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Dreifach ist des Raumes MaB:
Rastlos fort ohn Unterlass
Strebt die Ldange; fort ins Weite;
Endlos gieBet sich die Breite;
Grundlos senkt die Tiefe sich.

Dir ein Bild sind sie gegeben:
Rastlos forwiérts musst du streben,
Nie ermiidet stillestehn,

Willst Du die Vollendung sehn;
Musst ins Breite dich entfalten,
Soll sich dir die Welt gestalten;

In die Tiefe musst du steigen,

Soll sich dir das Wesen zeigen.

Nur Beharrung fiihrt zum Ziel,
Nur die Fiille fiihrt zur Klarheit,
Und im Abgrund wohnt die Wahrheit.

- Friedrich von Schiller -
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1. Einleitung

Schon seit seiner Entdeckung 1964 wurde das Epstein-Barr Virus (EBV) wie kaum
ein anderes Virus erforscht und untersucht, sodass wir heute tiefe Einblicke in
dessen biologisches Verhalten und seine molekulare Strukturen besitzen. GroBes
Interesse erweckten einerseits die onkogene Potenz dieses Virus und andererseits
die Abwehrstrategien des Menschen, der sein eigentlicher Wirt ist.

In den letzten Jahrzehnten erdffnete uns der medizinische Fortschritt zudem ein
detailliertes Wissen (ber das menschliche Immunsystem und dessen mdgliche
Stérungen. All dieses bietet eine breite Grundlage, die vielfaltigen Infektionsmani-
festationsformen, die das Epstein-Barr Virus imstande ist, auszulésen, besser ver-
stehen zu kdnnen.

Seit geraumer Zeit werden auch Autoimmunerkrankungen mit dem Epstein-Barr
Virus assoziiert, darunter auch die ,Enzephalomyelitis Disseminata“, bekannt als
Multiple Sklerose (MS).

Warum gerade die Assoziation zu dieser Krankheit immer mehr an Interesse ge-
winnt zu einer Zeit, in der trotz intensiver Forschung die Atiologie dieser Entmar-
kungserkrankung des zentralen Nervensystems noch immer ungeklart ist, soll zum
einen Gegenstand der vorliegenden Arbeit werden.

Dabei soll der Kernfrage nachgegangen werden, ob eine Assoziation von EBV und
Multipler Sklerose im Kindes- und Jugendalter ebenso gefunden werden kann, wie
Studien an erwachsenen MS-Patienten schon aufzeigen konnten.

So wird im ersten Teil der Arbeit zunachst auf die Biologie des Epstein-Barr Virus
eingegangen und darauf folgend ein Einblick in das Spektrum EBV-assoziierter
Infektionsmanifestationen und maligner Erkrankungen gegeben. AnschlieBend
werden die Erkrankung ,Multiple Sklerose®, ihre Differentialdiagnosen im Kindesal-
ter und die therapeutischen Méglichkeiten dargestellt.

Im praktischen Teil der Arbeit werden u.a. die von uns angewandte Methodik fir
die Erfassung der EBV-Serologie dargestellt und die Ergebnisse im anschlieBen-
den Ergebnisteil erlautert.

In der abschlieBenden Diskussion wird zu unseren Ergebnissen beurteilend Stel-
lung genommen, deren Bedeutung fir unsere Ausgangsfrage herausgearbeitet und
mit dem Blick des derzeitigen Forschungsstandes betrachtet.



1.1 Das Epstein-Barr Virus

Das Epstein-Barr Virus (EBV bzw. HHV4) entstammt dem Genus Lymphocrypto-
virus und ist innerhalb der Familie der Herpesviridae ebenso der Subfamilie der
Gammaherpesvirinae zuzuordnen wie das Varizella-Zoster-Virus (VZV bzw.
HHV3), das Zytomegalievirus (CMV bzw. HHV5), das Herpes-Simplex-Virus Typ 1
(HSV1) und Typ 2 (HSV2), das Humane Herpesvirus Typ 6 (HHV6), Typ 7 (HHV7)
und Typ 8 (HHV8).

Das EBV-Virus geh6rt zu den am weitesten verbreiteten humanpathogenen Viren:
Es infiziert Gber 90% der Menschen und flhrt zu einer lebenslang persistierenden
Infektion im menschlichen Organismus.

Nachgewiesen wurde das Virus erstmalig 1964 von M. Epstein, B.G. Achong und
Y.M. Barr, denen es gelang, sog. Burkitt-Lymphom-Zellkulturen zu etablieren (Ep-
stein und Barr, 1964) und durch elektronenmikroskopische Untersuchung dieser
Zelllinie herpesvirus-ahnliche Partikel in der Zellsuspension nachzuweisen (Ep-
stein et al., 1964), welche sich biologisch von den bisher bekannten Mitgliedern
der humanen Herpesvirusfamilie unterscheiden lieBen.

Dass es sich bei diesen Partikeln um ein neuartiges Virus handelte, fiel dem Ehe-
paar Henle (Henle und Henle, 1966) bei dem erfolglosen Versuch auf, das Virus
mit bis dahin bekannten Nachweisverfahren flr bereits bekannte Herpesviren zu
identifizieren. Mit der Entwicklung des sog. ,Henle Tests" (eines indirekt gegen die
Viruspartikel gerichteten Immunfluoreszenztests) konnten sie dann belegen, dass
es sich hier um ein neues Virus aus der Herpesgruppe handelte, welches nach
seinen Erstbeschreibern von nun an ,Epstein-Barr Virus® benannt wurde.

Der Weg, der zu dieser bahnbrechenden Entdeckung des Virus fihrte, geht tber
den englischen Chirurgen Denis Burkitt, der als Missionsarzt in Uganda, Ostafrika,
Ende 1950 begann, einen lymphosarkomatésen Tumor des Gesichts- und Halsbe-
reiches, welcher gehauft bei Kindern in Aquatorialafrika auftrat, eingehender auf
Atiologie und Epidemiologie hin zu untersuchen. Das in jahreszeitlicher Abhangig-
keit gehaufte Auftreten des Tumors in feucht-warmen Gebieten sowie die dort e-
benfalls regelmaBig auftretenden Infektionen, wie Gelbfieber und Malaria, lieBen
atiologisch eine durch Vektorlbertragung in Gang gesetzte infektiose Genese die-
ses Tumors vermuten, der dem Lymphgewebe entspringt und heute nach seinem
Erstbeschreiber ,Burkitt-Lymphom* genannt wird (Burkitt, 1958; Burkitt, 1962).

Mit der hier beschriebenen Entdeckung wurde das Epstein-Barr Virus damit zum
ersten bekannten, mit einem menschlichen Malignom assoziierten Virus.
Seroepidemiologische Studien konnten bereits kurze Zeit nach dem Viruserst-



nachweis eine weltweite Verbreitung des Virus aufzeigen, wobei die Primarinfekti-
on mit dem Virus im frihen Kindesalter zumeist klinisch asymptomatisch verlauft
oder mit uncharakteristischen Symptomen einhergeht.

Bei Jugendlichen oder jungen Erwachsenen manifestiert sich eine Priméarinfektion
jedoch haufig mit dem klinischen Bild einer infektiésen Mononukleose (IM), einer
selbst limitierenden lymphoproliferativen Erkrankung, die durch Fieber, Lymphkno-
tenschwellung und Tonsillopharyngitis charakterisiert ist (Cohen, 2000) und als
deren Erreger 1968 von Henle et al. das Epstein-Barr Virus ausfindig gemacht
werden konnte.

Wie auch andere Herpesviren setzt sich das Epstein-Barr Virus aus dem die Virus-
DNA enthaltenden Proteinkern, dem ikosaederférmigen Nukleokapsid, welches
aus 168 Kapsomeren besteht, einem sich zwischen Kapsid und Hille (Envelope)
befindlichen Proteintegument und dem mit Glykoprotein-Spikes (von denen
gp350/220 das Hauptglykoprotein bildet) versehenen Envelope zusammen (Khan-
na et al.,, 1995). Das Virus-Genom besteht aus einer linearen doppelstrangigen
DNS mit ca. 172 x 10% Basenpaaren (bp), welche fir Gber 100 virale Gene kodiert;
wobei differenzierte Muster einer begrenzten Zahl exakt regulierter Gene wahrend
verschiedener Formen der viralen Latenz sowie des lytischen Zyklus in vitro und in
vivo exprimiert werden (Cohen, 2000).

Zwei Terminal Repeats aus sich wiederholenden 0,5 x 108 bp-starken Sequenzen
bilden die Endpunkte des DNA-Stranges. Vier Internal Repeats aus 3 x 103 bp-
starken Wiederholungen unterteilen das Genom in kurze und lange so genannte
,Unique Sequences” (Middeldorp et al., 2003).

Die EBV-Infektion beim Menschen erfolgt in der Regel Uber den Speichel, wobei
besonders intensiver Lippen- und Zungenkontakt eine wichtige Rolle spielt (daher
auch der Begriff ,Kissing Disease”). Das Virus gelangt dann in den Oropharynx, wo
es zundchst undifferenzierte Zellen der Basal- und Zwischenschichten des Oro-
und Nasopharyngealepithels und des Zungenrandes infiziert. Man nimmt an, dass
es nach der priméren Epithelzellinfektion sekundéar zur Infektion gewebeinfiltrie-
render B-Lymphozyten kommt (Sixbey et al., 1984), dass das Virus mdglicherweise
aber auch in der Lage ist, direkt oropharyngeale B-Zellen zu infizieren (Niedobitek
et al., 1997), wobei letzterer Infektionsmodus jedoch in vivo nicht ganz zuverlassig
zu identifizieren ist (Kanegane et al., 2002).

Das Epstein-Barr Virus besitzt einen Zelltropismus, bei dem B-Lymphozyten das
Hauptziel der EB-Viren bilden. CD21 reagiert hierbei als Zelloberflachenprotein in
B-Lymphozyten und wird durch die Interaktion mit dem viralen Hullprotein



gp350/220 des Virus zum EBV-Rezeptor. Als Co-Rezeptor fungiert ein weiteres
Glykoprotein des Virus, das gp42 mit den HLA-Klasse 2 positiven B-Zellen (Young
und Rickinson, 2004).

Nach Internalisation des Virus durch Endozytose in zytoplasmatische Vesikel und
Fusion der viralen Hillmembran kommt es zur Freisetzung des Nukleokapsids und
des Proteintegumentes in das Zytoplasma des Wirts. In B-Lymphozyten fihrt EBV
hauptsachlich zu einer sog. latenten (nicht-produzierenden) Infektion und damit zur
lebenslangen Persistenz im menschlichen Organismus, wozu auch andere Her-
pesviren befahigt sind.

Die Folge ist eine Immortalisation (B-Zelltransformation), d.h. die Infektion fuhrt zu
permanent wachsenden, transformierten Zelllinien. Die Fahigkeit von EBV, B-
Lymphozyten in eine lymphoblastoide Zelllinie (LCL) zu transformieren, stellt unter
den humanpathogenen Herpesviren eine Einzigartigkeit dar (Young und Rickinson,
2004).

In den EBV-infizierten Epithelien bewirkt die Infektion zumeist einen lytischen (d.h.
produktiven) Zellzyklus, wobei es im Verlauf bei Virustragern wiederholt zu sekun-
daren Viramien wie auch gelegentlichen Virusausscheidungen Uber den Speichel
kommen kann. Hierbei ist unter einer ,lytischen Infektion eine vollstandige Virus-
replikation zu verstehen, die eine kontinuierliche Infektion epithelialer Zellen durch
Virusreplikation, Zelluntergang, Virusfreisetzung und Infektion neuer Zellen bewirkt
(Sixbey et al., 1984).

Wahrend dieser Zyklen werden zu verschiedenen Zeitpunkten unterschiedliche
EBV-spezifische Antigene exprimiert. In allen latent oder Iytisch infizierten Zellen
wird der Epstein-Barr-nukleare-Antigenkomplex (EBNA) gebildet. Mit Beginn des
lytischen Zyklus werden Proteine des ,Early“-Antigenkomplexes gebildet, die nach
ihrem Methanol-/Athanolfixierungsverhalten in eine diffuse (D) und restiktive (R)
Komponente unterteilt werden kénnen.

Im weiteren Verlauf des lytischen Zyklus kommt es zur Expression von Strukturan-
tigenen, wie z.B. dem Viruskapsidantigen (VCA) und Membranantigenen (MA),
worunter das zuvor genannte Hillprotein gp 350/220 den Hauptbestandteil aus-
macht (Rickinson und Kieff, 1996). Letzterem kommt aber fir die serologische
Diagnostik keine besondere Bedeutung zu.

Im Gegensatz zum lytischen Zyklus einer EBV-Infektion werden wahrend der sog.
latenten Phase nur bestimmte Regionen des Genoms repliziert. Sie dienen der
Viruspersistenz in der entsprechend infizierten Zelle.

Bei einer latenten EBV-Infektion werden in Abhangigkeit des Genexpressions-
musters drei Latenzphasen (Latenz 1-3) unterschieden, welche mit verschiedenen
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EBV-assoziierten malignen Erkrankungen korrelieren. EBNA1 ist dabei das einzige
virale Protein, das in allen Latenzphasen nachweisbar ist.

Wéhrend einer priméren Infektion wird von den EBV-infizierten B-Zellen im peri-
pheren Blut und den lymphatischen Organen typischerweise eine Latenz vom Typ
3 exprimiert (Wagner et al., 1995), was bedeutet, dass vor allem Epstein-Barr
nukledres Antigen (EBNA) 1, 2, 3a, 3b, 3c, drei Membranantigene (/atent membra-
ne proteins LMP1, 2a, 2b), zwei kleine, nicht-kodierende RNAs (Epstein-Barr en-
coded RNAs, EBER1 und -2) sowie BARFO exprimiert werden. Nach der Rekonva-
leszenz persistiert EBV lebenslang in den B-Lymphozyten des peripheren Blutes
und exprimiert dann im Wesentlichen nur noch LMP2a und EBNAT1 (Tierney et al.,
1994).

Bei der Latenz Typ 3 als ,Proliferationsprogramm® bindet sich EBNA1 mit hoher
Affinitat an die DNA der Wirtszelle, interagiert dort mit dem Plasmiderhaltungs-
signal oriP und ist auf diese Weise flr die Aufrechterhaltung von zirkularen EBV-
Episomen in den infizierten Zellen verantwortlich (Cohen, 2000, Daikoku et al.,
2004).

Das latent membrane protein 1 (LMP1) fihrt dann wie eine ligandenunabhéangige,
aktivierte Form eines CD40-Molekls zur Aktivierung des nuklearen Transkriptions-
faktors NF-kB sowie zur Zytokinproduktion und B-Zellproliferation (Liebowitz, 1998,
Le Clorennec et al., 2006). LMP2a aktiviert die Signal-transduktionskaskade des B-
Zellrezeptors der infizierten B-Zelle. Als Konsequenz dieser EBV-induzierten
Lymphoproliferation bei der Latenz Typ 3 kommt es neben den latent infizierten B-
Zellen in einem kleinen Teil der Zellen auch zu einer lytischen Replikation des Vi-
rus, nachweisbar als freie Virdmie im Plasma (Gan et al., 1994).

Die EBV-transformierten B-Zellen und auch die Zellen, in denen EBV repliziert
wurde, sind damit hochgradig immunogen und induzieren eine effektive T-Zell- und
Natdrliche Killer (NK)-Zellimmunitat (Callan et al., 1998 ), wobei die Mehrzahl EBV-

infizierter Zellen wahrend der Rekonvaleszenz der Primérinfektion eliminiert wird.

Aufgrund geringer Unterschiede im EB-Virus-Genom konnte man bisher zwei EBV-
Subtypen differenzieren, EBV-1 und -2. Trotz nur geringer genetischer Differenzen
weisen die beiden Virusgruppen in Bezug auf geografische Verteilung, biologi-
sches Verhalten und Gewebetropismus jedoch deutliche Unterschiede auf.

Wahrend in den westlichen Industriestaaten Infektionen innerhalb der immunkom-
petenten Bevélkerung Uberwiegend auf EBV Typ 1 zurlickzufiihren sind, werden in
Afrika beide EBV-Typen in ungefahr gleicher Haufigkeit vorgefunden. Das Typ 2

Virus gilt dabei als weniger aggressiv und seine Proliferations-induktionsféhigkeit



als zu gering, um lymphoproliferative Erkrankungen zu verursachen, denn auch
wenn es im peripheren Blut Immunsupprimierter haufig nachzuweisen ist, werden
90% der sog. posttransplant lymphoproliferative disease (PTLD) von Typ 1, die
Ubrigen 10% ohne nachgewiesene EBV-Beteiligung verursacht (Frank et al.,
1995).

Im Erwachsenenalter betrdgt die Durchseuchungsrate des Epstein-Barr Virus
weltweit Gber 95% (de Thé et al., 1975), wobei das Alter bei der Primarinfektion
des EB-Virus abhangig vom soziodkonomischen Status ist. So tritt in Entwicklungs-
landern mit geringerem Hygiene- und Lebensstandard die EBV-Priméarinfektion
mehrheitlich in den ersten drei Lebensjahren auf und verlauft meist asymptoma-
tisch oder als unspezifischer Infekt der oberen Atemwege. In den westlichen In-
dustriegesellschaften hingegen verlagert sich die Priméarinfektion haufig in die Ado-
leszenz mit starkerer Immunantwort des Wirtes, wo es bei etwa 50% der Spatinfi-
zierten zu dem Krankheitsbild der infektiésen Mononukleose kommt (Henle und
Henle, 1970; Munch et al., 1997).

Nachfolgende Abbildung 1 stellt die primare und persistierende EBV-Infektion gra-
fisch dar:
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Abbildung 1. Darstellung der mutmaBlichen in vivo Interaktion zwischen dem Epstein-

a)

b)

Barr Virus und seiner Wirtszelle (modifiziert nach Young und Rickinson,
2004)
Primére Infektion: Nach Eindringen des Virus in das Epithel, anschlieBender
Ausbreitung, Interaktion mit B-Zellen und erster T-Zellantwort kommt es zur Ex-
pression der Latenz 3 in naiven B-Zellen. In den infizierten EBV-positiven B-
Gedachtniszellen wird im Falle der Unterdriickung der viralen Genexpression
von einer Latenz 0 des Virus gesprochen.

Persistierende Infektion: Nach Rekrutierung im Keimzentrum und Interaktion
werden verschiedene Latenzprogramme des Virus aktiviert. In  B-
Gedachtniszellen wird das Virus entweder der T-Zellantwort ausgeliefert oder
es dringt mit den infizierten Plasmazellen in die Mukosa des Oropharynx ein, in
der lytische Replikationen des Virus in Gang gesetzt werden und von der erneut

freie VirAmien ausgehen kénnen.



1.2 EBV-assoziierte Erkrankungen

1.2.1 Infektidse Mononukleose

Die Infektiose Mononukleose (IM) ist das typische Erscheinungsbild einer EBV-
Primarinfektion in der Adoleszenz und im frilhen Erwachsenenalter. Sie manifestiert
sich in der Regel nach einer ca. zwei- bis finfwdchigen Inkubationszeit und ist im
Prodromalstadium charakterisiert durch unspezifische Symptome wie Kopfschmerzen,
Gliederschmerzen, Appetitlosigkeit und hohes re- oder intermittierendes Fieber fir we-
nige Tage bis zwei Wochen. Die IM ist oft gekennzeichnet durch Halslymphknoten-
schwellungen, besonders der Hals,- Kieferwinkel,- sowie der Nackenlymphknoten. In
70 bis 90% der Falle kann es auch initial zu einer fibrindsen Tonsillopharyngitis kom-
men, die meist jedoch in der zweiten Woche rasch abheilt (Miller, 1990). Bei 50-60%
der Patienten findet sich in der zweiten und dritten Woche der Krankheit eine Spleno-
megalie. Seltenere Symptome einer IM sind Hepatitis sowie ein fliichtiges morbillifor-
mes Exanthem. In 2,5-5% der Félle treten als schwerwiegende Komplikationen auf:
Milzruptur, hamolytische und aplastische Anamie, Thrombozytopenie und neurologi-
sche Affektionen, wie u.a. das Guillain-Barré-Syndrom und Meningoenzephalitiden
(Schuster und Kreth 2001).

Bei gehauftem Auftreten der Krankheit bei Kindern und Jugendlichen im Alter zwischen
finf und sechzehn Jahren hatte schon 1889 der deutsche Padiater Dr. Emil Pfeiffer nur
glnstige Verlaufe beobachten kénnen. Die meisten Patienten mit IM haben eine nach-
weisbare Leukozytose mit einem 40-90%igen Anteil mononukledrer Zellen und ca.
10% atypischer Lymphozyten (nach Dr. Emil Pfeiffer benannte sog. ,Pfeiffer Zellen®).
Letztere sind in erster Linie zytotoxische T-Lymphozyten, die sich gegen EBV-infizierte
Zellen richten. Die meisten Symptome der Infektidsen Mononukleose werden auf die
Proliferation und Aktivierung dieser T-Lymphozyten als Antwort auf die EBV-Infektion
zurtickgefiihrt. Des Weiteren fuhrt die Aktivierung von B-Lymphozyten durch EBV zu
einer poliklonalen Ausschuttung heterophiler Antikérper (HA) und in einigen Fallen zu
einem Anstieg von Kalteagglutininen, Kryoglobulinen, antinukledrer Antikérper oder
des Rheumafaktors (Cohen 2000).

In der Regel sind im Friihstadium einer IM Antikérper gegen VCA-IgM-, 1gG- und -IgA
nachweisbar. Wahrend das anti-VCA-IgM in der Regel nach zwei bis vier Monaten
nicht mehr nachweisbar ist, bleibt das VCA-IgG als lebenslanger Indikator einer durch-
gemachten EBV-Infektion bestehen (sog. ,Serumnarbe®).

Neben den akuten Verlaufen der IM spricht man von einer Chronizitat der Krankheit,
wenn die Symtome langer als ein Jahr andauern.

Die chronisch aktive EBV-Infektion ist ein schweres, aber insgesamt seltenes Krank-
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heitsbild, von dem meist Kinder und Jugendliche betroffen sind. Von einer anfanglichen
akuten infektiosen Mononukleose ausgehend, entwickelt sich ein Krankheitsbild mit
einer chronisch oder rezidivierend ausgepragten Mononukleosesymptomatik mit
Lymphadenopathie, Hepatosplenomegalie, immer wiederkehrenden Episoden von
persistierenden oder aufflackernden subfebrilen Temperaturen, Neuromyasthenien
mit Kopfschmerzen, Ubelkeit, Niedergeschlagenheit und dem sog. Chronic fatigue
syndrom (CFS) (Schuster und Kreth, 1992). Haufig kommt es auch zur Panzytope-
nie und Hypergammaglobulindmie.

Wichtig ist, die Diagnose entsprechend abzusichern, da es weitere Erkrankungen
aus dem rheumatischen oder endokrinologischen Formenkreis auszuschlieBen gilt.
Ebenso besteht ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung maligner B- und T-Zell-
Lymphome.

EBV-assoziierte Erkrankungen bei Immundefizienz

1.2.2 Orale Haarleukoplakie

Ein EBV-assoziiertes Krankheitsbild, welches in erster Linie Patienten betrifft, die mit
dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) infiziert sind, ist die orale Haarleukoplakie
(OHL), eine benigne Epithellasion der oralen Mukosa, speziell des lateralen Zungen-
randes. Dort kommt es zu einer Hyperplasie des Plattenepithels, welches durch vor-
stehende weiBliche Auflagerungen imponiert und durch eine EBV-induzierte gestorte
Zelldifferenzierung bedingt ist. EBV-DNA und Antigene des lytischen Zyklus kdnnen
regelhaft in den oberen keratinisierten Epithelzellen innerhalb der Lasion nachgewie-
sen werden (Greenspan et al., 1985, Walling et al., 2004).

Die auch unter AIDS auftretenden Lymphome kann man mindestens in zwei Formen
einteilen; ein Burkitt-Lymphom-ahnliches und ein im Englischen als ,large cellular
lymphoma® benanntes Lymphom, wobei letzteres rasch zum Tode fuhrt. Die Haufigkeit
einer EBV-Assoziation dieser Lymphome wird mit 35-50% angegeben (Young und Ri-
ckinson, 2004), im Falle einer cerebralen Lokalisation sogar mit nahezu 100%.

EBV-assoziierte Neoplasien

Um von einer EBV-assoziierten Neoplasie sprechen zu kénnen, miissen nach Niedobi-
tek et al. (1993) folgende Kriterien erflllt sein:

1) Entweder der Nachweis von viralen Genomen in DNS-Extrakten in Verbindung mit
Zeichen der Monoklonalitat dieser viralen Genome oder 2) eindeutige morphologische
Demonstrationen viraler Genome und/oder deren determinierter Produkte in den Tu-



morzellpopulationen.

1.2.3 Burkitt-Lymphom (BL)

Das hochmaligne, monoklonale B-Zell-Lymphom wurde zuerst von Denis Burkitt be-
schrieben, der diese Tumorart in Aquatorialafrika beobachtete. Die in Zentralafrika und
Neu-Guinea vorkommende endemische Form des Burkitt-Lymphoms (BL) ist in 95%
der Falle mit dem Epstein-Barr Virus assoziiert (Young und Rickinson, 2004). Neben
der endemischen Form des Burkitt-Lymphoms sind heute das sporadische BL und das
AlDS-assoziierte Burkitt-Lymphom bekannt, welche in lediglich 15% mit EBV assoziiert
sind (Young und Rickinson, 2004). Das endemische Burkitt-Lymphom tritt vorwiegend
in der Kindheit auf und befallt meist extranodale Areale wie den Ober- bzw. Unterkie-
ferknochen, die Orbita oder das ZNS. Es zeichnet sich durch ein schnelles progressi-
ves Wachstum aus und kann in kurzer Zeit zu massiven Gesichtsentstellungen und
Orbitaaffektionen fihren.

Die sporadische und die AIDS-assoziierte Form des Burkitt-Lymphoms prasentieren
sich zumeist als Abdominaltumoren und unterscheiden sich dariiber hinaus vor allem
hinsichtlich der Frequenz ihrer EBV-Assoziation (Young und Rickinson, 2004).

Welche pathogenetische Rolle EBV jedoch in der Tumorentstehung spielt, ist letztlich
nicht vollstandig geklart (Young und Rickinson, 2004). Es wird jedoch von einer Mehr-
schritt-Theorie ausgegangen, wobei allen Formen des Burkitt-Lymphoms der letzte
Schritt in der Tumorentstehung gemeinsam ist, nAmlich die reziproke Translokation des
distalen Anteils von Chromosom 8 nahe der c-myc-Region auf das Chromosom 14,

seltener auch auf die Chromosomen 2 oder 22.

1.2.4 Morbus Hodgkin

Das Hodgkin-Lymphom tritt geh&uft in der westlichen Welt auf, in der es an malignen
Lymphomen den grdBten Anteil hat. Die Altersverteilung der an Morbus Hodgkin er-
krankten Personen verlauft zweigipflig mit einem ersten Gipfel der Inzidenz zwischen
25 und 30 Jahren und einem zweiten Uber das 45. Lebensjahr hinaus. Histologisches
Kriterium fir die Diagnose M. Hodgkin ist eine zerstérte Lymphknotenarchitektur und
das Auftreten von mononukledren Hodgkin- bzw. mehrkernigen Sternberg-Reed-
Zellen, welche die eigentlich malignen Zellen darstellen, jedoch nur einen geringen Teil
der Tumormasse ausmachen. Diese wird zu uUber 98% von infiltrierenden nicht-
malignen, hauptsachlich CD4+ T-Lymphozyten bestimmt (Rickinson und Kieff, 1996).
Histologisch werden vier verschiedene Subtypen des Morbus Hodgkin unterschieden:
die nodulér sklerosierende, die lymphozytenreiche und die lymphozytenarme Form
sowie die Form der gemischten Zellularitat. Es konnte aufgezeigt werden, dass Patien-
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ten mit durchgemachter Infektiéser Mononukleose ein drei- bis vierfach erhéhtes Risiko
aufweisen, ein Hodgkin-Lymphom zu entwickeln (Munoz et al., 1978, Hjalgrim et al.,
20083).

Untermauert wurde die Assoziation von EBV mit dem M. Hodgkin durch die Entde-
ckung monoklonaler EBV-DNA in Hodgkin- und Sternberg-Reed-Zellen (Weiss et al.,
1987).

Insgesamt sind etwa 40-60% der Hodgkin-Lymphome mit EBV assoziiert, wobei der
Mischtyp in etwa 60-70% der Falle EBV-Marker aufweist, der noduldr sklerosierende
Typ in etwa 40% und der lymphozytenreiche Subtyp nur sehr selten (Weiss et al.,
1987; Weiss et al., 1998; Kanegane et al., 2002).

1.2.5 Nasopharynxkarzinom (NPC)

Das Nasopharynxkarzinom (NPC) lasst sich in drei verschiedene Typen einteilen und
tritt gehauft in Slidostasien, insbesondere Stidchina, in Nordafrika und unter den Eski-
mos in Alaska auf. Das NPC nimmt seinen Ausgang von den epithelialen Zellen des
Nasen-Rachenraumes, ist in seiner wenig differenzierten bis anaplastischen Form das
am haufigsten auftretende NPC und in nahezu 100% mit EBV assoziiert (Cohen,
2000).

Das NPC wachst polypoid oder exophytisch, manchmal ulzerierend bzw. diffus infiltrie-
rend und metastasiert relativ friih in die oberen zervikalen Lymphknoten. Obwohl die
Inzidenz des NPC groBe geografische Unterschiede aufweist, konnten keine Zusam-
menhéange zwischen der EBV-Assoziation und der geografischen Verteilung gefunden
werden, wie es beim Burkitt-Lymphom der Fall ist, bei welchem die EBV-Assoziation
auf die Regionen beschrankt ist, in denen es endemisch vorkommt.

Patienten mit Nasopharynxkarzinom zeigen erhéhte EBV-IgG-Antikdrper gegen virale
Strukturantigene, wie dem VCA oder EA, auBerdem finden sich bei diesen Patienten
Antikérper gegen VCA und EA der IgA-Klasse, die nach erfolgreicher Behandlung des
Karzinoms wieder deutlich abfallen. Aus diesem Grunde wird die Messung EBV-
spezifischer IgA-Antikdrper als Screening zur NPC-Friherkennung und therapeutischer
Verlaufsbeobachtung in Endemgebieten angewendet (Twu et al., 2007).

1.2.6 Lymphoproliferative Erkrankung nach Transplantation (PTLD)

Unter dem Begriff lymphoproliferative Erkrankung nach Transplantation (posttransplant
lymphoproliferative disease, PTLD) wird eine Familie mehrheitlich EBV-induzierter
lymphoider Tumore subsumiert, die von einer benignen B-Zell-Hyperplasie bis zu ei-
nem malignem Lymphom reicht und die durch iatrogene Immunsuppression nach Or-
gantransplantation hervorgerufen wird.
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Klinisch manifestiert sich die PTLD als IM-&hnliche Erkrankung, als fieberhafte Erkran-
kung mit Leukopenie, als lokalisiertes Lymphom, welches vor allem den Gastrointesti-
naltrakt, das ZNS oder das transplantierte Organ betrifft, oder als fulminante, dissemi-
nierte Erkrankung. Ebenso vermag eine PTLD eine TransplantatabstoBung vorzutau-
schen, was zu einer Intensivierung der Immunsuppression fiihrt, wahrend das Gegen-
teil vonndéten ware (Nalesnik, 2002).

Insgesamt ist die Diagnose einer PTLD schwierig, sie stiitzt sich auf das klinische Bild
und wird durch die histopathologische Begutachtung von Gewebebiopsien gesichert,
wobei suspekte Lymphknoten in toto exstirpiert werden. Auch hat die EBV-Serologie
bei der Diagnosefindung nur geringe Bedeutung, da die Antikérperbildung bei der Im-
munsuppression der Patienten alteriert und verzégert ist.

Mehrere Studien zeigten mit Hilfe konventioneller, semiquantitativer PCR-Verfahren
einen Anstieg von EBV-DNA im peripheren Blut bei Beginn einer PTLD als diagnos-
tisch wertvollen Hinweis fiir die Diagnose einer PTLD (Baldanti et al., 2000, Gaeta et
al., 2006).

Neben der genannten Auswahl von EBV-assoziierten Infektionsmanifestationsformen
und malignen Erkrankungen werden auch Assoziationen des EBV mit Autoimmuner-
krankungen diskutiert, wie z.B. mit der rheumatoiden Arthritis (Sawada und Takei,
2005), dem systemischen Lupus Erythematodes (Gross et al., 2005), der Autoimmun-
hepatitis (Vento et al., 1995) oder der multiplen Sklerose (Ascherio et al., 2001), auf
deren Assoziation mit EBV im Folgenden eingegangen werden soll.

1.3 Epidemiologie, Krankheitsbild und Differentialdiagnos-
en der Multiplen Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) die auch als Polysklerose, Enzephalomyelitis dissemi-
nata oder Sclerosis multiplex bezeichnet wird, gehért zu den Entmarkungsen-
zephalomyelitiden und ist zumindest in unseren Breiten eine der haufigsten und
zugleich schwersten organischen Erkrankungen des zentralen Nervensystems,
welche vorwiegend die weiBe Substanz von Gehirn und Rickenmark betrifft
(Schmidt, 1992; Steinbrecher et al., 1995). Die Zahl der Neuerkrankungen flr
Deutschland betragt 4-8/100.000 (Kesselring, 2005).

Die Pravalenz der MS-Erkrankung variiert signifikant in verschiedenen geografi-
schen Regionen der Welt von 0,8-10/100.000 Personen in Japan (Houzen et al.,
2003) bis hin zu 248/100.000 Personen im Westen Kanadas (Pugliatti et al., 2002;
Banwell, 2004). In Deutschland liegt die Pravalenz zwischen 50 und 100/100.000
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(Steinbrecher et al., 1995), es kann somit in Deutschland von einer hohen Prava-
lenz gesprochen werden, da sie Uber 30/100.000 liegt. Von einer mittleren Préava-
lenz wirde man ausgehen bei 10-30 Féllen/100.000 Einwohner, unter 5/100.000
gilt nach Kurtzke et al. (2000) ein Gebiet als Gebiet mit geringem Risiko.
Epidemiologisch kann ein deutliches Nord-Sid-Gefalle mit hohem Erkrankungrisiko
im Norden Europas (sog. “Nord-Aquator-Gefalle®), in Nordamerika oberhalb des
37. Breitengrades, Kanada, im sidlichen Australien und in Neuseeland beschrie-
ben werden. Als ,medium risk regions“ gelten die Gebiete Silideuropas, die stidli-
chen Vereinigten Staaten und Nordaustralien, zu den sog. ,low risk areas” gehdéren
Asien, Teile Siidamerikas und Afrikas, vor allem um den Aquator (Sadovnick und
Ebers, 1993; Heckl, 1994; Banwell, 2004). Zu berilcksichtigen ist aber, dass die
Einteilung der Risikogebiete auch innerhalb der geografischen Regionen sehr
schwanken mag (Bauer et al., 1987), was anhand epidemiologischer Daten von
dicht beieinander liegenden Gebieten, wie Sizilien und Malta, verdeutlicht werden
konnte (Vassallo et al., 1979; Dean et al., 1979).

Anhand von Migrationsstudien konnte aufgezeigt werden, dass Immigranten, die
wahrend ihrer Kindheit in Gebiete mit hohem Risiko immigrierten, das MS-Risiko
der neuen Heimat annahmen und nicht das ihres Herkunftslandes beibehielten.
Ebenso verhielt es sich in umgekehrter Situation: d.h. dass Einwanderer aus risi-
koarmen Zonen einen anhaltenden Schutz gegeniiber der Erkrankung in Risikoge-
bieten besaBen, vorausgesetzt sie immigrierten nach der Pubertat (Schmidt, 1992;
Sadovnick und Ebers, 1993; Casetta und Granieri, 2000).

Diese epidemiologischen Daten mégen verdeutlichen, dass mégliche Expositionen
gegenlber pathogenen Umweltfaktoren in einer immunologisch vulnerablen Phase
des Lebens, also in friher Kindheit vor Beginn der Pubertat, flir eine spatere Mani-
festation der MS-Erkrankung entscheidend sein kénnten.

Die MS-Erkrankung manifestiert sich zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr mit
einem Uberwiegen des weiblichen Geschlechts. (Greenfield und Norman, 1971;
Bray et al., 1983; Duquette et al., 1987). Banwell (2004) gibt nach dem “Canadian
Collaborative Project on Genetic Susceptibility to MS* ein Verhéltnis fir w:m von
2,54:1 an, Renoux et al. (2007) sprechen von 2,8:1,8. Mannliche Personen schei-
nen auch in der Regel ein bis zwei Jahre spater zu erkranken, haben aber eine
erhdhte Tendenz fUr einen progressiveren Verlauf der Erkrankung (Ebers, 1986;
Weinshenker und Ebers, 1987; Heckl, 1994). Frauen hingegen haben bei friihem
Krankheitsbeginn und guter Rickbildungstendenz der Schiibe eine sehr glnstige

Prognose.
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Es ist seit den Erstbeschreibungen der Krankheit bekannt, dass die Multiple Skle-
rose im Erwachsenenalter primar schubférmig remittierend (sog. Relapsing-
remitting-MS; RR-MS) auftritt, Banwell (2004) spricht von 90% der erwachsenen
Erkrankten, die den Verlauf einer RR-MS durchmachen. Spéater kann die Erkran-
kung einen sekundar chronisch-progredienten Verlauf annehmen. Die Intervalle
zwischen den einzelnen Krankheitsschilben kénnen stark variieren. Der klinischen
Erstmanifestation mit meist guter Rickbildungstendenz folgt bei 25-50% der Pati-
enten innerhalb eines Jahres ein erneuter Schub, bei 60-70% innerhalb von drei
Jahren (Steinbrecher et al., 1995).

Ursache der Krankheitsschiibe sind die in herdférmiger Verteilung sich auflésen-
den Markscheiden, wobei die daraus folgenden Funktionsstérungen der Axone zu
einer veranderten Nervenleitgeschwindigkeit fihren.

J.M. Charcot beschrieb erstmals (1868) die nach ihm benannte ,Charcot-Trias"
dieses Krankheitsbildes: Nystagmus — skandierendes Sprechen — Intentionstremor,
- wobei die Symptome selten isoliert beobachtet werden und dem vielfaltigen klini-
schen Bild der Multiplen Sklerose nicht ausreichend gerecht werden.

Neben diesen genannten zerebellaren Symptomen verursachen die disseminierten
Entmarkungsherde v.a. auch zentrale Paresen, Sensibilitdtsstérungen, die sich
haufig mit fir einige Tage andauernden Pardsthesien, Hypo- oder Hyperéasthesien
auBern, und Bewegungsstérungen, die vor allem durch Schwache einzelner Mus-
kelgruppen charakterisiert sind und aus den Lasionen der Pyramidenbahn und des
Kleinhirns resultieren. Gerade in der Frihphase der Erkrankung kommt es zu Opti-
kuslasionen, bedingt durch eine Neuritis nervi optici (Retrobulbdrneuritis), die far
die Friihdiagnostik eine wichtige Rolle spielt. Auch Ataxie, Dysarthrie, Sexualsté-
rungen, Sphinkterinsuffizienz oder Harninkontinenz gehéren zum klinischen Spekit-
rum, also vielféltige, auch psychopathologische Symptome. SchlieBlich, und nicht
zu unterschatzen, pragen auch psychosomatische Aspekte das klinische Bild der
Multiplen Sklerose (Heckl, 1994; Steinbrecher et al., 1995; Kesselring, 2005).

Die Diagnose Multiple Sklerose wird klinisch gestellt und erfordert 1.) Befunde, die
sich mindestens zwei 6Ortlich voneinander getrennten Lasionen des ZNS zuordnen
lassen, sowie 2.) den Nachweis mindestens zwei zeitlich voneinander abgesetzter
Schibe (RR-MS), oder einen mindestens ein Jahr anhaltenden schleichend pro-
gredienten Verlauf (CP-MS). Sind diese Kriterien erflllt, so kann insbesondere bei
jingeren Menschen von einer Multiplen Sklerose ausgegangen werden (Steinbre-
cher et al., 1995). Nach den diagnostischen Kriterien von Poser et al. l&sst sich die

Diagnose haufig erst im Verlauf stellen (Poser et al., 1983).
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Richtungweisend fir die Diagnostik der Multiplen Sklerose mittels Magnet-
resonanztomographie (MRT) sind die multilokuldren Plaque-Lasionen des ZNS,
welche die eigentlichen Entmarkungsherde darstellen und vorwiegend periventriku-
lar, zerebellar, im Hirnstamm und im Myelon nachzuweisen sind. Des Weiteren hat
groBe diagnostische Bedeutung ein typischer Liquorbefund mit Erhéhung der Zell-
zahl, wobei es sich in ca. 90% um Lymphozyten (vorwiegend T-Lymphozyten)
handelt. Hinzu kommt eine Immunglobulinvermehrung bei vorwiegendem Anstieg
der intrathekalen IgG-Produktion (Miller, 1998), einschlieBlich nachweisbarer oli-
goklonaler Banden in der isoelektrischen Fokussierung. Diese oligoklonalen Ban-
den (Subfraktionen der y-Globuline) sind nicht spezifisch fur die Multiple Sklerose,
sondern finden sich auch bei chronischen Infektionen des ZNS. Sie werden jedoch
im Frihstadium der MS als prognostisch unglinstig gewertet. Auch nach Abklingen
eines MS-Schubes bleiben die oligoklonalen Banden im Liquor noch nachweisbar
(Kesselring, 2005). Die Présenz der oligoklonalen Banden im Liquor und zusétzlich
ein mono- oder multifokaler klinischer MRT-Befund gestatten es, nach den Poser-
Diagnose-Kriterien eine ,laborunterstltzte sichere MS“ zu diagnostizieren (Poser
et al., 1983). Nach den McDonald-Kriterien gilt ein positiver Liquorbefund mit zu-
séatzlich positivem MRT und dem Nachweis eines klinischen Schubes als sichere
Diagnose (McDonald et al., 2001).

Vorrangigen Stellenwert gerade im Initialstadium der Multiplen Sklerose hat das
MRT-Verfahren, das zugleich die sensitivste Zusatzuntersuchung flrr die Diagnos-
tik ist. Bedeutsam ist, dass es im Gegensatz zu unspezifischen EEG-
Veranderungen, die sich meist erst im Verlauf der Multiplen Sklerose einstellen,
vom Erkrankungsbeginn an pathologische Befunde darstellt und sich mittels des
MRT auch frische von é&lteren Plaques unterscheiden lassen kénnen (Kesselring,
2005).

Wahrend der Multiplen Sklerose in der Erwachsenenneurologie eine der in
Deutschland hohen Pravalenz entsprechend hohe Aufmerksamkeit zukommt, so
gilt sie doch als relative Raritdt im Kindesalter (Low und Carter, 1956; van der
Knaap und Valk, 1995). Lange wurde die Erkrankung im Kindes- und Jugendalter
unterschatzt. Heute gewinnt sie jedoch immer mehr an Beachtung, insbesondere
auch durch die Tatsache, dass sich die Erkrankung mit steigender Tendenz schon
im Kindes- und Jugendalter manifestiert (Banwell, 2004).

Erste Verdffentlichungen Ober die Multiple Sklerose im Kindesalter finden sich be-
reits 1896 von Oppenheim. Nobel berichtet 1912 von einem Kind, welches unter
Spastik, Ataxie und Atrophie des N. Optikus litt und im Alter von 2 %2 Jahren ver-
starb. Autoptisch wurde dann die Diagnose einer akuten Multiplen Sklerose gestellt
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(Nobel, 1912). Dieses Kind galt lange als jingster bekannter Patient. Spater be-
richteten auch Hauser et al. (1982) von einem zweijédhrigen Kind bei Diagnosestel-
lung der MS.

Erste umfangreichere Beschreibungen von kindlichen MS-Erkrankungsfallen
stammen aus den Jahren 1949 von Miller und 1956 von Low und Carter. Letztere
beschrieben sieben Falle von kindlicher MS.

1985 bezifferten Matthews und wenig spater Wakei et al. (1994) die Haufigkeit der
Erstmanifestation der Multiplen Sklerose vor dem zehnten Lebensjahr mit 0,3 Pro-
zent. Tardieu und Mikaeloff sprechen von 2,7-4,4% aller MS-Erkrankungen, die
sich im Kindes- und Jugendalter manifestieren, wobei die Erstmanifestationsrate
unter zehn Jahren bei 0,2-1,6% liegt (Tardieu und Mikaeloff, 2004).

Duquette et al. (1987) sprechen von 5% aller MS-Patienten, die ihren ersten Klini-
schen Krankheitsschub vor dem sechzehnten Lebensjahr erleiden.

Der Frage nach altersgebundenen Besonderheiten im Verlauf der MS-Erkrankung
gingen Duquette et al. (1987) nach, die anhand eines Kollektivs von 125 an Multip-
ler Sklerose erkrankten Kindern mit Krankheitsbeginn unter 16 Jahren von einem
dominierenden benignen Verlauf der Erkrankung berichten konnten.

Zu einem anderen Ergebnis hingegen waren Sheremata et al. (1981) gekommen,
die anhand von zwolf padiatrischen MS-Patienten (Altersmedian 9,5 Jahre) von
auBerst unglnstigen prognostischen Verlaufen berichteten. Ebenso wie Weigel
(1974), die eine Mortalitat von 20% fiir kindliche Verlaufsformen der MS angab, da
es vor allem bei Kindern haufiger zu sehr akuten Verlaufen, verbunden mit Fieber,
Bewusstseinstriibbungen und Krampfanfallen kommt.

Tardieu und Mikaeloff (2004) berichten, dass die groBe Mehrheit der padiatrischen
MS-Féalle die RR-MS Form erleidet und diese mit einer glinstigen Prognose einher-
geht. Weniger als 3% erkranken an der primér progressive Form (CP-MS), wobei
jedoch 23% innerhalb eines Jahres ihren zweiten Schub erleiden. Die Gefahr, spé-
ter eine sekundar progressive Form zu entwickeln, erscheint gering bei der ,early
onset* MS (sog. EOMS mit Krankheitsausbruch vor dem 16. Lebensjahr).
Noseworthy et al. (2000) sprechen von 70% der erwachsenen MS-Erkrankten, die
zwar initial eine RR-MS Form entwickeln und meist auch kdérperliche Behinderun-
gen erleiden, die Krankheit aber selten wahrend des spéateren Verlaufs in die se-
kundar-progressive MS-Form U(bergeht. Simone et al., (2002) berichten von
schlechten prognostischen Aussichten bei einem Krankheitsausbruch nach dem
14. Lebensjahr (sog. late onset MS). Nach Ghezzi et al. (2005) sind eine hohe
Schubrate, kurze Intervalle zwischen erstem und zweitem Schub und hohe kérper-
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liche Behinderung nach dem ersten Jahr der Erkrankung sehr schlechte Prognose-
faktoren.

Weitestgehend Ubereinstimmend wird in der Literatur berichtet, dass auch im Kin-
des- und Jugendalter das weibliche Geschlecht tUberwiegt (Duquette et al., 1987,
Renoux et al., 2007). Es wird von Geschlechterdifferenzen bis zu einer Zahl von
12:0 berichtet (lzquierdo et al., 1986). Banwell berichtet von einem Verhéltnis
1,17:1 (w:m) bei MS-Patienten unter zehn Jahren und in der Gesamtheit (Alter von
2,6 bis 17 Jahren) von 1,32:1. Die geringere Geschlechterdifferenz bei jliingeren
Kindern noch vor der Pubertat mag auch fir die mdgliche Bedeutung eines hormo-
nellen Faktors in der MS-Pathobiologie hinweisend sein (Banwell, 2004).

Als Problem in der Diagnosestellung der Multiplen Sklerose im Kindes- und Ju-
gendalter kann der von mehreren Autoren beobachtete, als untypisch beschriebe-
ne Beginn der MS-Erkrankung genannt werden. So gehéren enzephalopathische
Bilder und Krampfanfélle hdufiger zu den Symptomen einer Multiplen Sklerose im
Kindesalter (Golden und Woody, 1987; Ness et al., 2007). Auch Hanefeld et al.
(1997) und Bauer et al. (1990) weisen darauf hin, dass eine MS im friihen Kindes-
alter oft mit atypischen Zeichen einer meningealen Reizung, eines Hirndédems,
Krampfanfallen oder Bewusstseinstrilbbungen einhergeht und daher auch andere
diagnostische Zuordnungen nahe legen kann, wie beispielsweise die Diagnose
einer diffusen Enzephalomyelitis.

Ghezzi (2005) berichtet vom Auftreten hyperakuter Formen und enzephalopati-
schen Symptomen, des Weiteren schreiben Miller et al. (1990) Uber 8 an MS er-
krankte Kinder, von denen zwei ein akut enzephalopathisches klinisches Bild pra-
sentierten und drei ein dementielles Syndrom entwickelten.

Prinzipiell unterscheidet sich die Multiple Sklerose im Kindesalter klinisch und pa-
thobiologisch nicht von der adulten MS (Hanefeld, 1992; Hanefeld et al., 1997;
Banwell, 2004; Ghezzi, 2005).

Wenngleich die Art der Symptomatik, die Rickbildungstendenz der Symptome und
der Krankheitsverlauf in den einzelnen Krankheitsphasen den gleichen Gesetzma-
Bigkeiten einer adulten MS-Form unterliegen, so ist gerade die Symptomatik der
Manifestation einer MS im Kindesalter sehr verschieden: im Erwachsenenalter gel-
ten Sensibilitatsstérungen und die Retrobulbarneuritis als typische Erstmanifestati-
onen, aber auch motorische Stérungen, zerebellare Syndrome, Miktionsstérungen
und Augenmotilitdtsstérungen wie die internukledre Ophtalmoplegie werden als
h&aufig angefihrt. Die initiale Diagnosestellung der MS im Kindesalter ist neben der
irrefihrenden Erstsymptomatik auch aus dem Grunde erschwert, da die klassi-
schen MS-Kriterien aus der Erwachsenen-Neurologie nicht ohne Weiteres bei der
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padiatrischen MS angewandt werden kdnnen (Tardieu und Mikaeloff, 2004). Lange
Zeit wurden far die MS im Kindesalter keine eigenen Diagnose-Kriterien formuliert,
welche allgemeine Aussagen Uber Symptom-konstellationen im Kindesalter erlau-
ben (Rugieri et al., 2004), was unter anderem mit den zu geringen Fallzahlen zu-
sammenhdngen mag. Nachdem die Schumacher-Kriterien (Schumacher et al.,
1965), die eine Altersbegrenzung beinhalten (Erkrankungsalter > 10 Jahre), von
neuen Definitionen abgelést wurden, gelten heute als deren etabliertesten die Po-
ser-Kriterien (Poser et al., 1983) fir die Diagnose der MS im Kindes- und Jugend-
alter als Grundlage.

Die Berlcksichtigung dieser Kriterien ist insbesondere zur Abgrenzung der MS
gegeniber speziellen, im Kindesalter zu diskutierenden Differentialdiagnosen, wie
den Adrenoleukodystrophien, post- oder parainfektiosen Enzephalitiden oder der
akuten disseminierten Enzephalomyelitis (ADEM) wichtig (Fadil et al., 2007), wobei
sich letztere auch als eine initiale Prasentation einer MS im Erwachsenenalter rep-
rasentieren kann (Schwarz et al., 2001, Wingerchuk, 2006).

Sowohl klinisch als auch kernspintomografisch ist die akute disseminierte En-
zephalomyelitis eines der wichtigsten und héaufigsten der differentialdiagnostisch
gegen eine MS im Kindesalter abzugrenzenden Krankheitsbilder (Hanefeld et al.,
1997, Pohl et al., 2007).

Auch bei der ADEM handelt es sich um eine akute entzlindliche Erkrankung des
zentralen Nervensystems, welche mit der Demyelinisierung der weiBen Substanz
von Gehirn und Rickenmark einhergeht.

Von dieser Erkrankung ist auch eine hamorrhagische Variante, die akute héa-
morrhagische Enzephalomyelitis (AHEM), mit schlechterem klinischen Verlauf be-
kannt (Mader et al., 2004). Ferner wird auch Uber eine multiphasische, dissemi-
nierte Enzephalomyelitis (MDEM) diskutiert, die assoziiert wird mit Infektionen oder
dem Entzug von Steroiden (Tsai und Hung, 1996; Dale et al., 2000; Dale und
Branson, 2005). Auch bei der MDEM kann die Abgrenzung zur Multiplen Sklerose
bei der initialen Diagnostik Schwierigkeiten bereiten.

Vor allem Kinder und Jugendliche erkranken an der ADEM (Tardieu und Mikaeloff,
2004) wenngleich es aber keine strenge Altersbegrenzung bei dieser Erkrankung
gibt. Zumeist wird die ADEM in Verbindung mit viralen Infektionen oder Impfungen
gebracht (Heckl, 1994; Tenembaum et al., 2002; Banwell, 2004), was ebenso wie
die pathologisch-histologische Nahe der Befunde der ADEM zu denen der experi-
mentellen allergischen Enzephalomyelitis (EAE), zu einer Autoimmun-hypothese
beziiglich der Entstehung dieses Krankheitsbildes flihrte. Nur selten wird sie aber
im Anschluss an eine bakterielle Infektion beobachtet.
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Auch die Sonderformen der Multiplen Sklerose, die diffuse Sklerose Schilder, auch
als ,Enzephalomyelitis periaxialis diffusa Schilder” oder ,myelinoklastischer Typ*
der MS bezeichnet, gilt es, als Differentialdiagnose in Betracht zu ziehen. Diese
wurde von Schilder (1912) beschrieben, manifestiert sich vorwiegend zwischen
dem filinften und dem vierzehnten Lebensjahr und prasentiert sich initial oft wie ein
intrakranieller Tumor oder ein Abszess, wodurch die Erstellung einer Diagnose
erschwert wird (Kurul et al., 2003; Garrido et al., 2004). Die Symptomatik der Skle-
rose Schilder beginnt meist mit psychischen Stérungen, begleitet von multilokula-
ren neurologischen Symptomen, wie u.a. Gesichtsfeldausfallen, Retrobulbarneuri-
tis oder Pyramidenstérungen. Zur Diagnose der Schilder-Form einer MS gehért die
differentialdiagnostische Abgrenzung gegen andere, das ZNS betreffende Erkran-
kungen im Kindesalter und somit der Nachweis einer normalen Fettsdurezusam-
mensetzung im Serum, denn eine pathologische Erhdhung, typischerweise der
langkettigen Fettsduren, wére u.a. ein charakteristischer Hinweis fir die Diagnose
~Adrenoleukodystrophie“. Ebenfalls gilt, eine peripher-neurologische Beteiligung
oder Funktionsstérungen der Nebennieren fiir die Diagnose der ,diffusen Sklerose
Schilder” auszuschlieBen, wie sie familienanamnestisch als Manifestation bei Leu-
kodystrophien eruiert werden kénnen (Poser et al., 1986).

Die ,Neuromyelitis Optica“ (NMO), synonym ,Devic’s Disease”, gilt als eine Form
der Multiplen Sklerose, die zwar zu der Hauptvariante der MS im jungen Erwach-
senenalter z&hlt, aber auch bei Kindern auftreten kann (Kuroiwa, 1985, Pohl et al.,
2007). Die Bezeichnung der Erkrankung resultiert aus der typischen Symptom-
konstellation einer Querschnittsmyelitis, kombiniert mit einer oft bilateralen Neuritis
nervi optici (Wingerchuk et al., 1999, Lalive et al., 2007). Es kénnen jedoch auch
andere Regionen von dem Entmarkungsprozess betroffen sein als nur das Myelon
und der Sehnerv (Domingues et al., 2004, Hengstman et al., 2007).

Auch auf die differentialdiagnostische Schwierigkeit, das zufallige Zusammentref-
fen zweier, bei klassischer MS haufiger Symptome — der Retrobulbarneuritis und
der Querschnittsmyelitis — von dem als eigenstandig definierten Bild der ,Neuro-
myelitis optica® abzugrenzen, wurde u.a. von Heckl (1994) und Weinshenker
(2007) hingewiesen. Ferner wird eine sehr schlechte Prognose der Devic’s Disea-
se immer wieder bestatigt (Ghezzi et al., 2004; Banwell, 2004).

Als Auswahl weiterer Differentialdiagnosen der Multiplen Sklerose im Kindesalter
sind noch folgende Entmarkungserkrankungen zu nennen: die viralen und toxi-
schen Leukenzephalopathien, parainfektioése Enzephalitiden, wie sie bei Mumps,
Masern und Rételn vorkommen kdnnen, Leukodystrophien, Neuroborreliose und
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die Enzephalitis im Rahmen eines Immundefektes (insbesondere bei AIDS). Auch
die Neurosarkoidose und Autoimmunerkrankungen wie der Lupus Erythematodes
gehdren zu den Differentialdiagnosen einer Multiplen Sklerose (Winfield et al.,
1983; Hanefeld et al. 1997; Fadil et al., 2007).

Die folgende Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber eine Auswahl von Differentialdi-

agnosen:

1) Post-/parainfektiose Enzephalomyelitis : durch Immunreaktion bedingte
Enzephalomyelitis im Rahmen bzw. in der Folge von Infektionskrankheiten
bzw. Impfungen. Die Abgrenzung zum 1. Schub einer MS ist oft erst durch
die weitere Verlaufsbeobachtung moglich.

2) ADEM/MDEM: in der Regel einphasiger Krankheitsverlauf mit meist charak-
teristischem MRT-Befund

3) Leukodystrophie/Leukenzephalie: hinweisende Stoffwechseldiagnostik

4) Borreliose: AK-Nachweis in Serum und Liquor

5) AIDS-Enzephalitis: HIV-Diagnostik

6) Neuromyelitis optica (DEVIC): Retrobulbarneuritis und Myelitis transversa,
wird auch als Sonderform bzw. besondere Lokalisation einer akuten MS

bezeichnet

Tabelle 1. Auswahl der Differentialdiagnosen zur Multiplen Sklerose

Grundsatzlich handelt es sich bei der Multiplen Sklerose des Kindes und des Er-
wachsenen um die gleiche Erkrankung (Hanefeld et al., 1997; Ghezzi, 2005). Auch
im Kindesalter kommt es bei der Multiplen Sklerose zu einer Demyelinisierung im
ZNS und normal strukturiertes Myelin gesunder Markscheiden wird zerstort. Es
werden jedoch einige charakteristische Unterschiede beobachtet: wahrend die Er-
krankung im Erwachsenenalter hdufig schleichend beginnt, zeigt die kindliche Mul-
tiple Sklerose oft einen Beginn mit akut einsetzenden Beschwerden, die gelegent-
lich sogar zunachst an einen Hirntumor bzw. einen Hirnabszess denken lassen.
Auch scheint eine Beteiligung des Hirnstammes oder des Kleinhirns bei Kindern
haufiger als bei Erwachsenen vorzukommen (Hanefeld et al., 1997).

Fur die Diagnostik werden wie bei den Erwachsenen u.a. das MRT-Verfahren zur
Darstellung moglicher ZNS-Lasionen sowie Liquoruntersuchungen zur Analyse
oligoklonaler Banden eingesetzt (Banwell, 2004), wobei Pohl et al. (2004) oligoklo-
nalen Banden im Liquor fir die frihe Diagnose der early-onset MS (EOMS) die
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gleiche Sensitivitat zusprechen wie bei der Diagnostik der adulten MS-Form.

Die vorangestellte Auswahl einer Vielzahl von Erkrankungen, welche die Multiple
Sklerose im Kindes- und Jugendalter klinisch oder diagnostisch imitieren kénnen,
unterstreicht die Forderung von Van Lieshout et al. (1993), auch im Kindesalter
strenge diagnostische Kriterien bei der Diagnose einer Multiplen Sklerose anzu-
wenden, um nicht gerade im Kindesalter bei oft atypischer Klinik falsche Zuord-
nungen zu treffen, sondern durch rechtzeitige Diagnosestellung einen schweren
Verlauf aufzuhalten.

1.4 Therapeutische Moglichkeiten bei Multipler Sklerose

Die pathogenetischen Konzepte sowie die therapeutischen Méglichkeiten bei der
Multiplen Sklerose befinden sich seit einigen Jahren in grundlegendem Wandel.
Fortschritte in der Biotechnologie, bessere Kenntnis der MS-Pathogenese, bessere
Methoden zur Erfassung des Krankheitsprozesses und Fortschritte in der Methodo-
logie haben zu einer Vielzahl neuer Therapiemdéglichkeiten gefihrt.

Dennoch ist die Multiple Sklerose bis heute nicht heilbar und eine neben-
wirkungsarme und hocheffiziente Therapie immer noch ein nicht erreichtes Ziel.
Umfangreiche, kontrollierte Studien Uber die Behandlung der Multiplen Sklerose
bei Kindern und Jugendlichen sind rar (Pohl et al., 2007, Rostasy, 2007). Die The-
rapie orientiert sich daher auch an den Behandlungsrichtlinien, die aus der Er-
wachsenenmedizin bekannt sind (Hanefeld et al., 1997; Tardieu und Mikaeloff,
2004).

Hierzu soll zunachst ein kurzer Uberblick (iber eine Auswahl gangiger Therapiever-
fahren gegeben werden:

Entzindungshemmung:

Erwiesen wurde durch mehrere kontrollierte Studien, dass eine Behandlung mit
Steroiden (ACTH oder Glukokortikoiden) die Besserung von MS-Schiiben be-
schleunigt (Beer und Kesselring, 1991; Boissy und Fox, 2007). Mdglicherweise
geschieht dies durch eine Kombination von antiinflammatorischer Wirkung, immun-
suppressivem Effekt und antiédematdser Wirkung auf perifokale Hirnédeme. Dis-
kutiert wird dartber hinaus ein direkter physiologischer Effekt dieser Substanz-
gruppe auf das Leitungsverhalten der demyelinisierten Axone (Troiano et al.,
1987).

Ein Angriffspunkt der Kortikoide bei der multiplen Sklerose ist zunachst die gestoér-
te Blut-Hirnschranke, was die Wirkung auf das dadurch bedingte interstitielle O-
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dem erklart.

Ublicherweise gibt man wéhrend eines akuten Schubes Prednison als Stossthera-
pie (sog. pulse therapy) insgesamt fiir vier bis sechs Wochen. Im Normalfall bilden
sich die Symptome unter der Stosstherapie innerhalb der ersten Wochen nach
Therapiebeginn langsam zurlick. Da die Zellzahl im Liquor meist spontan rlcklau-
fig ist, lasst sich ein Effekt dieser Therapie auf die typische Liquor-Pleozytose der
Multiplen Sklerose schwer nachweisen.

Versucht wurde auch, den Verlauf der Multiplen Sklerose durch intrathekale Gaben
von Kortikoiden zu beeinflussen. Ein Vorteil der systemischen Anwendung gegen-
Uber wurde jedoch nicht immer festgestellt (Mazzarello et al., 1983) und der Ein-
satz ist umstritten (Hoffmann et al., 2003). Vor allem hinsichtlich einer Besserung
spinaler Symptome ist die intrathekale Gabe jedoch der systemischen tberlegen.
Wirkliche Langzeiterfolge fiir die MS-Erkrankten waren jedoch weder mit Kortison-
derivaten noch mit ACTH zu erzielen (Kesselring, 2005).

Immunsuppressiva und Immunmodulatoren:

Die immunmodulatorische Behandlung hat in den letzten Jahren durch die positiv-
en Ergebnisse mehrerer groBer, multizentrisch durchgeflhrter Therapiestudien
einen wichtigen Durchbruch erlebt.

Gegenwartig zahlen zu den spezifisch fir die Behandlung der MS mit unterschied-
lichen Indikationen zugelassenen Substanzen u.a. die Interferon B-Praparate, Gla-
tiramerazetat sowie das Zytostatikum Mitoxantron.

Durch Klasse 1 Evidenzstudien konnte die Wirksamkeit dieser Substanzen bei der
MS klinisch durch signifikante Reduktion der Schubfrequenz und paraklinisch
durch eine Reduktion der Lasionslast in der Kernspintomografie eindeutig belegt
werden (Hartung et al., 2002)

Weitere neuere Medikamente wie FTY-720, ein oraler Immunmodulator, der durch
Abwandlung des Pilzproduktes Myriocin gewonnen wird, sowie Xaliproden, auch
ein oraler Immunmodulator, der bereits bei degenerativen Erkrankungen des Ner-
vensystems klinisch eingesetzt wurde, sind jedoch beziiglich der Wirksamkeit bei
der Multiplen Sklerose noch in der Erprobungsphase (klinische Phase 2) (Pin-
schewer et al., 2000; Baumruker et al., 2007).

Auch Uber den Einsatz des Immunsuppressivum Mycophenolatmofetil wurde bei
therapierefrektaren MS-Patienten berichtet (Ahrens et al., 2001).

Ein weiters immunsuppressives Medikament, das momentan in der Behandlung
der MS untersucht wird, ist das Pixantrone (BBR 2778), ein AZA-Anthracenedion,
welches initial als Chemotherapeutikum entwickelt wurde und derzeit an Patienten
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mit relapsing-remitting MS (RR-MS) erprobt wird (Gonsette, 2004).

Auch Cyclophosphamid wird bei schweren progredienten Verlaufen eingesetzt,
ebenso Azathioprin, Cyclosporin A und Methothrexat. Die genannten nicht-
selektiven Immunsuppressiva wirken hauptsachlich durch ihre antiproliferativen
zytostatischen Effekte und reduzieren die Anzahl méglicherweise autoaggressiver
immunkompetenter Zellen.

Die Interferone, insbesondere INF Beta-1b (Betaseron/Betaferon) und INF Beta-1a
(Avonex/Rebif), reduzieren die Anzahl der frischen Lasionen (im MRT erkenntlich)
und der Schubraten in der Langzeitbehandlung. Als vermutlich wichtigste Wirkung
antagonisiert INF Beta-1b viele Funktionen des Interferon-y und senkt u.a. die
Produktion von Entzindungsmediatoren durch Makrophagen. Zusatzlich hemmt
Interferon B die T-Zellproliferation und stellt zu einem gewissen Grad die Suppres-
sor-T-Zellfunktion wieder her. Durch die Hemmung von Metallproteinasen verrin-
gert IFNB vermutlich auch die Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke (Kesselring,
2005).

Des Weiteren vermag Copolymer-1 (Glatiramerazetat, Copaxone), ein in der Regel
gut vertragliches synthetisches Polypeptid (aus vier natlrlich vorkommenden L-
Aminosauren), ebenso die Schubrate und die Zahl frischer Lasionen im MRT er-
kennbar zu verringern (Ruggieri et al., 2007). Auch in der Langzeittherapie konnten
signifikante Therapieerfolge mit der Reduktion von Schubraten, vor allem bei Pati-
enten mit noch kurzer Krankheitsdauer, ermittelt werden. Man geht durch die
nachgewiesene Induktion von Wachstumsfaktoren durch Glatiramerazetat von ei-
ner neuroprotektiven Wirkung dieses Medikamentes aus.

Neben einer Vielzahl weiterer effektiver Praparate, namentlich auch derjenigen, die
dem Einsatz gegen Spastik und Blasenstérungen zur Verfligung stehen, werden
auch BehandlungsmaBnahmen mittels Plasmapharese (die der Entfernung von
Autoantikérpern oder Immunkomplexen dient) oder intravendse Gaben von Immun-
globulinen eingesetzt (Kesselring, 2005, Pohl et al., 2007).

Einen weitaus héheren Stellenwert, als allgemein angenommen wird, verdient die
symptomatische Therapie der Multiplen Sklerose einschlieBlich der Kranken-
gymnastik, den Ergotherapien und weiterer spezieller Bewegungstherapien, denn
jegliche immobilitdtsverhindernde BehandlungsmaBnahmen tragen zur Lebens-
verlangerung der Patienten bei (Poser, 1985). Auch auf die besondere Wichtigkeit
der psychosozialen Betreuung von Betroffenen und deren Familienmitglieder oder
die Teilnahme an Selbsthilfegruppen soll hier hingewiesen werden.

Die Hinweise aus histopathologischen Untersuchungen unterstiitzen jedoch die
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klinisch beobachtete Heterogenitat der Multiplen Sklerose, sodass die Etablierung
einheitlicher Therapien fir alle MS-Patienten folglich schwierig zu realisieren
scheint (Lassmann et al., 2001).

Wie anfangs schon erlautert, orientiert sich die Behandlung der Multiplen Sklerose
im Kindes- und Jugendalter an den Richtlinien der Erwachsenenmedizin.
Neben der Bedeutung der medikamentdsen Therapie weist Hanefeld (1998) auf
den Umfang weiterer Aspekte, die mit der Verkiindung der Diagnose “MS* speziell
im Kindes- und Jugendalter einhergehen sollten, wie z.B. ein grundlegendes Ver-
standnis flr die Krankheit, deren Symptome und Komplikationen zu vermitteln,
Hilfestellung anzubieten, um mit den durch die Krankheit entstehenden Lebensein-
schrankungen zu Recht zu kommen, Schule und weitere Ausbildung individuell
maoglich zu machen und bisherige Sozialstrukturen und soziale Einbindungen den
Umstanden entsprechend aufrecht zu erhalten.
So lasst sich nach Banwell (2004) die Behandlung der péadiatrischen Multiplen
Sklerose einteilen in:

1) die Behandlung akuter Schiibe

2) gezielte immunmodulatorische Therapie (sog. Disease-modifying-therapy,

DMT)
3) Management der gesamten Symptomproblematik und Verhinderung zu-
nehmender Beeintrachtigungen und Behinderungen

Fir die Behandlung akuter Schiilbe im Kindes -und Jugendalter wird wie bei Er-
wachsenen die intravendse Gabe von Kortikosteroiden vorgeschlagen, wobei zu-
nachst mit einer Dosis von 20-30 mg/kg/d fir 3-5 Tage begonnen wird (Banwell,
2004; Tardieu und Mikaeloff, 2004, Pohl et al., 2007).
Fir eine Langzeittherapie mit Kortikosteroiden bei Kindern- und Jugendlichen gilt
es besonders, eine niedrige Dosis einzuhalten da vor allem Wachstums-
retardierung eine groBe Gefahr ist; seltenere Nebenwirkungen wie Bluthochdruck,
Hyperglykédmie, Hypernatridamie sowie Hypokalidmie sind aber genauso zu beach-
ten (Pohl et al., 2007).
Immunmodulatorische Therapien mit Interferonen und Glatiramerazetat bewiesen
auch in der péadiatrischen MS einen Erfolg; so wird empfohlen, frihzeitig mit der
medikamentdsen Therapie zu beginnen, um einen weiteren Krankheitsverlauf még-
lichst aufzuhalten und die Langzeitprognose optimal zu verbessern (Rostasy,
2007, Pohl et al., 2007). So konnten vor allem bei dem Einsatz von Interferonen
bei der RRMS eine Besserung der Schubfrequenz von 29-34% (Galetta et al.,
2002, Banwell, 2004) und fir das Interferon beta-1a eine Reduktion der inflamma-
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torischen Aktivitat der ZNS-Lasionen festgestellt werden (PRISMS, 2000).

Zwar konnten Pohl et al. (2005) anhand einer retrospektiven Kohorten-Studie an
51 péadiatrischen Patienten mit early onset MS (EOMS) unter der Therapie von
IFN-Beta-1a deutliche Reduktionen der Schilbe wahrend der Therapie im Ver-
gleich zum Therapiebeginn (durchschnittliche Therapiedauer 17 Monate) fest-
stellen und zugleich auch eine gute Toleranz der Kinder auf die subkutan zu verab-
reichenden Medikamentengaben, hier steht aber noch die klinische Phase Ill an,
um Uber die Effizienz des Medikamentes im Kindesalter noch genauere Aussagen
machen zu kénnen (Pohl et al., 2005).

Auch von dem Einsatz von Cyclophosphamid bei der MS im Kindes- und Jugend-
alter wird berichtet, insbesondere bei Kindern mit mehr als drei Krankheitsschiben
im Jahr und einem Nichtansprechen auf immunmodulatorische Therapien (Khan et
al., 2001; Weiner und Cohen, 2002, Pohl et al., 2007). Hier gilt jedoch ein sehr
vorsichtiger Einsatz des immunsuppressiven Medikamentes mit dem Potenzial zu
Malignom-Entstehung und dem Risiko zur Unfruchtbarkeit (Banwell, 2004).

Nach Hanefeld et al. (1997) hat sich ebenfalls die immunsuppressive Behandlung
mit dem Purinderivat Azathioprin bewahrt. Gerade in der Langzeitbehandlung zur
Reduzierung der Schwere und Anzahl der Schibe bei fortgeschrittener MS-
Erkrankung konnte es Erfolge zeigen. Auch hier gilt eine strenge Indikation bei
Kindern, insbesondere bei Madchen, aufgrund madglicher teratogener Nebenwir-
kungen.

Neben der genannten medikamentdsen Therapieauswahl spielen gerade bei Kin-
dern- und Jugendlichen die symptomatischen Therapien eine ganz wesentliche
Rolle wahrend des gesamten Krankheitsverlaufes, denn die haufigen Begleiter-
scheinungen der early onset Multiplen Sklerose, wie Midigkeit, Schwachegefiihle,
Konzentrationsschwierigkeiten und vor allem kognitive Defizite, aber auch emotio-
nal bedingte Stimmungsschwankungen bedirfen einer groBen Aufmerksamkeit
(Banwell, 2004).

So sollte im Hinblick auf die umfangreiche Diagnose ,MS" im Kindesalter den sym-
ptomatischen Therapien und anderen individuellen Behandlungen inklusiv psycho-
therapeutischer MaBnahmen neben dem medikamentésen Einsatz eine herausra-
gende Rolle beigemessen werden.
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1.5 Atiologie der Multiple Sklerose und Assoziation mit dem
Epstein-Barr Virus

Der Frage nach einem mdglichen Zusammenhang zwischen dem Epstein-Barr Vi-
rus und der Erkrankung an Multipler Sklerose sind in den vergangenen Jahren eini-
ge Autoren nachgegangen (Sumaya et al., 1985; Bray et al., 1992; Munch et al.,
1997; Wandinger et al., 2000; Wagner et al., 2000; Ascherio und Munch, 2000;
Levin et al., 2003; Haahr et al., 2004; Sundstrom et al., 2004; Levin et al., 2005;
Ascherio und Munger, 2007). Durch signifikant erhéhte EBV-spezifische Seromar-
ker bei MS-erkrankten Erwachsenen gegenitber Patienten mit anderen Erkrankun-
gen des Nervensystems und den gesunden Kontrollen konnte ein solcher Zusam-
menhang deutlich bestatigt werden.

Fir gleiche Untersuchungen an padiatrischen MS-Patienten sind vergleichsweise
kaum Studien veréffentlicht (Alotaibi et al., 2004, Pohl et al., 20086).

Atiologisch betrachtet, ist die MS trotz zahlloser Untersuchungen und Diskussio-
nen immer noch weitgehend ungeklart (Munch et al., 1997; Wandinger et al., 2000;
Alotaibi et al., 2004). Etliche epidemiologische Studien weisen jedoch darauf hin,
dass ein komplexes Zwischenspiel zwischen Umwelttriggerfaktoren (wie Infek-
tionen), genetischen Faktoren und Dysfunktionen in der Immunregulation nach ge-
genwartigem Verstandnis zu einer Manifestation der Multiplen Sklerose beitragen
(Munch et al., 1997; Ascherio et al., 2001; Wiendl et al., 2004). So werden heute
vor allem die Virustheorie und die Annahme eines neuroallergischen Reaktionsme-
chanismus ernsthaft diskutiert. Wichtig scheint hierbei die Exposition mdglicher
Umweltfaktoren in einer immunologisch vulnerablen Phase wéhrend der Kindheit
(d.h. vor dem flinfzehnten Lebensjahr) zu sein, welche fir eine spéatere Mani-
festation der Multiplen Sklerose entscheidend sein kdnnten (Sadovnick und Ebers,
1993; Noseworthy et al., 2000; Banwell, 2004; Alotaibi et al., 2004). Die Annahme

einer Virustheorie beruht dabei auf folgenden Erkenntnissen:

- Epidemiologische Erhebungen weisen darauf hin, dass die Exposition be-
stimmter infektiéser Agenzien im Kindes- oder Jugendalter pradisponierend
fir die Multiple Sklerose wirken (Sadovnick und Ebers, 1993; Haahr et al.,
2004).

- Virologische Untersuchungen bei Tier und Mensch haben gezeigt, dass Vi-
ren in der Lage sind, Uber komplexe pathogenetische Mechanismen, wie
Kreuzreaktionen, nach langen Inkubationszeiten chronisch-entziindliche

Entmarkungsprozesse des ZNS hervorzurufen und autoimmune Geschehen
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zu triggern (Ufret-Vincenty et al., 1998; Gold et al., 2000).

- Immunologische Analysen bei MS-Patienten haben verédnderte Immunreak-
tionen in Serum- und Liquorproben auch gegen virale Antigene erkennen
lassen (Schmidt, 1992; Kesselring, 2005).

Neben Umwelteinflissen infektidéser Genese werden insbesondere auch immuno-
genetische Préadispositionsfaktoren, wie bestimmte humane Leukozyten-Antigen
Typen (HLA), mit einem gesteigerten MS-Erkrankungsrisiko assoziiert, wobei in
bestimmten Populationen in Nord- und Mitteleuropa sowie in Nordamerika die
Haplotypen DRB1*1501, DQB1*0602 und DQA1*0102 in den MS-Erkrankten (ber-
reprasentiert sind (Hauser et al., 1989; Ligers et al., 2001; Banwell, 2004). So
kommt es nach einer Studie mit Glber 900 MS-Patienten besonders bei Tragern von
HLA-Typ DR15 zu einem friiheren Ausbruch der Erkrankung als bei MS-Patienten,
die dieses Allel nicht tragen (Masterman et al., 2000.

Auch ein zwanzigfach erhéhtes Erkrankungsrisiko von Familienmitgliedern MS-
Erkrankter und die 25-30%ige Konkordanzrate bei eineiigen Zwillingen zeigt eine
genetische Pradisposition (Sadovnick und Ebers, 1993; Steinbrecher et al., 1995).

Hanefeld et al. (1997) messen einer mdéglichen Veranderung der mitochondrialen
DNA (mtDNA) eine genetische Bedeutung zu, von den untersuchten padiatrischen
MS-Patienten wiesen 29% diese entsprechende Veranderung der mtDNA auf.

Gegenwartige Konzepte basieren darauf, dass die Autoimmunerkrankung im ZNS
durch autoreaktive T-Zellen im Rahmen einer Autoimmunantwort gegen Bestand-
teile der Myelinscheiden verursacht wird, die eine Demyelinisierung, Inflammation
und Axondegeneration zur Folge hat (Martin et al., 1992; Compston und Coles,
2002). Eine Voraussetzung fiir die Einwanderung autoreaktiver T-Zellen in das
Zielorgan ist ihre vorhergehende Aktivierung im peripheren Lymphsystem, bei-
spielsweise im Lymphknoten. Die genaue Ursache dieser Aktivierung ist nicht be-

kannt, méglich erscheinen das sog. ,molekulare Mimikry*'

oder die Aktivierung
durch prasentierte Selbstantigene (Benoist und Mathis, 2001; Olson et al., 2005,

Libbey et al., 2007).

Im Rahmen einer ersten demyelinisierenden Episode, hervorgerufen durch eine

Kreuzreaktion, werden Myelinantigene in die Peripherie freigesetzt, die dann im

' Hierbei handelt es sich um ein Phanomen, bei dem aufgrund von Sequenzhomologien zwi-
schen einem Fremdantigen und einem Autoantigen durch Kreuzaktivierung eine Immunantwort

gegen kérpereigene Bestandteile initiiert wird.
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lymphatischen System B- und T-Zellantworten nach sich ziehen. Die Aktivierung
der Lymphozyten, die mit einer komplexen Kaskade von Adhasionsmolekil- und
Chemokinrezeptor-Expressionen einhergeht, ermdéglicht dann die Transmigration
Uber die Blut-Hirn-Schranke ins Parenchym. Dieser Prozess 16st im ZNS eine loka-
le Reaktivierung von CD4- und auch vermutlich von zytotoxischen CD8 T-Zellen
aus (Babbe et al., 2000). Des Weiteren kommt es zur Freisetzung proinflammatori-
scher Zytokine, wie beispielsweise dem Tumornekrosefaktor (TNF)-a oder
Lymphotoxin (LT), und zur Freisetzung von Stickoxid (NO), die dann im Verlauf
moglicherweise die Demyelinisierung der Myelinscheiden und eine axonale Sché-
digung vorantreiben (Lassmann et al., 2001, Lassmann et al., 2007). Unklar ist
weiterhin, ob der Axonschaden die Folge aktiver Zerstérung durch Makro-phagen
oder CD8 T-Zellen ist oder ob eine sekundare Schadigung der Demyelinisierung
und die damit verbundene erhdhte Vulnerabilitdt der Axone gegentber toxischen
Mediatoren die Ursache ist (Bjartmar und Trapp, 2003, Agrawal und Yong, 2007).

Die lokale inflammatorische Reaktion, in die auch B-Lymphozyten und Makro-
phagen eingebunden sind, wird durch Chemokin-vermittelte Rekrutierung weiterer
Immunzellen Uber die Blut-Hinschranke in das ZNS aufrechterhalten. Sowohl bei
der Aktivierung autoreaktiver T-Zellen in der Peripherie, aber auch bei deren
Restimulation im ZNS kdnnten bei diesem autoimunopathogenetischen Modell Vi-
ren eine bedeutende Rolle spielen.

Auf die Virustheorie zuriickkommend, lasst sich sagen, dass schon friih empirisch
belegt wurde, dass das Epstein-Barr Virus die Kriterien zu der Hypothese einer
Assoziation von EBV und Multipler Sklerose erfiillt oder dass EBV zumindest einen
maoglichen Kandidaten fiir ein infektioses Agens darstellt (Warner und Carp, 1988;
Martyn et al., 1993; Haahr und Héllsberg, 2006, Ascherio und Munger, 2007).

So wiesen Studien an MS-Patienten aus verschiedensten geografischen Regionen
eine EBV-Seropositivitat von 99-100% auf, was einen signifikanten Unterschied zu
den gesunden, alters- und geschlechtsabgestimmten Kontrollgruppen darstellte,
bei denen die EBV-Seropositivitat lediglich bei 84-95% lag (Bray et al., 1983; Su-
maya et al., 1985; Munch et al., 1997). Weitere sozio-epidemiologische Studien
konnten aufzeigen, dass in den Entwicklungslandern eine 80-95%ige Seropositivi-
tat von EBV bereits im Alter zwischen zwei und drei Jahren besteht, wobei in west-
lichen Landern die Seropositivitat im Alter von vier Jahren nur bei 51% liegt und
erst im Alter von durchschnittlich neunzehn Jahren der GroBteil der Bevdlkerung
eine 80-95%ige EBV-Seropositivitat erreicht (de Thé et al., 1975, Ghezzi et al.,
1997; Casetta und Granieri, 2000).
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Interessant ist, dass diejenigen Regionen (vornehmlich Entwicklungslander), in
denen eine frihe EBV-Infektion vorherrscht, eine niedrige MS-Prevalenz-Rate
aufweisen, wohingegen in den entwickelten westlichen Industriestaaten mit héhe-
rem Lebensstandard und allgemein spaterer EBV-Infektion ein héheres MS-Risiko
besteht (Evans und Niedermann, 1989; Haahr et al., 2004). Durch diesen Zusam-
menhang wurde die Annahme postuliert, dass die Pathogenese der MS eine al-
tersabhangige Auseinandersetzung des Immunsystems mit EBV beinhaltet. Auch
die Migrationsstudien mégen hinweisend fir eine virale Triggerung wahrend der
Kindheit in die MS-Atiologie sein: sie konnten aufzeigen, dass das MS-Risiko der
neuen Heimat der Zugewanderten nur dann ,adaptiert” wurde, wenn die Immigran-
ten noch vor der Pubertat eingewandert waren und somit mdglicherweise noch
keine EBV-Infektionen durchgemacht hatten (Sadovnick und Ebers, 1993).

Vor allem durch serologische Untersuchungen an MS-Patienten wurden mittels
indirekter Immunfluoreszenz erhéhte Antikérper gegen Epstein-Barr nuclear anti-
genl (EBNA1) und gegen viral capsid antigen (VCA) gefunden (Bray et; al., 1983;
Munch et al., 1997; Levin et al., 2005).

Fir Ascherio et al. (2001) sind die erhdhten EBV-Antikdrper deutliche Bestatigun-
gen fir die Assoziation zwischen dem EB-Virus und einem erhdhten Risiko der
MS-Erkrankung, wobei jedoch Hunter und Hafler (2000) darauf hinweisen, dass
diese Ergebnisse lediglich die immune Dysregulation der Multiplen Sklerose wider-
spiegeln kénnen.

Des Weiteren finden sich in der Literatur Hinweise darauf, dass Patienten, die als
EBV-Primarinfektion eine infektiése Mononukleose durchmachten, auch ein erhéh-
tes Risiko fiir die Entstehung einer Multiplen Sklerose haben, das mit einer La-
tenzzeit von etwa zwodlf Jahren und einem Risikoverhaltnis von 2,8-3,1. verbunden
ist (Martyn et al., 1993; Haahr et al., 2004, Haahr und Héllsberg, 2006). Die Hau-
figkeit einer ZNS-Komplikation der Infektiésen Mononukleose als Primérinfektion
mit EBV wird von Bray et al. (1992) mit 1-5% angegeben. Als klinisches Beispiel
wird in dieser Studie von fiinf Patienten berichtet, die als Folge einer neurologisch
komplizierten primaren EBV-Infektion progressive ZNS-Defizite erlitten. Als Folge-
krankheit, die bei vier Patienten im Verlauf von vier bis zwdlf Jahren auftrat, wurde
Multiple Sklerose diagnostiziert, der flnfte Patient entwickelte eine akute dissemi-
nierte MS mit diffusen neurologischen Defiziten, die Uber zwei Jahre persistierten.
Die Autoren betonen jedoch, dass diese Félle zwar eine klinische Assoziation von
komplizierter priméarer EBV-Infektion und sowohl chronischer als auch akuter Mul-
tipler Sklerose erlauben, dennoch aber nicht die Schlussfolgerung gerechtfertigen,

29



dass EBV eine MS verursache.

Die von Warner und Carp (1988) publizierte virale Hypothese, EBV sei mafBgeblich
an der MS-Erkrankung beteiligt, basiert auf folgenden Annahmen: MS ist verur-
sacht durch eine EBV-Infektion bei Jugendlichen oder jungen Erwachsenen, die
zuvor noch nicht mit dem EB-Virus infiziert waren. Gleichzeitig sind sie flr diese
Erkrankung pradestiniert durch folgende Merkmale: einen bestimmten HLA-Typ, T-
Suppressor-Zell-Aktivitat, ihren Immunstatus und zusatzlich die Fahigkeit einer
lebenslangen Persistenz des Virus in seinem Wirt und weitere Faktoren, welche
die Immunantwort auf eine EBV-Infektion steuern (Batchelor, 1985).

Da alle MS-Patienten der zuvor erwdhnten Studien eine signifikant erhéhte EBV-
Seropositivitat aufzeigen konnten, hielten die Autoren eine direkte ZNS-Infektion
mit EBV zwar fir unwahrscheinlich, aber nicht fir ausgeschlossen und kamen da-
her Ubereinstimmend zu der Annahme, dass das Virus, - auf welche Weise auch
immer -, eine Auswirkung auf die Pathogenese der Multiple Sklerose hat. Die Ver-
mutung, dass EBV keine direkte ZNS-Infektion verursacht, konnten Hilton et al.
(1994) bestatigen, die weder im Liquor noch in ZNS-Lasionen MS-Erkrankter durch
in situ Hybridisierung oder PCR-Verfahren EBV-spezifische RNA nachweisen
konnten.

Wahrend die Assoziation von EBV mit der Multiplen Sklerose im Erwachsenenalter
statistisch signifikant ist, ist hingegen die pathobiologische Signifikanz dieser Beo-
bachtung noch fragwirdig, da mehr als 90% der gesunden, westlichen Population
EBV-seropositiv sind (Ascherio et al., 2001). Mdglich ist darum auch, dass ein an-
derer kausaler Faktor zugrunde liegt, der einerseits die beobachtete Verédnderung
in der humoralen Immunantwort gegen EBV bewirkt und anderseits eine Rolle bei
der Entstehung der MS spielt.

Wenn das Epstein-Barr Virus tatsachlich mit der Atiologie der Multiplen Sklerose
zusammenhangt, so sollten padiatrische MS-Patienten zu dem Zeitpunkt ihrer Di-
agnosestellung bereits eine serologische Evidenz von friiheren EBV-Expositionen
aufweisen kénnen (Alotaibi et al., 2004, Pohl et al., 2006).

1.6 Fragestellung

Durch etliche epidemiologische und Fall-Kontrollstudien konnte eine Assoziation des
Epstein-Barr Virus mit der Enzephalomyelitis disseminata (Multiple Sklerose) festge-
stellt werden. Durch die signifikante EBV-Seropositivitdt der MS-Patienten im Gegen-

satz zu den gesunden Kontrollgruppen wurde die Forschung in ihrer Annahme besta-
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tigt, dass das Virus eine Rolle in der Atiologie der Multiplen Sklerose spielt (Wagner et
al., 2000; Wagner et al., 2004; Levin et al., 2005 u.a.).

Die MS-Atiologie und Pathobiologie im Kindes- und Jugendalter ist auch trotz zahlloser
Untersuchungen noch weitestgehend ungeklart, doch auch hier zeigen erste Fall-
Kontrollstudien einen méglichen Zusammenhang zwischen dem Epstein-Barr Virus und
der Entstehungsgenese der Erkrankung. Diese Assoziation wurde jedoch bei weitem
noch nicht so eingehend untersucht wie bei erwachsenen MS-Patienten und detaillierte
virologische Studien der padiatrischen Multiplen Sklerose sind noch unzureichend (Alo-
taibi et al., 2004, Pohl et al., 2006).

Da Kinder und Jugendliche im Vergleich zu Erwachsenen weniger Infektionen durch-
gemacht haben, erscheinen sie uns daher als optimale Studienkandidaten, um sie auf
Infektionen, insbesondere mit dem Epstein-Barr Virus, als mdglichen Kofaktor fir die
Atiologie der Multiplen Sklerose zu untersuchen.

So ist es Ziel der vorliegenden Arbeit, der Fragestellung nachzugehen, inwieweit es
maglich ist, einen positiven oder sogar signifikanten Hinweis flr die Assoziation zwi-
schen dem Epstein-Barr Virus und der Atiopathogenese der Multiplen Sklerose bei
Kindern und Jugendlichen zu finden.

Durch die Messung der Viruslast, die serologische Bestimmung von EBV-spezifischen
Antikdrpern und im Vergleich auch weiterer Herpesviridae soll im Rahmen einer Fall-
Kontrollstudie dieser Frage im Folgenden nachgegangen werden.
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2. Materialen, Patienten und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Reagenzien:
Aqua Spullésung (Delta Pharma, Pfullingen)
CRP-Forward-Primer (Tib Molbiol, Berlin) (Sequenz: 5-CTT GAC CAG CCT CTC
TCA TGC-3’)
CRP-Reverse Primer (Tib Molbiol, Berlin) (Sequenz: 5-TGC AGT CTT AGA CCC
CAC CC-3)
CRP-Sonde (Tib Molbiol, Berlin) (Sequenz: 5-FAM TTT GGC CAG ACA GGT
AAG GGC CAC C-TAMRA-3’)
Distilled Water (DNase-, RNase- free, Gibco, Paisley, Scotland)
EBNA1-Forward Primer (Tib Molbiol, Berlin) (Sequenz: 5-CCG GTG TGT TAT
ATG GAG-3)
EBNA1-Reverse-Primer (Tib Molbiol, Berlin) (Sequenz: 5-GGG AGA CGA CTC
AAT GGT GTA-3))
EBNA1-Sonde (Applied Biosystems, Cheshire, UK) (Sequenz: 5’-Vic TGC CCT
TGC TAT TCC ACA ATG TCG TCT T-TAMRA-3’)
Ethanol vergallt 100% (Apotheke Universitatsklinik, Libeck)
TagMan Universal PCR-Mastermix (PE Applied Biosystems, Branchburg, USA)

2.1.2. ELISA:

Biotest Anti-EBNA-IgG ELISA (Biotest, Dreieich, Germany)

Biotest Anti-EBV-EA-IgG & IgM ELISA (Biotest, Dreieich, Germany)
Biotest Anti-EBV EA-(D) IgA ELISA (Euroimmun, Libeck, Germany)
Biotest Anti-EBV VCA-IgG ELISA ( Biotest, Dreieich, Germany)
Enzygnost Anti-HSV-1gG (Dade Behring GmbH, Marburg, Germany)
Enzygnost Anti-VZV-1gG (Dade Behring GmbH, Marburg, Germany)
Enzygnost Anti-CMV-1gG (Dade Behring GmbH, Marburg, Germany)

2.1.3 Reagenzien zur DNA-Extraktion:
QIAamp DNA Blood Midi Kit for DNA purification (Qiagen, Hilden)
Qiagen-Protease (Qiagen, Hilden)

2.1.4 Enzyme zur PCR-Durchfiihrung:
AmpliTaq Gold DNA-Polymerase (PE Applied Biosystems, Branchburg, USA)
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2.1.5 Zelllinie:
Namalwa (Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, ACC 24)

2.1.6 Laborbedarf:

Einmalpipetten 10 ml (Greiner, Frickenhausen)

Eppendorf-Combitips plus 2,5 ml, 5 ml (Eppendorf, Hamburg)

Optical Caps (Applied Biosystems Cheshire, United Kingdom)

96-Well Optical Reaction Plate (Applied Biosystems, Cheshire, United Kingdom)
Mikrotubes 0,5 ml, 1,5 ml ReagiergefaBe (Sarstedt, Nimbrecht)

Pipettenspitzen 0,5-10 pl 10-100 pl, 100-1000 pl, (Greiner, Frickenhausen)
Rundbodenréhrchen 5 ml (DB Falcon, Erembodegem, Belgien)

SafeSeal-Tips 2,5 pl, 10 pl, 100 pl (Pipettenspitzen, DNase-, RNase-, pyro-
genfrei, Biozym, Hess. Oldendorf )

Transferpipetten 3,5 ml (Sarstedt, Nimbrecht)

Zentrifugenrdhrchen 15 ml (Greiner, Frickenhausen)

2.1.7 Gerate:
Abi Prism 7700 Sequence Detector (Perkin Elmer Applied Biosystems, Weiter-
stadt)
Brutschrank 37°C (Heraeus, Hamburg)
ELISA-Waschanlage (Tecan GmbH, Austria)
Eppendorf-Multipette (Eppendorf, Hamburg)
Eppendorf-Pipetten 0,5-2,5 pl, 10-100 pl, 50-200 pul, 100-1000 pl (Eppendorf,
Hamburg)
Eppendorf-Zentrifuge 5415 C (Eppendorf, Hamburg)
Omnifuge: Rotanda / TRC (Hettich, Tuttlingen)
Spektralphotometer fir ELISA: Spectra Reader (SLT Labinstruments, Crailsheim)
Spectralphotometer: Ultrospec 2000 (Pharmacia, Biotech, Freiburg)
Sterilwerkbank (Heraeus, Hamburg)
Tiefkthlschrank -80°C: Ultralow (Sanyo Biomedical, Ewald Innovationstechnik,
Bad Nenndorf)
Vortexmischer: MS1-Minishaker (IKA-Werke, Staufen)
Wasserbad + 70°C: (Julabo, Seelbach)

2.1.8 Software:
Abi Prism 7700 Sequence Detection Software (Perkin Elmer Applied Biosystems,
Weiterstadt)
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Easy Base (SLT Labinstruments, Crailsheim)
Swift Multi Wavelength (Pharmacia, Biotech, Cambridge, UK)
SPSS 8.0 Windows (SPSS Inc., Richmond, USA)

2.2 Patienten

Fir die Untersuchungen stand uns von 74 Kindern und Jugendlichen Plasma-
Probenmaterial zur Verfligung, welches uns von einer padiatrischen MS-Multi-
centerstudie zugesandt wurde, die die MS-Proben deutschlandweit zugesendet
bekommt.

Eine Serumprobe pro Kind bestand aus ca. 1-2 ml Material, wobei dieses bei ins-
gesamt 73 Patienten hinreichend genug fir alle durchzufihrenden Laborunter-
suchungen war und somit im Folgenden von einer Patientensammlung von insge-
samt 73 ausgegangen wird. Bei diesen Patienten handelt es sich um sicher an
.early-onset” Multipler Sklerose erkrankte, wobei die Diagnose MS entsprechend
der Poser Kriterien (Poser et al., 1983) gestellt wurde. Alle Patienten waren aus-
fahrlich klinisch-neurologisch und anamnestisch von erfahrenen Neuro-padiatern
untersucht und die erhobenen Daten standardisiert dokumentiert worden. Da die
Probenentnahme zum GroBteil mit dem Zeitpunkt der Diagnosestellung zusam-
menfiel, ist die Uberwiegende Mehrheit der Patienten noch nicht medikamentés
behandelt gewesen. Steroidgaben waren einem Teil der Patienten jedoch schon
verabreicht worden, was jedoch im Hinblick auf unsere serologischen Untersu-
chungen nicht von Relevanz ist.

Das Geschlechterverhaltnis der MS-Probanden von Knaben und Madchen betrug
1:1,8 und die Altersspannweite lag zwischen 8 bis 23 Jahren (wobei das Alter bei
Entnahme der Probe gemeint ist), der Altersmedian lag bei 15 Jahren (Details sie-
he anschlieBende Tabelle 2).

Nach Erhalt des ungekihlt eingetroffenen, in Mikrotubes aufbewahrten Probenma-
terials der Patienten wurde dieses zunachst bis zur weiteren Verarbeitung bei -
80°C gelagert.

2.3 Gesunde Kontrollen

Als Kontrollgruppe fiir die padiatrischen MS-Patienten diente das Material von 77
hier in der Kinderklinik der Universitat zu Libeck stationdr aufgenommenen Kin-
dern und Jugendlichen mit annahrend gleicher Alters- und Geschlechts-verteilung
von w:m 1:1,2, Altersspannweite von 7 bis 19 Jahren, Altersmedian 15 Jahre (De-
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tails siehe Tabelle 2). N6tige Voraussetzung fur die Kontrollprobanden war, nicht
an einer hdmatologisch/onkologischen Erkrankung zu leiden.

Mit dem Einverstandnis der Kontrollprobanden wurden die gewonnenen Plasma-
Proben von der hiesigen klinischen Chemie des Universitatsklinikums Libeck an
unser hamatologisch/onkologisches Labor weitergegeben und in Eppendorf-
Mikrotubes zunachst ebenfalls bei -80°C eingefroren.

Ubersicht iiber MS-Patienten Ubersicht iiber Kontrollgruppe
Alter bei Anzahl Anzahl Alter bei Anzahl Anzahl
Entnahme Madchen Jungen Entnahme Madchen Jungen

8 1 7 1 2
9 8 2 3
10 1 1 9 3 4
11 1 4 10 1 2
12 3 4 11 3 2
13 7 1 12 1 4
14 6 4 13 2 7
15 11 2 14 3 5
16 7 4 15 6 1
17 4 3 16 3 7
18 3 1 17 1 3
19 3 18 4 3
20 19 4
21 1
22
23 1
Gesamt: n =48 n=25 Gesamt: n=234 n =43
Tabelle 2. Ubersicht Giber die Altersverteilung von MS-Patienten und deren

Kontrollgruppe

2.4 Methoden

2.4.1 DNA-Isolierung aus Plasma

Die DNA-Isolierung aus Plasma dient der Gewinnung von DNA aus dem Proben-
und Kontrolimaterial, welche dann nach Durchfihrung der DNA- Konzentrationsbe-
stimmung am Spektralphotometer fir das Real-time-PCR Verfahren eingesetzt
werden kann. Das folgende Protokoll entstammt einem kommerziell erhéltlichen Kit
zur Isolierung von DNA (QIAamp Blood Midi Kits, Qiagen, Hilden). Das Prinzip der
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Methode beruht darauf, mittels einer zugefligten Protease (Qiagen Protease), wel-
che DNase- und RNase- frei ist, die Proben- und Kontrollsuspension anzudauen,
dem Lysat als Lésungsmittel Ethanol hinzuzufligen und durch mehrmalige Zentri-
fugationsschritte durch einen Membranfilter (QlAamp silica membrane) und Zuga-
ben von Puffersubstanzen die DNA auszuwaschen. Durch den Salzgehalt und den
pH-Wert des Lysates wird dabei verhindert, dass Proteine und andere Verunreini-

gungen auf der Membran zurlickgehalten werden.
Protokoll

® Inein 15 ml Falcon-Réhrchen 1,2 ml Lysepuffer (Buffer AL) vorlegen sowie 100
ul Qiagen Protease dazu pipettieren und gut vortexen.

® 500 ul Plasma auf den AL-Puffer geben.

* Im Wasserbad bei 70° C inkubieren fur 10 Min.

* 1 ml Ethanol (100%) hinzugeben, gut mischen und das Lysat auf die Membran
Saulentubes (QlAamp Midi column) gieBen.

®* Bei 3000 g drei Min. zentrifugieren, anschlieBend das Filtrat verwerfen, 2 ml
Waschpuffer (Buffer AW1) auf die Filter pipettieren und 1 Min. bei 4500 g
zentrifugieren.

* 2 ml Waschpuffer (Buffer AW2) auf die Filter pipettieren, Filtrat im Réhrchen
lassen und 15 Min. bei 4500 g zentrifugieren.

* Das Filtrat verwerfen, den Filter in ein neues Réhrchen Uberfiihren, 200 pl Elu-
tionspuffer (Buffer AE) auf die Filter pipettieren, 5 Min. bei Raumtemperatur in-
kubieren und anschlieBend 5 Min. bei 4500 g zentrifugieren.

® Das Filtrat (ca. 200 ul) nochmals auf die Filter geben und 5 Min. bei 4500 g
zentrifugieren.

* Das gewonnene Eluat fir die DNA-Konzentrationsbestimmung aufheben.

Das Eluationsvolumen betrug im Falle des Plasmas etwa 200 pl. Um eine maxi-
male Konzentration an DNA zu erhalten, wurde im letzten Protokollschritt das 200
pl Filtrat des ersten Eluationsvorganges ein zweites Mal durch den Membranfilter
gegeben und zentrifugiert.

Durch das urspringlich eingesetzte Plasma-Volumen von 500 pl haben wir damit
am Ende eine Konzentrationserh6hung um den Faktor 2,5 erreicht.
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2.4.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration und die Reinheit der in dem Elutionspuffer gelésten DNA wer-
den am Spektralphotometer durch Extinktionsmessung bei 260-280 nm bestimmt.
Dabei entspricht die Extinktion bei 260 nm der Menge der geldsten Nukleinsduren.
Deren Konzentration (in pg/ml) wird durch Multiplikation des O.D.-Wertes mit
50ug/ml berechnet. Anhand des Quotienten aus der Extinktion bei 260 nm und 280
lasst sich die Reinheit der Proben beurteilen. So sollte dieser Quotient zwischen
1,7 und 1,9 liegen, da sonst die Proteinverunreinigung zu groB ware.

2.4.3 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfaltigung definierter
Nukleinsaure-Fragmente in vitro (Mullis und Faloona, 1987). Sie besteht aus einer Ab-
folge gleichférmiger Zyklen aus jeweils drei Reaktionsschritten. Zuerst wird der zu
amplifizierende DNA-Doppelstrang (Template) bei 95°C in Einzelstrange aufgetrennt
(Denaturierung). Im zweiten Schritt erfolgt bei 60°C die Anlagerung (Annealing) von
Einzelstrang-Oligonukleotiden (Primern) an die Zielsequenz. Dabei ist der Forward-
Primer komplementar zum 5-Ende des Plus-Stranges und der Reverse-Primer kom-
plementdr zum 5-Ende des Minus-Stranges. Am Ende des Zyklus steht die Bildung
von Doppelstrang-Templates bei 72°C (Primer Extension) durch eine thermostabile
DNA-Polymerase. Dieses Enzym entstammt dem termophilen Bakterium Thermus a-
quaticus, hat ein Temperaturoptimum von ca. 70°C und ist flr eine begrenzte Zeit auch
bei Temperaturen von 95°C stabil. Zur Synthese von Doppelstrang-DNA aus DNA-
Einzelstrangen bendtigt es als Startpunkt ein Stliick Doppelstrang-DNA. Diese wird
durch die Anlagerung des Primers an die Zielsequenz geliefert.

Durch einen Reaktionszyklus kénnen die in der Probe vorliegenden Templates verdop-
pelt werden. Bei n Zyklen kann ein einzelnes DNA-Molekdl theoretisch auf eine Anzahl
von 2" Templates vervielfaltigt werden.

Durch eine Aktivitdtsminderung der Polymerase liegt die tatsachliche Ausbeute jedoch

bei 10° bis 10’ Kopien (Saiki et al., 1988).

2.4.4 Real-time quantitative (RQ) PCR

Eine Weiterentwicklung der herkdbmmlichen PCR stellt das quantitative PCR-Verfahren
in Echtzeit dar, die sog. ,Real-time" quantitative PCR (RQ-PCR) (TagMan Technology,
Applied Biosystems).

Durch Detektion sequenzspezifischer Fluoreszenzsignale im PCR-Reaktionsgefal3
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entfallen die (blichen post-PCR Analyseschritte zum Sichtbarmachen der Amplifikate,
wie z.B. Gelelektrophorese und Southern Blotting. Neben einem geringeren Arbeits-
aufwand fiihrt dies vor allem auch zu einer Verringerung der Ubertragungskontaminati-
on.

Bei diesem Verfahren wird die Registrierung eines bei der DNA-Amplifizierung von
einem fluoreszierenden Farbstoff freigesetzten Signals zur Quantifizierung der im An-
satz enthaltenen DNA-Konzentration verwendet.

Die RQ-PCR basiert auf der 5’-3’-Exonukleaseaktivitidt der AmpliTaq (Thermus aquati-
cus)-DNA-Polymerase. Zusatzlich zu beiden Primern wird ein drittes Oligonukleotid
dem PCR-Ansatz zugesetzt, welches spezifisch zwischen beiden Primern an der nach-
zuweisenden Zielsequenz bindet. Diese der Zielsequenz komplementare Oligonukleo-
tidsonde ist an ihrem 5’-Ende mit einem fluorogenen Reporter-Farbstoff und an ihrem
3’-Ende mit einem Quencher-Farbstoff markiert. In der Annealing Phase der PCR
hybridisiert sie zusammen mit den Primern an den Matrizen-Strang. Solange die Sonde
intakt ist, unterdriickt der Quencher-Farbstoff die Fluoreszenzaktivitidt des Reporter-
Farbstoffes durch einen Fluoreszenz Energietransfer (FET), solange Reporter und
Quencher in unmittelbarer raumlicher Nahe an der Sonde gebunden sind.

In der Extensionsphase trifft die Tag-Polymerase auf die Sonde und beginnt, sie zu
verdrangen. Es entsteht eine y-féormige Sekundarstruktur, wodurch die 5-3’-
Exonukleaseaktivitat der AmpliTag DNA-Polymerase aktiviert und die Sonde geschnit-
ten wird. Durch die Hydrolyse der Sonde wird die rdumliche N&he zwischen Reporter-
und Quencher-Farbstoff unterbrochen, sodass der Reporter-Farbstoff zu fluoreszieren
beginnt. Es wird somit ein sequenzspezifisches Fluoreszenzsignal generiert, dessen
Intensitat mit jedem PCR-Zyklus entsprechend der Amplifikation der Zielsequenz zu-
nimmt und mit Hilfe des Fluoreszenz-Detektors ABI Prism 7700 Sequence Detection
Systems (einem Thermocycler) erfasst werden kann. Dabei ist der Anstieg der Fluo-
reszenzintensitat direkt proportional zur Menge an nachzuweisenden Zielsequenzen
und wird nach jedem PCR-Zyklus als PCR-Kinetik aufgezeichnet. Die gemessenen
Daten kénnen dann mit der Sequence Detection Software ausgewertet werden.

Durch den direkten Nachweis des Amplifikationsproduktes tUber den gesamten Verlauf
der PCR wird bei der Tagman-PCR erstmals eine objektive Quantifizierung erméglicht.
Die hohe Sensitivitdt und Reliabilitit des Nachweisverfahrens gewahrleistet zudem
eine optimale Voraussetzung der quantitativen Untersuchung von Genexpressionen.
Die nachfolgende Abb. 2 stellt das RQ-PCR Verfahren grafisch dar.
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Durch das Schneiden der sequenzspezifischen Sonde wahrend des Poly-
merisationsschrittes wird ein Fluoreszenzsignal generiert, dessen Intensi-
tat proportional zur Anzahl der Amplifikate ist.

Abb. 2: Prinzip der ,,Real-time*“ quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (RQ-PCR)
durch Ausnutzung der 5’-3’-Exonukleaseaktivitat der Taq-Polymerase

Reaktionsansatz:

Zur Quantifizierung der in den Plasmaproben enthaltenen Epstein-Barr Virus-DNA er-
folgt die RQ-PCR in einer Doppelbestimmung mit einer EBNA1-spezifischen Sonde, an
die der Reporter-Farbstoff VIC gekoppelt ist. Das nachfolgende Protokoll folgt den An-
gaben des Herstellers (Perkin EImer Applied Biosystems).

2.4.5 PCR-Protokoll:

PCR-Ansatz (50 pl) fir Plasmaproben, bestehend aus:

¢ 25 pl Universal PCR Mastermix (enthalt: AmpliTaqg Gold DNA-Polymerasse,
dNTPs, Mg+, AmpErase UNG, Referenzfarbstoff, Puffer)
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* 1,5 ul EBNA1-Forward Primer (10 pM)
* 1,5 ul EBNA1-Reverse Primer (10 uM)
* 1,25 ul EBNA1 Sonde (10 uM)

® 0,2 ul CRP-Forward Primer (10 uM)

® 0,2 ul CRP-Reverse Primer (10 pM)

* 0,5pl CRP Sonde (10 uM)

® 0,05 ul Aqua dest.

® 20 pl Probe (Template)

Das Pipettierprotokoll wird mit der Menge der eingesetzten Proben bzw. der Standard-
reine multipliziert.

Nach diesem Schema erfolgt auch die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes fiir die
Standardverdiinnungsreihe aus Namalwa-DNA sowie der Negativkontrolle, der statt
DNA 20pl Aqua dest. zugesetzt wird.

Auf einer 96-Gefass-Reaktionsplatte finden also 40 Proben in Doppelbestimmung mit
einer Negativkontrolle und die sieben Standardverdiinnungen, beide jeweils auch in
Doppelbestimmung, Platz.

2.4.6 Serodiagnostik EBV-spezifischer Antikorper

Um den Serostatus der Patienten in Bezug auf das Epstein-Barr Virus ermitteln zu
kénnen und dabei zwischen EBV-Seronegativen, EBV-Seropositiven ohne Anzei-
chen fir eine aktive Infektion, bzw. primaren und endogenen reaktivierten Infektio-
nen zu unterscheiden, wurden EBV-spezifische Antikérper vom Typ IgG, IgM und
IgA, jeweils gerichtet gegen das early antigen (D) (EA), untersucht. Bei dem early-
Antigenkomplex unterscheidet man eine restriktive (R) und eine diffuse (D) Kom-
ponente, die sich durch ihr Athanol-/Methanolfixierungsverhalten erkldren. Des
Weiteren wurden die MS-Proben und Kontrollprobanden auf den Typ IgG gegen
EBV-spezifisches nukledres Antigen1 (EBNA1) und gegen viral capsid antigen
(VCA)-1gG mittels enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) untersucht.
Handelt es sich um eine akute EBV-Infektion, so werden EA-IgM und VCA-IgM als
erstes im Serum nachweisbar. Darauf folgen EA-IgG und als Zeichen der Epithel-
beteiligung das EA-IgA.

Im Verlauf kann dann die Konzentration dieser Antikérper im Regelfall unter die
Nachweisgrenze absinken.

Etwa zeitgleich mit dem Absinken der Konzentration der gegen das early-antigen
gerichteten Antikdrper erreicht IgG gegen EBNA1 detektierbare Mengen und bleibt
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fur einen gréBeren Zeitraum serologisch nachweisbar. Seine Bestimmung dient als
Hinweis auf eine langer zuriickliegende Infektion.

Die serologische Diagnostik macht sich nun die Tatsache zunutze, dass unter-
schiedliche virus-spezifische Antigen-Komplexe in verschiedenen Stadien des
replikativen EBV-Zyklus exprimiert werden. Mit Hilfe des ELISA lassen sich Anti-
korper, die gegen diese Antigenkomplexe gebildet werden, aufsplren, wodurch
man ein charakteristisches Spiegelbild des zyklus-abhangigen Antigen-
erscheinens erhalt.

Die Beurteilung der serologischen Befunde im longitudinalen Verlauf erfolgt an-
hand des folgenden Interpretationsschemas (Hornef et al., 1995):

EBV-seronegativ: weder in Voruntersuchungen, noch in der von uns untersuchten

Proben lassen sich EBV-spezifische Antikdrper nachweisen.
EBV-seropositiv._mit Idnger zuriickliegender Serokonversion: Hierbei sind Antikor-

per vom Typ IgG gegen EBNA1 messbar. IgG, IgM, sowie IgA gegen early antigen
(EA) sind hingegen nicht oder ausschlieBlich EA-IgG nachweisbar.

Priméare Infektion: Eine Primé&rinfektion galt als nachgewiesen, wenn bei Abwesen-

heit von EBNA1-Antikérpern (oder unterhalb eines Schwellenwertes von 0,5) er-
héhte anti-EA IgM und/oder anti-EA IgG-Titer, bei gleichzeitiger Seropositivitat fur
VCA-IgM und VCA-IgG vorlagen. Positive Nachweise von anti EA-IgA erharten den
Befund einer Priméarinfektion.

Endogene Reaktivierung: Wenn zuséatzlich zur Langzeitpositivitdt von anti-EBNA-
IgG hohe Titer von anti-EA-IgM (OD-Werte > 0,5) bzw. von anti EA-IgG (OD-Werte

> 1,0) gemessen werden konnten, sind wir von einer endogenen Reaktivierung

ausgegangen.
Die nachfolgende Abbildung 3 stellt die serologische EBV-Verlaufsdiagnostik gra-
fisch dar:
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Abbildung 3. Zum longitudinalen Verlauf der EBV-Serodiagnostik

2.4.7 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent Assay)

Der semiquantitative Nachweis EBV-spezifischer Antikérper erfolgte in unseren Labor-
untersuchungen mittels Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA).

Fir die EBV-spezifischen Antikdrper wurden die kommerziell erhéltlichen ELISA von
Biotest, (Dreieich, Germany), bzw. Euroimmun (L0Obeck, Germany) auf der Basis re-
kombinanter EBV-Antigene verwendet.

Der Biotest ELISA ist ein hochempfindlicher indirekter Enzymimmunoassay zum
Nachweis von EBV-spezifischen Antikérpern im Blut oder Plasma: die Mikrotiter-
testplatten der Teste sind mit einem rekombinanten Antigen des Epstein-Barr Virus
beschichtet.

Im Folgenden soll das Prinzip hierbei kurz geschildert werden: in einem ersten Schritt
interagieren die an den Napfchen der Mikrotiterplatte gebundenen (sog. feste Phase)
Antigene mit den in der zugesetzten Plasmaprobe gesuchten spezifischen Antikérpern.
Enthalt die Plasmaprobe Antikdrper gegen die immobilisierten Antigene, kommt es zu
Antigen-Antikdperbindungen. Nach einem ersten Waschvorgang wird zur Darstellung
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der gebundenen Antikdrper in einem zweiten Schritt mit den entsprechenden, gegen
die jeweilige Immunglobulinklasse des gesuchten Antikérpers gerichteten monoklona-
len Antikérpern des Enzym-Konjugates inkubiert, das dann eine sich anschlieBende
Farbreaktion katalysiert. Das unspezifisch gebundene Material wird in mehreren
Waschprozessen eliminiert, ebenfalls wird das nicht gebundene Konjugat in einem
weiteren Waschvorgang entfernt. Nach Zusatz eines Farbstoff-Substrates (Chromo-
gen) und darauf folgender Inkubation flihrt die einsetzende Enzymreaktion zu einem
Farbumschlag, welcher eine anschlieBende photometrische Auswertung erlaubt.

Dass hierbei die ELISA-Bestimmung indirekt erfolgt, bedeutet, dass der jeweilige Indi-
kator nicht mit einem spezifischen Reaktanden verknUpft ist, sondern der Weg (ber
einen Zweitantikdrper beschritten wird und nach Substratzugabe dann die vorausge-
gangene spezifische Bindung angezeigt werden kann.

Die anschlieBende, im Spektralphotometer gemessene Extinktion ist dabei proportional
zur Menge der initial gebundenen spezifischen Antikdrper in der gemessenen Plas-
maprobe.

Die serologische Untersuchung erfolgte auf flnf verschiedene, EBV-spezifische Anti-
kérper: anti-Epstein-Barr Nuclear Antigen1 (EBNA1)-IgG, anti-early-Antigen (EA-D)-
IgG, -IgA, und -IgM, sowie auf das viral capsid Antigen (VCA)-IgG.

Folgende rekombinante Antigene werden dabei in den Testkits verwendet: EBNA1-
p72, EA (D)- p54 und EA p138, sowie VCA p23/p18.

Auf jeder Mikrotiterplatte, auf der 45 Plasmaproben in Doppelbestimmung Platz finden,
werden eine Positiv- und eine Negativkontrolle (P/N) sowie eine Leerprobe (Blank,
bzw. Kalibrator) mitgeflhrt.

2.4.8 ELISA Protokoll fur EBV-Antikorper:

® Von allen Proben und ihren Referenzen (P/N) (mit Ausnahme von EA-IgA (hier sind
diese bereits gebrauchsfertig)) 25 ul in Rundbodenréhrchen geben und Zugabe von
500 ul gebrauchsfertiger Probenverdiinnung.

® Von jeder verdiinnten Probe 200 pl in jeweils zwei Wells der Mikrotiterplatte pipet-
tieren (da Doppelbestimmung!). AnschlieBend pipettieren der Positiv-/ Negativkon-
trollen.

® Ausnahme: fir die Blank 200 ul Proben-Verdlinnung pur in das Napfchen
pipettieren (die Kontrollseren bei EA-IgA sind bereits gebrauchsfertig).

® Sorgfaltiges Abkleben der Testplatte und Inkubation bei 37°C fiir 60 Min. (bzw. 30
Min. bei EA-IgA)
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* Nach Beendigung der ersten Inkubation finfmaliger Waschvorgang (Ausnahme
hier bei EA-IgA, hier nur dreimaliger Waschvorgang!)

® Zugabe von 100 ul Konjugat (Peroxidase-markiertes monoklonales Anti-Human
IgG, IgA, IgM)

* Wieder mit Haftfolie verschlieBen und Konjugat-Inkubation bei 37 °C fir 30 Min.

* Nach Beenden der zweiten Inkubation wiederholter Waschvorgang. Die Platte kurz
und kréftig ausschlagen und

® Je 100 pl Substrat Lésung (TMB) in jedes Well und 15 bzw. 30 Min. bei Raumtem-
peratur (18°bis 25 °C) inkubieren.

® Bei gewisser Geschwindigkeit Zugabe von 100 ul Stop-Lésung und mdéglichst rasch
anschlieBende photometrische Auswertung mit dem Spektralphotometer bei 450
nm Messwellenlange gegen eine Referenzwellenlange von 615 bis 690 nm.

2.4.9 Testauswertung des Biotests ELISA:

Nach Messung aller Extinktionen bei 450 nm wird der Blank-Mittelwert von allen Kon-
troll- und Probewerten abgezogen. Die Extinktion des Blank-Mittelwertes (O.D.-Wert)
darf nicht héher als 0,1 sein.

Die Kontrollen miissen nach Abzug des Blank folgende Bedingungen erflllen:

® (OD-Mittelwert der Negativkontrolle: <0,2

® OD-Mittelwert der Positivkontrolle: 20,4
far Anti-EBV EA 1gG, EBNA IgG und VCA IgG gilt:

® OD-Mittelwert der Positivkontrolle: 20,8
Wenn die Mittelwerte der Kontrollen die oben genannten Kriterien nicht erreichen, ist
das Testergebnis unglltig und darf nicht dokumentiert werden.

Berechnung des Cut-off-Wertes:

Der Cut-off-Wert berechnet sich aus dem Mittelwert der optischen Dichte der Negativ-
kontrolle NKXx plus 0,2.
Cut-off-Wert NKx + 0,2

Die Grauzone liegt im Bereich zwischen Cut-off-Wert und Cut-off Wert minus
10-20 %.

Interpretation der Ergebnisse:

Proben mit einer Extinktion unterhalb der Grauzone sind als negativ zu bewerten.
a) Falls die Extinktion einer Probe in dem Grauzonenbereich liegt, darf kein nega-
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tiver Immunstatus befundet werden. Folgeprobe messen!
b) Falls die Extinktion gréBer oder gleich dem Cut-off-Wert ist, so ist die Probe po-
sitiv fir EBV-spezifische Antikérper.
Testauswertung fir Anti-EBV-EA-(D)-IgA (Euroimmun):

Hier entspricht die Extinktion des Kalibrators dem oberen Grenzwert des Referenzbe-
reiches fir nicht-infizierte Personen. (Cut-off). Extinktionswerte von Patientenproben
oberhalb des Extinktionswertes des Kalibrators gelten als positiv, die darunter liegen
als negativ. Neben dieser qualitativen Aussage erlaubt die Berechnung einer Ratio
eine semiquantitive Abschatzung des Ergebnisses.

Folgende Formel dient zur Berechnung der Ratio:

Extinktion der Kontrolle bzw. Patientenprobe

— - = Ratio
Extinktion des Kalibrators

Es gelten folgende Befundinterpretationen:

Ratio < 0,8: negativ
Ratio = 0,8 bis <1,1: grenzwertig
Ratio 2 1,1: positiv

Bei Doppelbestimmungen ist der Mittelwert fir die Berechnung der Ratio zu verwen-
den. Weichen die Ergebnisse einer Doppelbestimmung erheblich voneinander ab,
empfiehlt es sich, die Probe erneut zu messen.

Fir die Untersuchung der Plasmaproben der MS-Patienten und der gesunden Kontroll-
probanden auf HSV,- VZV- und hCMV-Antikérper wurde ebenfalls die Methode des
ELISA verwendet, hierbei jedoch das kommerziell erhaltliche Enzygnost (DADE Beh-
ring, Marburg, Germany), welches dem qualitativen Nachweis und der quantitativen
Bestimmung von IgG-Antikdrpern gegen die jeweiligen Herpesviridae dient.

Bezliglich des anti-HSV-IgG ELISA ist darauf hinzuweisen, dass der Test nicht spezi-
fisch zwischen HSV 1 & 2 unterscheidet.

Die in den Untersuchungsproben enthaltenen spezifischen Antikérper gegen HSV, VZV
und hCMV binden sich wahrend der ELISA Untersuchungen an das Antigen in den
Reaktionsvertiefungen der Mikrotiterplatte (sog. solid phase). Zu dieser Antigen-
Antikérperbindung wird der Zweitantikérper (Anti-Human-lgG/POD Konjugat) zuge-
geben. Im Verlauf setzt dann der Enzymanteil des Konjugates die Chromogen-
Gebrauchslésung unter Bildung einer blauen Farbe um. Durch Zugabe von Stop-
Lésung (POD) wird dann die Reaktion mit einem sichtbaren Farbumschlag in den rea-
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gierenden Reaktionsvertiefungen beendet.

Bei den hier verwendeten Enzygnost-Testplatten, welche mit jeweils inaktivierten
HSV,- VZV- oder CMV-Antigenen beschichtet sind, finden 46 Proben in Doppel-
bestimmung Platz, wobei die linke Reihe eines ELISA-Riegels Antigene aus HSV, CMV
oder VZV-infizierten Zellen (permanenten Affennierenzellen bzw. humanen Fibro-
blasten), die rechte Reihe hingegen Antigene aus nicht infizierten Zellen ( = Kontrollan-
tigene) enthalt.

2.4.10 ELISA Protokoll fur Antikérper von HSV, VZV und CMV:

Zunachst von allen Proben inklusive der Referenzen (P/N) 20 ul in ein Verdin-
nungsréhrchen geben und Zugabe von 400 pl angefarbten Proben-Puffer-POD.
(0,05 molarer Tris/HCL-Pufferlésung => Verdiinnung 1

Fir jede Probe weitere zwei ml nicht angefarbten Proben-Puffer-POD in ein Ver-
dinnungsréhrchen vorlegen => Verdiinnung 2
Nun jeweils 200 pl aus Verdinnung 1 in Verdinnung 2 geben => Verdiinnung 3

Von jeder Probe in jeweils zwei Wells der Mikrotiterplatte (da Doppelbestimmung)
200 pl der Verdiinnung 3 geben, wobei zuerst die Patientenproben einzupipettieren
sind und anschlieBend die Referenzproben (P/N) zu Beginn und am Ende der

Messserie.
AnschlieBendes Abkleben der Testplatte und Inkubation bei 37°C fiir 60 Min.

Unmittelbar anschlieBender (finfmaliger) Waschvorgang mit verdinnter Wasch-

[6sung.

Zugabe von 100 pl Konjugat (Anti-Human-IgG-Anteil eines Kaninchen-Antikérpers
gegen Human-1gG konjugiert mit Peroxidase) in jede Vertiefung.

Testplatte abkleben und Konjugat-Inkubation fiir 60 Min. bei 37 °C.

Funfmal waschen mit Waschpuffer.

Zugabe von 100 pl Substrat-Chromogen-Gebrauchsldsung in jede Vertiefung.
Substrat Inkubation fir 30 Min. bei Raumtemperatur (lichtgeschiitzt).

Je Vertiefung 100 ul Stop-Lésung dazugeben.

Innerhalb einer Stunde am Spektralphotometer photometrieren bei 450 nm
(als Wellenlange der Referenzmessung von 615-690 nm)
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2.4.11 Auswertung der Analysenergebnisse:

Aus den Extinktionsdifferenzen der Referenzen (P/N) wird der Mittelwert gebildet. Der
ELISA beigelegten sog. ,Barcodewertetabelle” wird der angegebene Nominalwert ent-
nommen und durch den im Test erzielten AE-Mittelwert fir die Referenz P/N dividiert
und so der Korrekturfaktor ermittelt. Fir die qualitative Auswertung gelten folgende

Kriterien:
Anti-HSV, CMV, VZV-1gG negativ AE < 0,1 (Grenzwert)
Anti-HSV, CMV, VZV-1gG positiv AE > 0,2
Anti-HSV, CMV, VZV-IgG grenzwertig 0,100 < AE<0,2

Untersuchungsproben mit einem grenzwertigen Ergebnis missen erneut in Doppel-
bestimmungen gemessen werden. Wird das Ergebnis bestétigt, sind die Proben als
grenzwertig einzustufen, andernfalls als positiv oder negativ.

Quantitative Auswertung mit Hilfe der alpha-Methode

Proben mit IgG-Antikdrperreaktivitaten oberhalb des Grenzwertes kénnen mit Hilfe der

alpha-Methode quantitativ ausgewertet werden.

Zur Berechnung durfen nicht eingesetzt werden:

1.) Messwerte (AE) korrigiert < (Grenzwert)

2.) Messwerte (AE) unkorrigiert = 2,5.
Die korrigierten AE-Messwerte der Untersuchungsproben werden zur Berechung der
Antikoérperaktivitat in die nachfolgende Formel eingesetzt (alpha Methode):

log ,, Titer =a x AE”

Dabei sind die chargenabhangigen Konstanten a und 8 den Testkits beigelegten Bar-
codewertetabellen zu enthehmen und testspezifisch fir eine Aktivitdtsangabe als Titer
festgelegt.

2.4.12 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Zur Auswertung der Beurteilung, ob sich das Auftreten von serologischen EBV-
Reaktivierungen, bzw. HSV h-CMV und VZV-Reaktivierungen innerhalb der Patien-
tengruppen und der Kontrollgruppen statistisch signifikant unterscheiden, wurde
von uns der ,X2Test" (Chi-Square Test) angewandt, wobei ein p-Wert von gleich
oder kleiner 0,001 als statistisch signifikant angesehen wurde.

Zusatzlich wurden die Ergebnisse mit dem nichtparametrischen Mann-Whitney-U-
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Test analysiert, auch hier galt p gleich oder kleiner 0.001. Mit Hilfe des Software
Programms SPSS 8.0 for Windows (SPSS Inc., Richmond, USA) wurden hierbei
die Berechnungen durchgefuhrt.

Um eine grafische Ubersicht der Analysenergebnisse zu erhalten, wurden diese in
Form eines Box-Whisker-Plots dargestellt. (siehe grafische Abbildung 4).

Der Box-Whisker-Plot (sog. Schachteldiagramm) liefert dabei eine anschauliche
Zusammenfassung Uber die Haufigkeitsverteilung der SP-Daten, wobei er ver-
schiedene MaBe in einem Diagramm zusammenfasst, wie den Median, oberes und
unters Quartil und die Extremwerte, bzw. die AusreiBer.

Der Median ist hierbei in der Box eingezeichnet, welcher durch seine Lage innerhalb
der Box einen Eindruck von der Schiefe der den Daten zugrunde liegenden Verteilung
vermittelt. Als sog. ,Whisker“ werden die horizontalen/vertikalen Linien bezeichnet. In
der Literatur finden sich drei verschiedene Definitionen Uber die Lange der Whisker.
Mit Hilfe dieser Box-Whisker-Plots erhalt man einen Uberblick iiber die Form der

statistischen Verteilung, die den Daten zugrunde liegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Zur Serologie der EBV-spezifischen Antikorper bei den MS
Patienten

Die Plasmaproben der 73 padiatrischen MS-Patienten, die zum Zeitpunkt der Di-
agnosestellung entnommen wurden, sowie der Kontrollgruppe (n = 77) wurden
anhand des Enzymimmunoassays (ELISA) zunachst auf finf verschiedene EBV-
Seromarker analysiert.

Durch die serologischen Untersuchungen der MS-Patientenproben konnte zu-
néachst geklart werden, ob eine positive oder negative Serologie fir den jeweilig zu
untersuchenden EBV-spezifischen Antikérper vorlag. Hierfur wurden die Ergebnis-
se des ELISA-Verfahrens mit anschlieBender Spekiralphotometer-Messung, den
Angaben der jeweiligen ELISA Test-Hersteller folgend, nach den schon ausgefihr-
ten Analysevorgaben ausgewertet.

Durch die anschlieBende analytische Auswertung der serologischen Ergebnisse
mit Hilfe des Chi-Square Tests und des Mann-Whitney-U-Tests wurden die Werte
auf ihre Signifikanz geprift. Als positiv galt eine nach den Auswahlkriterien der
jeweiligen ELISA gemessene Extinktion oberhalb des berechneten Cut-off-Wertes
bzw. der ermittelten Ratio.

Bei grenzwertigen Testergebnissen wurde die Patientenprobe erneut untersucht
und mit dem Ergebnis der ersten verglichen. Die Bewertung der Ergebnisse beider
Proben erlaubte so eine Aussage Uber moégliche Titerveranderungen, wobei es bei
den serologischen Untersuchungen zu keinen uneindeutigen Ergebnissen hinsicht-
lich Positivitat/Negativitat in den Untersuchungsserien gekommen war.

Fur das viral capsid antigen (VCA)-IgG als Seromarker persistierender EBV-
Infektionen konnte bei den MS-Patienten eine 100%-ige Seropositivitit gemessen
werden, d.h. 73/73 der untersuchten Patienten waren seropositiv (Chi-square
=23,2; p < 0,001).

Bestatigt wurde diese hohe Seropositivitdt durch das ebenfalls virusspezifische
Epstein-Barr nuclear antigen1 (EBNA1)-IgG. Etwa acht bis zw6lf Wochen nach der
EBV-Erstinfektion werden EBNA1-Antikérper gebildet, deren Nachweis als Para-
meter einer langer zurlickliegenden Serokonversion dient.

Beziiglich des EBNA1-IgG waren 72/73 Proben serologisch positiv, was eine Se-
ropositivitdt von 98,7% bedeutet (im Chi-Square ermittelt = 21,4; p < 0,001) und
demnach eine 1,3%-ige Negativitat, bezogen auf alle untersuchten MS-Probanden.
Bei der einen MS-Patientin, die serologisch fiir EBNA1 negativ war, konnte durch
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wiederholte Messungen dieses negative Ergebnis bestéatigt werden. Die Patientin
zeigte jedoch eine VCA-IgG Seropositivitat bei sonst negativen EBV-spezifischen
Seromarkern, wodurch eine EBV-Priméarinfektion ausgeschlossen ist.

Das EBNA1-IgG dient, wie beschrieben, als Marker einer langer zuriickliegenden
Serokonversion bei gleichzeitiger Negativitat von anti-EA-1gG, -IgM und EA-IgA
(early antigen) oder ausschlieBlicher Nachweisbarkeit von EA-IgG.

Die nachfolgend gemessenen weiteren, EBV-spezifischen Antikérper, wie anti-EA-
IgG, -IgM und —IgA, sind Indikatoren fiir eine endogene Replikation von EBV im
menschlichen Kérper.

Fir das anti-early antigen (D)-1gG lieB sich eine nicht signifikante Seropositivitat
von 9% (6/73; neg = 91%) ermitteln. Auch early antigen (EA) vom Typ -IgM wies
mit einer 15%-igen Seropositivitat (11/73; neg = 85%) keine Signifikanz auf. Eben-
so anti-EA-IgA, welches mit 0/73 der MS-Patienten eine 100%-ige Seronegativitat
nachweisen lieB.

Die serologische Nachweisbarkeit von Antikérpern gegen anti-EA-IgM und/oder
anti-EA-IgG bei gleichzeitigem Nichtvorhandensein von Antikérpern gegen EBNA1
wirde fir eine primére Infektion mit dem Epstein-Barr Virus sprechen.

Da bei diesen Seromarkern jedoch in der Pravalenz oder Reaktivitat keine signifi-
kanten Seropositivitdten nachzuweisen waren, dafiir aber eine 98-100%-ige Positi-
vitat fir EBNA1 und VCA-IgG, kann damit eine EBV-Primérinfektion der MS-
Patienten sicher ausgeschlossen werden.

Die Konstellation von VCA-IgG Seropositivitat in Verbindung mit Antikérpern gegen
EBNA1-IgG ist als Immunitat gegen eine EBV-Primérinfektion zu werten.

Aus folgender Abb. 4 der Box-Whisker-Plots wird die Signifikanz von VCA-IgG und
EBNA1-IgG im Vergleich zu der Kontrollgruppe grafisch ersichtlich.
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Abbildung 4.: Anti EBNA1-1gG und anti-VCA-IgG Titer von péadiatrischen MS-
Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. Darstel-
lung der OD (optical density)-Werte als quantitativer Messwert
der Antikérperkonzentrationen im Serum. Die MS-Patienten
zeigen signifikant erhéhte EBV-Titer im Vergleich zur Kon-
troligruppe.

3.2 Zur Serologie der EBV-spezifischen AntikGrper der Kon-
trollgruppe

Bei den eingesetzten 77 Kontrollplasmen mit ungeféhr gleicher Alters- und Ge-
schlechtsverteilung konnte eine serologische EBV-VCA-IgG-Positivitdt von 56/77
festgestellt werden. Das bedeutet, dass 72,7% in dieser Gruppe seropositiv waren
(neg = 27,3%). Verglichen mit der 100%-igen Seropositivitat der MS-Patienten liegt

fur letztere ein signifikanter Unterschied von p < 0,002 vor.

Fir das anti-EBNA1-1gG fanden sich in der Kontrollgruppe 55/77 seropositiv, also
71,4%, (neg = 28,6%), was ebenso eine Signifikanz zu den 98,7% Seropositiven
der Patientengruppe darstellt (p < 0,0001).

Fur die weiteren EBV-spezifischen Antikérper konnten folgende, im Vergleich zu
den MS-Patienten sich nicht signifikant unterscheidende Seropositivitdten von EA-
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IgG zu 9% (7/77; neg = 91%) EA-IgM zu 8% (6/77; neg = 92%) und EA-IgA zu
2,6% (2/77; neg = 97,4%) ermittelt werden.

3.3 Zur Serologie weiterer Herpesviridae der MS-Patienten

Als zusétzlichen Vergleich zu den EBV-Seromarkern wurden sowohl die MS-
Patienten als auch die Kontrollgruppe auf weitere 1gG-Antikérper gegen andere
Herpesviridae, wie das humane Cytomegalievirus (hCMV), das Herpes-Simplex-
Virus (HSV) 1&2 sowie gegen das Varizella-Zoster-Virus mittels Enzyme-linked
Immunoassy (ELISA) untersucht.

Hierbei fanden sich im Vergleich mit den Kontrollprobanden keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Ergebnisse wie nachfolglich:

Bezliglich des anti-HSV-IgG (der Test unterscheidet nicht sensitiv zwischen HSV
1&2) waren 37/73 MS-Patienten seropositiv (50,7%; neg = 49,3%). Fir das huma-
ne Cytomegalievirus waren 11/73 MS-Patienten seropositiv (15,1%; neg = 85%).
Bei dem zuletzt gemessenen Herpesvirus, dem Varizella-Zoster-Virus, war eine
deutlich erkennbare hdéhere Seropositivitat in beiden Untersuchungsgruppen zu
verzeichnen, so zeigten 69 MS-Patienten eine Antikdrperreaktivitat, das entspricht
94,5% (neg = 5,5%).

3.4. Zur Serologie weiterer Herpesviridae der Kontrollgruppe

Bei der serologischen Auswertung der Herpesviridae erhielten wir folgende Ergeb-
nisse in der Kontrollgruppe: Fir das anti-HSV-IgG erhielten wir eine positive Anti-
kdrperreaktivitat in 45% der Félle (35/77; neg = 55%), flr das humane Cytomega-
lievirus waren 23% positiv (18/77; neg = 77%) und fir das Varizella-Zoster-Virus
konnten wir, der MS-Gruppe &hnlich, eine vergleichsweise hohe Seropositivitat von
91% auswerten (70/77; neg = 9%).

Die hohe Seropositivitat in beiden Gruppen lasst auf die friihe und hohe Durchseu-
chung des Varizella-Zoster-Virus schlieBen, wobei keine Signifikanz zwischen MS-
Patienten und Kontrollprobanden im Ergebnis besteht. Die serologische Auswer-
tung der anderen Herpesviridae ist vergleichsweise nicht signifikant.

3.4 PCR Ergebnis

Neben der ausfihrlichen EBV-Serologie flihrten wir mittels der quantitativen Real-
time PCR-Analyse (TagMan ABI Prism 7700, PE Applied Biosystems) bei den MS-

Probanden und der Kontrollgruppe den Nachweis von EBV-DNA im Plasma durch,
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wobei beim Ansatz gemaB dem im Methodenteil ausgefiihrten PCR-Protokolls vor-

gegangen wurde.

Das Ergebnis ergab eine bezliglich der PCR-Diagnostik 100%-ige Negativitat der

MS-Patienten ebenso wie der Kontrollprobanden.

Dieses negative Resultat in beiden Untersuchungsgruppen bedeutet, dass keine
EBV-Reaktivierungen mittels der Viruslastmessung von freier EBV-DNA im peri-
pheren Blut nachzuweisen waren. Dies schlieBt jedoch eine serologische EBV-

Seropositivitdt zum gleichen Zeitpunkt nicht aus.

Nachfolgende Tabelle 3 enthélt die serologischen Ergebnisse in Ubersicht:

. Gesunde
MS-Patienten Kontrollen
Anti-VCA-IgG- 73/73 56/77
positiv? (100%) (72,7%)
Anti-EBNA1-IgG- 72/73 55/77
positiv2 (98,7%) (71,4%)
Anti-HSV-IgG- 37/73 35/77
positiv3 (50,7%) (45,5%)
Anti-hCMV-IgG- 11/73 18/77
positiv3 (15,1%) (23,4%)
Anti-VZV-1gG- 69/73 70/77
positiv3 (94,5%) (90,9%)

Tabelle 3:

1%2 = 23,2; p < 0,001
2x2 = 21,4; p < 0,001
3 = nicht signifikant

Seropositivitat fiir Herpesviren (EBV, HSV, hCMV und VZV) von péadi-
atrischen MS-Patienten und gesunden Kontrollen. MS-Patienten waren
in 100% der Félle EBV-infiziert und damit signifikant haufiger als ge-
sunde Kontrollen. Dieser EBV-Serostatus mit Anti-VCA-IgG als Para-
meter der persistierenden EBV-Infektion wurde mit einem zweiten Pa-
rameter (Anti-EBNA1-IgG) kontrolliert und bestédtigt. Keine Unter-
schiede zeigten sich fiir die Seropositivitat von persistierenden HSV-,
hCMV- und VZV-Infektionen.
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4. Diskussion

Anhand der dargestellten serologischen Ergebnisse konnten wir bei den MS-
Patienten eine 100%-ige EBV-Seropositivitat durch die signifikant erhéhten Anti-
kérpertiter der EBV-spezifischen Seromarker VCA-IgG (100%) und EBNA1-1gG
(98,7%) im Vergleich zu den Kontrollprobanden nachweisen. Gleichzeitig konnten
wir das Fehlen einer typischen Konstellation einer EBV-Primarinfektion zum Zeit-
punkt der Diagnosestellung zeigen.

Konsequenz aus den serologisch signifikanten Ergebnissen der Seromarker fir
eine persistierende EBV-Infektion (VCA), bzw. einer langer zuriickliegenden Sero-
konversion (EBNA1) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und Probenentnahme ist
die Tatsache, dass die 73 untersuchten padiatrischen Patienten mit ,early onset"”
Multipler Sklerose bereits vor Beginn des Krankheitsausbruches mit EBV infiziert
gewesen sind.

Alotaibi et al. (2004) weisen darauf hin, dass péadiatrische MS-Patienten zum Zeit-
punkt der Diagnosestellung schon einen serologischen Beweis fiir eine frihere
EBV-Infektion aufweisen missten, wenn das Epstein-Barr Virus tatsachlich in die
Initiation der Erkrankung involviert ist.

Die Tatsache, dass unsere gesamten untersuchten MS-Patienten aufgrund der
serologischen Konstellation der EBV-Seromarker vor Ausbruch der Erkrankung mit
dem EB-Virus infiziert sind, Iasst sich auch mit der Annahme von Wandinger et al.
(2000) vereinbaren, dass das Epstein-Barr Virus vielmehr als eine Voraussetzung
der MS-Entstehung und weniger als eine Konsequenz der Erkrankung verstanden
werden kénne.

Wie aus unseren serologischen Ergebnissen ersichtlich, waren die anti-EBV-EA-
IgG und -IgM Titer der MS-Probanden vergleichbar mit denen der Kontrollen. Auch
die Gruppe Munch et al. (1998) fand bei signifikant erhéhtem anti-EBNA1 Titer
keine signifikanten anti-EA-IgG und anti-EA-IgM Erhéhungen bei erwachsenen
MS-Patienten.

Es ist wichtig, die Bestatigung aus der Literatur, dass auch akute symptomatische
EBV-Infektionen (wie bspw. die infektidsen Mononukleose) mit ZNS-Demye-
linisierungen einhergehen kénnen (Bray et al., 1992), in diesem Zusammenhang
zu erwahnen, wenngleich die groBe Mehrheit erwachsener MS-Patienten keinen
klinischen oder serologischen Nachweis einer akuten Infektidsen Mononukleose-
Erkrankung zum Zeitpunkt der MS-Diagnose aufweist. Vielmehr |Iasst sich bei

ihnen eine 100%-ige EBNA1-, bzw. VCA-Seropositivitat als Indiz einer langer zu-
rickliegenden EBV-Infektion nachweisen (Bray et al., 1983; Larsen et al., 1985;
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Ascherio et al., 2000).

Dennoch kénnen EBV-Infektionen, klinisch sich als sehr verschiedenartige neuro-

logische Syndrome prasentierend, unter anderem aseptische Meningitiden, En-

zephalitis, postinfektidse Polyneuritis, Cerebellitis oder auch akute Psychosen aus-

I6sen (Bray et al., 1992, Volpi, 2004).

Obgleich die genaue Pathogenese noch unklar ist, scheinen generell alle Teile des

Nervensystems einer neurologisch komplizierten EBV-Infektion gegeniber vulne-

rabel zu sein (Silverstein et al., 1972; Bell und McCormick, 1981).

Haahr et al. (1992, 2004) konnten durch prospektive Studien ein 2,8fach héheres

Auftreten von Multipler Sklerose bei Patienten mit vorheriger Infektidser Mono-

nukleose bei spater EBV-Priméarinfektion feststellen. In einer schwedischen Studie

beschrieben Lindberg et al. (1991) das Risiko flr eine Multiple Sklerose nach
durchgemachter Infektiéser Mononukleose sogar als 3,7fach erhéht.

An die nun folgenden Interpretationen anzuschlieBen, I&sst sich unser Ergebnis

der signifikanten EBV-Serologie der padiatrischen MS-Patienten auf verschiedene

Weise erklaren:

1) Die MS-Pathogenese wird durch die EBV-Infektion initiiert oder vorangetrieben.

2) Ein frGhes, klinisch noch nicht apparentes Stadium der Multiplen Sklerose er-
héht die Empfanglichkeit von B-Zellen fir eine Infektion mit dem Epstein-Barr
Virus.

3) Es besteht ein gemeinsamer, bisher noch ungeklarter Mechanismus, der die
Chance fir eine frihe EBV-Infektion und die Entstehung einer ,early-onset* MS
erhoéht (Alotaibi et al., 2004).

Den genannten Interpretationsmdglichkeiten gegeniber hat sich vor allem die An-

nahme durchgesetzt, dass die Immunantwort auf Umweltfaktoren (viraler Art) wéh-

rend eines vulnerablen Zeitfensters in der Kindheit fir das Entstehen der Multiplen

Sklerose-Erkrankung in einer Weise verantwortlich gemacht werden kann (Asche-

rio et al., 2001; Haahr et al, 2004).

Nach Ascherio et al. (2001) und Bray et al. (1992) sind es mehrere Griinde, die
plausibel erscheinen lassen, dem Epstein-Barr Virus hierbei eine besondere Auf-
merksamkeit zu schenken: eine Infektion mit dem Epstein-Barr Virus fihrt zur per-
sistierenden B-Zell-Infektion und anschlieBender Expansion der transformierten B-
Zell-Klone, die jedoch durch eine ausgepragte T-Zellantwort und die Produktion
von Antikérpern gegen die spezifischen viralen EBV-Antigene in ihrer Proliferation

eingedammt werden.

An sich ist die EBV-spezifische T-Zellantwort nicht pathogen, da autoimmune T-
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Zellen im ruhenden Stadium bei den meisten gesunden EBV-positiven Erwachsen-
en vorhanden sind. Aufgrund der massiven Aktivierung des gesamten Immun-
systems kénnte es jedoch im Rahmen der T-Zellantwort gegen EBV-Antigene
durch molekulares Mimikry (d.h. ein fremdes Peptid imitiert ein Selbstantigen) zu
einer potentiell pathogenen Aktivierung kreuzreagierender, autoreaktiver T-
Zellklone kommen. Fir einen MS-Patienten wurde dieser Mechanismus kirzlich
belegt und eine Kreuzreaktivitdt eines T-Zellklones zwischen einem EBV-DNA-
Polymerase-Peptid, prasentiert durch eine DR2-positive humane B-Zellinie
(DRB5*0101), und einem Peptid des basischen Myelinproteins (DRB1*1501) ge-
funden. Letzteres bildet bekanntermaBen die Hauptkomponente der Myelinscheide
und ist wesentlich von der Inflammation bei der Multiplen Sklerose betroffen. Diese
Entdeckung von Lang et al. (2002) stellt eine funktionelle immunologische Grund-
lage fur einer Kreuzaktivierung autoreaktiver T-Zellen dar.

Ebenfalls von Bedeutung ist die Entdeckung, dass EBV in B-Lymphozyten die Ex-
pression des B-Zell-Oberflachen-Proteins alpha-B-Crystallin induziert, eines Hitze-
schockproteins, was als ein immundominantes Myelin-Antigen des ZNS bei MS-
Patienten identifiziert werden konnte (Van Sechel et al., 1999; Van Noort et al.,
2000).

So wird angenommen, dass die Exposition mit dem Epstein-Barr Virus zu einer
fehlgerichteten Immunantwort des Wirts auf Autoantigene speziell im ZNS fihrt,
wie z.B. gegen das alpha-B-Crystallin oder das basische Myelinprotein (MBP) (Alo-
taibi et al., 2004).

Gleichzeitig weisen Alotaibi et al. (2004) jedoch darauf hin, dass das Epstein-Barr
Virus nicht das einzige Virus aus der Familie der Herpesviridae ist, welches mit der
Multiplen Sklerose-Erkrankung assoziiert wird. So wurde von Ablashi et al. (1998)
auch dem Humanen Herpesvirus Typ 6 (HHV6) eine Rolle in der Atiologie der MS
zugeschrieben, vor allem bestatigt durch die Anwesenheit von HHV6-Genom im
ZNS-Gewebe und die erhéhten Antikérper-Titer sowohl im Liquor als auch im peri-
pheren Blut von erwachsenen MS-Patienten. Gleichzeitig, so Cuomo et al. (1995),
fUhre eine Infektion mit dem Humanen Herpesvirus 6 (HHV6) der Variante A (nicht
B) zu einer Aktivierung des EBV-Genoms in EBV-infizierten B-Zell-Linien. Hierbei
kommt es zu einer Expression des sog. ZEBRA-EBV Gens mit anschlieBender
Replikation des Virus. Dabei reguliert das HHV6 die ZEBRA Gen-Transkription
durch ein cyclisches AMP-responsive element (CRE) hoch, welches in dem
ZEBRA Promoter (ZP) lokalisiert ist (Flamand et al., 1996). So wird auf diese Wei-
se das latente EB-Virus aktiviert. Der Besitz dieses CRE, Uber welches unter den
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Viren u.a. auch die Retroviren verfigen, erbffnet eine Bandbreite von méglichen
Interaktionen zwischen verschiedenen Viren, was die Annahme unterstreicht, dass
das Zusammentreffen einer multiplen viralen Exposition zu einem bestimmten
Zeitpunkt eine Rolle im Hinblick auf die Entstehung der Multiplen Sklerose spielt.
Swanborg et al. (2003) weisen auf die Schwierigkeit hin, dass fast 100% der unter-
suchten Population bereits im Alter von zwei Jahren HHV6 infiziert sind und hier
zuklnftig versucht werden sollte, mittels molekularer Methoden, wie bspw. der
PCR, den replikativen, bzw. den latenten Status von HHV6 genauer zu analysie-
ren. Studien beschreiben aber auch eine nicht 100%ige Seropositivitat von HHV6
bei MS-Patienten (Soldan et al., 1997; Martin et al., 1997).

Nachgewiesen ist ferner, dass die EBV-transformierten lymphoblastoiden Zell-
Linien (LCL’s) neben EBV auch HTLV-1, HIV und andere Retroviren beheimaten
kénnen (Yamamoto et al., 1982; Lai et al., 1989).

Aufgrund der nicht signifikanten serologischen Unterschiede in der Positivitat von
HSV, VZV und hCMV bei unseren Probanden gegenliber der Kontrollgruppe ist
daraus zu schlieBen, dass man bei den MS-erkrankten Kindern und Jugendlichen
nicht von einer generell erhéhten Virus-Anfalligkeit ausgehen kann.

Die Beobachtung von Alotaibi et al. (2004), in deren padiatrischer Fall-Kontroll-
Studie die gesunden Kontrollprobanden weitaus mehr seropositiv dem Herpes-
Simplex-Virus gegeniber waren als die MS-Patientengruppe (90% versus 55%, p
= 0,003), konnten wir nicht bestéatigen. Es zeigte sich in unseren Ergebnissen viel-
mehr eine leichte Erhdhung von 5% in der HSV-Seropositivitat bei den MS-Patien-
ten, was jedoch kein signifikantes Ergebnis ist.

Von Martin (1981) wurde die Hypothese vertreten, dass insbesondere die HSV1-
Immunitat schiitzend gegen die Multiple Sklerose-Erkrankung wirke.

Wenn wir also annehmen, dass die Folge einer viralen Exposition im Kindesalter
eine Rolle in der Pathobiologie der Multiplen Sklerose spielt, so kann die Uber-
legung gemacht werden, dass die padiatrischen MS-Patienten die EBV-Infektion
durchmachen ohne den nach Martin (1981) schitzenden Vorteil einer frihen
HSV1-Infektion.

Casetta und Granieri (2000) vertreten die Ansicht, dass generell durchgemachte
Infektionen im frihen Kindesalter einen schitzenden Effekt auf die MS haben, wo-
bei spatere Expositionen mit gleichen infektiésen Agentien bei schon ausgereiftem
Immunsystem das Risiko der MS-Erkrankung erhéhen.

Wenngleich bei unseren Untersuchungsgruppen nur geringe Unterschiede bezlg-
lich der geografischen Herkunft bestehen, so ist es unwahrscheinlich, einzig diese
Tatsache fir den signifikanten Unterschied der EBV-Serologie verantwortlich zu

57



machen.

Nach Cepok et al. (2005) kann die Rolle des Epstein-Barr Virus in der MS-Erkran-

kung auf folgende Weise erklart werden:

1) Das EB-Virus persistiert in einer Nische im ZNS und wird dort periodisch reakti-
viert. Gliazellen, die das EBV-Oberflachenantigen CD21 zu tragen scheinen,
welches durch Interaktion mit dem Virus als EBV-Rezeptor fungiert, kénnen un-
ter bestimmten Umstédnden vom Virus infiziert werden (Menet et al., 1999). Da
EBV-RNA bislang mittels Hybridisierungsmethoden noch nicht in den MS-
Entmarkungsherden des ZNS entdeckt werden konnte, spricht diese Tatsache
eigentlich gegen eine permanente ZNS-Infektion (Hilton et al., 1994).

2) Das Virus mag sich periodisch von den infizierten B-Zellen wahrend der aktiven
MS in das ZNS-Gewebe ausbreiten, was dort zu einer lokalen antiviralen Im-
munantwort fihrt. In diesem Falle wiirde das EBV nur wéhrend eines bestimm-
ten Zeitpunktes, namlich wahrend eines aktiven neuen Krankheitsschubes, im
ZNS aufzuweisen sein.

3) Die EBV-Infektion peripherer B-Zellen mag eine kreuzreagierende Autoimmun-
antwort gegen Antigene des ZNS triggern. Die Reaktivierung des Virus in infi-
zierten B-Zellen vermag eine Autoimmunantwort im ZNS auszulésen, bei der

auch der HLA-Komplex involviert ist.

Von in vivo Tierexperimenten ist das Konzept bestétigt, dass eine Kreuzreaktivitat
viraler Antigene mit autoreaktiven T-Zellen experimentelle autoimmune Enzephalo-
myelitiden (EAE) induzieren kann (Ufret-Vincenty et al., 1998; Gold et al., 2000).

Aus den ausgeflihrten Aussagen lasst sich folgerichtig der Schluss ziehen, daB
das Epstein-Barr Virus mit der Fahigkeit zu einer lebenslangen Persistenz in im-
munkompetenten B-Zellen und der dadurch gegebenen Voraussetzung, periodisch
reaktiviert werden zu kénnen, alle Merkmale in sich vereint, eine anhaltende kreuz-

reagierende Autoimmunantwort auszulésen zu kdnnen (Cepok et al., 2005).

Ferner untersuchte die Gruppe Cepok et al. (2005) die T-Zell-Dominanz in den
ZNS-Lasionen erwachsener MS-Patienten und fand eine signifikant erhéhte CD8
T-Zellrespons gegenilber EBV in latent infizierten B-Zellen sowohl im ZNS-Gewebe
als auch im cerebrospinalen Liquor (Babbe et al., 2000; Jacobsen et al., 2002; Ce-
pok et al., 2005).

Schon seit einigen Jahren, in denen man immer wieder Beweise fiir ein komplexes
Zusammenspiel zwischen infektidsen Auslésern und dem Krankheitsausbruch der
Multiplen Sklerose fand, wird die Multiple Sklerose zunehmend als eine T-Zell-
vermittelte Autoimmunkrankheit verstanden, wobei das basische Myelinprotein
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hierbei als Zielantigen in der Autoimmungenese eine wichtige Rolle spielt (Wan-
dinger et al., 2000). Ferner wird in diesem Zusammenhang die Aktivierung von
enzephalitogenen autoreaktiven T-Zellen im peripheren Immunsystem durch ver-
schiedene virale oder bakterielle Peptide als ein kritisches Ereignis flr die Indukti-
on einer Autoimmunkrankheit des ZNS erachtet. Dabei scheint die Induktion von T-
Zellen, spezifisch fir das Myelin-Antigen, nicht nur durch Antigene, die von der
Struktur Ahnlichkeit mit dem Myelin-Epitop haben, ausgelést werden zu kénnen,
sondern genauso auch durch pathogene Antigene, die keine Sequenzhomologie zu
dem normalen Autoantigen zeigen. Darliber hinaus scheinen mikrobielle Antigene
sogar starkere Liganden flir eine autoreaktive T-Zellantwort darzustellen als im-
mundominante eigene Peptide (Wandinger et al., 2000; Kesselring, 2005). Nicht
jede effektive Kreuzreaktion zwischen virusspezifischen und autoimmunen T-
Zellen ist notwendigerweise pathogen, denn eine Krankheitsauslésung hangt auch
stark davon ab, welche Epitope auf dem jeweiligen Protein erkannt werden (Kes-
selring, 2005).

Einen konkreten Hinweis auf einen mdglichen pathogenetischen Mechanismus von
EBV bei der Multiplen Sklerose lieferten Wucherpfennig und Strominger (1995),
indem sie zeigten, dass die wahrend des lytischen, d.h. replikativen Zyklus des
Virus exprimierte EBV-DNA-Polymerase die Fahigkeit hat, spezifische T-Zell-Klone
gegen das basische Myelin Protein (BMP) zu aktivieren. Durch die periphere Akti-
vierung autoreaktiver T-Zellen ist dadurch eine Rolle fir EBV auch ohne direkten
Erregernachweis in MS-Lasionen denkbar.

Wenn man nun die immunvermittelte Myelin-Destruktion der aktiven MS-Erkran-
kung als einen Antikérper-abhangigen Prozess versteht, so ist gleichfalls die Bil-
dung von Antikérpern, welche mit den neuroglialen Antigenen wéahrend der Immun-
antwort gegen das EB-Virus kreuzreagieren, von zentraler Bedeutung (Bray et al.,
1992).

Wenig ist bisher bekannt tber den genauen physiologischen Stimulus, der zu der
Reaktivierung einer latenten EBV-Infektion fihrt. Vom Lymphgewebe der oropha-
ryngealen Mukosa kdénnen virale EBV-Reaktivierungen ausgehen. So lasst sich
spekulieren, dass zusétzliche Infektionen bei MS-Erkrankten einen stimulatori-
schen Effekt auf eine EBV-Reaktivierung ausliben. Dass Multiple Sklerose-
Patienten durch Triggerung viraler oder bakterieller Infekte meist neue Krankheits-
schliibe erfahren, ist bekannt. Auch konnten aktive virale EBV-Replikationen und
erhéhte Titer wahrend akuter MS-Schiibe festgestellt werden (Wandinger et al.,
2000; Ascherio et al., 2001).

Nun stellt sich die Frage, warum nicht alle EBV-seropositiven Individuen eine Auto-
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immunkrankheit speziell des ZNS entwickeln. Auf der einen Seite spielen hierbei
Unterschiede in der Affinitdt und der stimulierenden Potenz des spezifischen trimo-
lekularen Komplexes der T-Zelle, bestehend aus T-Zell-Rezeptor, HLA-Molekil
und autoantigenen Peptiden, eine Rolle. Dieser Komplex bildet einen wesentlichen
Grundpfeiler der pathogenetischen Interaktion von Genen (HLA), Umwelt (Peptid)
und Immunsystem (T-Zell-Rezeptor). Auf der anderen Seite mag auch die erhéhte
funktionelle Aktivitat von autoreaktiven T-Zellen im Verlauf der Immunantwort ge-
gen EBV bei MS-Patienten als ein Resultat des genetisch determinierten Histo-
kompatibilitats-Types und des genannten T-Zell-Rezeptor Repertoires von Bedeu-
tung sein (Wandinger et al., 2000; Kesselring, 2005).

Es koénnte argumentiert werden, dass serologisch nachweisbare EBV-
Reaktivierungen mehr die Begleiterscheinung der Immunstérung wahrend eines
Schubes der MS-Erkrankung sind als deren wirkliche Ursache.

Dagegen spricht in unserem Falle die serologische Evidenz eines bereits vor dem
Krankheitsausbruch existenten EBV-Infektions-Musters mit dem Ausschluss einer
bestehenden Primarinfektion.

Auch Levin et al. (2005) berichten, dass die EBV-Antikdrper-Titer unter den er-
wachsenen MS-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen bereits finf oder mehr
Jahre vor Ausbruch der MS-Erkrankung signifikant erhéht waren. Dies bestatigt die
Annahme, dass die erhéhte Antikérper-Response gegen EBV weniger eine Konse-
quenz der Multiplen Sklerose als vielmehr ein frihes Geschehen in dem pathologi-
schen Prozess ist, der zur Demyelinisierung und schlieBlich zu dem klinischen Bild
der Erkrankung fuhrt.

Auch Studien aus Schweden an erwachsenen MS-Patienten bestéatigten einen sig-
nifikant erhéhten EBNA1 Titer finf oder mehr Jahre vor Ausbruch der Erkrankung
(Sundstrom et al., 2004), wobei das Ergebnis nicht fiir anti-VCA-1gG bestatigt wer-
den konnte.

Lycke et al. (1996) stellten fest, dass in der Gruppe von erwachsenen MS-
Patienten, welche mit Acyclovir (einem Nukleosid-Analogon, welches selektiv die
Replikation von Herpesviren durch Inhibition der viralen DNA-Polymerase hemmt)
behandelt wurden, eine signifikante Reduktion der MS-Schiibe nachzuweisen war.
Auch Bech et al. (2002) konnten nach Valacyclovir-Behandlung eine Besserung
der Krankheitsaktivitdt wahrnehmen. Als wirkungslos hingegen zeigte sich die The-
rapie bei der RR-MS (relapsing-remitting) Form. Dennoch ist die Wirksamkeit einer
antiviralen Therapie, abhangig von der MS-Form, vereinbar mit der Hypothese,
dass ein Virus oder mehrere Viren aus der Gruppe der Herpesviridae bei der Pa-
thogenese der Multiplen Sklerose involviert sind (Lycke et al., 1996).
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Levin et al. (2005) weisen darauf hin, dass sich das Muster der Antikérper-Antwort
auf EBV, welches bei untersuchten MS-Patienten beobachtet wurde, grundséatzlich
unterscheidet von dem, welches man bspw. bei immunsupprimierten oder an chro-
nisch infektioser Mononukleose erkrankten Patienten findet. Bei letzteren sind vor
allem erhéhte EBNA2-Titer bei gleichzeitig erniedrigten EBNA1-Titern charakteris-
tisch (Lennette et al., 1993).

Derart aufféllige Antikérpermuster von erhéhten VCA-IgG- und anti-EBNA1-IgG-
Titern schon vor Ausbruch der Erkrankung, wie sie in unseren Ergebnissen zu fin-
den waren, fihrten zur Aufkldrung der EBV-Assoziation mit dem Morbus-Hodgkin
sowie dem Nasopharynx-Karzinom (De-Thé, 1982; Mueller et al., 1989), wobei bei
letzterem vor allem erhdhte VCA-IgA-Titer in der serologischen Beurteilung von
Bedeutung sind (Chien et al., 2001). AusschlieBlich erhéhte VCA-IgG-Titer konnten
auch in der EBV-assoziierten Pathogenese des Burkitt-Lymphoms gefunden wer-
den (de Thé et al., 1978).

Wie schon erwahnt, werden Mehrfach-Infektionen, die in friher Kindheit durchge-
macht werden, mit einer Verringerung des Risikos fiir eine Multiple Sklerose in
Verbindung gebracht. Gleiche Infektionen zu einem spateren Zeitpunkt des Lebens
aber werden fir ein weitaus hdheres Risiko verantwortlich gemacht (Levin et al.,
2005; Ponsonby et al., 2005, Ascherio, 2007). Diese Hypothese, oft als ,Hygiene-
Hypothese” bezeichnet, beruft sich auf den Zusammenhang von Autoimmunkrank-
heiten, allergischen Erkrankungen und dem Lebens- bzw. Hygienestandard (Bach,
2002). Nach der ,Hygiene-Hypothese” unterstiitzen Infektionen und der Kontakt zu
Allergenen in den ersten Lebensjahren die Entwicklung des Immunsystems und
reduzieren die Gefahr, spater an Autoimmunkrankheiten oder Allergien zu erkran-
ken. Als Bestéatigung dieser Hypothese kann man u.a. das erhéhte Risiko von Mul-
tipler Sklerose bei Patienten mit durchgemachter infektidser Mononukleose als
Manifestation einer spaten EBV-Primarinfektion in der Anamnese betrachten (Her-
nan et al., 2001). Auch die Tatsache der sehr geringen MS-Pravalenz in Entwick-
lungslandern bei niedrigem Hygienestandard und dadurch im Allgemeinen oftmals
friher Exposition von Infektionen bestatigen diese Hypothese. Nach dieser Hypo-
these missten Kinder und Jugendliche ohne durchgemachte EBV-Infektion ein
deutlich erhéhtes MS-Risiko tragen. Dem ist jedoch nicht so, wie kiirzlich die Stu-
die von Alotaibi et al. (2004) zeigen konnte. Hier ist bewiesen worden, dass Kinder
mit serologischem Nachweis einer bereits langer zuriickliegenden EBV-Infektion
ein 8fach erhéhtes MS-Risiko im Vergleich zu Kindern haben, die EBV-seronegativ
sind.

So wird deutlich, dass die allgemeine Version der ,Hygiene-Hypothese® nicht hin-

61



reichend die Atiologie der Multiplen Sklerose zu erkldren vermag. Aus diesem
Grund schlugen Levin et al. (2005) als Differenzierung zu der ,Hygiene-Hypothese*
die ,EBV Variante der Hygiene-Hypothese® vor, um damit sehr klar zu machen,
dass fur die MS-Erkrankung im Hinblick auf eine mdgliche virale Pathogenese
ganzlich andere Bedingungen erfillt sein missen.

Weitere epidemiologische Studien, die EBV im Zusammenhang mit dem Auftreten
von Lupus Erythematodes bei Erwachsenen untersuchten (James et al., 2001;
Gross et al., 2005), weisen darauf hin, dass das Virus generell als ein potenter
Risiko-Faktor flr den Formenkreis der Autoimmunkrankheiten in Frage kommt.

Zum Vergleich der in der Literatur anderer Arbeitsgruppen gefundenen EBV-
seropositiven Ergebnisse bei erwachsenen MS-Patienten soll folgende tabellari-
sche Ubersicht dienen:

MS-Patienten: Kontrollen:
Sumaya et al. (1980) 155/157 (99%) 75/81 (93%)
Bray et al. (1983) 309/313 (99%) 363/406 (89%)
Larsen et al. (1985) 93/93 (100%) 8/93 (84%)
Sumaya et al. (1985) 104/104 (100%) 99/104 (95%)
Munch et al. (1997) 137/138 (99%) 124/138 (90%)
Ascherio et al. (2001) 141/144 (99%) 66/288 (92,4%)

Tabelle 4. Ubersicht der EBV-Serologie von MS-Patienten und Kontroll-

gruppen im Vergleich aus der Literatur

Untersucht wurde bei diesen Studien auf anti-EBNA1-1gG, wobei die Signifikanz
der EBNAT1-Seropositivitat der MS-Gruppe (99-100%) gegeniber der Kontroll-
gruppe (84-95%) deutlich erkennbar ist.

Ein ahnlicher Vergleich durch Fall-Kontroll-Studien flr padiatrische ,early-onset”

MS-Patienten ist noch nicht gegeben.

Rickblickend lasst sich von unserer ausgehenden Fragestellung zusammen-
fassen, dass wir bei unseren padiatrischen ,early-onset* MS-Patienten eine 100%-
ige EBV-Seropositivitdt nachweisen konnten. Die gleichzeitige serologische Besta-
tigung, dass keine EBV-Primérinfektion vorliegt, ist Beweis, dass die padiatrischen
Patienten bereits vor Ausbruch der Multiplen Sklerose mit dem Epstein-Barr Virus
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infiziert gewesen sind.

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass das Epstein-Barr Virus in der Atiologie der
Multiplen Sklerose im Kindes- und Jugendalter eine Rolle spielt, deren mdgliche
AusmaBe aber immer noch nicht hinreichend geklért sind. Durch die noch sehr
geringe Zahl an Studien von EBV und Multipler Sklerose bei padiatrischen Patien-
ten waren hier, ausblickend fiir die Zukunft zur Validierung der Ergebnisse weiter-
fihrende Untersuchungen mit noch gréBerem Patientenkollektiv zur Assoziation
des Virus mit der MS-Erkrankung, sehr winschenswert. Ferner wére es interes-
sant, den serologische Verlauf der EBV-Antikérper-Titer sowohl vor Krankheits-
ausbruch als auch wéahrend der Erkrankung durch weitere Arbeiten zu verfolgen,
um eventuelle serologische Verdnderungen und Titer-Erhéhungen wahrend eines
Krankheitsschubes genauer zu analysieren und dadurch einen méglichen direkten
Zusammenhang von EBV-Reaktivierung und Krankheitsaktivitat bei padiatrischen
Patienten in Longitudinalstudien aufzeigen zu kénnen.

So mag der weiteren Forschung auf dem Gebiet der EBV-Assoziation mit der Mul-
tiplen Sklerose bei Kindern und Jugendlichen zukunftig weiterfihrende Ergebnisse
gelingen, insbesondere auch, was die T-Zellantwort und mégliche Kreuzreaktionen
mit EBV-spezifische Antigenen anbelangt. So mag dadurch ein immer besseres
Verstédndnis der viralen Bedeutung, speziell fir das Epstein-Barr Virus und dessen
pathogenetische Zusammenhéng fiir die Atiologie der Multiplen Sklerose entste-
hen.

Letztendlich auch fir den Zweck, neue Therapieansatze zu finden; mdglicherweise
schon im Vorfeld durch Impfungen prophylaktische MaBnahmen zu treffen oder
durch immunologische Interventionen, die in die Virus-Wirt Interaktion eingreifen,

die Autoimmunantwort auf das Epstein-Barr Virus beeinflussen zu kénnen.
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5. Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine inflammatorische, demyelinisierende Erkran-
kung des Zentralnervensystems mit einer bislang unklaren Atiologie. Epidemio-
logische Studien sprechen fiir eine Assoziation zwischen Epstein-Barr Virus (EBV)-
Infektionen und der MS im Erwachsenenalter. Kinder und Jugendliche, die im Ver-
gleich zu Erwachsenen weniger Infektionen durchgemacht haben, sind eine opti-
male Studienpopulation, um Infektionserkrankungen als Kokatoren fiir die Entste-
hung einer MS zu untersuchen. Ziel dieser Studie war es, die Seropravalenz und
Reaktivitat von Anti-EBV-Antikérpern bei Kindern und Jugendlichen mit “early-
onset* MS im Vergleich zum Serostatus von anderen Herpesviren zu untersuchen.

73 padiatrische Patienten mit “early-onset” MS (48 Madchen und 25 Jungen, Al-
tersmedian 15 Jahre, Spannweite 8—23 Jahre) wurden in dieser Studie untersucht.
Die untersuchten Blutproben wurden zum Zeitpunkt der Diagnosestellung gewon-
nen und mit den 77 Proben von Kontrollprobanden mit ungefahr gleicher Alters-
und Geschlechtsverteilung verglichen. Finf verschiedene EBV-Seromarker (Anti-
EBNA1-IgG, Anti-VCA-1gG, Anti-EA-1gG, -IgM and -IgA Antikérper) sowie IgG-
Antikérper gegen das humane Herpesvirus 1 und 2 (HSV), das Varicella-
Zostervirus (VZV) und das humane Zytomegalievirus (hCMV), wurden bestimmt.

Alle pédiatrischen MS-Patienten waren EBV-seropositiv, nachweisbar durch die
Positivitat fur VCA-IgG (73/73, 100%). Dieses Ergebnis wurde durch den Nachweis
von anti-EBNA1-1gG, einem spateren Serokonversionsmarker, flr den alle bis auf
einen MS-Patienten positiv waren, bestatigt (72/73 MS-Patienten oder 98,7% anti-
EBNA1-IgG-positiv). Im Gegensatz hierzu waren die gesunden Kinder und Jugend-
lichen in nur 72% der Félle EBV-seropositiv (56/77 Kontrollen anti-VCA-1gG und
55/77 anti-EBNA1-lgG-positiv) (x* = 23,2, p < 0,001 fir Anti-VCA-IgG und %* =
21,4, p < 0,001 fur Anti-EBNA1-IgG). Es waren keine primaren EBV-Infektionen bei
den MS-Patienten festzustellen. VCA-IgG- und EBNA1-IgG-Antikdrpertiter waren in
der Gruppe der MS-Patienten signifikant erhéht (p < 0,001). Keine Unterschiede
zeigten sich im Serostatus fir HSV, hCMV oder VZV der beiden Gruppen.

Die nachgewiesene 100%-ige EBV-Seropositivitat bei den untersuchten Kindern
und Jugendlichen mit “early-onset”-MS und das Fehlen einer primaren EBV-
Infektion belegen, dass die Patienten bereits vor der Entwicklung einer Multiplen
Sklerose-Erkrankung mit dem Epstein-Barr-Virus infiziert gewesen sind. Dieses
Resultat spricht fir die Hypothese, dass das Epstein-Barr Virus eine Rolle in der
Atiologie der Multiplen Sklerose im Kindes- und Jugendalter spielt.
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6. Abklrzungsverzeichnis

ADEM
AHEM
AIDS
Anti-
AOMS

BL
CFS
CP-MS
CRE
CRP
CTL
DMT

DNA (DNS)
EA

EAE
EBER
EBNA
EBV
ELISA
EOMS

FAM
FET
g

Gp
HA
HCMV
HHV
HIV
HLA
HSV
HTLV
IFN

Akute disseminierte Enzephalomyelitis

Akute hamorrhagische Enzephalomyelitis

Acquired Immunodeficiency Syndrome

Antikérper gegen

adult onset MS - Multiple Sklerose mit Erkrankungsbeginn
im Erwachsenenalter

Burkitt-Lymphom

chronic fatigue Syndrome

chronisch-progressive MS

cyclic responsive element - zyklisches responsives Element
C-reaktives Protein

Zytotoxische T-Lymphozyten

Disease Modifying Therapy — krankheitsmodifizierende The-
rapie

Desoxyribonukleinsaure

Early Antigen

experimentelle allergische Enzephalomyelitis
Epstein-Barr kodierte RNA

Epstein-Barr Nukleares Antigen

Epstein-Barr Virus

Enzyme-linked immunosorbent Assay

early onset MS - Multiple Sklerose mit frihem Erkrankungs-
beginn

Farbstoff (6-Carboxy-Fluorescein)
Fluoreszenz-Energietransfer

Erdbesschleunigung

Glykoprotein

heterophile Antikérper

Humanes Cytomegalievirus

Humanes Herpesvirus

Humanes Immundefizienz-Virus

Humanes Lymphozytenantigen

Herpes-Simplex-Virus

Humanes T-Zell lymphotropisches Retrovirus

Interferon
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LCL
LMP
LT

MA
MBP
MDEM
MRT
MS
mtDNA
NMO
NO
NPC
O.D.
OHL
PBMC

PBS
PCR
PTLD

RNA
RQ-PCR

RR-MS
SP-MS
TNF
TZR
VCA
VIC
vzv
XLP

ZEBRA
ZNS
Zp

Infektibse Mononukleose

lymphoblastoide Zelllinie

Latentes Membranprotein

Lymphotoxin

Membranantigen

myelin basic protein - Basisches Myelinprotein
Multiphasische disseminierte Enzephalomyelitis
Magnetresonanzthomographie

Multiple Sklerose

mitochondriale DNA

Neuromyelitis Optica

Stickoxid

Nasopharynxkarzinom

optische Dichte

orale Haarleukoplakie

peripheral blood mononuclear cells -
Mononukleéare Zellen des peripheren Blutes
Phosphatpuffer

Polymerase-Kettenreaktion

posttransplant proliferative disease -
Lymphoproliferative Erkrankung nach Transplantation

Ribonukleinsdure

Real-time quantitative polymerase chain reaction — “real-time

quantitative” Polymerase-Kettenreaktion

relapsing remitting MS

secondary progressive MS — sekundar progressive MS
Tumornekrosefaktor

T-Zellrezeptor

viral capsid antigen — Virales Kapsid Antigen

Farbstoff (halogeniertes Fluoresceinderivat)
Varizella-Zoster-Virus

X-linked lymphoproliferative Syndrome — X-gekoppelte
lymphoproliferative Erkrankung

Z EBV replication activator

Zentrales Nervensystem

Zebra promoter
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