononukleose und M S aufdeckten. Die These lautete:
Eine Infektion mit EBV im jungen Erwachsenenalter konnte bel einem genetisch
suszeptiblen Hintergrund die Ursache fur die Entstehung der MS sein. Ein erhohtes MS-
Risiko wurde bel Menschen beobachtet, die bereits an einer infektiosen Mononukleose
erkrankt waren [95;96]. Analysen von Antikorper-Titern gegen EBV zeigten, dass 100 %
der MS Patienten seropositiv gegen EBV waren, demgegeniber hatten 85-95% der
normalen Bevolkerung Antikorper gegen EBV-Antigene [97]. Die Tatsache, dass Serum
IgG und nicht IgM-Antikorper gegen EBV-EBNA bzw. EBV-VCA gefunden wurden,
spricht nicht fur eine akute, sondern fur eine zurtickliegende Infektion mit EBV, und waren
haufiger bei MS-Patienten a's bei Kontrollen zu finden [98;99]. Erhohte 1gG-Antikorper-
Titer gegen EBNA-1 konnten auch im Liquor von MS-Patienten nachgewiesen werden
[100]. Dies galt insbesondere fur p62, einem 20 Aminosauren langen Peptid bestehend aus
nur Alanin und Glycin, das &quivalent zur Alanin-Glycin-reichen Sequenz von EBNA-1 ist

[101]. Die genannten Arbeiten unterstiitzen die Daten aus der vorliegenden Arbeit. Diese
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Glycin-Alanin reiche Sequenz wurde auch hier als Epitop von EBNA-1 identifiziert. In
beiden Kompartimenten, Serum und Liquor, wurden von uns signifikant hthere Werte bei
M S-Patienten gegen das EBNA-1 Antigen von EBV gemessen als bei Kontrollen. Obwohl
Patienten mit anderen entziindlichen Erkrankungen des ZNS (OIND) hohere Werte als
Patienten mit nicht-entzindlichen Erkrankungen (NIND) im Liquor zeigten, lagen die
Antikorper-Reaktivitdten der MS-Patienten noch deutlich hoher. Dieser signifikante
Unterschied zu OIND-Patienten ist bemerkenswert, weil dieser Befund nicht nur als
Zeichen einer Entziindung im ZNS angesehen werden kann.

Neben der Bestétigung von signifikant erhohten Antikorper-Reaktivitdten gegen das
EBNA-1 Protein bei MS-Patienten in Liquor und Serum konnte hier ein weiteres EBV-
Protein, das BRRF-2-Protein, identifiziert werden, und zum ersten Mal in Zusammenhang
mit der MS gebracht werden. Im Gegensatz zu EBNA-1 hatten zwar nur 13% der MS-
Patienten Antikorper im Liquor gegen BRRF-2. Verglichen mit NIND-Kontrollen aber war
der Unterschied signifikant. Der Unterschied zwischen MS-Patienten und OIND-
Kontrollen war statistisch nicht signifikant, jedoch waren die Immunreaktivitédten bel MS-
Patienten hoher, erreichten im Mittel aber auch keine statistische Signifikanz, da 7% der
OIND-Kontrollen eine leicht erhthte Reaktivitét zeigten. Die erhdhte Immunreaktivitét im
Liguor der OIND-Patienten ist mit einer ausgepragten Stérung der Blut-Hirn-Schranke bei
diesen hoch entzindlichen ZNS-Erkrankungen zu erklaren. Bei Angleichung der
Antikorper-Konzentration auf dieselbe 1gG-Konzentration im Liquor ergab sich en
signifikanter Unterschied. OIND-Patienten, die zuvor positiv waren, zeigten keine
erhdhten Reaktivitdten mehr im Liquor, hingegen wies die Mehrzahl der MS-Patienten
immer noch deutliche Immunreaktivitéten auf. Signifikante Unterschiede wurden auch im
Serum beobachtet. Dabel zeigten MS-Patienten deutlich hohere Immunreaktivitéten als
NIND-Kontrollen und OIND-Kontrollen.

Des Weiteren konnte eine BRRF-2 spezifische intrathekale Antikorper Synthese bel 60%
der BRRF-2 positiven M S-Patienten beobachtet werden, wahrend nur 6% der Kontrollen,
dieim Liquor positiv waren, eine moderate intrathekale Synthese zeigten. Es handelte sich
dabel um einen OIND-Patienten, der an einer viralen Infektion mit unbekanntem Erreger
erkrankt war und in den Analysen immer die héchste Reaktivitédt in dem Kontroll-Kollektiv

aufwies.



DISKUSSION

Obwohl der Nachweis einer intrathekalen Antikorper-Synthese gegen ein bestimmtes
Protein eine Assoziation mit der MS unterstitzt, ist sie nicht zwingend ein Bewels fur die
ursachliche Beteiligung des Antigens an der Erkrankung. Aktuell wurde die Hypothese
einer Assoziation zwischen MS und Chlamydia pneumoniae aufgrund von erhohten
Antikorper-Titern bei MS-Patienten, verglichen mit gesunden Kontrollen, aufgestellt
[102], wobel 24% der M S-Patienten, aber nur 5% der Kontroll-Patienten eine Chlamydien-
spezifische intrathekal e 1gG-Synthese aufwiesen [52]. Sollte eine Infektion mit Chlamydia
pneumoniae urséchlich an der Entstehung von MS beteiligt sein, ware in Analogie zu
anderen Erreger-bedingten Infektionen des ZNS auch bei der MS zu erwarten, dass die
OKBs den ausldsenden Erreger erkennen. Ein Affinitéts-Immunaoblot zeigte alerdings,
dass die OKBs im Liquor von MS-Patienten die Chlamydien-Antigene nicht erkennen
[52]. Es muss deshalb davon ausgegangen werden, dass die intrathekale Synthese Teil
einer polyspezifischen Immunantwort ist. Chlamydia pneumoniae scheint deshalb nicht
kausal mit der MS in Verbindung gebracht zu werden [103]. Die erhohte intrathekale
Antikorperreaktivitdt gegen Chlamydien und anderen dieses Phéanomen zeigende Erreger
ist auf eine so genannte Bystander-Reaktion zuriickzufthren. Dabei werden durch das
entzindliche Milieu B-Zellen angelockt, die Antikorper verschiedener Spezifitéten
produzieren. Im Gegensatz dazu konnte im Rahmen dieser Arbeit die Antigen-spezifische
Bindung der OKBs fiir beide EBV-Proteine, EBNA-1 und BRRF-2, nachgewiesen werden,
die Teile des gesamten OKB-Musters darstellten. Dieser Befund unterstiitzt nachdriicklich
- zumindest bei einem Teil der M S-Patienten - die Bedeutung dieser Antigene.

Bel der SSPE, die durch Masern-Infektion des ZNS charakterisiert ist, sind die OKBs
ebenso spezifisch gegen die krankheitsverursachenden Masern gerichtet [104]. Des
Weiteren zeigen die intrathekal produzierten Masern-spezifischen Antikorper eine hohe
Affinitdt zum urséchlichem Antigen. Obwohl die Antikérper gegen EBNA-1 und BRRF-2
in der vorliegenden Arbeit nicht systematisch auf die Affinitét untersucht wurden, erwiesen
sich Versuche, die Liquorantikdrper, die BRRF-2-Peptide auf Membranen gebunden
haben, zu entfernen, a's sehr schwierig. Die Antikorper konnten zum Teil nur mit 1M HCL
entfernt werden, was als ein indirekter Nachweis gewertet wurde, dass es sich bei BRRF-2-
spezifischen Antikdrpern um hochaffine Antikdrper handelte.

Hochaffine Antikorper sind mit einer Antigenreifung gegen dasselbe Antigen vereinbar.
Eine wiederholte Immunreaktion gegen dasselbe Antigen ist daher wahrscheinlich. Auch
koénnen die erhdhten Titer gegen EBV-Proteine als wiederholte Reaktivierung von EBV-
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spezifischen Gedéachtnis B-Zellen und Produktion von EBV-spezifischen Antikérpern
interpretiert werden. Da die MS zumindest im frihen Stadium schubformig verlauft,
stellen Herpesviren, die ebenfalls durch wiederholte lytische Freisetzung der Viren,
gekennzeichnet sind, potentielle Kandidaten as krankheitsassoziierte Erreger dar. Eine
Assoziation zwischen EBV-Reaktivierung und Krankheitsaktivitdt bei der MS wurde
kirzlich beschrieben, ein Zusammenhang mit anderen Herpesviren wurde dabei nicht
gefunden [105]. Ein Zusammenhang zwischen Infektionen der Atemwege und
Schubausl6sung konnte ebenfalls beobachtet werden [106;107]. Infektionen flhrten zwar
zu erhohten EBV-Antikdrper-Titern, aber nicht zu erhdhten Titern gegen andere Viren wie
Herpes-Simplex-Virus (HSV), VaricellaZoster-Virus (VZV) und das Cytomegalo-Virus
(CMV), so dass eine unspezifische Reaktivierung von anderen Viren ausgeschlossen
wurde [108].

Lange war die Frage offen, ob die EBV-Infektion bzw. erhdhte Titer einfach nur eine
Folge der MS sein kdnnten. Um den zeitlichen Zusammenhang zwischen EBV-Infektion
und Entwicklung einer MS zu evaluieren, wurden in den USA grofl3 angelegte prospektive
Studien durchgefihrt. Es konnte gezeigt werden, dass erhdhte EBV-Antikorper Titer im
Serum bereits 4 Jahre vor Beginn der MS-Erkrankung zu finden sind und diese Titer-
Erhohung eine Manifestation der MS andeuten kénnte [109;110]. Antikorper gegen CMV
waren dagegen nicht mit dem MS-Risiko assoziiert.

Diese Befunde deuten auf einen Zusammenhang zwischen EBV und MS hin, aber ist die
Pathogenese der MS durch die Beteiligung eines Virus zu erkldren? Dass ein Virus
ursdchlich an der Entstehung der M S beteiligt sein kénnte, resultierte aus Beschreibungen
von anderen ZNS-Erkrankungen, die nachweidich durch ein Virus bedingt und
gleichzeitig durch Entziindung im ZNS und Demyelinisierung gekennzeichnet waren. Die
durch Masern induzierte SSPE oder die HTLV-assoziierte Myelopathy sind Beispiele fur
viral bedingte Demyelinisierungen des ZNS beim Menschen [80]. Das Masern-Virus im
Falle der SSPE persistiert dabel latent in Neuronen und Oligodendroglia [111]. Bekannte
Viren, die in Méausen eine akute oder chronische ZNS Demyelinisierung hervorrufen
konnen, sind das Theiler's murine encephalomyelitis virus (TMEV) und das mouse
hepatitis virus (MHV) [80;81].
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Ob EBV Demyelinisierungen im ZNS verursachen kann, ist nicht geklart. Es gibt aber
weitere wichtige Befunde, die eine Beteiligung von EBV unterstitzen. Etwa 1-5% der
Patienten mit akuter priméarer EBV-Infektion entwickeln neurologische Komplikationen
[112]. Bray et a beobachteten, dass von funf Patienten mit neurologischen
Komplikationen nach einer Priméaren Infektion mit EBV sich bei 4 Patienten innerhalb von
4 bis 12 Jahren eine klassische MS entwickelte und bel einem eine disseminierte
Enzephalomyelitis mit permanenter Demyelinisierungen im ZNS auftrat [113].

Mehrere Szenarien, die eine Beteiligung von EBV erkléren, sind vorstellbar:

1. Einedirekte Infektion des ZNS mit EBV

a) wiederholte Freisetzung von EBV im ZNS

b) persistierende ZNS-Infektion
2. Infektion mit EBV fuhrt zur Kreuzreaktion mit Autoantigenen des ZNS
3. Ein Epiphanomen

Eine EBV-Infektion des ZNS von MS-Patienten konnte Uber EBV-infizierte B-Zellen
erfolgen. Dabel konnten die EBV-infizierten B-Zellen in das ZNS migrieren, dort in den
lytischen Zyklus eintreten und durch den engen Kontakt mit Zellen des ZNS (z. B.
Oligodendrozyten, Mikroglia, Astrozyten) diese infizieren. Das Virus kann dann einerseits
latent in den infizierten ZNS-Zellen persistieren. Es ist aber andererseits auch vorstellbar,
dass das Virus zunéchst vom Immunsystem eliminiert wird, aber durch erneute Infiltration
von infizierten B-Zellen ins ZNS und der lytischen Freisetzung von Viren das ZNS
wiederholt infiziert wird. Fir dieses Konzept -einer Infektion des ZNS- spricht die
Beobachtung, dass gliale Zellen unter bestimmten Bedingungen und Astrozyten-Zelllinien
mit EBV infiziert werden konnen [114].

Fir eine persistierende EBV-Infektion sprechen die Befunde einer kontinuierlichen

Aktivierung der humoralen Immunantwort im ZNS, die sich in der permanenten Présenz
von B-Zellen, Plasmazellen und der stabile lokalen 1gG-Synthese widerspiegelt. Wirde das
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Virus eliminiert werden, misste man ahnlich wie bei der Neuroborreliose ein Abklingen

der humoralen Immunantwort, nachdem der Erreger beseitigt wurde, erwarten.

Obwohl eine persistierende virale Infektion des ZNS mit EBV denkbar ist, konnte eine
Infektion und Persistenz von EBV im ZNS von MS-Patienten bisher nicht nachgewiesen
werden [115;116] oder signifikant mit der MS assoziiert werden [118]. Hierbel muss aber
der Frage nachgegangen werden, ob die bisher angewandten molekularbiologischen
Methoden geringste Mengen viraler RNA bzw. DNA detektieren konnten. Die Moglichkeit
besteht auf3erdem, dass das Virus in anderen Zielzellen — andere als B-Zellen - ein
differentiertes Expressionsmuster aufzeigt, so dass der Nachweis Uber EBER-RNA, wie
ublicherweise durchgefuhrt wird, in den Lasionen nicht erbracht werden kann [115]. Je
nach EBV-assoziierter Erkrankung wurden unterschiedliche Expressionmuster latenter
Proteine bereits beobachtet [86].

Alternativ konnten die Befunde die zweite Hypothese unterstiitzen, dass EBV-infizierte B-
Zéellen nur rezidiv das ZNS infizieren und EBV die ZNS-Zellen nur kurzweilig infiziert.
Diese Annahme waére vereinbar mit den Befunden bel infizierten glialen Zelllinien, bei
denen meist eine abortive Infektion gefunden [114]. Diese Hypothese kénnte den
fehlenden Nachweis von EBV im ZNS von MS-Patienten erkléren. Des Weiteren ist die
rezidive Infektion mit EBV ein mdglicher Mechanismus, mit dem der schubférmige

Verlauf der MS zu erklaren wére.

EBV konnte aber auch tber einen vollig anderen Mechanismus in die Pathogenese der MS
involviert sein. Molekulares Mimikry ist eine der wichtigsten Hypothesen zur Entstehung
von Autoimmunitét [49;118]. Sie ist auch eine mdgliche Erklarung, warum es nach einer
EBV-Infektion zu Demyelinisierung kommen konnte. Dabel konnen Antikorper, T- und B-
Zellen, die ursdchlich gegen EBV Proteine gerichtet sind, durch Kreuzreaktion
Autoantigene wie Myelin-Antigene erkennen und félschlicherweise die Zerstérung des
Myelins induzieren. Die kontinuierliche Exposition des Immunsystems in der Peripherie
durch EBV-infizierte B-Zellen wirde die Autoimmunreaktion langfristig unterhalten.
Denkbar wére auch, dass periphere Reaktivierungen zu einer Triggerung der Schibe
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fihren konnte. So konnte auch die Korrelation der humoralen Immunantwort mit der

Krankheitsprogression erklart werden.

Unterstitzt wird diese Hypothese durch mehrere Befunde: Zwei Pentapeptide aus der
Sequenz von EBNA-1 sind identisch mit Peptid-Sequenzen von MBP [119]. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass EBV-spezifische T-Zell-Klone mit MBP-Peptiden
kreuzreagierten [120]. Dieser Befund konnte durch TCR Bindungsstudien verifiziert
werden. Vaughn et a. konnten nachweisen, dass p62 Raktivitdten mit Autoantigenen, wie
einem 80-82 kDa und 60 kDA Protein, die in humanen Neuroglia-Zellen exprimiert sind,
kreuzreagierten [101].

Die Tatsache, dass ich in meiner Arbeit mit einem humanen cDNA Protein-Array des
menschlichen Gehirns primér EBV-Proteine identifizeirt habe, wirde das Konzept
unterstitzen, dass die primére Immunantwort gegen EBV hoch affin ist, und

maoglicherweise auf einer geringeren Affinitétsebene mit Autoantigenen kreuzreagiert.

Neben den beiden Mechanismen, bei denen EBV direkt involviert wére, konnte die
Erhéhung von antivirdlen Antikorperreaktivitdten als unspezifisches Epiphanomen im
Rahmen der Grunderkrankung begriindet werden. Dabel wére EBV nicht die Ursache - und
die erhohten Reaktivitéten- nur eine Folge der MS. Die prospektiven Studien zeigten, dass
anti-EBV Titer bereits 4 Jahre vor Ausbrechen der MS erhoht sind gegentiber Kontrollen
[109;110]. Die klaren Befunde meiner Arbeit, die eine signifikant erhohte
Immunreaktivitdt im Serum und Liquor von M S-Patienten gegentiber OINDs (also anderen
hochentziindlichen ZNS-Erkrankungen) zeigten, und weiterhin die spezifische Bindung der
OKBs an die EBV-Antigene nachwiesen, sprechen allerdings fur eine spezifische

Immunreaktion und gegen ein unspezifisches Epiphanomen.

89



DISKUSSION

Zusammenfassend kann hier gesagt werden, dass die neue Protein-Array-Technologie zur
gleichzeitigen Analyse von etwa 37000 verschiedenen Proteinspezifitdten die Suche nach
Zielantigenen der fokussierten, intrathekalen Immunantwort bei der MS ermoglichte. Zwei
Proteine des Epstein-Barr-Virus wurden hier as Zielantigene der humoralen
Immunantwort bel der MS identifiziert. Die Identifizierung eines neuen EBV-Proteins,
dem BRRF-2 Protein, unterstlitzt nachdricklich die Beteiligung von EBV in der
Pathogenese der Erkrankung, zumindest bei einem Teil der M S-Patienten.

In Zukunft soll Uberprift werden, ob EBV in der Lage ist, Zellen des ZNS zu infizieren
und in diesen zu persistieren. Da die Kreuzreaktivitdt mit Autoantigenen denkbar ist, soll

auch dieser Frage gezielt nachgegangen werden.
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7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

APC Allophycocyanin

APCs Antigen présentierende Zellen

B Bone marrow

B/M B-Zell/Monozyten

Bp Basenpaar

CD cluster of differentiation

CDR complementary Determing Region

D Diversity

DNA Desoxyribonukleinsaure

EAE Experimentelle allergische Enzephalomyelitis
EBV Epstein-Barr-Virus

ELISA Enzyme-linked-immunoabsorbent assay
E. coli Escherichia coli

EDSS Expanded disability status scale

FITC Fluorescein isothiocyanate

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
IEF | soel ektrische Fokussierung

Ig Immunglobulin

IPTG I sopropyl-b-thiogal aktopyranosid

J joining

Kda Kilo Dalton

KrT keine reverse Transkription

MBP Myelin basisches Protein

MHC Major Histokomatibilitéts Complex

Min Minuten

MOG Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein
MS Multiple Sklerose

NIND non-inflammatory neurological disease
NK Naturliche Killer

oD optical density

OIND other inflammatory neurological disease
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OKBs
PBS

PE
PerCP
PLP
PP-MS
RNA
RR-MS
RT
SSPE

TBS
TH

TCR

ZNS

Oligoklonale IgG BandenF
Phosphat-gepufferte Salzl 6sung
Polymerase K ettenreaktion
Phycoerythrin

Peridinin chlorophyll-a Protein
Proteolipidprotein

Primér chronisch progrediente MS
Ribonukleinséure
Relapsing-remitting-M S, schubformige MS
Raumtemperatur

subacute sclerosing panencephalitis
Thymus

Tris gepufferte Salzldsung

T-Helfer

T-Zellrezeptor

variable

zentrales Nervensystem
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