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Zusammenfassung

Bei der Progressiven Multifokalen Leukenzephalopathie (PML) handelt es sich um eine
demyelinisierende Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS), welche durch das
humane Polyomavirus JC (JCV) ausgelost wird. Dabei kommt es zu einer Reaktivierung
des in groflen Teilen der Bevolkerung persistierenden Virus, fast immer hervorgerufen
durch eine Immunschwéche des Wirts. In der Vergangenheit war dies vor allem wahrend
der AIDS-Epidemie, vor Entwicklung der hochaktiven-antiretroviralen-Therapie (HAART),
ein Problem. Aktuell wird jedoch wieder eine Zunahme der Fallzahlen beobachtet, was auf
die Verwendung neuartiger Antikérperpraparate wie z.B. Natalizumab zuriickzufithren
ist. Natalizumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikorper und wird in der Therapie
der Multiplen Sklerose (MS) eingesetzt. Er verhindert die Migration von Leukozyten
durch die Blut-Hirn-Schranke in das Gehirn. Da die Behandlungsmoglichkeiten einer
PML sehr begrenzt sind und die Prognose der Erkrankung als schlecht einzustufen ist,
ist die frithzeitige Diagnosestellung fiir den betroffenen Patienten von grofier klinischer
Bedeutung. Hierbei kénnte sich neben dem direkten Nachweis des Virus mittels PCR der
Liquor-Serum-Antikoérper-Quotient (Aljcy) des gegen JCV gerichteten IgG als ein weiteres
wichtiges Hilfsmittel erweisen. Zudem sucht man nach weiteren biologischen Markern, um
betroffene von nicht betroffenen Patienten unterscheiden zu kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Serum- und Liquorproben von PML-Patienten unter
Natalizumabtherapie und von verschiedenen Kontrollgruppen mittels ELISA auf IgG- und
IgM-Antikorper gegen JCV und ein weiteres humanes Polyomavirus, das BKV, untersucht.
Ferner wurde die Affinitét der gefundenen IgG gemessen und die Subklassen des gegen JCV
gerichteten IgG bestimmt. Gleichzeitig wurde mittels real time PCR nach Virus-DNA in
den Proben gesucht. Es sollte weiterhin geklart werden, ob sich der Al;qy fiir die Diagnostik
einer PML eignet, ob es Unterschiede in der Antikérperreaktion auf das JC-Virus zwischen
den einzelnen Gruppen gibt und ob es Hinweise auf eine Kreuzprotektion zwischen der
JCV- und der BKV- Infektion gibt.

Es zeigte sich, dass die PML-Patientengruppen eine deutlich gesteigerte Anti-JCV-
IgG Produktion im Vergleich mit den Kontrollgruppen hatten. Dabei konnten keine
Unterschiede in der Affinitéit der Antikorper festgestellt werden. IgM-Antikorper scheinen
bei der Immunantwort auf die Reaktivierung von JCV keine nennenswerte Rolle zu spielen,
was darauf zuriickzufiihren sein kénnte, dass der Erstkontakt mit dem Virus in der Regel
lange vor dem Auftreten der PML erfolgte. Bei den Untersuchungen des Aljcy wurde ein
Verhiltnis > 1,5 als Zeichen einer intrathekalen Antikérperproduktion gewertet. Es zeigte
sich, dass dies als spezifisches Zeichen einer PML zu werten ist und sich der Aljcy daher
als ergdnzendes Hilfsmittel in der Diagnostik der PML eignet. Ferner gab es Hinweise, dass
die Infektion mit JCV vor einer zuséatzlichen Infektion mit BKV schiitzen kann.
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1 Einleitung

1.1 Polyomaviren

1.1.1 Einteilung

Die Polyomaviren sind eine Familie unbehiillter Doppelstrang - Desoxyribonukleinséiure - Viren (dsDNA-
Viren), welche persistierende Infektionen bei verschiedenen Wirbeltieren auslosen.'”

In den letzten Jahren wurde aufgrund der wachsenden Zahl neuentdeckter Polyomaviren versucht,
eine sinnvolle Neuordnung in der Gattung zu schaffen. Zwischenzeitlich wurde die einzelne Gattung
,Polyomavirus“ durch die drei neuen Gattungen ,,Avipolyomavirus“, ,,Orthopolyomavirus* und ,, Wuki-
polyomavirus“ ersetzt.*3 Dabei umfassten die Gattungen Orthopolyomavirus und Wukipolyomavirus
die Saugetier-Polyomaviren und die Gattung Avipolyomavirus die Vogel-Polyomaviren. Die Unterteilung
der sdugetierinfizierenden Gattungen ergab sich aus der Divergenz der Nukleotidsequenzen der beiden
Gruppen.*3 Schwachpunkt dieser Einteilung war jedoch unter anderem, dass sie auf der Untersuchung
unterschiedlicher Gene basierte.'® Im Jahr 2015 wurde daher durch das International Committee on
Tazonomy of Viruses (ICTV) eine neue, standardisierte Nomenklatur eingefiihrt, die zwischen Alpha-,
Beta-, Gamma- und Deltapolyomaviren unterscheidet. '8

Gemif dieser Einteilung zihlt das JC-Virus (JCV), das BK-Virus (BKV) und Simianvirus 40 (SV-40)

zusammen mit einigen anderen Virusarten zu den Betapolyomaviren (vgl. Abb. 1.1).
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1.1.2 Morphologie

Die sphéarischen Viruspartikel der Polyomaviren haben einen Durchmesser von 40 bis 45 nm, wobei das
unbehiillte Kapsid aus 72 ikosaedrisch angeordneten Kapsomeren gebildet wird, welche an der Basis aus
fiinf Molekiilen des Kapsidproteins Virusprotein 1 (VP-1) und je einem Molekiil Virusprotein 2 (VP-2) oder
Virusprotein 3 (VP-3) bestehen.3! Diese Proteine sind nicht gleichférmig, sondern verdreht zueinander in
einer T = 7 Symmetrie angeordnet (vgl. Abb. 1.2).3

Insgesamt macht VP-1 etwa 70% des Virusproteins aus und wird an der Innenseite durch die Kapsidpro-
teine VP-2 und VP-3 stabilisiert.3! Die Virushiille ist extrem umweltstabil und widersteht Temperaturen
bis 50°C iiber die Dauer von bis zu einer Stunde.3!

Das Genom besteht aus einem kovalent geschlossenen doppelstringigen Desoxyribonukleinséiure (DNA)
-Ring. Dieser liegt in einer mehrfach ineinander verdrillten supercoiled Form vor. Zusammen mit den
Histonen H2A, H2B, H3 und H4 &dhnelt der gebildete Nukleoproteinkomplex strukturell eukaryotischen
Nukleosomen, allerdings kommt das Histon H1 nur im Genom der infizierten Zelle vor.3!

Die Grofe des Genoms liegt bei 4,7 bis 5,5 kBp, wobei die Leserahmen teilweise iiberlappen. 3! Es ist eine
Einteilung in drei funktionelle Regionen moglich. Die frithen und spéten Regionen kodieren Funktionen,
die vor bzw. nach der DNA-Replikation benéstigt werden.3! Ein regulatorischer Abschnitt beinhaltet den
Replikationsursprung sowie Promotorregionen fiir den frithen und spiten Abschnitt.3! Da kein bekanntes
Polyomavirus iiber eine eigene DNA-Polymerase verfiigt, ist die Anwesenheit von zelleigenen Polymerasen
fiir die DNA-Replikation erforderlich.3!

VP
VP2
VP3

Histone

£ ViralZone 2010
Swilss Institute of Bialnformatics

T=7d

Abb. 1.2: Darstellung des nicht behiillten Kapsids mit einer ikosaedrischen T=7d
Symmetrie. Durchmesser ca. 50 nm. ViralZone: www.expasy.org/viralzone, SIB
Swiss Institute of Bioinformatics @®®
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Abb. 1.1: Einteilung der Familie ,,Polyomaviridae‘. Abb. modifiziert nach Polyomav

Study Group of the International Committee on Taxonomy of Viruses.
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1.2 JC-Virus

1.2.1 Geschichte

Nachdem Astrém, Mancall und Richardson 1958 einzelne Fiille einer Erkrankung beschrieben hatten, die
sie als Progressive Multifokale Leukoenzephalopathie (PML) bezeichneten, gab es immer wieder Hinweise,
dass es sich hierbei um eine virale Erkrankung handeln kénnte. 10:19:76:86 Der tatssichliche Nachweis von
Viruspartikeln gelang erstmals 1965 in den Kernen von Gliazellen von PML-Patienten und bestétigte
somit die vorausgegangen Vermutungen.“®

Erstmals isoliert wurde das JC-Virus, auch Humanes Polyomavirus Typ II, schlielich 1971 durch
Padget et al. aus dem Gehirn des an einer Progressiven Multifokalen Leukenzephalopathie erkrankten John
Cunningham. % Aus den Initialen dieses Patienten setzt sich auch die Bezeichnung JC-Virus zusammen.
Der Gruppe um Padget gelang die Anzucht eines Virus, das in spéteren Untersuchungen eine dhnliche
GroBe und Gestalt zeigte wie die bereits bekannte SV-40 Subgruppe der Papovaviren. %1

Die Bezeichnung Papovavirus, welche sich aus Papilloma-, Polyoma - und Simian Vacuolating Virus
40 zusammensetzte, ist inzwischen nicht mehr gebrauchlich.?! Stattdessen wurden Papillomavirus und
Polyomavirus als eigene Familien eingefiihrt. 3!

In den vergangen Jahren hat auch die Gruppe der Polyomaviren, wie zuvor beschrieben, einige

Wandlungen ihrer Nomenklatur erfahren und unterliegt auch weiterhin einem Wandel.

1.2.2 Morphologie und Virusproteine

Das JC-Virus hat einen Durchmesser von etwa 45 nm. Sein Kapsid entspricht in seinem Aufbau dem
Kapsid aller Polyomaviren und wird ebenfalls aus 72 Kapsomeren gebildet, welche, wie zuvor beschrieben,
aus fiinf VP-1 Molekiilen und einem VP-2 oder VP-3 Molekiil bestehen.?' Das Kapsid beinhaltet die
Virus-DNA. 31

Die restlichen auf der DNA kodierten Proteine werden nur wihrend der Replikation des Virus in der

Wirtszelle gebildet und haben unterschiedliche Funktionen im Vermehrungszyklus.3!

GroBBes Tumorantigen

Das grofle Tumorantigen (T-Antigen) ist ein Homohexamer, wobei jedes seiner Polypeptide aus 132
Aminosiuren besteht. %6

Es hat groflen Einfluss auf die Replikation des Virus, da es zum einen als Enzym auf verschiedene
Signalwege der Wirtszelle einwirkt und diese in die Synthesephase (S-Phase) ihres Replikationszyklus
bringt. Zum anderen fungiert es als Helikase und ermoglicht durch das Entwinden der DNA den Beginn
der Replikation des Virus.3!

Durch verschiedene Eingriffe in die Regulation des Replikationszyklus der Wirtszelle besitzt das grofle

T-Antigen onkogenes Potential, was auch die Benennung als Tumorantigen erklrt. 3!

Kleines Tumorantigen

Das kleine T-Antigen wird aus 172 Aminoséduren gebildet und kann wie das groie T-Antigen in verschiedene
zelluldre Signalwege eingreifen und somit die Zellproliferation beeinflussen. Pallas et al. konnten zeigen,
dass vor allem die Proteinphosphatase 2A (PP2A) durch das kleine T-Antigen beeinflusst wird. % Dies ist
insofern von Bedeutung, als dass PP2A unter anderem den mitogenaktivierten-Proteinkinase-Signalweg
(MAPK), den stressaktivierten-Proteinkinase-Signalweg (SAPK) und AKT (Proteinkinase B) reguliert,

welche unter anderem Einfluss auf das Zellwachstum und die Regulierung der Apoptose haben. 8390
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Virusprotein 1

Das Virusprotein 1 (VP-1) macht mit etwa 70% den gréfiten Teil der Virushiille das JC-Virus aus.3! Es
handelt sich um ein Homopentamer, dessen Ketten aus jeweils 272 Aminoséduren gebildet werden und das
sich zu einem ikosaedrischen Kapsid zusammenlagert.%®

Da VP-1 den dufleren Teil der Hiille bildet ist es fiir die Bindung des Virus an seine Zielzelle verant-

wortlich.3! Weitere Funktionen beim Transport des Virus in der Zelle werden zurzeit noch untersucht. 3!

Virusprotein 2

Virusprotein 2 (VP-2) gehort zum inneren Teil der Virushiille.?! Es besitzt an seinem N-Terminus eine
Tetradekansdure und am C-Terminus funktionelle Regionen zur Bindung an DNA, zur Interaktion mit VP-1
und ein nuclear localization signal (NLS).33 Bei dem NLS handelt es sich um eine kurze Aminoséiuresequenz,
welche an sog. Importine bindet, folglich wird VP-2 fiir den Transport von VP-1 in den Nukleus benétigt

und scheint auch fiir die Replikation der Virus-DNA vonnéten zu sein. 3133

Virusprotein 3

Virusprotein 3 (VP-3) wird aus der gleichen Gensequenz translatiert wie VP-2 und ist daher zu zwei
Dritteln mit diesem identisch.3"33 Es besitzt ebenfalls am C-Terminus funktionelle Regionen zur Bindung
an DNA sowie zur Interaktion mit VP-1 und NLS. Wie VP-2 wird es fiir den Transport von VP-1 in den
Nukleus benétigt. 3133

Agnoprotein

Das Agnoprotein ist ein aus 32 Aminosduren bestehendes Polypeptid, welches Dimere oder Oligomer-
komplexe bildet.”® Es wird nach dem Eindringen des Virus in die Zielzelle gebildet und findet sich dort
vorrangig in der Nahe des Nukleus.” Es interagiert mit verschiedenen Proteinen der Wirtszelle, wie z.B.
FEZ1 (Fasciculation and elongation protein zeta-1) und HP1 alpha (Heterochromatin Protein 1) und
nimmt Einfluss auf den Transport von Viruspartikeln vom Nukleus ins Zytoplasma.5® AuBerdem greift
es in die DNA-Reparaturfunktionen der Wirtszelle ein, indem es die Aktivitdt der Reparaturproteine
Ku70 und Ku80 herabsetzt.2® Damit ist es fiir die Transkription und Replikation des JC-Virus von grofer
Bedeutung. ™
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1.2.3 Genom

Wie alle Polyomaviren besitzt auch das JC-Virus einen doppelstringigen, kovalent geschlossenen DNA-
Ring, der wie bereits erwihnt in supercoiled Form vorliegt und aus 5130 Basenpaaren besteht.?! Auch hier
kann eine Einteilung in drei funktionelle Regionen vorgenommen werden, wobei der Replikationsursprung
von einem frithen Abschnitt fiir das grofie und kleine T-Antigen und einem spéten Abschnitt fiir die
Hiillproteine VP-1, VP-2 und VP-3 sowie das Agnoprotein unterschieden werden kann (vgl. Abb. 1.3).3!

Durch Unterschiede in nichtkodierenden Regionen des Genoms kommt es zu einer Vielzahl unterschied-

licher Virus-Typen und Subtypen.

NCCR

Abb. 1.3: Genstruktur des JC-Virus. Ausgehend vom Ursprung, welcher auch als noncoding
control region (NCCR) bezeichnet wird, werden die mRNA fiir die Antigene der frithen
Phase (rot) und der spéten Phase (griin) der Replikation abgelesen. Abb. modifiziert
nach National Macedonian Academy of Arts and Sciences (CC-BY-SA-4.0).

1.2.4 Replikationszyklus

Der erste Schritt im Replikationszyklus des JC-Virus ist die Bindung an die Zelloberfliche einer Glia-
zelle, welche das Hauptziel des Virus darstellt.?! Hierbei dienen eine endstiindige a(2,6) gebundene
N-Acetylneuraminsédure und der 5HT2A Serotoninrezeptor als Bindungsstelle und Ausgangspunkt der
clathrinvermittelten Endozytose.? Wie diese Rezeptoren und das Virus physikalisch miteinander in Bezie-
hung treten, ist bisher nicht geklart; fiir den Eintritt in die Zelle sind sie jedoch notwendig. Zellen, die
den Rezeptor nicht exprimieren oder deren Rezeptoren mittels Antikérper oder Rezeptorantagonisten
blockiert sind, kénnen nicht durch das JC-Virus infiziert werden.3! Vermutlich erfolgt die Bindung des
Virus an die Zelle mittels des VP-1, welches zum einen den grofiten Teil der Virushiille ausmacht und zum
anderen den nach aulen gerichteten Teil der Hiille darstellt.?! AuBlerdem besitzt VP-1 eine Bindungsstelle
fiir Zuckerreste. 84

Nach der Bindung an den Rezeptor erfolgt die Phosphorylierung eines bisher unbekannten Proteins
und das Virus wird mittels clathrinabhsingiger Endozytose in die Zelle geschleust.%® Fiir den weiteren
Transport zum Nukleus sind Mikrotubuli und Mikrofilamente nétig.® Qu et al. konnten zeigen, dass die
JC-Viruspartikel bis zum Erreichen der Kernporen intakt bleiben und VP1 fiir den Eintritt in den Nukleus
benotigt wird. 7

Nach der Freisetzung der Virus-DNA im Nukleus der Wirtszelle erfolgt die Transkription durch die

zelluldre Ribonukleinsiiure-Polymerase IT (RNA-Polymerase).3! Die Transkription scheint hierbei von einer



1 FEinleitung

Vielzahl zellspezifischer Transkriptionsfaktoren abhéingig zu sein. Besondere Bedeutung hat hierbei nuclear
factor-1 class X (NF-1/X).3! Dieser Faktor ist besonders in Gliazellen und anderen Zielzellen des JC-Virus
ausgepragt vorhanden und scheint somit fiir die Zellspezifitit mit ausschlaggebend zu sein.3' Durch splicing
werden unterschiedliche mRNA gebildet, von denen im Anschluss die Virusproteine translatiert werden.3!
Hierbei kommt den in der Frithphase der Replikation gebildeten Antigenen eine besondere Rolle zu. Um
die Replikation des Virus zu ermoglichen, muss die Wirtszelle in die S-Phase ihres Replikationszyklus
gebracht werden. Dies geschieht durch die Interaktion des grofien T-Antigens mit dem retinoblastoma
susceptibility gene (pRb) und den Tumorsuppressorgenen pl07 und p130.27 293137 AuBerdem wird durch
Interaktion dieses und anderer Virusantigene mit Enzymen der Wirtszelle und eigene Enzymaktivitat
die Replikationsausbeute maximiert.®"2 Sullivan et al. konnten zeigen, dass die Genexpression durch
viruseigene Mikro-RNA (miRNA) reguliert wird und so die Produktion von Antigenen, welche durch die
Immunabwehr des Wirtes erkannt werden koénnten, gesteuert wird. 3

Nachdem in der Frithphase der Replikation verschiedene Virusantigene gebildet wurden, beginnt auch
die Replikation der Virus-DNA. Auch hier spielt das grofle T-Antigen eine entscheidende Rolle. Es ist mit
einer Helikasefunktion an der Initiation des Replikationszyklus beteiligt und fiir die Elongation der neu
gebildeten DNA-Stringe notig. 215231 Die Replikation der Virus-DNA erfolgt parallel in beide Richtungen,
sodass am Ende zwei an einem Punkt zusammenhéngende zirkuldre Molekiile gebildet werden, welche die
Topoisomerase II voneinander trennt.3!

Parallel zur DNA-Replikation werden auBerdem die Virusantigene der spiten Transkription gebildet. 3!
Es handelt sich hierbei um die drei Hiillproteine VP-1, VP-2 und VP-3, sowie das Agnoprotein.3! Die
Hiillproteine werden in den Nukleus transloziert und fligen sich dort zum Virion zusammen, welches mit
der replizierten DNA beladen wird.3! Der genaue Ablauf bleibt bisher unklar, da auch leere Virushiillen
gefunden werden konnen, wobei nicht gesagt werden kann, ob es sich um fehlerhafte Endprodukte oder
Vorstufen des spiteren Endprodukts handelt. 3!

Ebenfalls unklar ist bisher der genaue Mechanismus der Freisetzung der fertigen Viruspartikel. Es gibt
sowohl Hinweise auf eine Zerstorung der Wirtszelle durch Apoptose, als auch darauf, dass zumindest SV40
Zellen ohne deren Lyse verlassen kann.2%%%9 JCV scheint jedoch, iiber sein grofies T-Antigen, primér
einen lytischen bzw. nekrotischen Effekt auf seine Wirtszelle zu haben. 30

Das Einwirken der Virusantigene auf verschiedene Tumorsuppressorgene und die Aktivierung unter-
schiedlichster Signalkaskaden innerhalb der Wirtszelle, welches fiir die Replikation des Virus notwendig ist,
bedingt gleichzeitig das onkogene Potential, das das JC-Virus besitzt.?! Im normalen Replikationszyklus
hat dies keine Konsequenz, da die Wirtszelle im Anschluss an die Virusreplikation zerstort wird. Kommt es
jedoch nicht zu einer Vermehrung und Freisetzung des Virus, kann es durch die nun fehlerhafte Funktion
der oben genannten Faktoren, zu einer unkontrollierten Vermehrung der Wirtszelle kommen. 3! So konnte
im Tierversuch, nach Infektion mit JCV, die Entwicklung von Medulloblastomen, Glioblastomen oder
Pineozytomen beobachtet werden.%* In welchem Umfang JC-Virus beim Menschen an der Entstehung von
Tumoren beteiligt ist, wird derzeit noch untersucht. Hinweise auf eine Beteiligung ergaben sich jedoch
bereits durch Nachweis von JCV-DNA in Oligoastrozytomen und Xantrosastrozytomen. 7> Ferner steht
das Virus im Verdacht an der Entstehung von Leukdmien und Lymphomen, sowie von Kolonkarzinomen

beteiligt zu sein. 4982
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1.2.5 Typen und Subtypen

In den letzten Jahren wurden etliche molekulargenetische Untersuchungen an Proben verschiedenster
menschlicher Populationen durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass es verschiedene JC-Virus Varianten auf
der Welt gibt, welche eine starke regionale Variabilitit aufweisen. Derzeit erfolgt eine Einteilung in
acht Hauptstidmme des JC-Virus, wobei dieses Feld Gegenstand weiterer Forschung ist und mit der
Entdeckung weiterer Stimme gerechnet werden kann.3:6:11:36:40.93 Dje Stdmme unterscheiden sich in der
das VP-1 kodierenden Nukleotidsequenz und sind offensichtlich das Ergebnis der Virusevolution in den
unterschiedlichen Wirtspopulationen.®

Grob kann gesagt werden, dass in Europa iiblicherweise die JC-Virus Typen 1 und 4 vorkommen,
wihrend Typ 2 in Asien und bei Ureinwohnern des amerikanischen Kontinents anzusiedeln ist. %7 Die
Typen 3 und 6 kommen wiederrum vor allem in Afrika vor.! Im siidlichen Asien, sowie auf einigen
Parifikinseln finden sich vorwiegend die Typen 7 und 8.7

Die ausgeprigten regionalen Unterschiede kénnen unabhéingig von der virologischen Forschung auch fiir
anthropologische Untersuchungen herangezogen werden und Hinweise auf die Ausbreitung von ethnischen
Gruppen in bestimmten Regionen geben. 2°

Ferner konnten die verschiedenen Varianten ein unterschiedliches pathogenes Potential besitzen. So
konnten Agostini et al. 1997 zeigen, dass sich bei Patienten, die durch eine Reaktivierung des JC-Virus
eine PML entwickelt hatten, iiberdurchschnittlich hiufig JC-Virus Typ 2 im Gehirn fand.?

Diese Virustypen konnen weiter in unzéhlige Subtypen und diese wiederum in unterschiedliche Vi-
russtrange unterteilt werden, wobei sich diese hauptsdchlich durch einzelne unterschiedliche Nukleotide
voneinander unterscheiden.® So divergieren einzelne Stringe von bspw. JCV Typ 2 Subtyp A (JCV Typ
2A) in einem GroBenordnungsbereich von 0,02% bis etwa 0,5% unterschiedlicher Nukleotide voneinander,
wahrend die Unterschiede zwischen den einzelnen Subtypen, wie z.B. Typ 2A und 2B, etwas grofier sind
und im Bereich um 1% unterschiedlicher Nukleotide liegen.® Diese Unterschiede kénnen durch Insertion

oder Deletion von Basen im Replikationszyklus bedingt sein.®

1.2.6 Pathogenese

Wabhrscheinlich erfolgt die Erstinfektion mit dem JC-Virus bereits im Kindesalter iiber den Respirationstrakt
oder fikal-oral durch Schmierinfektion.?! Dabei bleibt die Erstinfektion fast immer symptomlos, fiihrt
jedoch zu einer lebenslangen Persistenz des Erregers in Epithelzellen der Niere und moglicherweise auch
im Knochenmark.?! Wihrend dies fiir den gesunden, immunkompetenten Wirt kein Problem darstellt,
besteht unter Immunsuppression die Gefahr einer JCV-Reaktivierung in Form einer Manifestation im
zentralen Nervensystem (ZNS) unter dem Bild einer Progressiven Multifokalen Leukenzephalopathie.3!
Die Progressiv Multifokale Leukenzephalopathie ist eine demyelinisierende Erkrankung des Gehirns,
welche durch das JC-Virus ausgelst wird. In der Magnetresonanztomographie (MRT') zeigen sich bei der
Erkrankung hyperintense Lisionen des Marklagers (vgl. Abb. 1.4).3! Betroffen sind immunsupprimierte Per-
sonen, zum Beispiel nach Organtransplantationen, mit malignen Grunderkrankungen oder granulomatdsen
Erkrankungen. 3! Insbesondere zu Beginn der Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS)-Epidemie, in
welcher noch keine effektive Therapie verfiigbar war, stellten HIV-Patienten den gréften Anteil betroffener
Personen dar. Etwa 5 bis 10% aller AIDS-Kranken waren von einer PML betroffen, damit machte diese
Gruppe ca. 80% aller PML-Fille aus. 3! Die PML zihlt gemif Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) zu den AIDS-definierenden Erkrankungen. Mit dem Aufkommen der hochaktiven antiretroviralen
Therapie (HAART) 1996 nahm die Zahl der HIV-positiven PML-Patienten zwar wieder deutlich ab, aber
trotz dieser Fortschritte ist die Zahl der PML-Patienten seit den 1980er Jahren auf der ganzen Welt
angestiegen.®! Grund hierfiir diirfte die steigende Zahl therapiebedingt immunsupprimierter Patienten
sein. Insbesondere die Zunahme an Behandlungen mit immunsuppressiven Medikamenten wie Rituximab,

Infliximab oder Natalizumab, kommt hierfiir als Ursache in Frage. Insbesondere bei der Behandlung der
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Multiplen Sklerose (MS) mit dem humanisierten anti-alpha-4-Integrin Antikérper Natalizumab (Tysabri®)
kann ebenfalls als schwerwiegende Nebenwirkung eine PML auftreten. 12:22:50

Abb. 1.4: MRT-Aufnahmen eines Patienten mit PML. Es zeigen sich hyperintense Mark-
lagerherde rechtshemisphérisch temporo-occipital (rote Pfeile). Die Abbildung wurde
freundlichst durch Priv.-Doz. Dr. med. Michael Mull, Klinik fiir Diagnostische und
Interventionelle Neuroradiologie, Universitatsklinikum Aachen, zur Verfiigung gestellt.
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1.2.7 Epidemiologie

Die Seroprivalenz des JC-Virus ist zurzeit noch Gegenstand der Forschung und kann daher noch nicht
abschliefend beurteilt werden. In neueren Studien zeigte sich jedoch, dass die Wahrscheinlichkeit mit
dem Virus infiziert zu sein mit dem Alter zunimmt und in der Gruppe der 50 bis 60 Jihrigen bei
etwa 70% liegt.®” In der Altersgruppe der unter 20 Jihrigen liegt sie noch bei etwa 37%.87 Bei den
Untersuchungen zeigten sich keine Unterschiede in der Geschlechterverteilung.8” So fanden Warnke et al.
in einer Kohorte von 511 MS-Patienten im Blut von 55% der untersuchten Frauen anti-JCV-Antikérper. 87
Bei den untersuchten Minnern konnten die Antikérper in 58% der Fille gefunden werden. 87

In dieser Studie waren insgesamt 56% aller untersuchten Personen seropositiv fiir anti-JCV-Antikorper. 37

Die Durchseuchung in der Gesamtbevolkerung diirfte sich in einem #hnlich hohen Prozentsatz bewegen.
Bisher ist der serologische Nachweis einer JC-Virus-Infektion jedoch nur an wenigen Instituten verfiigbar,

sodass flichendeckende Untersuchungen nicht moglich waren.

1.2.8 Therapie

Aufgrund der hohen Durchseuchungsrate in der Bevolkerung kénnen zur Verhinderung von Infektionen
mit dem JC-Virus keine expositionsprophylaktischen Mafinahmen empfohlen werden. Auch eine Impfung
gegen das Virus ist aktuell nicht moglich, wobei es hier Forschungsaktivitaten gibt, die sich jedoch noch in
eine frithen Stadium der Entwicklung befinden. 4274

Eine kausale Therapie der PML ist derzeit ebenfalls nicht verfiigbar. Es gibt zwar Fallberichte, in
denen ein positiver Effekt einer Behandlung mit Mefloquin beschrieben wurde, allerdings konnten in
grofleren Untersuchungen mit randomisierten Patientengruppen diese Ergebnisse nicht reproduziert
werden. 2335 Therapie der Wahl ist daher weiterhin das Aussetzen der immunsuppressiven Therapie und
die Unterstiitzung der koérpereigenen Immunabwehr.

Bei Patienten, die unter Natalizumab eine PML entwickelt haben, kann zusétzlich zum Abbruch der
Therapie, der verabreichte Antikérper durch Plasmapherese aus dem Blut entfernt werden.

Bei HIV-positiven Patienten stellt die HAART und damit die Aufrechterhaltung der T-Zellimmunitét
den bisher wirkungsvollsten Schutz vor der Entwicklung einer PML dar.

Bei diesen beiden Patientenkollektiven kann die PML durch eine rasche Diagnosesicherung und die

oben genannten Mafinahmen reversibel sein oder zumindest in ihrem Ausmafl begrenzt werden.

10
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1.3 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung des zentralen Nervensystems, bei der
es zu einem Verlust der Myelinscheiden kommt, wobei neuere Studien zusétzlich auch frith auftretende
axonale Schiden nahelegen.® Hierbei entstehen verteilt iiber das ganze ZNS multiple, entziindliche
Entmarkungsherde, wodurch die Erkrankung in ihrem Auftreten duflerst variabel ist und, je nach Lage der

Entmarkungsherde im Gehirn und Riickenmark, fast jedes neurologische Symptom verursachen kann. 2>

So ist zum Beispiel die Retrobulb#rneuritis ein typisches, wenn auch nicht spezifisches Symptom.2?

Die Erkrankung kann in Abh#ngigkeit ihres Verlaufs in eine schubformig-remittierende, eine primér-
progrediente und eine sekundér-progrediente Form eingeteilt werden, wobei die ersten Symptome héufig
zwischen dem 15. und 40. Lebensjahr auftreten. Die Préavalenz liegt in Deutschland bei geschétzt 149
Erkrankten pro 100.000 Einwohner, wobei Frauen etwa doppelt so hiufig betroffen sind wie Ménner. 33
Die Ursachen der Erkrankung sind bisher nicht eindeutig gekléart. Auffillig ist jedoch, dass die regionale
Erkrankungshéufigkeit mit der Entfernung vom Aquator ansteigt, sodass iiber die Beteiligung eines
Umweltfaktors spekuliert werden kann. 32

Als diagnostischer Standard haben sich die 2001 erstmalig veréffentlichten McDonald Kriterien etabliert,
welche 2005 und 2011 revidiert worden sind.?%:%%7% Zu ihnen gehéren neben der klinischen Prisentation,
der Nachweis MS-typischer Verdnderungen in der Bildgebung und die Liquordiagnostik. Letztere basiert
auf der intrathekalen, polyspezifischen und oligoklonalen Immunreaktion bedingt durch die MS.%%6%70 7y
deren Nachweis sind unterschiedliche Methoden etabliert, welche sich in ihrer Sensitivitat und Spezifitat
gegenseitig ergiinzen.?*4! So kann zum einen der Gesamt-IgG Serum/Liquor-Quotient (LSQges) bestimmt
werden, wobei dieses Verfahren einfach durchfiihrbar, jedoch von geringer Aussagekraft ist.3* Ein relativ
sensitives Testverfahren stellt der isoelektrische Nachweis oligoklonaler Banden dar.3* Bei vermehrtem
Auftreten von Banden im Liquor, im Vergleich zum Serum, spricht dies fiir eine Immunglobulinsynthese im
zentralen Nervensystem. Das Auftreten selbiger bei anderen Erkrankungen des ZNS fiihrt jedoch zu einer
geringen Spezifitit der Untersuchung. Als dritte Moglichkeit der Liquordiagnostik ist die Masern-Roteln-
Zoster-Reaktion (MRZ) etabliert.4! Diese basiert auf der polyspezifischen Mitreaktion des Immunsystems,
wodurch es zu einer Bildung von Antikérpern kommt, ohne dass deren spezifisches Antigen nachweisbar ist.
Die Reaktion ist weniger sensitiv als der Nachweis oligoklonaler Banden, aber spezifischer.4! Grundlage der
Berechnungen ist der Reiberquotient — also der Liquor-Serum-Quotient der IgG gegen Roteln, Masern und
Varizellen im Verh#ltnis zur Albuminkonzentration — und die insgesamt gemessene IgG-Konzentration.

Bei der Behandlung der MS unterscheidet man im Wesentlichen eine Schubtherapie von einer immun-
modulatorischen Therapie.”! Ziel der Schubtherapie ist eine schnelle Riickbildung von in einem MS-Schub
aufgetretenen Symptomen durch Gabe hochdosierter Glucokortikoide oder durch Plasmapherese.” Durch
eine immunmodulatorische Therapie wird versucht, mogliche axonale Schiden zu begrenzen.” In den
aktuellen Leitlinien wird daher ein moglichst frither Beginn einer solchen Basistherapie empfohlen. 7!

Fingesetzt werden hierbei, entsprechend der Leitlinien, in erster Linie Glatirameracetat und Beta-
Interferone. Reicht diese Basistherapie nicht aus, um ein Fortschreiten der Erkrankung zu verhindern, wird
als Eskalationstherapie mit Medikamenten wie Mitoxantron, Natalizumab oder Fingolimod begonnen. "*

Die Prognose der Erkrankung ist schwer vorherzusagen, neuere Studien lassen aber in der Mehrzahl der
Fille einen positiveren Verlauf vermuten, als in der Vergangenheit angenommen wurde.®” Grundsitzlich

ist die Erkrankung jedoch weiterhin nicht heilbar.

11
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1.4 Natalizumab

Natalizumab (NAT) ist ein humanisierter monoklonaler IgG4 Antikorper welcher aus einer Myelom-
Zelllinie von Méusen gewonnen wird.?' Es verhindert durch Inhibition von e4-Integrinen die Bindung von
Leukozyten an die Gefafiwand und verhindert somit deren Migration in das ZNS. In verschiedenen Studien
konnte durch NAT-Behandlung eine deutliche Schubratenreduktion um bis zu 67% und eine verminderte
Behinderungsrate nachgewiesen werden. 5877

Entwickelt wurde das Medikament in den 1990er Jahren von der Firma Biogen und wird aktuell unter
dem Namen Tysabri® in den Handel gebracht. Nur drei Monate nach der Zulassung in den USA wurde
NAT im Februar 2005 wieder vom Markt genommen, da es bei drei behandelten MS-Patienten zu einer
PML gekommen war. Zwei der drei Betroffenen starben an den Folgen der Erkrankung. ®* Trotzdem erfolgte
im Mérz 2006 die Wiederzulassung des Medikaments durch die US-amerikanische Arzneimittelbehorde
FDA (Food and Drug Administration), sowie die Erstzulassung in der EU (Européische Union).

Bei der Behandlung mit NAT ist jedoch weiterhin die Gefahr der Entwicklung einer PML zu beachten. %4
So ging das Paul-Ehrlich-Institut 2010 von einem Risiko von 1:263 innerhalb von drei Jahren nach
Therapiebeginn aus.

Ob es zur Entwicklung einer PML kommt, scheint im Wesentlichen von drei Risikofaktoren beeinflusst
zu werden. Dabei handelt es sich zum einen um das Bestehen einer latenten JC-Virus Infektion, welche
sich diagnostisch im Nachweis von anti-JCV-Antikérpern zeigt. Zum anderen wird das Risiko sowohl durch
eine Behandlungsdauer von mehr als zwei Jahren, als auch von einer immunsuppressiven Vorbehandlung
beeinflusst. Zur Minimierung des PML-Risikos wird daher in den aktuellen Leitlinien vor Beginn der
NAT-Behandlung ein Test auf anti-JCV-Antikérper empfohlen, welcher bei negativem Ergebnis wegen der
Gefahr der Neuinfektion alle sechs Monate zu wiederholen ist.”' Patienten die linger als zwei Jahre mit
NAT behandelt werden, sind besonders iiber das erhohte Risiko einer PML aufzukléren.

Kommt es im Laufe der Behandlung zu Symptomen, welche verdéchtig auf eine PML sind, ist die
Behandlung mit NAT auszusetzen, bis eine Abklarung erfolgt ist und eine PML ausgeschlossen werden

kann. 7!

12
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1.5 Fragestellung

In der Therapie der rezidivierenden Multiplen Sklerose ist Natalizumab (NAT') seit einigen Jahren etabliert.
Allerdings kommt es immer wieder bei einzelnen Patienten, die mit NAT behandelt wurden, zu einer
schwerwiegenden Komplikation, der progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML). Bei der PML
handelt es sich um eine demyelinisierende Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS), welche durch
eine Infektion mit dem JC-Virus (JCV) ausgelost wird.

Die friithzeitige Diagnose dieser Komplikation gestaltet sich haufig &uflerst schwierig, da das klinische
Bild und die radiologischen Zeichen oft unspezifisch und variabel sind. Es kann auch nicht immer zwischen
den Symptomen der PML und der MS klar unterschieden werden. Bisher fehlen nichtinvasive Verfahren
zur Bestédtigung einer PML nach dem Entdecken verdéchtiger Lasionen in der Magnetresonanztomographie
(MRT).

Aktuell werden zur Diagnosefindung die folgenden Schritte durchgefiihrt: klinische Untersuchung, MRT
und quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR) zum Nachweis von JCV-DNA im Liquor.

Die Sensitivitit der JCV-DNA-PCR im Liquor zur Diagnose einer PML ist allerdings variabel und
schwankt zwischen 60 und 95%. 4753 Die meisten Laboratorien kénnen JCV-DNA erst bei mehr als 200
Kopien pro ml im Liquor nachweisen, in einigen wenigen Laboratorien liegt die Nachweisgrenze aber
auch bereits bei 10 Kopien JCV-DNA pro ml Liquor. Allerdings ist die Signifikanz eines Nachweises
einer sehr niedrigen Anzahl von Kopien (< 100 Kopien/ml) nicht geklirt, denn es wurden bereits in
fritheren Untersuchungen in 2 von 515 Liquorproben von Patienten ohne klinische und radiologische
Zeichen einer PML niedrige Mengen von JCV-DNA gefunden. Seit Juli 2011 wurden in 9,2% der PML
Falle in Deutschland, welche mit einer Therapie mit monoklonalen Antikdrpern assoziiert waren, eine
Hirnbiopsie zur Diagnosesicherung durchgefiihrt.

Folglich ist die Entwicklung zusétzlicher diagnostischer Untersuchungen zur Bestatigung von PML-
Verdachtsfillen nétig. Bereits in fritheren Untersuchungen konnte sowohl bei NAT-PML Fallen, als auch
bei nicht-MS PML Patienten, ein deutlicher Anstieg der intrathekalen Produktion von Anti-JCV-IgG
nachgewiesen werden. Ziel dieser Arbeit war es daher zu beurteilen, ob der Liquor-JCV-Antikérperindex
(Aljcv) fiir die Diagnose einer NAT-PML geeignet ist. Des Weiteren wurde untersucht, ob sich die
PML-Gruppe in der Art der produzierten Antikorpersubklassen und der Affinitdt der Antikorper von den
untersuchten Kontrollgruppen unterscheidet und sich hieraus ein Hinweis darauf ergeben kénnte, warum
Patienten eine PML entwickeln. Als dritten Punkt gab es aus Voruntersuchungen Hinweise darauf, dass es
mit der Manifestation der PML nicht nur zu Anstiegen der JCV-Antikorper, sondern auch zu Anstiegen
und Serokonversionen der Antikorper gegen das verwandte humane Polyomavirus BK kommen kann. Dazu

wurde untersucht, ob es sich dabei um kreuzreaktive JCV-Antikérper handeln kénnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenmaterial

In der Studie wurden Serum- und Liquorproben von fiinf verschiedenen Patientengruppen ausgewertet

und miteinander verglichen. Das Patientenkollektiv setzte sich zusammen aus:

1. Patienten, die unter Natalizumab eine PML entwickelt hatten (, PML unter Natalizumab“) ( n=
26)

2. Patienten, die aus anderen Griinden eine PML entwickelt hatten (,PML ohne Natalizumab“) (n =
16)

3. Patienten, welche mit Natalizumab behandelt wurden, ohne eine PML zu entwickeln (,,Natalizumab
ohne PML¥) (n = 58)

4. Patienten ohne Natalizumabbehandlung und ohne PML mit erhéhtem MRZ (,MRZ positiv¥) (n =
18)

5. Patienten ohne Natalizumabbehandlung und ohne PML mit normalem MRZ (,MRZ normal®) (n
= 22)

In den Gruppen unter Punkt 1 und Punkt 2 wurden zum Teil Proben im zeitlichen Verlauf ausgewertet. Im
Durchschnitt wurden in der Gruppe ,,PML mit Natalizumab® 2,125 Serum- und Liquor-Paare pro Patient
ausgewertet. In der Gruppe ,,PML ohne Natalizumab“ waren es im Durchschnitt pro Patient 1,33. Ein
fester zeitlicher Abstand zwischen den Proben war nicht definiert, vielmehr handelt es sich um Proben, die
im Zuge von Kontrolluntersuchungen der betroffenen Patienten gewonnen wurden. Um eine Auswertung
zu ermoglichen, wurden die Proben daher in die Subgruppen ,DX* fiir das erste verfiigbare Serum-
und Liquorpaar, ,DX1“ fiir die erste Folgeuntersuchung und ,,DX2* fiir die zweite Folgeuntersuchung
eingeteilt. Dariiber hinaus vorhandene Folgeproben wurden der Gruppe ,,DX2“ zugeteilt. Eine gesonderte
Auswertung erschien aufgrund der geringen Anzahl nicht sinnvoll.

Eine Genehmigung zur Verwendung des Patientenmaterials durch die Ethikkommission der Heinrich-
Heine-Universitéit liegt vor (Studiennummer 3315, 13.06.2012).
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2 Material und Methoden
2.2 Rekombinanter JCV-BKV-IgG-ELISA

2.2.1 Prinzip

Beim rekombinanten JCV-BKV-IgG-enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA) handelt es sich um ein
enzymatisches Immunadsorptionsverfahren (EIA).

Hierbei wird auf einer Mikrotiterplatte ein Glutation-Casein-Komplex aufgebracht. An diesen kann das
spezifische Antigen des gesuchten Antikdrpers mittels einer Glutation-S-Transferase gebunden werden.
Ungebundenes Antigen wird entfernt. Anschliefend wird das Probenmaterial auf die Platte aufgetragen
und die eventuell enthaltenen, spezifischen Antikoérper binden an das Antigen. Das Probenmaterial wird
entfernt und die Platte gewaschen. Dabei werden unspezifische Antikorper entfernt und es verbleiben
nur stabil am Antigen gebundene Antikérper auf der Reaktionsplatte. Zur Bestimmung der gebundenen
Antikérpermenge wird ein Peroxidase markierter Zweitantikorper aufgetragen, welcher gegen den Fe-Teil
humaner Antikérper gerichtet ist und an die auf der Reaktionsplatte befindlichen Antikérper bindet (vgl.
Abb. 2.1). Zum Schluss wird ein Chromogen aufgetragen, welches durch die Peroxidase in seiner Struktur
verandert und so in den jeweiligen Farbstoff umgewandelt wird.

Die Auswertung erfolgt durch Messung der Farbverénderung, einer definierten Farbstoffmenge in einer

definierten Zeit, durch photometrische Messung.

Peroxidase
konjugierter anti-

&

human Antikérper
5 >—
3
g humaner anti-
JCV-
Antikdrper
»
Antigen = GST- T, ’
o Fusionsprotein GST HEVAEY

A Glutathion

capture Protein =

ELISA-Platte Glutathion-Casein

| crosslinker

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Prinzips des verwendeten ELISA am Bei-
spiel des JCV. An der ELISA-Platte wird ein Glutathion-Casein-Komplex gebunden
und dient als ,, capture Protein“, an welchem das Glutathion-S-Transferase (GST)
gebundene Antigen anlagern kann. In der Probe vorhandene Antikérper binden an das
Antigen und werden mittels Peroxidase konjugiertem anti-human Antikérper markiert.
Modifizierte Abbildung nach P. Sehr et al: J Immunol Meth 253 (2001)153-162.
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2 Material und Methoden

2.2.2 Gewinnung von rekombinantem Protein VP-1

IPTG-Induktion von chemisch kompetenten E. coli zur Antigengewinnung;:
Material

e E. coli BL21 (GE Healthcare)

e lysogeny broth (LB) -Medium

e Ampicillin (Amp)

e Roche Inhibitor Cocktail Complete 25x Nr: 11 697 498 001 (20 Tabletten): 1 Tablette in 2 ml Aqua
bidest.

o Lysis-Puffer
1 Molar Tris pH 8.0 25ml 40 mM
NaCl (MW 584)  11,68g 200mM
DTT (MW 154) 0,308g 2mM
EDTA (0,5 M) 2ml 1mM
aqua dest (ad) 11
Frisch zugeben: 25x Roche Protease Inhibitor Cocktail Complete (z.B. 400 pl/10 ml)

e Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG) (Applichem A1008, MW 238) 1M
e Adenosine 5’triphosphate disodium salt (ATP, MW 551) Sigma No. A7699 100 pM

e MgCl, (MW 95.21) 2M
Die Lagerung der Aliquots erfolgte bei —20°C

Durchfiihrung

Zur Gewinnung von Antigen wurden chemisch kompetente, transformierte E. coli BL21 auf lysogeny broth
(LB) -Medium mit Ampicillin inkubiert, bis die optische Dichte gemessen bei 600nm (ODgoonm) 0,3 bis 0,5
betrug. Dann erfolgte die Zugabe von 0,25 mM IPTG und eine sechsstiindige Inkubation auf dem Schiittler
bei 30 °C. Nach dieser Inkubationsphase wurden die Bakterien in 50 ml Falcon-Réhrchen iiberfithrt und
30 Minuten bei 4000 Umdrehungen pro Minute (rpm und 4°C (Eppendorf 5810 R, blaue Einsétze fiir
50ml Tubes) zentrifugiert.

Alternativ konnen auch 500 ml Tubes fiir den Rotor JA-10 verwendet und in der Beckmann Avanti-JE
zentrifugiert werden.

Die Zellpellets wurden anschliefend mit 10 ml Lysispuffer und Ultraschall zehn Minuten lysiert. Hierbei
wurde ein Branson Sonifier 450 mit den Einstellungen Output control von 5,5 (entspricht ca. 25% Leistung,
oder ca. 100 Watt) und einem Duty cycle von 50% verwendet.

Nach der Lyse erfolgte die Zugabe von 800l 100 mM ATP und 200l 1 M MgCl; und eine Inkubation
iiber eine Stunde bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurde die Suspension 30 Minuten bei 30 000 g und
4°C (entspricht 15000 rpm im SW32Ti) in Polyallomer- Tubes (25 x 89 mm, Beckmann No. 326823, max.
38 ml) zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in 50% (v/v) Glycerin (40 ml Suspension plus 40 ml Glycerin) aufgenommen und
bei —20°C gelagert.

Es wurde eine Bradford-Proteinbestimmung mit einer Vorverdiinnung von 1:20 durchgefiihrt.
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2 Material und Methoden

Antigen-Bindung iiber Glutathion-Casein:

Material
e (Casein (Sigma C-5890)
e PBS
e N-Ethylmaleimide (NEM) (Pierce 23030): Stock soll = 20mM in trockenem DMSO
e Sulfo-SMPB (Sulfosuccinimidyl 4-[p-maleimidophenyl|butyrate) (Pierce 22317)
e PDI10 column Einwegsiulen zur Entsalzung (Amersham 17-0851-01)
e Glutathione (Sigma G-6013)
e EDTA

Durchfiihrung

Die Bindung des Antigens erfolgte mittels Glatathion-Casein. Hierzu wurde Casein bei 37 °C in PBS gelost.
Zur Derivatisierung des Cysteins im Casein wurde die Losung mit NEM (Zielkonzentration = 0,4 mM) 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Bindung des Crosslinkers an das Casein erfolgte durch 30
miniitige Inkubation mit Sulfo-SMPB (Zielkonzentration = 4,36 mM). Die Losung wurde anschlieBend, zur
Entfernung der Priizipitate, fiinf Minuten bei 6000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels PD10
Einwegsaulen zur Entsalzung von freiem Sulfo-SMPB befreit. Anschlieflend erfolgte die Anbindung von
Glutathion an das Casein-maleimidophenylbutyrate (MPB). Dazu wurde die Casein-Losung mit Glutathion-
Losung (120mM in PBS + 10mM EDTA, eingestellt auf pH 7.4 mit NaOH, letztliche Konzentration
20mM) eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Das freie Glutathion wurde nach diesem Schritt mit
PD10 entfernt und die verbliebene Losung aliquotiert.

Die Aufbewahrung der Aliquots erfolgte bei —20 °C. Héufiges auftauen und einfrieren wurde vermieden.
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2 Material und Methoden

2.2.3 Anti-JCV-/Anti-BKV-IgG-ELISA

Material

e Nunc 96 Well Polysorb Platten (wihrend der Versuchsreihe wurde auf Maxisorbplatten umgestellt)

e (Casein Blockierungspuffer:
Casein (Sigma C-5890) 02g (0,2%)
Tween 20 501l (0,05%)
Phosphate buffered saline (PBS) 100ml

e Carbonat Puffer pH 9,6 (Beschichtungspuffer):
Nay;COs3 1,59¢g
NaHCOj3; 2,93¢g
aqua dest (a.d.) 1000ml

e Waschpuffer:
PBS 1000 ml
Tween 20 5Hml

e Rekombinantes Protein VP-1 JCV und BKV (Standards siche Abb. 2.2 )
e Anti Human IgG Peroxidase (Sigma No. A 0293)
e Tetramethylbenzidine (BD OptEIA, Nr. 555214)

e Stopplosung (1M HySOy4)

JCV BKV Verd. ml/alig Gesamt Privigen Block-
| (AU/ml) (AU/mlI) (1:) uot Anzahl vol.fml) (ml) Puffer
STD1 1000 2000 120 1.1 21 231 01925 2291

STD 2 250 200 480 1.1 21 23,1 0,0481 23,05
STD 3 62,5 125 1920 1.1 21 23,1 0,0120 23,09
STD 4 19,6 313 7680 1.1 21 23,1 0,0030 23,10

Abb. 2.2: Standards fiir JCV- und BKV-Antikérpermessung

Durchfiihrung

Zur Durchfithrung des rekombinanten JC-BK-Virus ELISA wurden 96 Well Maxysorbplatten (Nunc)
mit einem Puffer aus 150 nl Glutathion-Casein und 50 mM Carbonatpuffer pH 9,6 iiber Nacht bei 4°C
beschichtet. Die eingestellte Konzentration des Gluthation-Caseins im Puffer betrug dabei 1,33 18/m1. Zu
Beginn der Untersuchungen wurden Polysorbplatten der Firma Nunc verwendet, welche sich den Maxy-
sorbplatten jedoch nicht als iiberlegen herausstellten. Die erzielten Ergebnisse waren mit letztgenannten
Platten stabiler, sodass fiir die weiteren Messungen eine Umstellung auf Maxysorbplatten erfolgte. Am
nichsten Tag wurden die Platten ausgeschlagen und mit 180 vl/weu Caseinblockierungspuffer iiber eine
Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschlieflend folgte ein dreimaliges Waschen, wonach die Platten sowohl
direkt verwendet, als auch luftdicht bei 4°C eingelagert werden konnten. In einem néchsten Schritt
wurden die vorbeschichteten Mikrotiterplatten mit 100 1l/wei rekombinantem Protein versehen, wobei
die Konzentration in Casein Blockierungspuffer 250 1g/m1 betrug. Die Inkubation wurde anschlieend bei
4°C iiber Nacht durchgefiihrt. Gleichzeitig wurden 5 pl der verwendeten Kontrollen und Proben in 95 nl
Casein-Blockpuffer mit gelostem Antigen (pMAL JCV und pMAL BKV) 1:20 vorverdiinnt und ebenfalls
iiber Nacht bei 4 °C inkubiert (siche Tabelle 2.1). Hierbei wurden jeweils die fiir die Bestimmung von
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2 Material und Methoden

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A STD1 95pul 95ul 95pl 95nul 95pl 95ul 95pul 95pul 95ul 95pul 95l >
B STD2 95nl 7
C STD1 95ul 95pul 95ul 95ul 95pul 95pul 95ul 95ul 95ul 95pul 95l §
D STD2 95ul =
E STD1 95pl 95pl 95pl 95pl 95pl 95ul 95ul 95ul 95pl 95pl 95pl 2
F STD2 95nl ‘:f‘
G STD3 95pul 95ul 95pul 95pul 95ul 95pul 95ul 95pul 95ul 95ul 95pul ;
H STD4 95ul a

Tabelle 2.1: Pipettierschema der Vorverdiinnungsplatte fiir pMAL JCV und pMAL
BKYV. Es wurden jeweils 5pl der verwendeten Kontrollen und Proben in 95 pl
Casein-Blockpuffer mit gelostem Antigen (pMAL JCV und pMAL BKV) 1:20

vorverdiinnt. Eine Verdiinnung der Standards erfolgte nicht.

JCV-IgG vorgesehenen Proben mit BKV-Antigen versehen und umgekehrt. Dies ermoglichte die Messung
spezifischer Antikoérper gegen JCV und BKV.

Nach erneutem dreimaligem Waschen der Platten wurden primérer Antikorper (Standards) und
Probenmaterial aufgetragen und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Dabei wurden die verwendeten Standards
unverdiinnt, die Kontrollen und Proben entsprechend dem Belegungsschema 1:60 und 1:180 auf der
Mikrotiterplatte weiter mit Casein-Blockierungspuffer verdiinnt aufgetragen. Als Kontrollen wurden
rekombinant hergestellte Antigene verwendet, welche in hochpositiver (HPOS), mittlerer (MPOS) und
niedrigpositiver (LPOS) Verdiinnung vorlagen. Als Negativkontrolle wurde aqua dest verwendet (vgl.
Tabelle 2.2).

1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10 11 12

STD3 HPOS 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 M
SThb4 MPOS 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180

A STD1 HPOS 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60  1:60 1:60

B STD2 MPOS 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 5
C STD3 HPOS 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60  1:60 1:60 =
D STD4 MPOS 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180

E STD1 HPOS 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60

F STD2 MPOS 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 E
G

H

Tabelle 2.2: Belegungsschema der Reaktionsplatte. Die gemessene ODy5q der Standards
1 bis 4 wurden als 1000 AU/m1, 250 AU/m1, 62,5 AU/m1 und 15,6 AU/m1 fir JCV und
2000 AU/m1, 500 AU /m1, 125 AU /m1 und 31,3 AU/m fiir BKV definiert. Als Kontrollen
wurden Verdiinnungen eines Immunglobulinpréparats verwendet, welche in hoch-
positiver (HPOS), mittlerer (MPOS) und niedrigpositiver (LPOS) Konzentration
vorlagen. Als Negativkontrolle wurden aqua dest verwendet. Die Patientenproben
wurden jeweils in einer Verdiinnung von 1:60 und 1:180 aufgetragen.

Auf die Inkubation folgte ein weiterer dreimaliger Waschschritt und das Auftragen von 100 1l/wei des
Peroxidase Antikorpers in einer 1:20 000 Verdiinnung in Casein-Blockpuffer, sowie eine weitere Inkubation
bei 37 °C {iber eine Stunde. Nach dieser folgte erneut ein dreimaliger Waschschritt. Zur Auswertung wurde
Tetramethylbenzidin geméf der Herstellerangaben verwendet, wobei 100 1l/wei fiir acht Minuten auf die
Mikrotiterplatten gegeben und die Reaktion im Anschluss mit 50 nl 1 M Schwefelsiure gestoppt wurde.
Die photometrische Auswertung erfolgte bei 450 nm mittels Magelan ELISA-Reader. Die Referenzwelle
wurde auf 600 nm eingestellt. Die gemessene ODys59 der Standards 1 bis 4 wurden als 1000 AU /mi(arbitrary
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2 Material und Methoden

units pro Milliliter), 250 AU/m1, 62,5 AU /m1 und 15,6 AU/m1 fiir JCV und 2000 AU/m1; 500 AU/m1, 125 AU /m1
und 31,3 AU/m1 fiir BKV definiert.

Die statistische Auswertung erfolgte mit one-way ANOVA mit anschlieSendem Bonferroni post-Test
mittels der Software GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).
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2 Material und Methoden

2.2.4 Rekombinanter JCV-IgG-Subklassen-ELISA

Material

e Nunc 96 Well Maxisorb Platten

e Casein Blockierungspuffer:
Casein (Sigma C-5890) 02g (0,2%)
Tween 20 50l (0,05%)
Phosphate buffered saline (PBS) 100ml

e Carbonat Puffer pH 9,6 (Beschichtungspuffer):
Nay;COs 1,59¢g
NaHCO; 2,93 g
aqua dest (a.d.) 1000ml

e Waschpuffer:
PBS 1000 ml
Tween 20 5ml

e Rekombinantes Protein VP-1 JCV

e Mouse Anti-Human IgG; Horseradish Peroxidase (1-Ketten spezifisch) (Southern Biotech, Cat.
No. 9052-05)

e Mouse Anti-Human IgGy Horseradish Peroxidase (y1-Ketten spezifisch) (Southern Biotech, Cat.
No. 9070-05)

e Mouse Anti-Human IgGs Horseradish Peroxidase (y1-Ketten spezifisch) (Southern Biotech, Cat.
No. 9210-05)

e Mouse Anti-Human IgG4 Horseradish Peroxidase (y1-Ketten spezifisch) (Southern Biotech, Cat.
No. 9200-05)

o Tetramethylbenzidine (BD OptEIA, Nr. 555214)

e Stopplosung (1M HySOy4)

Durchfiihrung

Die Versuchsdurchfithrung der IgG-Subklassen in den Serum- und Liquorproben erfolgte analog zur
Durchfithrung des rekombinanten JC-BK-Virus ELISA; abweichend wurden die Mikrotiterplatten nur mit
JCV-VP-1 vorbeschichtet und die Proben mit l6slichem VP-1-BKV in Caseinpuffer verdiinnt. Auf die
Mikrotiterplatten wurden die Proben vierfach, jeweils in Verdiinnungen von 1:60 und 1:180 aufgetragen.
Statt des im rekombinanten ELISA verwendeten anti-Human-IgG wurden 100 1l/weu spezifischer Antikérper
gegen IgGy, IgGs, IgGs und IgGy in einer 1:20 000 Verdiinnung in Casein-Blockpuffer als Konjugat auf
die Platten gegeben und fiir eine Stunde inkubiert. Anschliefend wurden die Platten erneut dreifach
gewaschen und 100 vl/weun Tetramethylbenzidin als Substrat aufgetragen. Nach acht Minuten wurde die
Reaktion mit 50 ul/weir 1 M Schwefelsdure gestoppt und photometrisch ausgewertet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit one-way ANOVA mit anschlieSendem Bonferroni post-Test
mittels der Software GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).
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2 Material und Methoden

2.2.5 Affinitdtsmessungen mittels rekombinantem JCV-IgG-ELISA
Prinzip

Nach der reinen quantitativen Messung der in den verschiedenen Versuchsgruppen gebildeten Antikorper
wurde versucht, qualitative Unterschiede mit Hilfe von Affinitdtsmessungen zu detektieren. Dazu wurden
erneut Mikrotiterplatten mit JCV-VP-1-Antigen beschichtet und die Testseren und Liquores im Doppel-
ansatz aufgetragen. Im Anschluss wurde in einem der beiden Ansétze versucht, die an den Antigenen auf
der Mikrotiterplatte gebundenen IgG-Antikérper mit Hilfe von in Losung befindlichem Antigen abzulésen.
Bei niedriger Affinitédt wére nach dem Entfernen des 16slichen Antigens und eines Waschschrittes eine
im direkten Vergleich zum zweiten Ansatz reduzierte Menge an Antikorper auf der Mikrotiterplatte zu
erwarten gewesen.

Die gemessenen Antikdérpermengen wurden prozentual mit einander ins Verhéltnis gesetzt.

Material

e Nunc 96 Well Maxisorb Platten

e Casein Blockierungspuffer:
Casein (Sigma C-5890) 02g (0,2%)
Tween 20 50 pl (0,05%)

Phosphate buffered saline (PBS) 100 ml

Carbonat Puffer pH 9,6 (Beschichtungspuffer):

Na2C03 1,59 g

NaHCO; 2,93 g

aqua dest (a.d.) 1000 ml
e Waschpuffer:

PBS 1000 ml

Tween 20 5ml

Rekombinantes Protein VP-1-JCV und VP-1-BKV Anti-Human IgG Peroxidase (Sigma No. A
0293) Tetramethylbenzidine (BD OptEIA, Nr. 555214) Stopplosung (1 M HoSOy)
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2 Material und Methoden

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

A STD1 HPOS 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 =
B STD2 MPOS 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 &
C STD3 HPOS 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 E
D STD4 MPOS 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180

E STD1 HPOS 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 é
F STD2 MPOS 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 £
G STD3 HPOS 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 1:60 E
H STD4 MPOS 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180 1:180

Tabelle 2.3: Belegungsschema der Reaktionsplatte
Durchfiihrung

Die Beschichtung der Mikrotiterplatten erfolgte analog zur oben beschriebenen Beschichtung im JCV-
BKV-ELISA, wobei das Belegungsschema geéindert wurde (siehe Tabelle 2.3) und keine Beschichtung
der Platten mit BKV-VP-1-Antigen erfolgte. Alle Proben wurden mit 16slichem BKV-VP-1-Antigen
vorbehandelt, um kreuzreaktive BKV-Antikorper zu entfernen. Hierzu wurden 5pl der verwendeten
Kontrollen und Proben in 95 pl Casein-Blockpuffer mit gelostem Antigen pMAL BKV 1:20 vorverdiinnt
und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden 50l der Kontrollen und Proben, sowie
die unverdiinnten Standards auf die gewaschene Reaktionsplatte aufgetragen (vgl. Tabelle 2.3). Die weitere
Versuchsdurchfiihrung erfolgt analog zum JCV-BKV-IgG-ELISA.

Zur Auswertung wurden die Antikorpermengen des Ansatzes bei dem ein Loseversuch durchgefiihrt
wurde, durch die Antikdrpermengen des zweiten Ansatzes geteilt. Die erhaltenen, prozentualen Angaben
wurden mittels one-way ANOVA mit Bonferroni post-Test miteinander verglichen (GraphPad Prism v5.0,

GraphPad Software, San Diego, CA).
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2 Material und Methoden
2.3 MRZ-Reaktion/Reiber-Index

Zur Berechnung des Reiberindex und der MRZ-Reaktion wurden den Patienten Liquor- und Blut-

proben entnommen, wobei Lumbalpunktion und Blutentnahme zeitnah erfolgten. Im Zentrallabor des
Universitatsklinikums Diisseldorf wurden Gesamt-IgG und Albumin, im Institut fiir Virologie des Univer-
sitétsklinikums Diisseldorf wurden IgG gegen Masern, Roteln und Varizellen bestimmt. Die Messungen
erfolgten automatisiert mittels serologischen ELISA-Testen der Firma Euroimmun auf dem Automaten
IP-2 der selben Firma.

Zur Messung der spezifischen Antikérper erfolgte eine standardméfige Verdiinnung der Serumproben
1:404 und 1:1616 und der Liquorproben 1:2 und 1:6.

Fiir den Reiber-Index wurde der Limes-Quotient (LSQ)im) wie folgt berechnet:

LSQiim = 0,93\/(LSQA11),)2 +6-106—-1,7- 10-3

Die Auswertung erfolgte mittels des Reiber-Diagramms (vgl. Abb. 2.3).

% e
- vl

P

-
o >

Abb. 2.3: Reiber-Diagramm. Aufgetragen sind Gesamt-IgG Liquor / Gesamt —IgG Serum
als QIgG sowie Albumin Liquor / Albumin Serum als QAlb. 1: Normalbereich, 2:
Schrankenstérung, 3: Schrankenstérung und IgG-Synthese, 4: IgG-Synthese, 5: Mess-
fehler. Abbildung modifiziert nach EUROIMMUN-Prisentation ,,Liquordiagnostik®
2011.

Die MRZ-Reaktion wurde berechnet in dem zunéchst der erregerspezifische LSQ (LSQgur.spes.) bestimmt

wurde:

LSQ __ Einheiten (Liquor) x Verdiinnungsfaktor (Liquor)
Err.spez. — "Einheiten (Serum) x Verdannungsfaktor (Serum)

AnschlieBend wurden LSQges. und LSQuim verglichen und der LSQgpe,. berechnet.
Dabei galt fiir LSQges < LSQlim:

_ LSQErr.sper. (18G)
LSQrel = “T55-2%0

und fiir LSQges > LSQiim:

_ LSQEur.spes. (18G)
LSQra = 15520

Ein LSQ.e < 1,3 wurde als Normalbereich, ein LSQ, von 1,3 bis 1,5 als Grenzwertbereich und ein
LSQ.e > 1,5 als Hinweis auf erregerspezifische Antikérperproduktion im ZNS gewertet.
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2 Material und Methoden

2.4 Proteinbestimmung nach Bradford

Material

e Nunc 96 Well Maxisorb Platten

Bradford-Reagenz
Proteinstandards & 1 ml mit 0, 20, 40, 60, 80, 120 »g/m1 BSA

Aqua dest

Proben 1:20 und 1:40 vorverdiinnt in aqua dest

Durchfiihrung

Zu Beginn wurde die Bradfordlosung 1:5 in aqua dest vorverdiinnt. In jedes Well der Mikrotiterplatte
wurden dann 200 ul dieser Bradford-Reagenz vorgelegt und pro Well 50 pl Standard bzw. Probe hinzuge-
geben. Alle Standards und Proben wurden im Doppelansatz bestimmt. Die Auswertung der Farbreaktion
erfolgte im Magelan ELISA-Reader.
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2 Material und Methoden
2.5 Quantitative Real Time PCR

Prinzip

Um den Gehalt an Virus-DNA im Patientenmaterial beurteilen zu kénnen, wurde das Verfahren der
quantitativen Real-time-PCR, angewandt. Dabei wird dem Reaktionsgemisch eine Sonde hinzugefiigt,
welche am 5’ Ende mit einem fluoreszierenden Reporter-Farbstoff versehen ist (6-Carboxy-Fluorescein,
FAM). Das 3’ Ende ist gleichzeitig mit einem Quencher-Farbstoff markiert (TAMRA), welcher die
Fluoreszenz des Reporters unterdriickt (vgl. Tabelle 2.5). In der Annealingphase hybridisiert die zur
Matrize komplementére Sonde an die zu amplifizierende DNA und wird wéhrend der Extensionsphase
von der Tag-Polymerase abgespalten. Dabei kommt es zu einer rdumlichen Trennung von Quencher und
Reporter und mit Hilfe einer CCD-Kamera kann das Fluoreszenzsignal des Reporters gemessen werden.
Die Auswertung erfolgt anhand der Kinetik des Signalanstiegs, welches von der Menge der zu Beginn der

Amplifikation vorhanden Matrize abhéngt.

Material

e Primer: Biomers.net
JCV:
Sense-Primer:
JCV-1-F; Tm = 53°C
5-aga gtg ttg gga tcc tgt gtt tt-3’
Anti-Sense-Primer:
JCV-2-R; Tm = 55°C
5’-gag aag tgg gat gaa gac ctg ttt-3’
BKV:
Sense-Primer:
BK100F; Tm = 55°C
5’-ggg act gta ac acct get ctt ga-3’
Anti-Sense-Primer:
BK173R, Tm = 54°C
5’-ctg ccc ctg gac act cte c-3’
e TagMan PCR Sonden:
JCV:
JCV-BHQ-1
FAM-tca tca ctg gca aac att tct tca tgg c-BHQ-1
BKV:
BKV-Tamra
FAM-cat atg aag atg gcc cca aac aaa aga aa-TAMRA

o Mastermix

26



2 Material und Methoden

Univesal MasterMix (Applied Biosystems) 25nl

JCT-1-F 0,151l
JCT-1-R 0,15l
BK100F 0,151l
BK173R 0,15l
JCV-BHQ-1 0,10l
BKV-Tamra 0,10l
Aqua dest 14,6 1l
40 nl/well
Durchfiihrung

Der Reaktionsansatz wurde in die Wells pipettiert und auf einer Sicherheitswerkbank mit 10 1l/weu Probe
versehen. Dabei wurden in die ersten drei Wells eines Ansatzes Standards mit einer definierten Anzahl
JCV- und BKV-DNA-Kopien versehen, gefolgt von einer Negativkontrolle aus Aqua dest. Die verwendeten
Standards enthielten hier jeweils 150000, 15000 und 1500 Kopien/m). Die Amplifikation und Auswertung
erfolgte mit dem Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System nach dem unten aufgefithrten PCR-
Schema, wobei die Sammlung der Daten in den PCR-Schritten zwei und drei erfolgte (siehe Tabelle 2.4).

Die statistische Auswertung erfolgte erneut mittels one-way ANOVA mit Bonferroni post-Test (Graph-
Pad Prism v5.0, GraphPad Software, San Diego, CA).

Stage Temperatur Zeit in Minuten Repeat Ramp Rate

1 50,0°C 2:00 1 100
2 95,0°C 10:00 1 100
3 95,0°C 0:15 45 100
4 60,0°C 1:00 1 100

Tabelle 2.4: PCR-Zyklus, 9700 Mode, Datensammlung in den Schritten 2 und 3

Detector Reporter Quencher Threshold Baseline Start Baseline End

JC FAM TAMRA  0,105049 3 15
BK FAM TAMRA  0,105049 3 15

Tabelle 2.5: JCV- und BKV-Sonden. Spezifikationen der verwendeten Sonden.
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3 Auswertung

3.1 ELISA

3.1.1 Anti-JCV-IgG

Die Antikérpermenge im Serum und im Liquor der Patienten gegen das JCV wurde mittels eines
quantitativen ELISA gemessen (vgl. Tabelle 3.1). Dies diente anschliefiend als Grundlage fiir die Berechnung
des JCV-Antikorper-Serum/Liquor Index (Aljcv).

Bei den Untersuchungen zeigte sich zwischen den Patientengruppen mit nachgewiesener aktiver JC-
Virus Infektion eine deutlich gesteigerte anti-JCV-IgG Produktion im Vergleich mit den Kontrollgruppen
ohne nachgewiesene PML; dieses Ergebnis fand sich sowohl im Serum als auch im Liquor. Bei dem
Patientenkollektiv, welches unter Natalizumab eine PML entwickelt hatte (n = 26), konnten im Serum
im Mittel 99000 U/ml IgG (95% CI 47 646 bis 150 354 U/ml) nachgewiesen werden, im Liquor 1752 U/ml
(95% CI 507 bis 2997 U /ml).

Die Patientengruppe mit PML ohne Natalizumab (n = 16) hatte im Mittel (MW) 73,125 U/ml (95%
CI —45245 bis 191495 U/ml) IgG im Serum und 1608 U/ml (95% CI —646 bis 3862 U/ml) im Liquor. In
den Kontrollgruppen wurden in der Gruppe mit Natalizumab ohne PML (n=58) 6847 U/ml IgG (95% CI
4751 bis 9142 U/ml) im Serum und 0,5517 U/ml IgG (95% CI 0,0253 bis 1,078 U/ml) im Liquor gemessen.
In der Gruppe mit erhohtem MRZ (n=18) fanden sich 5599 U/ml IgG (95% CI 1988 bis 9210 U/ml) im
Serum, 42,28 U/ml IgG (95% CI —32,63 bis 117,2U/ml) im Liquor und in der Gruppe mit normalem
MRZ (n=22) 30346 U/ml IgG (95% CI 9971 bis 50721 U/ml) im Serum und 72,41 U/ml IgG (95% CI
—0,5814 bis 145,4 U/ml) im Liquor.

Es konnte gezeigt werden, dass die Messwerte fiir IgG im Serum der Gruppe mit ,PML unter Natalizu-
mab“ sich deutlich von denen in den Kontrollgruppen unterschieden. Im Vergleich der Mittelwerte (MW)
im Serum von ,PML unter Natalizumab“ (MW 99000 U/ml) gegen mit ,,Natalizumab ohne PML* (MW
6947 U/ml) ergab sich ein p-Wert < 0,001, gegeniiber den Gruppen mit erhéhtem (MW 5599 U/ml) und
normalem MRZ (MW 30346 U/ml) von jeweils p < 0,05. Die beiden Gruppen mit PML-Patienten unter-
schieden sich nicht voneinander (p>0,05). Im Vergleich der ,,PML ohne Natalizumab“ (MW 73125 U/ml)
Gruppe mit den Kontrollgruppen konnte ebenfalls kein Unterschied gemessen werden (vgl. Abb. 3.1).

Im Vergleich der Mittelwerte im Serum von ,,PML unter Natalizumab“ gegen , Natalizumab ohne PML*
ergab sich ein p-Wert < 0,001, gegen die Gruppen mit erhhtem und normalem MRZ von jeweils p < 0, 05.
Die beiden Gruppen mit PML-Patienten unterschieden sich nicht voneinander (p>0,05). Im Vergleich der

Patientengruppe NjCV-positiv (%) nJCV—negatiV( %) ngesamt
,PML unter Nat.“ 26 (100) 0 (0) 26
,PML ohne Nat.“ 15 (93,8) 1 (6,2) 16
,Nat. ohne PML* 41 (70,7) 17 (29.,3) 58
,Erhohter MRZ* 11 (61,1) 7 (38.,9) 18
»,Normaler MRZ“ 18 (81,8) 4 (18,2) 22

Tabelle 3.1: Ergebnisse der Messungen von anti-JCV-Antikérpern. Angegeben sind je-
weils die Anzahl der Patienten mit positivem Antikérperbefund und mit negativem
Antikorperbefund in den untersuchten Gruppen.
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,PML ohne Natalizumab’ Gruppe mit den Kontrollgruppen konnte ebenfalls kein Unterschied gemessen
werden.

Auch im Liquor wurden in den beiden PML-Gruppen gegeniiber den drei Kontrollgruppen erhéhte
anti-JCV-IgG-Werte gemessen. Im Vergleich ergab sich fiir die ,,PML unter Natalizumab“ Gruppe (MW
1752 U/ml) gegen die Gruppen , Natalizumab ohne PML* (MW 0,5517 U/ml) und ,,normaler MRZ* (MW
72,41 U/ml) ein p-Wert < 0,01 und gegen die Gruppe mit erhshtem MRZ (MW 42,28 U/ml) von p < 0, 05.
Bei der ,,PML ohne Natalizumab* Gruppe (MW 1608 U/ml) im Vergleich mit allen drei Kontrollgruppen
war der p-Wert < 0,05. Die beiden PML-Gruppen unterschieden sich hingegen wieder nicht voneinander
(p>0,05).
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Abb. 3.1: Vergleich der JCV-IgG-Antikdrperaktivitit im Serum. Die JCV-IgG-
Antikorperaktivitdt (U/ml) im Serum der beiden PML-Patientengruppen (rote Punk-
te) im Vergleich mit den drei Patientengruppen die keine PML entwickelt haben
(griine Punkte). p < 0,05 bezieht sich auf den Vergleich der Gruppe ,,PML mit Nata-
lizumab* mit den Gruppen ,MRZ erhoht* und ,MRZ normal“. p < 0,001 bezieht
sich auf den Vergleich der Gruppe ,,PML mit Natalizumab“ und ,,Natalizumab ohne
PML*
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Abb. 3.2: Vergleich der Antikdrperaktivitit (U/ml) von JCV-IgG im Li-
quor.Vergleich der PML-Patientengruppen mit den Kontrollgruppen. A) Vergleich
der Gruppe ,PML mit Natalizumab“ (rote Punkte) mit den Patientengruppen ohne
PML (griine Punkte), p < 0,05 bezieht sich auf den Vergleich der PML-Patienten
mit Natalizumab mit den Patienten ohne PML und erhéhtem oder normalem MRZ
und p < 0,01 auf den Vergleich der PML-Patienten mit den Patienten, welche unter
Natalizumab keine PML entwickelt hatten. B) Vergleich der Gruppe ,,PML ohne
Natalizumab® (rote Punkte) mit den Patientengruppen ohne PML (griine Punkte),
p < 0,05 bezieht sich auf den Vergleich der Patienten, welche ohne Natalizumab eine
PML entwickelt hatten, mit den Gruppen der Patienten ohne PML.
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3.1.2 Anti-BKV-IgG

In den parallel durchgefiihrten Bestimmungen der anti-BKV-IgG-Mengen konnten keine Unterschiede
zwischen den Gruppen gefunden werden (p>0, 05, vgl. Abb. 3.3). Es zeigte sich jedoch insgesamt, dass die
Seroprévalenz bei den PML-Patienten bei 48%, die der Patienten ohne PML bei 86% lag (vgl. Tabelle 3.2).
Hier lie3 sich ein Signifikanzniveau von >99,99% errechnen. Die Odds Ratio lag bei 0, 1515, sodass davon
auszugehen ist, dass der BKV-Serostatus Einfluss auf die Entwicklung einer PML hat.

Im Serum fanden sich in der Gruppe ,,PML mit Natalizumab“ im Mittel 14 746 U/ml (95% CI —478,8
bis 29971 U/ml), in der Gruppe ,,PML ohne Natalizumab® 2940 U/ml (95% CI 707,5 bis 5172 U/ml), in
der Gruppe ,,Natalizumab ohne PML# 34665 U/ml (95% CI 19962 bis 49367 U/ml), in der Gruppe , MRZ
erhoht® 30525 U/ml (95% CI 11308 bis 49742 U/ml) und in der Gruppe ,MRZ normal“ 14614 U/ml
IgG (95% CI 5018 bis 24210 U/ml). Im Liquor wurde in der Gruppe ,Natalizumab ohne PML* kein
anti-BKV-IgG gefunden und auch in den restlichen Gruppen waren die Werte niedrig. In der Gruppe ,,PML
mit Natalizumab® konnten 530,2 U/ml (95% CI —227,2 bis 1288 U/ml) IgG nachgewiesen werden, in der
Gruppe ,PML ohne Natalizumab® 13,88 U/ml (95% CI —15,69 bis 43,44 U/ml), in der Gruppe ,MRZ
erhsht“ 40,50 U/ml (95% CI —0,2995 bis 81,30 U/ml) und in der Gruppe ,MRZ normal“ 71,36 U/ml IgG
(95% CI —22,71 bis 165,4 U/ml).

| BKV pos. (%) BKV neg. (%) | Summe

PML 20 (47,6) 22 (52,3) 42
Keine PML | 84 (85,7) 14 (14,3) 98
Summe | 104 (74,3) 36 (25,7) | 140

Tabelle 3.2: Vierfelder Tafel zum Serostatus BKV. Es wurde zwischen BKV positiven
bzw. negativen und PML- und nicht-PML-Patienten unterteilt. In Klammern

der prozentuale Anteil BKV positiver Patienten an der Gesamtzahl der PML-
Patienten bzw. der Patienten ohne PML. p < 0,001, Odds Ratio: 0,1515.
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Abb. 3.3: Vergleich der Antikérperaktivitit (U/ml) von BKV-IgG. Aufgrund der lo-
garithmischen Darstellungen der Antikorperaktivitdten von BKV-IgG sind Pati-
enten ohne messbare Antikorper nicht dargestellt. A) Vergleich der gemessenen
Antikorperaktivitdten (U/ml) der PML-Patientengruppen (rote Punkte) mit den
Patientengruppen ohne PML (griine Punkte) im Serum, B) Vergleich der gemessenen
Antikorperaktivitdten (U/ml) der PML-Patientengruppen (rote Punkte) mit den
Patientengruppen ohne PML (griine Punkte) im Liquor. Es konnten im Vergleich der
Gruppen weder im Serum noch im Liquor Unterschiede festgestellt werden.
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3.1.3 Liquor/Serum-Quotient

Zur Kldrung, ob sich der Quotient aus JCV-IgG in Liquor und Serum (Aljcy) zur Frithdiagnostik einer
PML eignet und ob es sich bei den im Liquor gefundenen Antikérpern um im ZNS gebildete oder um aus
dem Serum eindiffundierte Immunglobuline handelte, wurden die zuvor ermittelten IgG-Konzentrationen
der einzelnen Patienten miteinander verrechnet. Hierbei erfolgte die einfache Teilung des Liquorwerts
durch den Serumwert. Als cut-off wurde 1,5 gewihlt, niedrigere Aljcy wurden als normal gewertet
(vgl. Tabelle 3.3). Es konnte gezeigt werden, dass sich die Quotienten der in der Gruppe ,,PML ohne
Natalizumab“ gemessenen IgG-Spiegel signifikant von denen der anderen Gruppen unterschieden (p < 0,05
bis p < 0,01; vgl. Abb. 3.4). Im Mittel konnte hier ein Alycy von 2,17 errechnet werden (95% CI —3,958
bis 56,36). Zwischen der Gruppe ,,PML mit Natalizumab®, bei der sich ein mittlerer Alycy von 2,99 (95%
CI 3,920 bis 16,13) und den Kontrollgruppen ohne PML ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
(p > 0,05). In der Gruppe ,,Natalizumab ohne PML* ergab sich genauso wie in der Gruppe ,,MRZ erhsht*
im Mittel ein Alyoyv von 0 wobei sich das 95%-Konfidenzintervall bei der Gruppe ,,Natalizumab ohne
PML“ von 0,003 344 bis 0,033 90 und bei der Gruppe ,,MRZ erhoht“ von —2,355 bis 7,358 erstreckte. In
der Gruppe ,MRZ normal“ wurde ein mittlerer Aljcy von 0,61 errechnet (95% CI —0,003 bis 1,74).
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Abb. 3.4: Vergleich des Aljcy zwischen den einzelnen Gruppen. Die Gruppe der Pa-
tienten mit PML ohne NAT unterschied sich hierbei von allen anderen Gruppen
(p <0,05), wihrend sich die gemessenen Aljcy der Gruppe ,,PML mit Natalizumab*
nicht signifikant von denen der Gruppen ohne PML unterschieden (p > 0,05). Als
cut-off wurde 1,5 gewahlt, niedrigere Aljocy wurden als normal gewertet.

In den zum Vergleich durchgefiihrten Berechnungen des Liquor-Serum-BKV-Antikérperindex (Algky,
vgl. Tabelle 3.4) konnten keine Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden (p > 0, 05;
vgl. Abb. 3.5). In den Gruppen 1 bis 4 lag der mittlere Algky bei 0 (95% CI bei der Gruppe ,,PML mit
Natalizumab“ von —1,224 bis 6,12 und bei der Gruppe ,,MRZ erhsht“ von 0,051 bis 0,468). In der Gruppe
»MRZ normal® konnte ein Algky von 0,65 errechnet werden (95% CI —0,2247 bis 2,465).
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Patientengruppe NATjcy erhoht (%) NATjcyv normal (%) Ngesamt (%)

_PML unter Nat.* 17 (68) 8 (92) 25
»,PML ohne Nat.“ 8 (53,3) 7 (46,7) 15
,Nat. ohne PML* 0 (0) 58 (100) 58
 Erhohter MRZ* 1 (5,6) 17 (94,4) 18
,Normaler MRZ“ 1 (14,3) 6 (85,7) 7

Tabelle 3.3: Ergebnisse der Berechnungen des Aljcv in den Vergleichsgruppen. An-
gegeben sind jeweils die Anzahl der Patienten mit positivem Aljcy und mit
negativem Aljcy in den untersuchten Gruppen, als cut-off wurde 1,5 gewéhlt.
Niedrigere Aljcy wurden als normal gewertet.
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Abb. 3.5: Vergleich des relativen Algkv zwischen den einzelnen Gruppen. Zwischen
den verglichenen Gruppen konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede er-
rechnet werden (p > 0,05). Der cut-off wurde auf 1,5 festgelegt, niedrigere Alpky
wurden als normal gewertet (gepunktete Linie). In der Gruppe ,,PML mit Nat“ liegen
zwel Quotienten auBlerhalb des Graphen (11,51 und 37,72).

Patientengruppe NAIgky erhsht (%) N AIgkyv normal (%) Ngesamt (%)

,PML unter Nat.“ 3 (13,6) 19 (86.,4) 99
»PML ohne Nat.“ 0 (0) 14 (100) 14
,Nat. ohne PML“ 0 (0) 58 (100) 58
,Erhohter MRZ“ 0 (0) 18 (100) 18
,Normaler MRZ“ 3 (42,9) 4 (57,1) 7

Tabelle 3.4: Ergebnisse der Berechnungen des Algkv in den Vergleichsgruppen. An-
gegeben sind jeweils die Anzahl der Patienten mit positivem Algky und mit
negativem Alpgky in den untersuchten Gruppen, als cut-off wurde 1,5 gewéhlt.
Niedrigere Algky wurden als normal gewertet.
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3.1.4 Anti-JCV-IgG Subklassen

In einem zweiten Schritt wurde in den Gruppen ,,PML mit Natalizumab“ und ,,PML ohne Natalizumab“

eine Anti-JCV-IgG Subklassenanalyse durchgefiihrt. Eine quantitative Bestimmung der Antikérpermengen
war mangels Vergleichsstandards nicht moglich, bei den angegebenen Werten handelt es sich um die
optische Dichte, gemessen bei 450nm (ODy50nm ). Es zeigte sich in beiden Gruppen ein Vorherrschen der
Subklassen IgG; und IgGs sowohl im Serum als auch im Liquor. In der Gruppe ,,PML unter Natalizumab*
(n = 38) waren diese Ergebnisse besonders deutlich (p < 0,001, bzw. p < 0,05 beim Vergleich von IgGq
mit IgGo und IgGy, vegl. Abb. 3.6 und Abb. 3.7). Im Mittel wurden fiir IgG; und IgGs eine ODy50nm von
0,9649 (95% CI 0,5786 bis 1,351) bzw. 2,701 (95% CI 2,492 bis 2,911) im Serum und 0,5341 (95% CI
0,2576 bis 0,8107) bzw. 1,708 (95% CT 1,319 bis 2,097) im Liquor gemessen. Fiir IgGs und IgG, ergaben
sich hingegen im Mittel eine OD50,m von 0,08218 (95% CI 0,06570 bis 0,09866) bzw. 0,04921 (95% CI
0,03599 bis 0,06243) im Serum und 0,06371 (95% CI 0,05001 bis 0,07741) bzw. 0,03368 (95% CI 0,02772
bis 0,03965) im Liquor.

Die Ergebnisse in der Gruppe ,PML ohne Natalizumab“ (n = 11) waren vergleichbar (im Serum:
p < 0,001, bzw. p < 0.01, im Liquor p < 0,05, vgl. Abb. 3.8). Hier wurden im Mittel fiir IgG; und IgGs
eine ODy50nm von 0,5048 (95% CI 0,1075 bis 0,9021) und 1,583 (95% CI 0,7854 bis 2,380) im Serum,
sowie 0,1297 (95% CI 0,02535 bis 0,2341) und 0,7424 (95% CI -0,006530 bis 1,491) im Liquor gemessen.
Auch in dieser Gruppe, war die gemessene ODy5onm fiir IgGo und IgGy mit 0,05273 (95% CI 0,02774 bis
0,07772) und 0,05127 (95% CI 0,02229 bis 0,08025) im Serum und 0,03755 (95% CI 0,02145 bis 0,05364)
bzw. 0,03918 (95% CI 0,02596 bis 0,05241) im Liquor deutlich geringer.
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Abb. 3.6: Vergleich der Antikorperaktivitidt der IgG-Subklassen in der Gruppe
»PML mit Natalizumab“ im Serum (n = 38). Graphischer Vergleich von
IgG1 und IgGs mit den anderen Subklassen, wobei sich in allen Fillen p < 0,001
ergab.
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Abb. 3.7: Vergleich der Antikdrperaktivitidt der IgG-Subklassen in der Gruppe
»PML mit Natalizumab* im Liquor (n = 38). Graphischer Vergleich von
IgG1 und IgG3 mit den anderen Subklassen. p < 0,05 bezieht sich auf den Vergleich
von IgGy mit IgGy und IgGy, p < 0,001 bezieht sich auf die Vergleiche von IgG; mit
IgGs, IgGo mit IgGs und IgGs mit IgGy.

3.1.5 Anti-JCV- und Anti-BKV-IgM

Aus allen Proben wurden mittels IgM-ELISA die OD450nm zum Vergleich der enthaltenen IgM-Konzentrationen
gemessen, da eine direkte Bestimmung der Konzentration mangels definierter Standards nicht moglich
war (siche Tabellen 3.5 und 3.6). Die beiden Patientengruppen mit PML wurden weiterhin aufgeteilt in
»D“ (,Messzeitpunkt 1¢), , DX1“ (,Messzeitpunkt 2“) und ,DX2“ (,Messzeitpunkt 3“). Die Absténde der
Messzeitpunkte waren nicht fest definiert, es handelt sich um im Verlauf der PML-Erkrankung gewonnenes
Material. Dabei bezeichnet ,D“ Proben, welche zu Beginn oder bei Diagnosestellung gewonnen wurde.
Die Proben der Subgruppen ,DX1“ und ,,DX2“ wurden zu spéiteren Zeitpunkten gewonnen, hierbei lagen
Proben der Subgruppe ,,DX1“ zeitlich vor Proben der Subgruppe ,,DX2%.

In den Untersuchungen der Serum- und Liquorproben konnten fiir anti-JCV-IgM keine Unterschiede
festgestellt werden (p>0,05, vgl. Abb. 3.9).

Im Vergleich der gemessenen anti-BKV-IgM-Mengen unterschieden sich nur die ,,PML ohne Natalizumab“
Gruppen ,D* und ,,DX* von der Gruppe mit erhdhtem MRZ im Serum (p>0, 05, siche Abb. 3.10). Hier
zeigten die gemessenen OD 450 deutlich hohere Mengen IgM in der Gruppe der Patienten mit erhohtem
MRYZ als in der Gruppe der PML-Patienten ohne Natalizumab. Zwischen den anderen Gruppen konnten
keine Unterschiede festgestellt werden (p>0,05).
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Abb. 3.8: Vergleich der Antikorperaktivitidt der IgG-Subklassen in der Gruppe
»PML ohne Natalizumab* (n = 11). A) Vergleich von IgGs mit den ande-
ren Subklassen im Serum. p < 0,01 bezieht sich auf den Vergleich von IgGs mit IgG;.
p < 0,001 bezieht sich auf die Vergleiche von IgGs mit den Subklassen IgGo und
IgG4 B) Vergleich von IgGs mit den anderen Subklassen im Liquor. Hier ergab sich
jeweils p < 0, 05.
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Serum Liquor

Gruppe n Mittelwert 95% CI Mittelwert 95% CI

PML+NAT D 25 0,5335 0,2886 bis 0,7784 0,0870 -0,0141 bis 0,1881
PML+NAT DX1 16 0,5857 0,2995 bis 0,8718 0,0583 -0,0052 bis 0,1219
PML+NAT DX2 8 0,3758 0,1300 bis 0,6215 0,1145 -0,0516 bis 0,2806
PML ¢ NAT D 18 0,5645 0,2467 bis 0,8823 0,1394 -0,0435 bis 0,3224
PML @ NAT DX1 6 0,5663 -0,2616 bis 1,3940 0,2288 -0,1757 bis 0,6333
NAT ¢ PML 56 0,2777 0,2202 bis 0,3352 0,0170 0,0131 bis 0,0210
MRZ erhoht 11 0,3893 0,2200 bis 0,5586 0,0124 0,0108 bis 0,0140
MRZ normal 16 0,3774 0,1943 bis 0,5606 0,0134 0,0056 bis 0,0213

Tabelle 3.5: Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle der gemessenen Anti-JCV-
IgM-Antikérpermengen im Serum und im Liquor. Aufgefiihrt sind alle
Vergleichsgruppen, wobei die Gruppen ,,PML mit Natalizumab“ und ,,PML ohne
Natalizumab® unterteilt wurden in ,D* (,Messzeitpunkt 1¢), ,DX1“ (,,Messzeit-
punkt 2“) und die ,PML mit Natalizumab“ Gruppe auerdem noch in ,DX2¢
(,Messzeitpunkt 3*). ,D“ bezeichnet die zu Beginn bzw. bei Diagnosestellung
gewonnenen Proben. ,,DX1“ und ,,DX2“ bezeichnen Verlaufsproben.

Serum Liquor

Gruppe n  Mittelwert 95% CI Mittelwert 95% CI

PML+NAT D 25 0,2273 0,1343 bis 0,3203 0,0145 0,0101 bis 0,0189
PML+NAT DX1 16 0,2458 0,1395 bis 0,3522 0,0281 -0,0074 bis 0,0636
PML+NAT DX2 8 0,2439 0,1009 bis 0,3869 0,0150 0,0066 bis 0,0234
PML @ NAT D 18 0,1676 0,0736 bis 0,2615 0,0129 0,0103 bis 0,0154
PML © NAT DX1 6 0,0568 0,0360 bis 0,0777 0,0113 0,0058 bis 0,0168
NAT ¢ PML 56 0,2592 0,1966 bis 0,3218 0,0140 0,0082 bis 0,0199
MRZ erhoht 11 0,4080 0,2934 bis 0,5226 0,0105 0,0077 bis 0,0133
MRZ normal 16 0,2498 0,1775 bis 0,3220 0,0109 0,0080 bis 0,0138

Tabelle 3.6: Mittelwert und 95% Konfidenzintervalle der gemessenen Anti-BKV-
IgM-Antikérpermengen in Serum und Liquor. Aufgefiihrt sind alle Ver-
gleichsgruppen, wobei die Gruppen ,,PML mit Natalizumab“ und ,,PML ohne
Natalizumab® unterteilt wurden in ,D* (,Messzeitpunkt 1“), ,DX1“ (,,Messzeit-
punkt 2“) und die ,PML mit Natalizumab®“ Gruppe auferdem noch in ,DX2¢
(,Messzeitpunkt 3%). D bezeichnet die zu Beginn bzw. bei Diagnosestellung
gewonnenen Proben. ,DX1* und ,,DX2“ bezeichnen Verlaufsproben.
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Abb. 3.9: Vergleich der Antikdrperaktivitit von Anti-JCV-IgM im Serum. Vergleich
der fiinf untersuchten Gruppen, von den Gruppen mit PML-Patienten (PML+NAT
und PML @ NAT, rote Punkte) wurden Verlaufsmessungen durchgefiihrt (,D*, ,,DX1¢
und ,,DX2% bzw. ,D* und ,,DX*). Von den Gruppen ohne PML-Patienten (,NAT ¢
PML“, ,MRZ erhoht“ und ,MRZ normal®, griine Punkte) wurden Einzelmessungen

durchgefiihrt.
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Abb. 3.10: Vergleich der Antikorperaktivitit von Anti-BKV-IgM im Serum. Ver-
gleich der fiinf untersuchten Gruppen, von den Gruppen mit PML-Patienten
(PML+NAT und PML @ NAT, rote Punkte) wurden Verlaufsmessungen durch-
gefithrt (,D“ ,DX1“ und ,DX2“ bzw. ,D* und ,DX*). Von den Gruppen ohne
PML-Patienten (,NAT @ PML“, MRZ erhoht“ und , MRZ normal*, griine Punkte)
wurden Einzelmessungen durchgefiihrt.
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3 Auswertung

3.1.6 Anti-JCV-IgG Affinitat

In den Untersuchungen der Affinitéit der anti-JCV-IgG Antikérper im Serum der fiinf untersuchten

Gruppen konnten keine Unterschiede zwischen den jeweiligen Kollektiven festgestellt werden (p>0, 05,
sieche Abb. 3.11). In der Gruppe ,,PML mit Natalizumab® (n = 43) besaflen im Mittel 90,67% (95% CI
83,19 bis 98,16%) der Antikorper eine so groBBe Affinitéit, dass sie mit der verwendeten Methode nicht vom
priméren Antigen gelést werden konnten. In der Gruppe ,,PML ohne Natalizumab“ (n = 27) waren es
83,28% (95% CI 71,16 bis 95,39%), in der Gruppe ,,Natalizumab ohne PML* (n = 40) 76,02% (95% CI
66,94 bis 85,10%), in der Gruppe ,MRZ erhsht“ (n = 6) 86,28% (95% CI 70,87 bis 101,7%) und in der
Gruppe ,MRZ normal“ (n = 12) 83,68% (95% CI 72,53 bis 94,82%).
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Abb. 3.11: Affinitiat der JCV-Antikorper (relative Bindung der Antikoérper
vor /nach Kompetition mit freiem Antigen in %) Die beiden Gruppen mit
PML-Patienten sind in Rot dargestellt, die drei Gruppen ohne PML-Patienten
sind in Griin dargestellt. Es konnten im Vergleich der Gruppen keine Unterschiede
festgestellt werden.
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3 Auswertung

3.2 PCR-Ergebnisse

3.2.1 Ergebnisse der Vergleichsgruppen

Zur Feststellung der in den Proben enthaltenen Viruslast wurden alle Seren und Liquores per Realtime-
PCR untersucht (siehe Tabelle 3.7 und Tabelle 3.8). Nur in den Gruppen ,,PML mit Natalizumab®, ; PML
ohne Natalizumab“ und , Natalizumab ohne PML® konnten Viruskopien gefunden werden. Die Gruppen
»MRZ erhoht* (n=18) und ,MRZ normal“ (n=22) enthielten keine nachweisbaren Mengen an JCV- oder
BKV-DNA. In der Gruppe ,,PML mit Natalizumab* (n=26) fanden sich im Mittel 423,3 JCV-Kopien/ml
(K/ml) im Serum (95% CI —58,74 bis 905,3 K/ml) und 38 088 JCV-Kopien/ml im Liquor (95% CI —36 240
bis 1124160 K/ml), sowie 5,192 BKV-Kopien/ml im Serum (95% CI —4,862 bis 15,25 K/ml). Im Liquor
fanden sich keine BKV-DNA-Kopien.

Die Proben aus der ,PML ohne Natalizumab®“ Gruppe (n=16) enthielten im Mittel 17 333 JCV-Kopien
(95% CI —7938 bis 42603 K/ml) im Serum und 4657 JCV-Kopien/ml im Liquor (95% CI 246,6 bis 9068
K/ml). BKV-DNA konnte nicht nachgewiesen werden. In der Gruppe ,,Natalizumab ohne PML* (n=44)
wurden nur geringe Mengen JCV-DNA im Serum gefunden (im Mittel 0,2273 Kopien/ml, 95% CI —0,2313
bis 0,6859 K/ml). In den anderen Materialien wurden keine weiteren Viruskopien gefunden.

Innerhalb der Gruppen waren keine signifikanten Unterschiede feststellbar (p>0, 05, vgl. Abb. 3.12).

Gruppen JCV-DNA JCV-DNA JCV-DNA JCV-DNA Dgesamt
im Serum pos. im Serum neg. im Liquor pos. im Liquor negativ

»PML unter Nat.“ 14 (53,8%) 12 (46,2%) 22 (84,6%) 4 (15,4%) 26

»PML ohne Nat.“ 9 (56,3%) 7 (43,7%) 15 (93,8%) 1 (6,2%) 16

,Nat. ohne PML*“ 1(2,3%) 43 (97,7%) 0 (0%) 44 (100%) 44

Tabelle 3.7: Ergebnisse der JCV-DNA-PCR in den Vergleichsgruppen.

Gruppen BKV-DNA BKV-DNA BKV-DNA BKV-DNA Ngesamt
im Serum pos. im Serum neg. im Liquor pos. im Liquor negativ

»PML unter Nat.“ 2 (7,7%) 24 (92,3%) 0 (0%) 26 (100%) 26

»PML ohne Nat.* 0 (0%) 16 (100%) 0 (0%) 16 (100%) 16

,Nat. ohne PML*“ 0 (0%) 44 (100%) 0 (0%) 44 (100%) 44

Tabelle 3.8: Ergebnisse der BKV-DNA-PCR in den Vergleichsgruppen.
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Abb. 3.12: Quantitative Bestimmung der JCV- und BKV-DNA-Kopien in Serum
(orange Punkte) und Liquor (schwarze Punkte). Dargestellt sind in A) die
PCR-Ergebnisse fiir die Gruppe ,,PML mit Natalizumab“ (n=26), in B) fiir die
Gruppe ,,PML ohne Natalizumab“ (n=16) und in C) fiir die Gruppe ,,Natalizumab
ohne PML* (n=44).
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3 Auswertung

3.2.2 JCV-DNA

Im direkten Vergleich der nachgewiesenen JCV-Viruskopien in Serum und Liquor in den fiinf verglichenen
Gruppen zeigte sich in den Seren der Gruppe ,,PML ohne Natalizumab “ eine deutlich gréflere Viruslast als
in den anderen vier Gruppen (p < 0,05, bzw. p < 0,01 im Vergleich der Gruppe ,,PML ohne Natalizumab “
mit der Gruppe ,,Natalizumab ohne PML¥, siche Abb. 3.13). Die anderen Gruppen unterschieden sich
nicht signifikant voneinander, obwohl nur in einem Serum eines Patienten ohne PML Virus-DNA gefunden
werden konnte. Auch konnte in den Liquorproben kein Unterschied in den verglichenen Gruppen festgestellt
werden (p >0,05). Es wurden jedoch ausschlieflich in den PML-Gruppen Viruskopien gefunden.
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Abb. 3.13: Vergleich der Mittelwerte und SEM der nachgewiesenen JCV-
Viruskopien. A) Vergleich der JCV-DNA Kopien im Serum. p < 0,05 bezieht sich
auf den Vergleich der Gruppe ,,PML ohne Natalizumab“ mit den Gruppen ,,PML
mit Natalizumab®, ,MRZ erhcht“ und ,MRZ normal“. p < 0,01 bezieht sich auf
den Vergleich der Gruppe ,,PML ohne Natalizumab“ mit der Gruppe ,, Natalizumab
ohne PML*). B) Vergleich der nachgewiesenen JCV-DNA Kopien im Liquor. Es
konnten hier keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (p>0, 05).

43



3 Auswertung

3.2.3 BKV-DNA

In den parallel durchgefiihrten qPCR-Untersuchungen auf BKV konnten nur in den Serumproben von zwei
Patienten, die unter Natalizumab eine PML entwickelt hatten, BKV-Kopien nachgewiesen werden (siehe
Abb. 3.14). Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bestand dabei nicht. In den Liquorproben
konnten keine BKV-Kopien nachgewiesen werden.
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Abb. 3.14: Vergleich der Mittelwerte und SEM der nachgewiesenen BKYV-
Viruskopien.Vergleich der nachgewiesenen BKV-DNA-Kopien im Serum. Es fanden
sich nur in zwei Serumproben in der ,,PML mit Natalizumab “-Gruppe BKV-DNA-
Kopien. Die Gruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander. In den
Liquorproben wurden keine BKV-DNA-Kopien nachgewiesen.
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4 Diskussion

Das JC-Virus stellt fiir MS-Patienten, welche mit Natalizumab behandelt werden, eine ernstzunehmende
Bedrohung dar. Die hohe Durchseuchungsrate in Verbindung mit der zu erwartenden steigenden Zahl an
Patienten, die mit Natalizumab behandelt werden, machen es notwendig, mogliche Komplikationen der
Behandlung im Sinne einer PML schnellstmoglich zu diagnostizieren, um schwerwiegenden Folgeschiden
fiir den jeweiligen Patienten zu vermeiden.

Ziel dieser Arbeit war es daher unter anderem herauszufinden, ob die Messung des JCV-Liquor /Serum-

Antikorperindex fiir eine Diagnosestellung angewendet werden kann.

4.1 JCV-IgG

In den Ergebnissen dieser Arbeit zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Serum und Liquor in der
Anti-JCV-IgG-Konzentration zwischen der PML-Gruppe unter Natalizumab und der PML-Gruppe ohne
Natalizumab. Dies erscheint insofern iiberraschend, als dass in beiden Gruppen héchst unterschiedliche
Mechanismen der Krankheitsentstehung zugrunde zu legen sind. Bei den Patienten, welche unter Natalizu-
mab eine PML entwickelten, ist davon auszugehen, dass diese iiber ein im Sinne der Infektabwehr relativ
normal funktionierendes Immunsystem verfiigen, welches durch die Wirkung des Natalizumab gestort
wird. Daher ist beim Auftreten einer PML mit einer im Vergleich zur latenten JCV-Infektion gesteigerten
IgG-Produktion im Serum zu rechnen, so wie es in den durchgefiithrten Untersuchungen nachgewiesen
wurde. Bei den untersuchten Patienten, welche ohne Natalizumab eine PML entwickelt hatten, handelte es
sich um eine heterogene Gruppe, in der die Patienten teilweise schwerwiegende Storungen in der Funktion
ihres Immunsystems und damit aller Immunreaktionen aufwiesen — sei es bedingt durch Malignome oder
immunsuppressive Erkrankungen. In dieser Gruppe hétte man daher eine inaddquate Immunantwort
auf die aktive JC-Virus Infektion erwarten kénnen. Tendenziell lisst sich zwar in dieser Gruppe ein
niedrigerer JCV-IgG-Mittelwert im Vergleich zur ,PML + NAT “-Gruppe feststellen, es kénnen jedoch
keine signifikanten Unterschiede berechnet werden. Hier stellt sich also die Frage, ob weiterfithrende
Untersuchungen mit einem groferen Patientenkollektiv zu den gleichen Ergebnissen kommen.

Dass im Liquor keine Unterschiede in den gemessenen Antikorperaktivitdten zwischen den beiden
Gruppen mit PML-Patienten festgestellt werden konnten, liefle sich aus der Funktion des Natalizumab
erklaren. Das Medikament verhindert die Invasion von Leukozyten in das ZNS und fithrt daher zu einer
lokalen Immunschwéche und damit zu dhnlichen Gegebenheiten wie in der PML-Patientengruppe ohne
Natalizumab. Dass die gemessenen IgG-Konzentrationen der Kontrollgruppen ohne PML alle niedriger
ausfielen als die der beiden PML-Gruppen, resultiert aus der fehlenden Aktivitéit des Virus und der daraus
fehlenden Stimulation des Immunsystems. Insgesamt konnten im Liquor nur in 17% aller Proben von nicht
PML-Patienten IgG gefunden werden. Bei diesen Patienten handelte es sich zum Teil um MS-Patienten
oder um Patienten mit schweren anderen Erkrankungen des Gehirns wie Encephalitis oder M. Parkinson.
Grundsétzlich wire hier daher auch eine Einschrankung der Schrankenfunktion des ZNS zu diskutieren.

Das Virus persistiert in grofen Teilen der Bevolkerung, wie bereits durch verschiedenste Studien gezeigt
werden konnte, und verursacht in der Regel nur eine latente Infektion ohne Krankheitswert und ohne
Schidigung des Wirtsorganismus. 46:62
Die fehlende Aktivitét fithrt daher auch zu einem nur niedrigen Vorhandensein der gegen das Virus

gerichteten Antikorper. Hier lisst sich festhalten, dass der prozentuale Anteil der Patienten ohne PML,
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4 Diskussion

bei denen JCV-IgG im Serum nachweisbar waren, mit 73% in einem Bereich lag, den auch andere Studien
bereits gezeigt haben und den z.B. Warnke et.al. 2013 beschrieben haben. 38
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4 Diskussion

4.2 BKV-IgG

Die von uns aufgeworfene Vermutung, die Infektion mit JCV konnte einen Einfluss auf die Wahrscheinlich-
keit einer gleichzeitigen BKV-Infektion haben bzw. diese durch kreuzprotektive Antikérper ggf. verringern,
konnte in unseren Untersuchungen nicht klar nachgewiesen werden. Die gemessene BKV-IgG-Aktivitéit im
Serum war in den fiinf Gruppen nicht signifikant unterschiedlich. Es lassen sich jedoch moglicherweise
Tendenzen in den Mittelwerten der einzelnen Gruppen erkennen, wobei diese bei den Patientengrup-
pen ohne PML eher hoher lagen als in den beiden Gruppen mit PML. Hierzu kénnten weiterfithrende
Untersuchungen mit einer héheren Anzahl untersuchter Proben sinnvoll sein.

Es zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied in der Privalenz innerhalb der Gruppen selbst. Die
in unseren Patientengruppen ohne PML gemessene relative Haufigkeit eines Auftretens von anti-BKV-IgG
entspricht mit 85% den Angaben aus der Literatur. Demgegeniiber waren nur bei 48% der PML-Patienten
anti-BKV-IgG nachweisbar. Fishers Exact Test ergab hierbei ein p < 0,001, bei einer Odds Ratio von
0,1515. Diese Daten konnte man in dem Sinn interpretieren, dass Natalizumab-Patienten von einer
vorangegangenen BKV-Infektion insofern profitieren, dass sie immunologisch einen breiteren Schutz gegen
Polyomaviren entwickelt haben, der sie moglicherweise vor der Manifestation ihrer JCV-Infektion als
PML besser schiitzt. Umgekehrt kann man diagnostisch daraus ableiten, dass JCV-seropositive/BKV-
seronegative Patienten ein erhthtes Risiko haben, an einer PML zu erkranken. Es wére in weiteren,
grofleren Studien zu kléren, ob die routineméflige Bestimmung des BKV-Serostatus als ein Baustein zur
Risikostratifizierung bei Natalizumab-Patienten sinnvoll sein kénnte.

Ohne signifikante Unterschiede blieben die BKV-IgG-Untersuchungen der Liquores der Patienten. Hier
konnten nur sehr wenige bzw. gar keine Antikoérper nachgewiesen werden. Dies erscheint insofern wenig
iiberraschend, als dass eine Produktion von anti-BKV-IgG im ZNS ein gehéduftes Vorkommen von BK-Virus
in selbigem voraussetzen wiirde. Da die Aktivitdt von BKV jedoch vorrangig in den Zellen der Niere
liegt, lassen sich die im ZNS gefundenen anti-BKV-IgG als durch Diffusion aus dem Blut iibergetreten
interpretieren. Eine weitere Interpretation ist auch, dass die nachgewiesenen Liquor BKV-Antikorper
kreuzreaktive JCV-Antikorper sind. Es konnte in anderen Untersuchungen der Arbeitsgruppe gezeigt
werden, dass die serologische Testung von JCV- und BKV-Antikérpern insbesondere bei Langzeitverlaufen
einzelner Patienten mit PML Hinweise auf Kreuzreaktionen vom JCV hin zum BKV aufweisen.

Ein signifikanter Anstieg des IgG-Spiegels kann als Zeichen der Aktivitét des Virus gewertet werden
und war somit in unserem Kollektiv nicht zu erwarten, da anderenfalls im Serum mit dem Auftreten von
BKV-DNA zu rechnen gewesen wire. Diese konnte von uns jedoch in den untersuchten Proben nur bei

Patienten mit PML unter Natalizumab gefunden werden.
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4.3 Liquor/Serum-Quotient

Hinsichtlich der Fragestellung, ob sich die Bestimmung des Liquor/Serum-Quotienten zur Diagnostik
einer PML eignet, konnte festgestellt werden, dass in den beiden PML-Gruppen im Mittel deutlich iiber
dem Niveau der Kontrollgruppen liegende Quotienten messbar waren. Grundsétzlich kénnte ein hoher
IgG-Titer im Liquor durch die Produktion des Immunglobulins im ZNS oder den Ubertritt von selbigem
vom Serum in den Liquor begriindet sein. Um zwischen diesen Moglichkeiten zu unterscheiden, wurde der
Quotient zwischen den IgG-Titern des Liquors und des Serums unter Beriicksichtigung der Serum/Liquor
IgG/Albumin-Werte (Reiber-Index) berechnet, wobei ein Wert >1,5 als Beweis der intrathekalen Produk-
tion gewertet wurde. Die Mittelwerte der beiden Gruppen mit PML-Patienten lagen dabei jeweils {iber 2.
Es ist folglich von einer eigenstindigen Produktion von gegen JCV gerichtetem IgG im ZNS auszugehen.

In der Publikation von Warnke et al. 2014, in welche die hier erhobenen Daten zusammen mit
Ergebnissen aus weiteren Laboren eingeflossen sind, konnte gezeigt werden, dass mit dem Aljcy ein
spezifischer Test zur Verfiigung steht, der als zusétzliches Werkzeug die Diagnostik einer PML bei Patienten

unter Natalizumabtherapie unterstiitzen kann.®°
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4.4 JCV-IgG-Subklassen

Durch uns erfolgte eine Bestimmung der Anteile der vier IgG-Subklassen an der IgG-Gesamtmenge mittels

ELISA. Hierbei zeigte sich ein Uberwiegen der Subklassen 1 und 3, wobei Subklasse 3 die am héufigsten
auftretende war.

Die von uns gefundene Dominanz der IgG-Subklassen 1 und 3 in den beiden Gruppen mit PML sind
vereinbar mit Ergebnissen, die andere Studien mit verschiedenen anderen Viren erziehlt haben. So zeigten
Ferrante et al. 1990, dass es bei viralen Infekten zu einer Produktion von IgG; und IgGs kommt, welche
damit wichtiger Bestandteil der B-Zell-vermittelten Abwehr sind.?? Als eine durch das JC-Virus ausgeloste
Erkrankung war bei einer PML daher mit dem Auftreten dieser Antikorpersubtypen zu rechnen.

Collins et al. zeigten 2013, dass IgGs FcyR vermittelte Reaktionen der frithen Infektabwehr beeinflusst. %4
IgG3 wirkt vor allem komplementaktivierend. 24 IgG; gehort zu den hochaffinen IgG-Subklassen, es wird erst
spater im Verlauf einer Infektion gebildet und stellt den Hauptanteil der Subklassen in der Immunantwort
dar.?*

Es kann also gemutmaflt werden, dass es erst im spéteren Verlauf der PML-Erkrankung zu einem
Uberwiegen der IgG-Subklasse 1 gekommen wiire. Hier miissten weitere Untersuchungen im Verlauf zeigen,
ob es zu dieser Umstellung kommt. Andererseits wire aber auch denkbar, dass das Fehlen dieser Anderung
fur die Entstehung der PML mit verantwortlich ist. Dann ndmlich wiirden die weniger affinen IgGs

iiberwiegen und die Immunantwort triige Zeichen einer nicht ausreichenden Reifung.
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4.5 JCV-IgM

Das Immunsystem reagiert auf eine virale Infektion zunéchst mit der Bildung des relativ unspezifischen IgM.
Erst nach einiger Zeit kommt es zu einer Umstellung auf erregerspezifische IgG. Bei vielen Erkrankungen
lassen sich daher Aussagen iiber das Alter der Infektion auf Grund der Art und Menge der gefundenen
Immunglobuline treffen. So wird das Vorhandensein von IgM bei Infektionen mit dem Hepatitis B Virus
als Zeichen einer aktiven Hepatitisinfektion gewertet. Im Gegensatz zu IgG, welches auch nach einer
durchgemachten Infektion nachweisbar bleibt, ist IgM daher vor allem wahrend der akuten Infektion
nachweisbar und verschwindet nach einiger Zeit wieder aus dem Blut. Bei einer Reaktivierung des JC-Virus
im Rahmen einer PML kann es jedoch auch wieder zu einer Bildung von IgM kommen.

Da unseres Wissens nach noch keine Untersuchungen zu diesem Thema bei PML-Patienten durchgefiihrt
wurden, hofften wir, den IgM-Titer im Verlauf einer PML nachvollziehen zu kénnen. Das Vorhandensein von
Verlaufsproben einiger Patienten, welche in unregelméfiigen Abstédnden bei klinischen Verlaufskontrollen
gewonnen wurden, ermdoglichte es uns Untersuchungen hierzu anzustellen. Als problematisch erwies sich die
Tatsache, dass eine Berechnung der Antikérpermenge auf Grund fehlender, standardisierter Proben nicht
moglich war. Es wurde stattdessen die Differenz des absorbierten Lichtes bei 450nm zwischen Kontrollen
und Proben bestimmt. Die gemessenen Werte lassen Riickschliisse auf die enthaltene IgM-Menge zu und
ermoglichen die Beurteilung des Titers im Verlauf.

In den von uns erhobenen Daten konnten im Liquor keine Unterschiede in den IgM-Titern der Proben
von PML-Patienten zu den Proben der Kontrollgruppen festgestellt werden. Die Ergebnisse im Serum waren
nicht signifikant unterschiedlich, mit Ausnahme des Vergleichs der Patientenproben von Personen mit PML,
aber ohne Natalizumab (PML () NAT). Hier zeigten sich Unterschiede zur Kontrollgruppe mit Personen
mit erhohtem MRZ. Insgesamt kann jedoch gesagt werden, dass die gemessenen Antikorpertiter iiber
alle Gruppen hinweg als niedrig einzuschétzen waren. Es scheint demzufolge keine relevante Neubildung
von IgM bei einer PML zu geben. Dies lidsst sich moéglicherweise darauf zuriickfiihren, dass es sich bei
der PML nicht um die Erstinfektion mit dem JC-Virus handelt, sondern um die Reaktivierung einer
Infektion, welche hiufig bereits in der Jugend und ohne nennenswerte Symptome vonstattengeht. Zu
diesem Zeitpunkt ist ein IgM-Titer deutlich {iber den von uns gemessenen Werten zu erwarten. Weiterhin
ist festzuhalten, dass sich die Bestimmung von anti-JCV-IgM nicht zur Diagnostik einer PML eignet, da
auch in Patienten ohne aktive JCV-Infektion IgM nachgewiesen werden konnte. Dies steht im Einklang
mit Untersuchungen, die Knowles et al. 1999 an HIV positiven Patienten durchgefiihrt haben.*® In diesen
Untersuchungen konnte kein Zusammenhang zwischen der Produktion von IgM und der Ausscheidung von
JCV-DNA im Urin gefunden werden. Bereits 1995 hatten Knowles et al. Untersuchungen zum Auftreten
von anti-JCV-Antikérpern bei PML-Patienten angestellt und nur in 55% der untersuchten Seren IgM
gefunden. ** Gleichzeitig fanden sich in beiden Untersuchungen auch in den Kontrollgruppen ohne PML
IgM gegen JCV.

Die klinische Messung von JCV-IgM erscheint unter diesen Gesichtspunkten nicht zielfithrend.
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4.6 BKV-IgM

Im Gegensatz zu den zuvor genannten Ergebnissen zur Diagnostik einer PML mit Hilfe von IgM zeigten
Randhawa et al. 2006, dass ein gehiduftes Auftreten von anti-BKV-IgM mit einer gesteigerten Aktivitéit
des BK-Virus vergesellschaftet ist.”

Es erscheint daher wenig {iberraschend, dass sich die in unseren Untersuchungen gemessenen IgM-Mengen
in einem sehr niedrigen Bereich bewegten.

Zwischen den von uns untersuchten Patientenkollektiven konnten zudem praktisch keine Unterschiede
in der Héufigkeit des Auftretens der Antikorper festgestellt werden. Einzig die Gruppe der Patienten mit
erhohtem MRZ wies einzelne signifikante Unterschiede zu anderen Kontrollgruppen auf. Hier ist aber
festzuhalten, dass diese Gruppe mit 11 Patienten relativ klein war und sich keine BKV-DNA Kopien im
Material dieser Patienten fanden. Eine erweiterte Untersuchung eines grofieren Kollektivs an Patienten

mit erh6htem MRZ konnte daher kldren, inwieweit diese Ergebnisse valide sind.
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4.7 Anti-JCV IgG Affinitat

Bei einem Risiko von etwa 4:1000 unter einer Natalizumabtherapie eine PML zu entwickeln, stellt sich

die Frage, warum es bei den betroffenen Patienten zu eben jener fatalen Reaktivierung des JC-Virus
kommt und bei anderen Patienten nicht. Um sich diesem komplexen Themengebiet zu n&dhern, wurde die
Frage aufgestellt, ob die B-Zellen der betroffenen Patienten moglicherweise niedriger affine anti-JCV-IgG
produzieren als vom Immunsystem von Patienten der Kontrollgruppen.

Zur Kldrung dieser Frage wurde die Affinitdt der in den Patientenproben gefundenen IgG-Antikoérper im
zuvor beschriebenen Versuchsaufbau untersucht. Hierbei lieflen sich jedoch keine Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen nachweisen. In allen Patientenproben waren die gefundenen Antikérper als hochaffin
einzustufen. In der Patientengruppe, welche unter Natalizumab eine PML entwickelt hatte, sind sogar eher
Tendenzen zu einer hoheren Affinitét der IgG als in den anderen Gruppen zu beobachten. Ausgehend davon,
dass diese Patienten wie beschrieben an sich iiber ein addquates Immunsystem verfiigen, welches durch
den Wirkstoff in seiner Funktion behindert wird, scheint diese Erkenntnis nachvollziehbar. Im Vergleich
zum Ergebnis dieser Gruppe lisst sich bei der Gruppe der Patienten ohne PML eine eher niedrigere
Affinitdt der Antikoérper beobachten. Der Grund hierfiir diirfte erneut in der mangelnden Aktivitéit des
JC-Virus in diesen Patienten liegen. Das Virus zirkuliert nicht im Blut und es kommt daher nicht zu einem
Ansteigen der Menge und der Affinitdt der Antikérper. Es ist hier aber festzuhalten, dass es sich bei den
beschriebenen Unterschieden nur um Tendenzen handelt, die statistisch nicht signifikant unterschiedlich
sind.

Grundsétzlich kann die Frage gestellt werden, ob der von uns gewéhlte Versuchsaufbau fiir die Messung
der Affinitdt der Antikorper geeignet ist. Ein kommerzieller Test, wie es ihn fiir gegen andere Krankheits-
erreger gerichtete Antikorper gibt, ist derzeit nicht verfiigbar. Da der von uns verwendete Ansatz auf dem
bereits etablierten ELISA zur Bestimmung der anti-JCV-IgG Menge beruht und die Kompetition zur
Losung der Antigen/Antikorper-Komplexe mit dem gleichen rekombinanten VP-1 durchgefiihrt wurden,
das auch zur Beschichtung der Mikrotiterplatten verwendet wurde, ist der Versuchsaufbau aus unserer
Sicht geeignet. Es sollten hier jedoch gegebenenfalls noch weiterfithrende Untersuchungen an anderen
Patientenkollektiven durchgefiihrt werden, um die von uns beschriebenen Ergebnisse zu bestétigen.

Als problematisch kénnte sich hier die relativ niedrige Anzahl an von uns untersuchten Patientenproben
erweisen. Eine Erhohung der Probenzahl konnte zu klareren Mittelwerten und damit zu einer besseren

statistischen Auswertung beitragen.
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4 Diskussion

4.8 PCR-JCV

In unseren Untersuchungen zeigte sich hinsichtlich der Menge der in den Serum- und Liquorproben
gefundenen JCV-DNA-Kopien eine grofle Spannweite an Befunden. Dies zeigte sich insbesondere bei
den im Anschluss durchgefiihrten Berechnungen der Unterschiede zwischen den Gruppen, bei denen sich
keine signifikanten Unterschiede ergaben. Hier zeigt sich die Schwéche einer nur auf den PCR-Nachweis
beruhenden Diagnostik einer PML auf. IThre Sensitivitdt schwankte in verschiedenen Studien zwischen 60
und 95%. 131457 Natiirlich kann die Nachweisgrenze der angewandten PCR als Einflussfaktor diskutiert
werden. Allerdings ist zu beachten, dass auch wenn die Nachweisgrenze der meisten kommerziellen
Laboratorien bei <200 Kopien/ml liegt, die Aussagekraft der Messung einer sehr geringen Viruslast bisher
nicht geklirt ist.? Auch ist die vom NIH angegebene Grenze von angeblich 10 Kopien pro Milliliter
grundsétzlich zu hinterfragen. Dies wiirde bei den verwendeten Probengréfien rechnerisch 0,3 Kopien pro
Probenansatz bedeuten.

Erfahrungen mit anderen Erregernachweisen mittels real-time-PCR haben zudem gezeigt, dass Ergeb-
nisse nahe am unteren cutoff zum einen gelegentlich durch unspezifische Signale der dabei verwendeten
farbmarkierten Sonden entstehen kénnen, sowie je nach Arbeitsweise auch auf Laborkontaminationen
beruhen kénnen. Dem versucht man durch Wiederholung solch niedrig positiver Nachweise sowie durch
Mehrfachansétze (,Replikate“) zur Verbesserung der Sensitivitit entgegenzuwirken.

Bei allen Einschrankungen ist der eindeutige Nachweis von JCV-DNA im Liquor dennoch als sicheres
Zeichen einer PML zu werten, das heiflt, er besitzt einen hohen positiven pradiktiven Wert. In keiner der
Gruppen mit Patienten ohne PML wurden DNA-Kopien im Liquor gefunden, demgegeniiber wurde in
88% der Liquorproben von PML-Patienten das Virus nachgewiesen.

Die PCR ist somit trotz aller Schwéchen ein wichtiges Werkzeug in der PML-Diagnostik, wenn sie

durch weitere Untersuchungsmethoden ergénzt wird.
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4 Diskussion

4.9 PCR-BKV

In unserer Untersuchung konnte keine signifikante Anzahl an DNA-Kopien des BK-Virus gefunden werden.
Zwar wurde in den Serumproben von 2 Patienten der Gruppe ,,PML mit Natalizumab“ das Virus
gefunden und damit in 1,6% aller untersuchten Proben. Allerdings ergaben sich hieraus keine signifikanten
Unterschiede zu den Gruppen ohne BKV-Nachweis.

Dennoch steht dies im Einklang mit Untersuchungen, die an Patienten mit Nierentransplantation durch-
gefithrt wurden. So fanden Boobes et al. 2015 in 116 untersuchten Seren von Nierentransplantatpatienten
nur in drei Fillen Virus DNA. 16

Grundsétzlich scheint das Auftreten von BKV-DNA im Serum von PML-Patienten auf den ersten Blick
der These, dass die JCV-Infektion vor einer gleichzeitigen Infektion mit BKV schiitzt, zu widersprechen.

Zu beriicksichtigen ist hier jedoch auf der einen Seite, dass es sich um Ausreiffler handeln koénnte,
welche bei Betrachtung eines grofleren Kollektivs weniger ins Gewicht fallen wiirden. Dafiir spricht die im
Allgemeinen niedrige Priivalenz von BKV-DNA wie sie z.B. Boobes et al. beschrieben haben. ¢

Auf der anderen Seite konnte, sollte sich dieser Trend auch in gréfleren Kollektiven bestétigen, als
Erklarung ein insgesamt reduzierter Immunstatus der PML-Patienten dienen, welcher als pradisponierend
flir opportunistische Erkrankungen zu sehen wire. Auflerdem ist nicht von einem signifikanten Schutz
durch kreuzreaktive Antikorper auszugehen, sondern es zeigen sich lediglich statistische Unterschiede
bei der Untersuchung gréflerer Kollektive, die im einzelnen Individuum aber nicht zum Tragen kommen

miissen.
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5 Schlussfolgerung

Die sichere und schnelle Diagnostik der PML ist die Grundlage fiir die Therapie und fiir den betroffenen
Patienten damit von grofler Wichtigkeit hinsichtlich seiner Prognose. Daher stellt unseren Untersuchungen
zufolge der Aljcy eine sinnvolle und relativ leicht durchzufiihrende Moglichkeit der Erweiterung der dia-
gnostischen Moglichkeiten dar. Eine Ausweitung des Patientenkollektivs konnte hier die von uns gewonnen
Erkenntnisse weiter verifizieren. Insbesondere weitere Untersuchungen zum zeitlichen Zusammenhang
zwischen Anstieg des Aljcy und der klinischen Entwicklung einer PML wiren hierbei von Interesse.

Insgesamt sollten die durchgefiihrten Untersuchungen weitergefiihrt werden, um die Streubreite der von
uns erhobenen Daten zu verringern. Hier ist insbesondere der Zusammenhang zwischen JCV-Infektion und
dem damit moglicherweise verbundenen Schutz vor einer PML-Manifestation durch eine zuvor erfolgte
Infektion mit dem BK-Virus von Interesse. Die sichtbaren Tendenzen in unseren Daten kénnten dadurch
moglicherweise statistisch belegt werden.

Auch eine Studie zu einer moglichen Verdnderung der Anteile der gebildeten IgG-Subtypen im zeitlichen
Verlauf einer PML wiirde mehr Patienten mit vorhandenen Verlaufsproben voraussetzen. Wiinschenswert
wéren einheitlichere zeitliche Abstédnde zwischen den Probenentnahmen, wobei dies klinisch vermutlich
schwer durchfiihrbar bleibt.

Solange es keine Impfung gegen das JC-Virus oder eine Moglichkeit der kausalen Behandlung einer
PML gibt, bleibt es weiterhin notig, zur frithen Erkennung der Erkrankung nach weiteren Moglichkeiten
der Diagnostik sowie nach den immunologischen Zusammenhéngen dieser schwerwiegenden Erkrankung
zu suchen. So bleiben spezifische Risikofaktoren fiir eine Erkrankung weiterhin im Dunkeln und erfordern

der weitergehenden Untersuchung.
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