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0. ABKURZUNGEN, KURZBEZEICHNUNGEN UND NOMENKLATUR

ADCC
AIDS

APC
ATL
ASI
AVIRE
BAEVM
BIV
BLAST

BLV

CD
CDR

CREB
CTL
cv

DIF
DNS
EDTA
EIA
env

Fc

FENV
FITC
FIV
FOAMV

g
gag

HAM/TSP
HIV
HIV-1
HIV-2
HLA
HPLC
HSWB

HTLV
HTLV-1
HTLV-2
IFA

g

Antibody-dependent cellular cytotoxicity (antikbrperabhangige
zellvermittelte Zytotoxizitét)

Acquired immunodeficiency syndrome (erworbenes
Immunschwachesyndrom)

Antigen-presenting cells (antigenpréasentierende Zellen)

Adult T-cell lymphoma

Antikorper-Spezifitdtsindex

Avian reticuloendotheliosis virus

Baboon endogenous virus

Bovine immunodeficiency virus

Basic local alignment search tool (Algorithmus zur Berechnung
von Homologien in Nukleotid- und Aminosaure-Sequenzen)
Bovine leukemia virus

base pairs (Basenpaare)

Cluster of differentiation (Gruppen von Zelloberflachenmolekuilen)
Complementarity determining regions (komplementaritats-
bestimmende Regionen von Antikdrpern oder T-Zell Rezeptoren,
die Kontakt zu den Epitopen des Antigens haben)
cAMP-response element binding protein

Cytotoxic T-lymphocyte

Coefficient of variation (Variationskoeffizient)

Data interchange format

Desoxyribonukleinséure

Ethylendiamintetraessigsaure

Enzyme immunoassay (Enzymimmunoassay)

Retrovirale Sequenz fur Oberflachen- und Transmembran-
proteine (envelope glycoproteins)

Fragment crystallizable (Fragment des Antikbrpermolekiils, das
kein Antigen bindet, aber einen Liganden flr Rezeptoren darstellt)
Feline endogenous virus

Fluoresceinisothiocyanat

Feline immunodeficiency virus

Human spumaretrovirus (foamy virus)
Gravitationsbeschleunigung auf der Erde (anschauliches

Mal3 fur die Zentrifugalbeschleunigung bei der Zentrifugation)
Retrovirale Sequenz fur Matrix- und Kapsidproteine

(group antigens; core proteins)

HTLV-1 associated myelopathy / tropical spastic paraparesis
Human immunodeficiency virus

Human immunodeficiency virus 1

Human immunodeficiency virus 2

Human leukocyte antigen

High pressure liquid chromatography

High salt washing buffer (Puffer zum Auswaschen nicht

an Protein-G-Sepharose gebundener Immunkomplexe)
Human T-lymphotropic virus

Human T-lymphotropic virus 1 (auch HTLV-I abgekiirzt)
Human T-lymphotropic virus 2 (auch HTLV-II abgekirzt)
Immunfluoreszenzassay

Immunglobulin



1gG

I

9]
LCMV
LSEB

LSWB
LTR

MBP
MHC
MLV
MMTV
MOG
MPMV
MRNS
MS
MT-2

NFkB
NGF
NK

PAA
PBMC

PBS

PCR
pol

pX

rex

RIPA

RPMI
RNS

RT
RT-PCR

sd
SDS-PAGE
SIv

STLV

SuU

tax

TE

Immunglobulin G

Interleukin

International unit (internationale Einheit)

Lymphocytic choriomeningitis virus

Low salt extraction buffer (Puffer zur Extraktion von
markierten Virusantigenen)

Low salt washing buffer (Puffer zum Auswaschen nicht an
Protein-G-Sepharose gebundener Immunkomplexe)

Long terminal repeat

mean (Mittelwert)

myelin basic protein (basisches Myelinprotein)

Major histocompatibility complex

Murine leukemia virus

Mouse mammary tumor virus
Myelin/Oligodendrozyten-Glykoprotein

Mason-Pfizer monkey virus

messenger-Ribonukleinsaure

Multiple Sklerose

HTLV-1 infizierte Zell Linie aus Nabelschnurlymphozyten
Variable fur Anzahl

Nuklearer Faktor kappa B

Nerve growth factor

natural Killer (cells) (natirliche Killerzellen)

statistische Irrtumswahrscheinlichkeit bei Verwerfen der
Arbeitshypothese

Particle agglutination assay (Partikelagglutinationsassay)
Peripheral blood mononuclear cells (Lymphozyten und
Monozyten aus dem peripheren Blut)

Phosphate buffered saline (auf physiologschen pH und
physiologische Osmolaritat eingestellte, mit Phosphat
gepufferte Losung)

Polymerase chain reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion)
Retrovirale Sequenz flr die reverse Transcriptase, RNase H und
Integrase

Sequenz am 3'-Ende des proviralen HTLV Genoms, die u.a. fur
die tax- und rex-Proteine kodiert

HTLV Protein, das die Anreicherung von mRNS unterstitzt, die
nicht dem "splicing" unterworfen wurde und zur Bildung von
retroviralen Enzymen und Strukturproteinen fahrt
Radioimmunoprecipitation assay (Radioimmunprazipitations-
assay)

Roswell Park Memorial Institute Zellkulturmedium
Ribonukleinsaure

Reverse Transkriptase

Polymerase-Ketten-Reaktion nach Herstellung einer
komplementaren DNS aus RNS mittels reverser Transkriptase
standard deviation (Standardabweichung)
Natriumdodecylsulfat Polyacrylamidelektrophorese

Simian immunodeficiency virus

Simian T-cell lymphotropic virus

Surface glycoprotein (Oberflachenglykoprotein)

HTLV Protein, das die Expression retroviraler und
zellularer Proteine durch Transaktivierung fordert
TRIS-Chlorid/EDTA-Puffer



Thl T helper type 1 (CD4+ T-Lymphocyten, die eine zellvermittelte
Immunantwort stimulieren)

Th2 T helper type 2 (CD4+ T-Lymphocyten, die eine humorale
Immunantwort stimulieren)

™ Transmembrane glycoprotein (Transmembranglykoprotein)

TNF Tumor necrosis factor (Tumornekrosefaktor)

TRE tax responsive element

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

WBA Western blot assay

ZNS Zentralnervensystem

Die Nomenklatur immunologischer Abkurzungen und Begriffe richtete sich nach
der deutschen Ubersetzung des immunologischen Lehrbuches von Janeway
und Travers (1995), die virologischen Abktrzungen nach Haller und Mertens
(1999).



1. EINLEITUNG

Zu Beginn der achtziger Jahre des zwanzigsten Jahrhunderts wurde am
"National Institute of Health" der Vereinigten Staaten von Amerika durch die
Arbeitsgruppe um Robert C. Gallo ein Retrovirus aus den Lymphozyten eines
Patienten mit einem kutanen T-Zell Lymphom isoliert (Poiesz et al. (1980), Reitz
et al. (1981)). Das erste bekannte menschliche Retrovirus wurde spater "human
T-lymphotropic virus 1" (HTLV-1) genannt. In den folgenden Jahren zeigten
verschiedene Untersuchungen, daf? Retroviren Erkrankungen sowohl des
Nervensystems als auch des Immunsystems verursachen konnen. Die neuro-
logischen Komplikationen des erworbenen Immunschwachesyndroms (AIDS)
wurden von Snider et al. (1983) beschrieben. Tierexperimentelle Unter-
suchungen zeigten, dal3 das Murine Leukamie Virus (MLV) in bestimmten
M&ausestammen entweder Lymphome oder eine neurologische Erkrankung mit
Lahmung der hinteren Extremitaten hervorrief (Pal et al. (1983)).

HTLV-1 wurde zunéachst als Ursache eines in Japan charakterisierten Lym-
phoms, des adulten T-Zell Lymphoms ("adult T-cell lymphoma"; ATL)
(Uchiyama et al. (1977), Miyoshi et al. (1982)), identifiziert. Mehrere Arbeits-
gruppen untersuchten auch Patienten mit chronisch progredienten spastischen
Paraparesen auf Antikbrper gegen HTLV-1. Das Syndrom der spastischen
Paraparese tritt in den Tropen und Subtropen haufig auf (Montgomery et al.
(1964)) und wurde deswegen tropische spastische Paraparese (TSP) genannt.
In verschiedenen, fir HTLV-1 endemischen Gebieten wurde etabliert, daf? das
Auftreten chronisch progredienter spastischer Paraparesen mit der HTLV-1
Infektion zusammenhéngt (Gessain et al. (1985), Rodgers-Johnson et al.
(1985), Osame et al. (1986)). Die neue klinische Entitat wurde nun HTLV-1
assoziierte Myelopathie / tropische spastische Paraparese (HAM/TSP) genannt
(Osame (1990)) und lenkte das Interesse von klinisch tatigen Neurologen,
Neuroimmunologen und Virologen auf das Retrovirus HTLV-1 und seine mole-
kularbiologischen und immunologischen Besonderheiten. Seitdem entwickelten
sich zahlreiche neue Erkenntnisse tber das klinische Spektrum der HTLV-
assoziierten Erkrankungen, tiber die Epidemiologie von HTLV-1 und HTLV-2
Infektionen, Uber die besonderen molekularbiologischen Eigenschaften von
HTLV, die Virus-Zell- und Virus-Immunsystem-Interaktionen und letztendlich
uber die Pathogenese einer neurologischen Erkrankung, die durch eine per-
sistierende retrovirale Infektion hervorgerufen wird.



1.1. Eigenschaften des humanen T-lymphotropen Virus 1 (HTLV-1)

In der Systematik der Virus Klassifikation gehort HTLV-1 zur Familie der Retro-
viridae (Retroviren) und zusammen mit HTLV-2, den verschiedenen T-lympho-
tropen Viren der Affen ("simian T-lymphotropic virus"; STLV) und dem bovinen
Leukamie Virus (BLV) zu einem eigenen Genus, das Deltaretrovirus (van
Regenmortel (2000)) bzw. die HTLV-BLV Gruppe genannt wurde (Coffin et al.
(1995)). Die HTLV-BLV Gruppe ist durch eine zusatzliche Sequenz pX am
3'-Ende der proviralen Desoxyribonukleinsaure (DNS) charakterisiert, pX kodiert
die regulatorischen Proteine tax und rex (Seiki et al. (1983)). Elektronenmikros-
kopisch hat das Retrovirus HTLV-1 eine Ahnlichkeit mit den Typ C Retroviren
der Séugetiere, z.B. den Mause Leukamie Viren ("murine leukemia virus"; MLV)
(Poiesz et al. (1980)), obwohl es einem anderen Genus zugeordnet wird (Coffin
et al. (1995)). Das Retroviruspartikel hat einen Durchmesser von 110 bis

140 nm (Koralnik (1996)). Es besteht aus einer Hille und einem Kern, der 2
Kopien des retroviralen RNS Genoms enthélt, sowie die Enzyme reverse Trans-
kriptase (RT) und Integrase (Koralnik (1996)). Die phylogenetische Analyse der
Aminosaurensequenzen der retroviralen Hullglykoproteine zeigt, dafd HTLV-1
und HTLV-2 im Vergleich zu allen anderen Retroviren (einschlie3lich BLV, MLV,
den humanen Immundefizienzviren und Spumaretroviren) in der Evolution eine
eigenstandige Entwicklung vollzogen haben (Abbildung 1). Ein wichtiger Unter-
schied im Vergleich zu den anderen humanpathogenen Retroviren, den huma-
nen Immundefizienzviren ("human immunodeficiency virus"; HIV), wird an dem
Stammbaum der retroviralen Hullproteine (Abbildung 1) deutlich: Die Hullpro-
teine der HTLV Isolate unterscheiden sich nicht wesentlich in ihrer Amino-
saurensequenz, d.h. sie sind stark konserviert, wahrend die HIV Isolate eine
erhebliche Variation der Aminosaurensequenz zeigen.

1.1.1. Ubertragung, Zelltropismus und Virusnachweis

Wie der Name "human T-cell lymphotropic virus" besagt, treten Infektionen mit
HTLV-1 und HTLV-2 nur beim Menschen auf. Die HTLV-1 Infektion wird beim
Stillen von der infizierten Mutter auf den Saugling Gbertragen (Hino 1990).
Weiterhin gibt es die Ubertragung beim Geschlechtsverkehr, haufiger vom
Mann auf die Frau als umgekehrt (Kajiyama et al. (1986)). In den vergangenen
Jahrzehnten kam es zu einer nennenswerten Ubertragung von HTLV-1 durch
Bluttransfusionen (Osame et al. (1990)) und durch intravendsen Drogenge-
brauch (Schwebke et al. (1994)).
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Abbildung 1: Phylogenetischer Stammbaum der Aminosdurensequenz der
retroviralen env Proteine, die in der SWISS-PROT Datenbank verfligbar sind.
Die Abkurzungen der verschiedenen Retroviren sind im Abklrzungsverzeichnis
aufgelistet.

Nach Exposition mit HTLV-1 kann es entweder zu einer persistierenden Infek-
tion oder zu einer voribergehenden Infektion mit folgender Viruselimination
kommen. Sauglinge, die nur kurze Zeit von ihren HTLV-1 positiven Muttern
gestillt wurden, waren selten mit HTLV-1 infiziert (Hino (1990)). In immunolo-
gischen Studien fanden Nishimura et al. (1994), daf3 es bei HTLV-1 exponierten
Individuen eine zellulare Immunantwort gegen HTLV-1 gab, obwohl die unter-
suchten Individuen fur HTLV-1 sowohl negativ in der Serologie als auch in der
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) waren. Diese Daten implizieren, dal3 der
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menschliche Organismus bei einer geringen HTLV-1 Exposition die virusinfizier-
ten Zellen eliminieren und die chronisch persistierende HTLV-1 Infektion ver-
hindern kann.

HTLV-1 infiziert in vivo Gberwiegend CD4+ T-Lymphozyten (Miyoshi (1991)).
Wie bei der HIV-Infektion stellen die lymphatischen Organe das Reservoir des
Retrovirus dar (Jacobson et al. (1997), Kazanji et al. (2000)). Die Ubertragung
der HTLV-1 Infektion ist in vitro praktisch nur von infizierten Lymphozyten auf
andere Lymphozyten mdglich, d.h. durch engen Zellkontakt (Miyoshi (1991)).
Es gibt Hinweise dafir, dafd ein Anteil von Monozyten, Makrophagen und den-
dritischen Zellen infiziert sind (Hoffman et al. (1992), Koyanagi et al. (1993), Ali
et al. (1993)). Einzelne humane Tumorzell Linien, die aus unterschiedlichen
Geweben stammen, kdnnen experimentell mit HTLV-1 infiziert werden. Die
Transformation dieser Zellen scheint aber eine essentielle Voraussetzung fur
die experimentelle Infektion mit HTLV-1 zu sein, da nicht transformierte Zellen
aus den entsprechenden Geweben nicht infiziert werden kénnen (Miyoshi
(1991)).

Um eine persistierende Infektion mit HTLV-1 im menschlichen Organismus
nachzuweisen, werden in erster Linie serologische Methoden angewandt.
Durch Immunfluoreszenzassays (IFA), Partikelagglutinationsassays (PAA) und
Enzymimmunoassays (EIA) werden Antikdrper nachgewiesen, die mit fixierten
infizierten Zellen oder gereinigten HTLV-1 Antigenen reagieren. Aufgrund der
hohen Homologie von HTLV-1 und -2 kénnen diese Tests nicht zwischen einer
HTLV-1 und einer HTLV-2 Infektion unterscheiden, sie liefern auch eine rele-
vante Zahl falsch positiver Ergebnisse (Constantine et al. (1992), Lal und
Heneine (1996)). Zur Bestéatigung werden deshalb weitere serologische Tests
hinzugezogen: Western Blot Assays (WBA) oder Radioimmunprazipitations-
assays (RIPA). Der Nachweis von mehreren Antikorperspezifitaten, die mit
Kern- und Hullantigenen von HTLV-1 reagieren, erlaubt bei diesen Bestéti-
gungstests den zweifelsfreien Nachweis einer HTLV Infektion (Constantine et
al. (1992), Fleischer et al. (1999)).

Das Problem der Differenzierung einer HTLV-1 von einer HTLV-2 Infektion bei
den genannten immunchemischen Tests bleibt jedoch bestehen. In neuerer Zeit
wurden EIAs mit HTLV-1 oder HTLV-2 spezifischen synthetischen Peptiden und
WBAs mit rekombinanten HTLV-1 oder HTLV-2 Proteinen entwickelt, die die
serologische Differenzierung zwischen HTLV-1 und HTLV-2 Infektionen erlau-
ben (Lal und Heneine (1996)).

-12 -



Die Alternative zu immunchemischen Verfahren ist der molekularbiologische
Nachweis von HTLV-1 bzw. HTLV-2 DNS mittels der Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR), nachdem die DNS aus peripheren mononukleéren Blutzellen
(PBMC) extrahiert wird. HTLV-1 und HTLV-2 spezifische Sequenzen werden
durch separate Amplifikation mittels Typ-spezifischer Primer unterschieden. Als
Alternative kbnnen im ersten Schritt in der PCR auch sogenannte Konsensus
Primer verwendet werden, im zweiten Schritt werden HTLV-1 und HTLV-2
spezifische Sequenzen mittels Typ-spezifischer Sonden oder aufgrund der
Spaltung durch ein Restriktionsenzym definiert (Lal und Heneine (1996)).

1.1.2. Struktur des retroviralen Genoms und Regulation der Genexpression
in HTLV-1 infizierten CD4+ T-Lymphozyten

Das provirale Genom von HTLV-1 ist 9032 Basenpaare lang (Seiki et al.
(1983)). Wie bei allen intakten exogenen Retroviren finden sich "long terminal
repeats” (LTR) am 5'- und 3'-Ende des proviralen Genoms, dazwischen liegen
die Gene fiur die Kernproteine (,group antigens"; gag), fur die retroviralen En-
zyme Protease (pro), reverse Transcriptase (RT), RNAse H und Integrase (pol)
und flr die Hullglykoproteine (env). Diese essentielle Struktur des proviralen
Genoms weist eine Modifikation bei den Retroviren der HTLV-BLV-Gruppe auf:
Am 3'-Ende gibt es eine kodierende Sequenz mit 4 Leserahmen, die pX ge-
nannt wird (Seiki et al. (1983)). Diese Region kodiert fur die regulatorischen
Proteine tax p40 und rex p27, sowie weitere Proteine (p12, p27, p13 und p30),
deren Funktion bisher ungeklart ist (Nagashima et al. (1986), Brady (1996),
Derse et al. (1999)). Tax p40 transaktiviert virale und bestimmte zellulare Pro-
motoren, so dal3 deren Aktivitat in der infizierten Zelle beeinflul3t wird. Rex p27
unterstitzt die Anreicherung von mRNS, die nicht dem "splicing" unterworfen
wurden (Brady (1996)). Auf diese Weise sorgt rex p27 dafur, dafd sowohl geno-
mische retrovirale RNS als auch mRNS fir die Translation von gag, pro, pol
und env Proteinen zur Bildung von Viruspartikeln bereit gestellt wird (Gazzolo et
al. (1999)).

Die kodierenden Sequenzen von HTLV-1 und HTLV-2 zeigen eine Homologie
von etwa 60 % (Shimotohno et al. (1985)). Die Gr63e und strukturelle Organi-
sation der proviralen Genome der beiden HTLV Viren sind sehr &hnlich. Unter-
schiedliche HTLV-1 Isolate zeigen im allgemeinen einen sehr hohen Homolo-
giegrad der Hillproteine von etwa 97 %, nur wenige Varianten weichen jedoch
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deutlich ab, z.B. Isolate aus Melanesien, die nur eine Homologie von 92 % be-
sitzen (Gessain et al. (1991)).

Bei einzelnen HTLV-1 infizierten Individuen wurden Lymphozyten isoliert und
die proviralen HTLV-1 Sequenzen kloniert und sequenziert. Die Sequenzen
mehrerer Klone von einem einzelnen Individuum (d.h. intra-individuell) und die
Sequenzen von verschiedenen Individuen (d.h. inter-individuell) wurden ver-
glichen. Die intra-individuelle Variabilitat von HTLV-1 pol und env Sequenzen
war gering, wie Wattel et al. (1995) bei jeweils 100 Klonen von 2 HTLV-1 infi-
zierten Individuen zeigte. Im Kontrast dazu war die intra-individuelle Nukleotid-
Variabilitat der HTLV-1 pX Region erheblich und sogar hoher als die Variabilitat
der Klone von Isolaten aus verschiedenen Individuen (Niewiesk et al. (1994)).
Dies konnte dafir sprechen, dal3 in einem infizierten Individuum zahlreiche
Mutanten der HTLV-1 pX Gene entstehen, aber nur wenige der HTLV-1 pX
Varianten auf andere Individuen Ubertragen werden. HTLV-1 Isolate kann man
demnach ebenso wie andere Retroviren und RNS Viren als Quasispezies
betrachten (Holland et al. (1992)). Die Unterschiede der HTLV-1 Sequenzen
zwischen verschiedenen Individuen bleiben gering (Wattel et al. (1995),
Niewiesk et al. (1994), Niewiesk et al. (1995), Nishimura et al. (1993)), da
wahrscheinlich nur konservierte provirale Sequenzen zur Infektion anderer
Individuen fahig sind (Nishimura et al. (1993)). Dies wird unterstitzt durch die
Untersuchungen von Niewiesk et al. (1995), die zeigten, dal? die meisten
HTLV-1 pX Varianten funktionell defekt waren. Das mutierte tax Protein konnte
die Expression retroviraler und zellularer Proteine nicht transaktivieren und wur-
de von zytotoxischen T-Lymphozyten, die spezifisch fir das Wildtyp tax waren,
nicht erkannt (Niewiesk et al. (1995), Suzuki et al. (1996)). HTLV-1 pX Provirus
Mutanten wurden auch im ZNS bei 3 Autopsien von HAM/TSP Patienten
gefunden (Kira et al. (1994)).

Ein bedeutender Prozentsatz zirkulierender Lymphozyten von HTLV-1 Tréagern
ist infiziert, in der Grél3enordnung von 5 bis 20 %, je nach angewandter Metho-
dik (Kubota et al. (1993), Hashimoto et al. (1998)). Frisch entnommene Blut-
lymphozyten exprimierten jedoch nur bei 4 von 9 HTLV-1 Tragern, die nicht an
ATL erkrankt waren, HTLV-1 pX RNS (Kinoshita et al. (1989)), d.h. die HTLV-1
infizierten Zellen sind zumeist phanotypisch unauffallig. Die Expression von
HTLV-1 Antigenen durch zirkulierende HTLV-1 infizierte Lymphozyten ist offen-
sichtlich in vivo sehr gering, aber nach Blutentnahme und ca. 3 Tagen in Kultur
findet man eine deutliche Expression der viralen Proteine (Kannagi et al.
(1994), Tochikura et al. (1985)). Aufgrund dieses Phanomens postulierten
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Kannagi et al. (1994), dal3 es einen Faktor im menschlichen Plasma gibt, der
die Expression von HTLV-1 Antigenen in zirkulierenden Lymphozyten hemmt.
An HTLV-1 infizierten Lymphozyten zeigten Tochikura et al. (1985), dal
HTLV-1 spezifische Antikdrper in vitro die Expression von HTLV-1 Antigenen in
den Lymphozyten supprimierten.

Es ist wahrscheinlich, daf’ die Funktionen von HTLV-1 tax fir verschiedene Be-
funde verantwortlich sind, die bei Patienten mit HTLV-1 assoziierten Erkrankun-
gen gefunden werden. Das tax Protein mit seinen Auswirkungen auf die Ex-
pression zellularer und retroviraler Gene ist bisher nur bei der HTLV-BLV
Gruppe von Retroviren gefunden worden. Die Translation des tax Proteins wie
auch die des rex Proteins erfolgt aus der HTLV-1 pX RNS, die aus einem zwei-
fachen ,splicing" des proviralen Transkripts hervorgeht (Brady (1996)). Diese
RNS ist die stabilste Form der viralen RNS. Die molekularen Mechanismen der
Transaktivierung retroviraler und zellularer Gene durch HTLV-1 tax sind in vie-
len Einzelheiten bekannt (Brady (1996)). HTLV-1 tax bindet an mehrere
Transkriptionsfaktoren, u.a. an die CREB- und NFkB-Familien von Transkrip-
tionsfaktoren. Auf diese Weise wird indirekt ihre Bindung an bestimmte DNS
Sequenzen geférdert (Matthews et al. (1992)), die "tax-responsive elements"
(TRE) genannt werden. TRE finden sich sowohl im proviralen Genom von
HTLV-1 als sogenannte "27-base pair repeats” in der LTR Region als auch in
Promotor Regionen verschiedener zellularer Gene. Durch die Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren wird die Expression der entsprechenden Gene beein-
fludt, in den meisten Fallen im Sinne einer Transaktivierung und in wenigen
Fallen im Sinne einer Transinhibition (Ubersicht in: Kitze und Brady (1997)). Die
betroffenen zellularen Gene (z.B. Interleukin 2 (1I-2), 1I-3, 1I-2 Rezeptor alpha,
.herve growth factor* (NGF), HLA Klasse | und IlI, 3-Polymerase, Zellzyklus
Protein p21 u.a.) haben wichtige Funktionen fur die Zell-Proliferation und
-Differenzierung, aber auch fur die Apoptose von Zellen. Mehrere transaktivierte
Proteine beeinflussen die Lebensdauer von Lymphozyten, andere haben einen
potentiellen Effekt auf Zellen des ZNS, z.B. NGF und Vimentin.

1.1.3. Auswirkungen der HTLV-1 Infektion auf das Immunsystem

Die HTLV-1 Infektion I6st nicht nur eine humorale und zellulare Immunantwort
aus (siehe: Abschnitt 1.3.), die Infektion der CD4+ T-Lymphozyten selbst hat
verschiedene Auswirkungen auf das Immunsystem. Einzelne HTLV-1 infizierte
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T-Lymphozyten Klone zeigen ein erh6htes Mal3 an Proliferation (Hoellsberg et
al. (1992)). HTLV-1 infizierte CD4+ T-Lymphozyten haben weitere Eigenschaf-
ten, die mit den regulatorischen Funktionen der durch HTLV-1 pX kodierten
Proteine tax und rex zusammenhangen. Sie beeinflussen die Expression viraler
und zellularer Proteine bzw. die retrovirale Replikation (Koralnik (1996), Brady
(1996)). Die oligoklonale Expansion von HTLV-1 infizierten CD4+ T-Lympho-
zyten wird auf die Funktion dieser Proteine zurtickgefuhrt.

Die Auswirkungen von HTLV-1 tax auf infizierte Lymphozyten sind komplex, da
als Folge der Transaktivierung zellularer Gene weitere zellulare Proteine ex-
primiert werden. Wichtige Beispiele sind Adhasionsmolekiile, z.B. L-Selectin
und CD44, die auf HTLV-1 infizierten Lymphozyten vermehrt sind (Tatewaki et
al. (1995), Uchiyama (1997), Matsuoka et al. (2000)) und costimulierende Pro-
teine (Freeman et al. (1992)). Die vermehrte Expression von Adhasionsmole-
kilen auf HTLV-1 infizierten Lymphozyten kann die Adh&asion von Lymphozyten
an Endothelzellen und die Infiltration ins Gewebe fordern (Springer (1994)).
Dieser Effekt wurde dafir verantwortlich gemacht, dal3 HTLV-1 infizierte
Lymphozyten in das Ruckenmark einwandern und dort eine Myelitis hervor-
rufen (ljichi et al. (1993)).

1.1.4. Epidemiologie der HTLV Infektionen

HTLV-1 Infektionen und deren assoziierte Erkrankungen werden weltweit in be-
stimmten Endemiegebieten gefunden: in Sidjapan, in der Karibik, in Zentral-
sowie Sudamerika und in Afrika (ljichi und Osame (1995)). Die weltweit hochste
Pravalenz findet sich in der Prafektur Kagoshima in Stidjapan, dort haben ca.
15 % der Bevdlkerung Antikdrper gegen HTLV-1 (Osame et al. (1987)). Ende-
mische HTLV-1 und HTLV-2 Infektionen fanden sich auch bei bestimmten
ethnischen Gruppen einer Region, z.B. einzelnen Indianerstdmmen Sid-
amerikas (Fujiyoshi et al. (1995)). Ethnische Gruppen mit endemischer HTLV-2
Infektion sind selten (ljichi und Osame (1995), Fujiyoshi et al. (1995)), bei
Drogenabhéngigen breitet sich aber HTLV-2 deutlich schneller als HTLV-1 aus
(Schwebke et al. (1994)). In Deutschland sind HTLV Infektionen sehr selten
(Schwarzfischer et al. (1991), Fleischer et al. (1999)). Einzelne HTLV-1 asso-
ziierte Erkrankungen sind in Deutschland beschrieben worden, wobei die
Patienten zum Teil aus bekannten Endemiegebieten stammten (Kitze et al.
(1992), Ellerbrok et al. (1998)).
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1.1.5. Spektrum der HTLV assoziierten Erkrankungen

Die HTLV-1 assoziierten Erkrankungen treten bei Individuen auf, bei denen eine
lebenslang persistierende HTLV-1 Infektion der CD4+ T-Lymphozyten vorliegt.
Der Verlauf der Erkrankungen ist chronisch. Auch wenn die proviralen Sequen-
zen, die exprimierten zellularen Proteine und die funktionellen Eigenschaften
der HTLV-1 infizierten T-Lymphozyten Klone nur teilweise bekannt sind, so ist
es doch wahrscheinlich, dal3 deren Eigenschaften das klinische Bild bestim-
men, d.h. ob der Patient eine neoplastische oder eine entziindliche Erkrankung
etwa im ZNS, in den Augen oder den Gelenken entwickelt. Das Spektrum der
Erkrankungen, die mit der HTLV-1 Infektion assoziiert werden, ist grof3: chro-
nische Bronchitis, interstitielle Pneumonie, Fibrose der Lungen, Sicca Syndrom,
Katarakt, Uveitis, Arthropathie, Diabetes und Thyreoiditis (Yamaguchi (1994),
Nakagawa et al. (1995)). Wahrscheinlich kénnen auch Myaositiden durch
HTLV-1 hervorgerufen werden (Morgan et al. (1989)).

Die haufigste neurologische Erkrankung, die durch HTLV-1 hervorgerufen wird,
HAM/TSP, wurde in allen HTLV-1 Endemiegebieten gefunden (ljichi und
Osame (1995)). Die Inzidenz bei HTLV-1 Tragern wurde auf weniger als 1 %
geschatzt (Kaplan et al. (1990)). Das adulte T-Zell Lymphom tritt bei HTLV-1
Tragern mit einer vergleichbaren Inzidenz auf (Takatsuki et al. (1992)). Es gibt
Patienten, die sowohl an HAM/TSP als auch an ATL leiden (Furukawa et al.
(1995)). HAM/TSP beginnt jedoch in der Regel in einem niedrigeren Lebens-
alter (Takatsuki et al. (1992), Furukawa et al. (1995), Nakagawa et al. (1995)).
HAM/TSP ist bei Frauen haufiger als bei Mannern (Nakagawa et al. (1995)),
wahrend an ATL mehr Manner erkranken (Takatsuki et al. (1992), Yamaguchi
(1994)). Die Unterschiede der klinischen Erkrankungen und ihr seltenes Auf-
treten bei HTLV-1 Infizierten bewirkten, dal3 bei den Erkrankten sowohl nach
HTLV-1 Varianten als auch nach besonderen immungenetischen Merkmalen
gesucht wurde. Bei relativ konservierten Sequenzen der Retrovirusproteine
(s.0.) konnte keine strikte Assoziation von HAM/TSP oder ATL mit bestimmten
HTLV-1 Varianten gefunden werden (Komurian et al. (1991)), ein haufigeres
Auftreten von HAM/TSP bei einzelnen Varianten erscheint aber méglich
(Renjifo et al. (1995)).

HAM/TSP ist als gut charakterisierte neurologische Erkrankung etabliert
(Tabelle 1; Osame (1990)). Auch bei ATL gibt es in 9 % der Félle eine Betei-
ligung des ZNS, am haufigsten als Lymphomzellinfiltration der Leptomeningen
(Takatsuki et al. (1996)). Zum gegenwartigen Zeitpunkt bestehen geringe



Kenntnisse uber neurologische Erkrankungen, die durch HTLV-2 induziert
werden. 4 Falle von HTLV-2 assoziierten neurologischen Erkrankungen wurden
berichtet, deren klinisches Bild HAM/TSP sehr &hnlich ist (Lehky et al. (1996)).

1.2. Die HTLV-1 assoziierte Myelopathie / tropische spastische Paraparese
(HAM/TSP)

Die diagnostischen Kriterien von HAM/TSP sind in Tabelle 1 zusammengefal3t.
Bedeutsam ist, daf’ haufig neben den 8 neurologischen Kardinalkriterien zu-
satzliche neurologische, internistische und ophthalmologische Befunde erhoben
werden, die im Zusammenhang mit der HTLV-1 Infektion stehen.

1.2.1. Symptome, Kklinische und neurophysiologische Untersuchungsbefunde

Die haufigsten Symptome bei HAM/TSP sind eine spastische Paraparese und
Blasenfunktionsstorungen (Nakagawa et al. (1995)). Seltenere Symptome sind
Sensibilitatsstérungen der Beine, Obstipation, Riickenschmerzen und Tremor
der Hande (Nakagawa et al. (1995)). Die Befunde weisen darauf hin, daf3 der
Schwerpunkt der neuropathologischen Veranderungen im thorakalen Riicken-
mark liegt. Mittels Kernspintomographie liel3 sich nachweisen, daf? Veranderun-
gen aber auch im Gehirn zu finden sind (Nakagawa et al. (1995)). Zusatzlich
konnte durch neurophysiologische Untersuchungen gezeigt werden, daf3 auch
das periphere Nervensystem betroffen ist (Arimura et al. (1989)). HAM/TSP
Patienten konnen an einer Reihe von internistischen Begleiterkrankungen
leiden (siehe: Tabelle 1).
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Tabelle 1: Richtlinien fur die Diagnose von HAM/TSP.

Empfehlungen der "Scientific Group on HTLV Infections and its Associated
Diseases, Regional Office for the Western Pacific of the World Health
Organization", Kagoshima, 10. bis 15. Dezember 1988. Zusammengefalit nach
Osame (1990).

Klinische Befunde

Auftreten meist im Erwachsenen-, seltener im Kindesalter; meist sporadisch,
manchmal familiar; Frauen haufiger betroffen. Erkrankungsverlauf meist
schleichend, selten akut.

Typische neurologische Befunde:
1. Spastische Paraparese mit proximaler Betonung; meist langsame
Progredienz, manchmal mit Stillstand nach einer Phase der Progredienz
2. Blasenentleerungsstorung meist schon zu Beginn der Erkrankung; im
weiteren Verlauf haufig Obstipation.
3. Paraesthesien der unteren Extremitaten
4. Lumbago-ahnliche Beschwerden
5. Einschrankung des Vibrationsempfindens an den Fil3en
6. Hyperreflexie und Pyramidenbahnzeichen an den unteren
Extremitaten
7. Hyperreflexie; positives Tromner- und Hoffmann-Zeichen an den
oberen Extremitaten
8. gesteigerter Masseterreflex bei einige Patienten

Seltenere neurologische Befunde:
Ataxie, Atrophie des Nervus opticus, Schwerhdrigkeit, Nystagmus,
andere Hirnnervenausfalle, Tremor der Hande, verminderter
Achillessehnenreflex.
Sehr selten epileptische Anfalle, hirnorganische Psychosyndrome oder
Demenz

Andere neurologische Befunde und Syndrome, die mit HAM/TSP assoziiert
sein konnen:
Muskulare Atrophie, Faszikulationen, Polymyositis, periphere
Neuropathie, kraniale Neuropathie, Meningitis, Enzephalopathie

Nicht-neurologische Syndrome:
Alveolitis, Uveitis, Sjogren Syndrom, Arthropathie, Vaskulitis, Ichthyosis,
Kryoglobulindmie, monoklonale Gammopathie, ATL

Laborbefunde

HTLV-1 Antikérper oder Antigene im Blut und Liquor

Gelappte Lymphozyten (“flower-like lymphocytes") im Blut und/oder Liquor
Gering- bis mittelgradig erhéhte Proteinkonzentration im Liquor

Leichte lymphozytéare Pleozytose

Isolation von HTLV-1 aus dem Blut und / oder Liquor



1.2.2. Neuropathologie von HAM/TSP

Die neuropathologischen Veranderungen bei HAM/TSP sind im Bereich des
thorakalen Rickenmarks am starksten ausgebildet (Abbildung 2) und umfassen
eine mononukleéare Zellinfiltration, Zerstérung des Myelins und der Axone sowie
eine astrozytare Gliose (lwasaki (1990), Umehara et al. (1993)). Weiterhin wird
eine Infiltration und Verdickung der Meningen gefunden. Die meisten
infiltrierenden Zellen sind CD4+ T-Lymphozyten, CD8+ T-Lymphozyten und
Makrophagen (Umehara et al. (1993)). Im Verlauf der Erkrankung nimmt die
Infiltration mit CD4+ T-Lymphozyten ab, dies korreliert mit der Abnahme der
HTLV-1 proviralen DNS Kopien im thorakalen Rickenmark (Kubota et al.
(1994)).

Abbildung 2: Symmetrische Demyelinisierung in den Seitenstrangen des
thorakalen Rickenmarks bei einem Patienten mit HAM/TSP (Kliver-Barrera
Farbung). Herrn Prof.M.Osame (Abteilung fir Innere Medizin Ill, Universitat
Kagoshima / Japan) danke ich fur die Abbildung.

ljichi et al. (1993) vermuten, dal? die Pradilektion der Entzindung auf die ar-
terielle Blutversorgung des thorakalen Rickenmarks zurtickzufihren ist: In
diesem Bereich wird ein verlangsamter Fluf3 in den Arteriolen und Kapillaren
angenommen, und die HTLV-1 infizierten Lymphozyten kénnten aufgrund der
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erhohten Expression von Adhasionsmolekilen vermehrt ins Gewebe infiltrie-
ren. Die arterielle Versorgung des thorakalen Ruckenmarks ist tatsachlich kom-
plex, sie erfolgt Uber multiple Zuflisse aus den Arteriae vertebrales, den
Arteriae subclaviae und den Arteriae intercostales aus der Aorta descendens. In
regional unterschiedlichem Mal3 speisen diese Gefél3e die 3 langsverlaufenden
Arterien des Ruckenmarks, die Arteria spinalis anterior sowie die beiden
Arteriae spinales posteriores (Duus (1983), Afifi und Bergman (1998)). Das
obere Drittel des Thorakalmarkes ist besonders haufig betroffen von vaskularen
Myelopathien (Afifi und Bergman (1998)).

In den letzten Jahren entwickelte sich ein wissenschaftlicher Disput Uber die
Frage, welche Zellen im ZNS durch HTLV-1 infiziert sind. Durch in situ Hybri-
disierung konnte die Infiltration mit HTLV-1 infizierten CD4+ T-Lymphozyten
nachgewiesen werden (Hara et al. (1994), Moritoyo et al. (1996), Matsuoka et
al. (1998)). Die infiltrierenden HTLV-1 infizierten T-Lymphozyten nehmen
allerdings im Verlauf der Erkrankung ab (Kubota et al. (1994)). Es ist noch
umstritten, ob auch Zellen des ZNS, z.B. die Astrozyten, mit HTLV-1 infiziert
sind (Lehky et al. (1995)).

Die Untersuchung der infiltrierenden Lymphozyten im Rickenmark ergab wei-
tere Aufschliisse tber mdgliche Pathomechanismen. Hara et al. (1994) unter-
suchten im Rickenmarksgewebe bei HAM/TSP T-Lymphozyten Rezeptor
"rearrangement patterns" und "complementarity determining region 3" (CDRS3)
Sequenzen, d.h. jene Sequenzen des T-Lymphozyten Rezeptors, die die spezi-
fische Antigenbindung bestimmen. Sie fanden Uberraschend haufig Sequenzen,
die auch in Plaques bei Multiple Sklerose (MS) Patienten vorkommen. Levin et
al. (1997) isolierten aus dem Rickenmark eines HAM/TSP Patienten
T-Lymphozyten, die eine zytotoxische Effektorfunktion gegen HTLV-1 pX
Proteine zeigten.

1.2.3. Molekularbiologische und immunologische Charakteristika von HAM/TSP

Schon in den ersten klinischen Studien, die das Krankheitsbild HAM/TSP defi-
nierten, fiel auf, daf3 atypische Lymphozyten und HTLV-1 spezifische Antikdrper
im Liquor nachweisbar waren (Osame et al. (1987)) und dal3 eine intrathekale
Synthese von Immunglobulinen vorlag (Gessain et al. (1988), Link et al.
(1989)). Diese Befunde waren die erste Evidenz, daf3 HTLV-1 infizierte



Lymphozyten, die haufig atypische Kerne aufweisen, in das ZNS einwandern
und dald HAM/TSP eine entzindliche Erkrankung ist. Die neuropathologischen
Befunde bestatigten dies (Iwasaki (1990), Umehara et al. (1993)). Auch wenn
zur Zeit noch unklar ist, ob eingewanderte CD4+ T-Lymphozyten oder vielleicht
auch Astrozyten im ZNS infiziert sind, so ist nicht zu bezweifeln, da3 HTLV-1
Antigene im ZNS exprimiert werden (Lehky et al. (1995), Moritoyo et al. (1996)).

Der Anteil HTLV-1 Provirus infizierter CD4+ T-Lymphozyten im Blut ist bei Pa-
tienten mit HAM/TSP héher als bei HTLV-1 Tragern ohne neurologische Erkran-
kung (Yoshida et al. (1989), Kubota et al. (1993)). Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dal3 die infizierten T-Lymphozyten nicht polyklonal, sondern oligoklonal
sind (Furukawa et al. (1992), Wattel et al. (1995)). Durch die Untersuchung der
retroviralen Integrationsorte im Genom der infizierten Lymphozyten mittels PCR
konnten Wattel et al. (1995) 5 bis 20 unterschiedliche, expandierte T-Lympho-
zyten Klone sowohl bei HAM/TSP Patienten als auch bei HTLV-1 Tragern ohne
neurologische Erkrankungen nachweisen. Die Vermehrung HTLV-1 infizierter
T-Lymphozyten im Blut von HAM/TSP Patienten (Yoshida et al. (1989), Kubota
et al. (1993)) ist somit Gberwiegend auf die Expansion dieser wenigen
T-Lymphozyten Klone zurtickzufiihren, und nur zu einem geringen Teil auf die
Ubertragung des Retroviruspartikels auf weitere T-Lymphozyten (Wattel
(1999)). Lehky et al. (1998) konnten mittels eines adaptierten Antikdrpers gegen
den II-2 Rezeptor (anti-Tac) die Anzahl zirkulierender HTLV-1 infizierter
Lymphozyten bei HAM/TSP Patienten reduzieren. Die Oligoklonalitat (Wattel et
al. (1995)) und der erhéhte Anteil HTLV-1 infizierter T-Lymphozyten bei
HAM/TSP Patienten (Yoshida et al. (1989), Kubota et al. (1993), Furukawa et
al. (1992), Eiraku et al. (1998)) kann auch die geringere Heterogenitét der
HTLV-1 pX Sequenzen bei Patienten mit HAM/TSP im Vergleich zu asymp-
tomatischen HTLV-1 Tragern (Niewiesk et al. (1994)) erklaren.

Folgende Besonderheiten der persistierenden HTLV-1 Infektion und des Auf-
tretens einer neurologischen Erkrankung sind somit etabliert:

O die oligoklonale Expansion von HTLV-1 infizierten CD4+
T-Lymphozyten

0 das Einwandern der infizierten CD4+ T-Lymphozyten ins ZNS

[ die Expression von retroviralen Proteinen im ZNS

O die gesteigerte Immunantwort gegen HTLV-1 Antigene innerhalb
und aulRerhalb des ZNS
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Bei HAM/TSP besteht also eine krankheitstypische Konstellation: erhdhte
Anzahl HTLV-1 infizierter T-Lymphozyten im Blut und gesteigerte zellulare und
humorale Immunantwort gegen HTLV-1 Antigene (Gessain und Gout (1992),
Waucherpfennig et al. (1992), Shinzato et al. (1993), Nowak und Bangham
(1996), Nagai et al. (1998)). Die Eigenschaften der T-Lymphozyten Klone
(Usuku et al. (1990), Wattel et al. (1995)), die Regulation der retroviralen und
zellularen Genexpression durch HTLV-1 tax (Brady (1996)) sowie immun-
genetische Faktoren (Usuku et al. (1988), Sonoda et al. (1996), Jeffery et al.
(1999)) kbnnten zusatzlich fur die Krankheitsentstehung bedeutsam sein.

Der Nachweis der Expression von HTLV-1 tax im ZNS durch Moritoyo et al.
(1996) und Lehky et al. (1995) hat wie die friheren Arbeiten an Blutlympho-
zyten von Kinoshita et al. (1989), Kannagi et al. (1994) und Tochikura et al.
(1985)) eine grundséatzliche Bedeutung: Die Expression retroviraler Proteine ist
in den im Blut zirkulierenden infizierten Lymphozyten vermindert (Tochikura et
al. (1985), Hanon et al. (2000)), nach deren Passage der Blut-Hirn-Schranke
wird die Expression jedoch deutlich nachweisbar (Matsuoka et al. (1998),
Moritoyo et al. (1999)). Wahrscheinlich ist die Konzentration von Faktoren, die
die Expression retroviraler Proteine hemmen, im ZNS niedriger ist als im Blut
(Kannagi et al. (1994)). Dies trifft onne Zweifel auf die Konzentrationen anti-
retroviraler Antikorper zu (Nakamura et al. (1991), Kitze et al. (1995)). Die
Expression des HTLV-1 tax Proteins im ZNS kann verschiedene Auswirkungen
haben:

0 Tax transaktiviert sowohl retrovirale als auch zellulare Gene in infil-
trierenden Lymphozyten und beeinflul3t deren immunregulatorische
Funktionen (Ubersicht in: Kitze und Brady (1997)).

0 Tax und andere retrovirale Genprodukte werden zu Zielantigenen

einer Immunreaktion im ZNS (Levin et al. (1997), Hanon et al. (2000)).

0 Tax kann die Genexpression von Neuronen, Astrozyten und Mikro-
gliazellen beeinflussen, falls tax von infizierten Zellen freigesetzt
wird (Dhib Jalbut et al. (1994)).

HTLV-1 ist kein zytozides Retrovirus. HTLV-1 infizierte Zellen sind aufgrund
tax-induzierter Mechanismen gegeniber Apoptose refraktar (Hoellsberg
(1999)), und das HTLV-1 tax Protein stimuliert die Proliferation der infizierten
T-Lymphozyten (Grassmann et al. (1999)). Somit ist es wahrscheinlich, dal3
immunpathologische Mechanismen zur Zerstérung der Myelinscheiden und
Axone fuhren. 2 unterschiedliche Konzepte werden diskutiert (Hoellsberg und
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Hafler (1995), Osame et al. (1999)):

[0 Das erste basiert auf Autoimmunitat (Oger und Dekaban (1995)). Die
gestorte Immunregulation fuhrt zu einer zellularen (Nagai et al. (1996))
und humoralen (Levin et al. (1998)) Immunantwort gegen ZNS Auto-
antigene.

0 Das zweite Konzept geht von einer spezifischen Immunantwort gegen
retrovirale Antigene aus, die von HTLV-1 infizierten Zellen im ZNS ex-
primiert werden. Diese sind entweder Astrozyten (Lehky et al. (1995))
oder eingewanderte HTLV-1 infizierte Lymphozyten, wobei die
Zerstorung von Myelinscheiden und Axonen im Rahmen einer
"bystander" Schadigung erfolgt (ljichi et al. (1993)).

1.3  Untersuchungen der humoralen und zellularen Immunantwort
gegen HTLV-1

Zahlreiche Untersuchungen wurden bei HTLV-1 Infizierten durchgefihrt, um die
spezifische Aktivierung des Immunsystems zu charakterisieren. Antikdrper im
Serum wurden untersucht (Chen et al. (1989), Ida et al. (1991), Inoue et al.
(1992), Palker et al. (1989)), auch im Liquor wurden spezifische Antikdrper
nachgewiesen (Gessain et al. (1988), Ceroni et al. (1988), Grimaldi et al.
(1988), McLean et al. (1989), Link et al. (1989), Jacobson et al. (1990 a),
Nakamura et al. (1991)). B-Zell Epitope der HTLV-1 Proteine sind in zahlreichen
Arbeiten beschrieben worden (Chen et al. (1989), Ida et al. (1991), Nakamura
et al. (1991), Jacobson et al. (1991), Inoue et al. (1992), Desgranges et al.
(1994), Lal et al. (1994)).

Antivirale zytotoxische T-Lymphozyten wurden aus dem peripheren Blut
(Jacobson et al. (1990 b), Jacobson et al. (1991), Kannagi et al. (1992), Daenke
et al. (1996)), aus Liquor (Elovaara et al. (1993)) und aus einer Riickenmarks-
biopsie (Levin et al. (1997)) isoliert. Zytotoxische CD8+ T-Lymphozyten
erkannten das HTLV-1 tax Protein (Jacobson et al. (1990b), Kannagi et al.
(1992), Niewiesk et al. (1995)), und CD4+ (Helfer) T-Lymphozyten reagierten
gegen das Oberflachenglykoprotein gp46 (Jacobson et al. (1991)).

Untersuchungen des Liquors gaben Aufschlul? Uber relevante Zielantigene bei
HAM/TSP Patienten: Nakamura et al. (1991) fanden vermehrte Antikbrper
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gegen das Transmembranglykoprotein gp21 von HTLV-1, Elovaara et al. (1993)
eine besonders hohe Frequenz von zytotoxischen CD8+ T-Lymphozyten gegen
das HTLV-1 tax Protein.

Fur die im Blut zirkulierenden HTLV-1 tax spezifischen zytotoxischen CD8+
T-Lymphozyten fanden Elovaara et al. (1993)) Unterschiede zwischen
HAM/TSP Patienten und gesunden HTLV-1 Tréagern, Daenke et al. (1996)
konnten diesen Befund nicht bestatigen. Von beiden Autoren wurden Kranke
untersucht, die HLA A2 positiv waren und eine spezifische Immunantwort gegen
HTLV-1 tax aufwiesen (Jacobson et al. (1990 b)). Der HLA Phanotyp A2 ist
jedoch bei Patienten mit HAM/TSP im Vergleich zu gesunden HTLV-1 Tragern
nicht erhdht (Sonoda et al. (1996)), sondern vermindert (Jeffery et al. (1999)).

Eine weitere HLA Assoziation bei HAM/TSP betrifft das HLA Klasse Il Antigen
DR1, bzw. nach der neueren molekulargenetischen Nomenklatur (Apple und
Erlich (1996), Bodmer et al. (1999)) den h&ufigen HLA Genotyp DRB1*0101,
der bei HAM/TSP vermehrt und bei ATL vermindert gefunden wurde im Ver-
gleich zu gesunden HTLV-1 Virustragern (Sonoda et al. (1996)). In einer Unter-
suchung von grofRen Gruppen erkrankter und nicht erkrankter HTLV-1 Virus-
trager zeigten Jeffery et al. (1999), dal? die Wahrscheinlichkeit, an HAM/TSP zu
erkranken, durch HLA DRB1*0101 verdoppelt wird. Weiterhin wurden Zusam-
menhé&nge zwischen der antiviralen Immunantwort und bestimmten HLA Haplo-
typen bei HAM/TSP Patienten beschrieben (Usuku et al. (1988)). Diese Daten
legen nahe, daf? immungenetische Faktoren, die im HLA Komplex kodiert sind,
einen Einfluld darauf haben, ob eine persistierende HTLV-1 Infektion zu einer
ZNS Erkrankung fuhrt.

Die HTLV-1 assoziierte Myelopathie / tropische spastische Paraparese stellt
eine chronisch entzindliche ZNS Erkrankung dar, bei der die molekularbiolo-
gischen Eigenschaften des Erregers und seine zellbiologischen Wechselwir-
kungen bereits gut charakterisiert sind. Somit bietet HAM/TSP 2 wichtige Vor-
teile fir neuroimmunologische Untersuchungen: Erstens ist das auslosende
Agens im Gegensatz zu der haufigsten chronisch entziindlichen ZNS Erkran-
kung, der Multiplen Sklerose, bekannt. Zweitens spielen opportunistische Be-
gleitinfektionen im Gegensatz zur HIV Infektion kaum eine Rolle. In Deutsch-
land ist HAM/TSP zwar selten (Kitze et al. (1992)), in tropischen und subtropi-
schen Landern stellt sie jedoch ein wichtiges Problem der klinischen Neurologie
dar (Osame (1990)). Weiterhin kann an dieser entziindlichen ZNS Erkrankung
die pathophysiologische Bedeutung von Liquorveranderungen studiert werden.



Die diagnostische Liguoranalytik wurde maf3geblich an der Neurologischen
Klinik in Gottingen vorangetrieben (Felgenhauer (1982), Reiber und Felgen-
hauer (1987), Reiber und Lange (1991), Felgenhauer und Reiber (1992)). Bei
HAM/TSP eroffnen sich nun Erkenntnismaoglichkeiten Gber die Beziehungen
zwischen einer persistierenden Virusinfektion, entzindlichen Liquorveranderun-
gen und neuroimmunologischen Mechanismen.
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2. ZIELSETZUNG UND VORGEHEN

Die Ziele der vorgelegten Arbeit bestanden darin, die Spezifitdt der systemi-
schen und intrathekalen Immunantwort gegen HTLV-1 Antigene zu charakteri-
sieren und die pathophysiologische Bedeutung der intrathekalen Immunantwort
aus einer neuroimmunologischen Perspektive zu analysieren.

Die eigenen Untersuchungen befal3ten sich zunachst mit dem Nachweis syste-
misch und intrathekal gebildeter virusspezifischer Antikdrper. Im ersten Schritt
wurden HTLV-1 spezifische Antikorper des Isotyps Immunglobulin G (IgG)
identifiziert, die an infizierte Zellen banden. Im zweiten Schritt wurde untersucht,
ob 1gG-Antikorper die verschiedenen HTLV-1 Proteine erkannten. Im dritten
Schritt wurde die Feinspezifitat der IgG-Antikorper fur immundominante, lineare
B-Zell Epitope charakterisiert. Darauf aufbauend, wurde die Feinspezifitat der
B-Zellen bei HTLV-1 Tragern mit und ohne HAM/TSP verglichen und die Ver-
anderungen der spezifischen Immunantwort im Verlauf von HAM/TSP ana-
lysiert.

Um den Einflul immungenetischer Faktoren zu erfassen, wurde die humorale
Immunantwort mit den HLA Haplotypen der HAM/TSP Patienten in Beziehung
gesetzt. Das essentielle Bindeglied zwischen der bekannten HLA Klasse II
Assoziation von HAM/TSP (DR1 bzw. DRB1*0101) und der B-Zell Aktivierung
stellt die CD4+ T-Zell Aktivierung dar. Diese wurde exemplarisch an CD4+
T-Lymphozyten Linien untersucht, die aus dem Blut von HLA DR1 (DRB1*0101)
positiven Individuen isoliert und spezifisch durch Peptide des HTLV-1 Trans-
membranglykoproteins gp21 stimuliert wurden.

Die bekannten molekularbiologischen und immunologischen Besonderheiten
der HTLV-1 Infektion und die eigenen Daten Uber die Spezifitat der systemi-
schen und intrathekalen Immunantwort wurden in einem immunpathologischen
Modell der Erkrankung HAM/TSP integriert. Dartiberhinaus wurden die neuro-
immunologischen Veranderungen bei HAM/TSP verglichen mit den Befunden
bei 2 anderen chronisch entziindlichen Erkrankungen des ZNS, der Multiplen
Sklerose und den HIV-1 assoziierten Riickenmarkserkrankungen.



3. PATIENTEN, PROBEN UND METHODEN

Die eigenen Untersuchungen der humoralen Immunantwort gegen HTLV-1
Antigene erfolgten in 3 Abschnitten an Proben von HAM/TSP Patienten aus ver-
schiedenen Endemiegebieten: Erstens wurden bei HAM/TSP Patienten aus
dem Iran und aus Brasilien IgG-Antikdrper gegen HTLV-1 Antigene im Liquor
und Serum quantifiziert. Zweitens wurde die Bindung von 1gG-Antikérpern an
verschiedene HTLV-1 Antigene unter Verwendung von Proben aus Brasilien
nachgewiesen. Drittens wurde die Feinspezifitat der IgG-Antikorper gegen line-
are Epitope von HTLV-1 Antigenen an Proben aus Japan untersucht. In Anbe-
tracht der aufeinander folgenden Projekte und der begrenzten Volumina der
Proben wurden die Untersuchungen nicht an denselben Proben durchgefihrt
(Tabelle 2). Diese Projekte wurden in Zusammenarbeit mit Arbeitsgruppen in
Rio de Janeiro, Brasilien (Dr.Puccioni-Sohler) und Kagoshima, Japan (Prof.
Osame, Prof. Sonoda) durchgefihrt. In einem weiteren Projekt wurden CD4+
T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut von HAM/TSP Patienten aus
Kagoshima isoliert und untersucht.

3.1. Patienten: Ethnische Herkunft, Art der Erkrankungen und untersuchte
Proben

2 HAM/TSP Patienten stammten aus dem Iran und waren nach Deutschland
emigriert, 18 lebten in Brasilien und 39 in Stdjapan. In Tabelle 2 sind die
Herkunft der Patienten, die untersuchten Proben und die durchgefiihrten Unter-
suchungen zusammengefal3t. Alle Proben wurden aus diagnostischen Griinden
in der Neurologischen Klinik der Universitat Gottingen, der Neurologischen
Klinik der Bundesuniversitat Rio de Janeiro oder in der Abteilung fur Innere
Medizin Il der Universitat Kagoshima abgenommen. Die wissenschatftlichen
Untersuchungen wurden nach ausfuhrlicher Information der Patienten und
deren Zustimmung durchgefuhrt. Die in dieser Arbeit dargestellten Unter-
suchungen fanden im Kontext von Forschungsprojekten in Rio de Janeiro und
Kagoshima statt. Im Text wird auf Bezlige zu den einzelnen Forschungs-
projekten hingewiesen.
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Tabelle 2: Patienten mit HAM/TSP sowie HTLV-1 positive und negative Kon-
trollen, deren Liquor- und Serumproben im Rahmen der eigenen Untersuchun-
gen zur Spezifitat der systemischen und intrathekalen humoralen Immunantwort
gegen HTLV-1 mittels verschiedener Methoden analysiert wurden.

Geburtsland  Erkrankungs- HTLV-1 Serologie Untersuchungen
gruppe = s (Publikation)
Positiv Negativ
(Anzahl) (Anzahl)
Deutschland MS 0 135 IFA, RIPA
(Schneider et al.
(1987))
Deutschland MS 0 9 EIA, RIPA, PCR
Iran HAM/TSP 2 0 EIA, RIPA, PCR
Iran Angehdrige
von HAM/TSP 1 1 EIA, RIPA, PCR
Iran MS 0 2 EIA
(Kitze et al. (1992))
Brasilien HAM/TSP 18 0 MT-2 Zell-EIA,
RIPA
Brasilien andere
neurologische
Erkrankungen 0 17 MT-2 Zell-EIA
(Kitze et al. (1995))
Sidjapan HAM/TSP 39 0 PAA, Peptid-EIA,
HLA (n=32)
Sudjapan maogliche
HAM/TSP 6 0 PAA, Peptid-EIA
Sudjapan andere
neurologische
Erkrankungen 15. 11 PAA, Peptid-EIA

(Kitze et al.(1996a),
Kitze et al. (1996b))
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Tabelle 3: Diagnosen der HTLV-1 seropositiven Patienten ohne sichere
HAM/TSP. Bei Patienten mit moglicher HAM/TSP konnte zum Untersuchungs-
zeitpunkt noch nicht sicher entschieden werden, ob die klinische Symptomatik
auf die HTLV-1 Infektion oder eine andere, gleichzeitig vorliegende Erkrankung
zurickzufihren war.

Gruppe Patient Diagnosen

Seropositive Kontrollpatienten
ohne klinische Hinweise auf HAM/TSP

Hirnmetastase bei Bronchialkarzinom
Okulare Myasthenie
Verdacht auf ATL, HTLV-1 assoziierte
Bronchopneumonie
Amyotrophe Lateralsklerose
Choreatiforme Bewegungsstorung
Hereditare motorische sensible
Neuropathie Typ Il
Vaskulitis mit Neuropathie und
vaskularer Enzephalopathie
8 Epilepsie
9 Sarkoidose
10 Intrazerebrale Blutung
11 Prolongiertes reversibles ischamisches
neurologisches Defizit
12 ATL
13 Myasthenia gravis
14 Zerebellare Ataxie
15 Neuropathie
HAM/TSP méglich,
aber andere Erkrankung als Ursache
der spastischen Paraparese vorhanden

o Ul b WN P

\‘

1 Zervikale Myelopathie

2 Verkndcherung des hinteren Langsbandes
3 Sjogren Syndrom

4 Morbus Behcet

5 Amyotrophe Lateralsklerose

6 Akute Querschnittsmyelitis
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In Kagoshima standen auch Kontrollgruppen zur Verfiigung, die in Tabelle 3
dargestellt sind. Nur diesem Endemiegebiet mit hoher Pravalenz der HTLV-1
Infektion (Osame et el. (1987)) war es moglich, Proben von Infizierten, aber
nicht an HAM/TSP Erkrankten zu untersuchen. Alle Proben aus Kagoshima
wurden vorab in Japan mit dem kommerziellen Partikelagglutinationsassay
(PAA) SERODIA auf Antikdrper gegen HTLV untersucht.

3.2.  Immunchemische Untersuchungen von Liquor und Serum

3.2.1. Grundprogramm der Liquoranalytik

In allen Liquor- und Serumproben wurden immunchemisch mittels eines
Behring-Nephelometers und der kommerziell erhéaltlichen Nephelometrie-
assays (Behring) die Konzentrationen von Albumin und IgG bestimmt. Die
Auswertung der Daten richtete sich nach den von Reiber und Felgenhauer
(1987) publizierten empirischen Grundlagen fir die Blut-Liquor-Schranken-
funktion fur Aloumin und die Bestimmung einer intrathekalen Synthese von IgG.
Da Albumin nur auf3erhalb des ZNS, d.h. in der Leber, synthetisiert wird, kann
der Liquor/Serum-Konzentrationsquotient fiir Alboumin als Parameter der Blut-
Liguor-Schrankenfunktion angesehen werden (Reiber und Felgenhauer (1987)).
Es ist aber zu beriicksichtigen, daf3 auch eine Storung des Liquorflusses, z.B.
im Subarachnoidalraum des Spinalkanals, zum Anstieg des Albumins und
anderer Plasmaproteine fuhrt (Reiber (1994)). Unterschiedliche hydrodynami-
sche Radien bedingen eine unterschiedliche Filtration in den Liquor (Felgen-
hauer et al. (1976)), so dal3 sich fur die einzelnen Plasmaproteine unterschied-
liche Konzentrationsquotienten mit relativ begrenzten inter-individuellen Varia-
tionen ergeben. Wird fur ein Kollektiv von Patienten mit nicht-entztindlichen
ZNS Erkrankungen der Zusammenhang der Konzentrationsquotienten fur
Albumin und 1gG bestimmt, so zeigt sich eine hohe Korrelation (Reiber und
Felgenhauer (1987)). Dies ist die Basis fur die Etablierung von Normalbe-
reichen fur die Konzentrationsquotienten (Reiber und Felgenhauer (1987),
Reiber (1994)).



3.2.2. Enzymimmunoassay fur Antikorper gegen HTLV-1 infizierte Zellen

Fur diese Experimente wurde die Zell Linie MT-2 verwendet, die urspringlich
durch Kultivierung von Lymphozyten aus Nabelschnurblut mit HTLV-1 infizierten
Lymphozyten einer ATL Patientin gewonnen worden war (Miyoshi et al. (1981)).
Diese Zell Linie exprimiert relativ grof3e Mengen von HTLV-1 Antigenen
(Schneider et al. (1984)) und bildet HTLV-1 Viruspartikel (Miyoshi et al. (1981)).

Die Methodik des Enzymimmunoassays (EIA) unter Verwendung von MT-2 Zel-
len ist ausfihrlich beschrieben (Kitze et al. (1995)). Um Aussagekraft und Gren-
zen des Verfahrens zu verdeutlichen, soll hier das Prinzip kurz dargestellt
werden: MT-2 Zellen wurden in gekihlter Phosphat-gepufferter Kochsalzldsung
(PBS; 120 mM NacCl, 17 mM Nay;HPOg4, 3 mM KH,POy4, pH 7,2) dreimal gewa-
schen und sorgsam resuspendiert, so dal’ die Konzentration der Zellsuspension
106 Zellen pro ml entsprach. Von der Suspension wurden 100ul (entsprechend
10° MT-2 Zellen) in jede Kavitat einer EIA-Platte mit flachen Béden (Immuno-
plate 1, NUNC) pipettiert. Die ganze EIA-Platte wurde bei 200 g zentrifugiert.
Nachdem der Uberstand aus den Kavitaten abgesaugt wurde, wurden die
adharierenden MT-2 Zellen in den Kavitaten mit Methanol fir 5 Minuten fixiert
und nach Entfernen des Methanols getrocknet. Zum spateren Gebrauch wurde
ein Teil der beschichteten EIA-Platten bei -20°C eingefroren.

Die weitere Durchfiihrung des EIA richtete sich nach den Vorschriften von
Reiber und Lange (1991) und Felgenhauer und Reiber (1992). Die Quanti-
fizierung von MT-2 bindenden Antikdrpern erfolgte dementsprechend in
folgenden Schritten: Inkubation der EIA-Platte mit Proben (Standards, ver-
dinnte Liquores, verdinnte Sera), Inkubation mit einem verdiinnten Meer-
rettich-Peroxidase-markierten Antiserum gegen menschliches 1gG und
Farbreaktion von Ortho-Phenylendiamin-Hydrochlorid durch enzymatische
Spaltung von H50,.

Der Verdunnungspuffer fir die Proben und das Meerrettich-Peroxidase-
markierte Antiserum enthielt: 2 g Rinderserumalbumin (Sigma), 2 g Tween 20
(Serva), 3 g Milchpuder, 200 ul Antifoam A (Sigma), 10 mg Bromphenolblau
(Merck) und 100 mg Thimerosal (Serva) in 1 | PBS (120 mM NacCl, 17 mM
Nay,HPOg4, 3 mM KH,POy4, pH 7,2). Zwischen den einzelnen Schritten des EIA
wurden jeweils dreimal Waschvorgéange mit Waschpuffer (PBS mit Detergens
Tween 20 (Serva) in der Konzentration von 0.2 % V/V) durchgefuhrt. Auf diese
Weise wurden die nicht an die EIA-Platte gebundenen Reagenzien entfernt. Als

-32-



zweiter Antikorper wurde ein gereinigtes Meerrettich-Peroxidase-markiertes
Antiserum gegen die Gammakette von menschlichem IgG (Sigma) verwendet,
so dal3 nur spezifische Antikorper vom Typ IgG, nicht aber andere Immun-
globulinklassen erfal3t wurden.

Die Farbreaktion wurde photometrisch quantifiziert, ihr Ausmald war abhangig
von der gebundenen Peroxidase und entsprach somit der Menge an IgG-
Antikorpern, die an die fixierten MT-2 Zellen gebunden waren (Abbildung 4).
Mittels eines HTLV-1 positiven Serums wurde eine Referenzkurve erstellt.

3.2.3. Differenzierung der HTLV-1 Antikdrper mittels Radioimmunpréazipitation

Die Radioimmunprazipitation von HTLV-1 Antigenen durch IgG-Antikdrper im
Serum und Liquor folgte weitgehend der beschriebenen Methode (Schneider et
al. (1984), Schneider et al. (1987)). Das Verfahren wurde jedoch in zweierlei
Hinsicht modifiziert:

O Anstatt Protein-A-Sepharose wurde Protein-G-Sepharose verwendet,
um nur die Immunkomplexe zu prazipitieren, die IgG-Antikérper
enthielten (Bjoérck und Kronvall (1984)).

O Die Serumproben wurden soweit verdunnt, dal3 ihre IgG-Konzentra-
tion der des zugehdrigen Liquors entsprach (Felgenhauer et al.
(1985), Neumann et al. (1990)). Auf diese Weise konnte semiquan-
titativ festgestellt werden, ob das IgG des Liquors mehr Antikorper
gegen einzelne Virusantigene enthielt als das IgG des Serums.

Die Durchfiihrung der Versuche wird im folgenden dargestellt: 1,2 x 107 MT-2
Zellen wurden mit 2 mCi 35S-Methionin/Cystein (NEN) fir 4 Stunden bei 37°C
inkubiert. Die markierten Proteine wurden aus den gewaschenen und sedimen-
tierten MT-2 Zellen in 800 pl des Puffers LSEB extrahiert ("low salt extraction
buffer': 0,14 M NaCl, 10 mM Tris-Cl, 2 mM MgCl,, 1 mM Dithiothreitol (Serva),
2 mM Phenylmethylsufonylfluorid (Calbiochem), 0,5 % V/V NP-40 (Fluka)).
Nach Zentrifugation (8000 g, 4°C, 5 Minuten) wurde der Uberstand, der die
extrahierten zellularen und retroviralen Proteine enthielt, in 100 pl Volumina
aliquotiert und bei -80°C eingefroren flr die spater durchzufihrenden Immun-
prazipitationen.
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Jeder einzelne Ansatz der Immunprazipitationen bestand aus 10 pl MT-2 Lysat
(s.0.), 10 pl verdinnter Serum- oder Liquorprobe bzw. Positiv- oder Negativ-
kontrolle, sowie 30 pl Reaktionspuffer (1 Volumen LSEB, 2 Volumen PBS,

0,2 mg/ml Ovalbumin (Sigma)). Die Ansatze wurden tUber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am nachsten Tag wurde jedem Ansatz 20 ul Protein-G-Sepharose
(Pharmacia) hinzugegeben, die zuvor zweimal in Reaktionspuffer gewaschen
worden war. Die Ansatze wurden nun bei 4°C 30 Minuten lang unter kontinuier-
licher Durchmischung inkubiert, um die Immunkomplexe an Protein-G-
Sepharose zu binden. Im Anschluf3 wurden die nicht gebundenen Antigene bei
4°C dreimal mit 500 ul HSWB pro Ansatz ("high salt washing buffer': 20 mM
TRIS-HCI (Serva) pH 7,6 , 0,5 mM NaCl (Merck), 1 mM EDTA (Merck), 1 %
(w/v) Natriumdesoxycholat (Merck), 0,5 % (V/V) NP-40 (Fluka), 30 % (w/v)
Saccharose (Merck)) und zweimal mit 500 pl LSWB pro Ansatz ausgewaschen
("low salt washing buffer': 10 mM TRIS-HCI (Serva) pH 7,6 , 10 mM NaCl).
Nach der letzten Zentrifugation fir 5 Minuten bei 5000 Umdrehungen pro
Minute in einer Eppendorf-Zentrifuge wurde der Uberstand vollstandig abge-
saugt. Die Immunkomplexe wurden durch Erhitzung auf 96°C von der Protein-
G-Sepharose gespalten und die Protein-G-Sepharose durch Zentrifugation
abgetrennt. Die SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) der prazi-
pitierten, 35S-markierten MT-2 Antigene erfolgte nach einem Standardverfahren
(Laemmli (1970), Schneider et al. (1984)), die Gele wurden autoradiographisch
nach etwa viertagiger Exposition der Rontgenfilme (Kodak) ausgewertet.

3.2.4. Enzymimmunoassay unter Verwendung synthetischer Peptide

Der EIA mit synthetischen Peptiden unterschied sich grundséatzlich nicht von
dem EIA von Reiber und Lange (1991), sowie dem in Abschnitt 3.2.2. darge-
stellten Verfahren (Kitze et al. (1996a)). Die verwendeten Puffer sind ebenfalls
in Abschnitt 3.2.2 beschrieben.

Im Hinblick auf die Verwendung synthetischer Peptide, die definierten linearen
HTLV-1 Sequenzen entsprachen (Tabelle 4) ergaben sich jedoch offene
Fragen: Es mul3te davon ausgegangen werden, daf3 die Quantitat der Peptid-
bindenden Antikdrper erheblich niedriger sein wirde als die an virusinfizierte
Zellen (siehe: Abschnitt 3.2.2.) oder an ein Gemisch von viralen Proteinen
(Reiber und Lange (1991)) bindenden Antikdrper. Es konnte auch nicht voraus-
gesehen werden, ob die unspezifische Bindung von IgG an die EIA-Platten
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niedriger sein wurde als die spezifische Bindung an die Peptide, mit denen die
ElIA-Platten beschichtet wurden.

Die EIA-Platten wurden mit synthetischen Peptiden in einer Konzentration von
1 pg pro ml PBS beschichtet. In jeder Versuchsserie wurden Negativkontrollen
durchgefuhrt, bei denen alle Probenverdinnungen auf einer unbeschichteten
Platte getestet wurden. Die Probenverdinnungen fur Liquor waren 1:5 und 1:50
und fir Serum 1:1000 und 1:10 000. Wie beim MT-2 Zell EIA wurde ein fur
humanes IgG spezifischer, Peroxidase-beladener Antikorper als zweiter
Antikorper (Biosource) verwendet. Referenzkurven wurden mit Standardseren
erstellt, die fir das jeweilige synthetische Peptid im EIA eine hohe Farbreaktion
gezeigt hatten (Abbildung 8). So konnte fiir jede Probe, Liquor oder Serum, im
Hinblick auf jedes getestete Peptid die Konzentration der bindenden Antikdrper
in willkiirlichen Einheiten des Referenzserums angegeben werden.

Tabelle 4: Synthetische Peptide von HTLV-1 env, gag, tax und rex Amino-
saurensequenzen, gegen die IgG-Antikoérper im EIA nachgewiesen wurden.

HTLV-l Aminosaure-  Sequenz”
Protein nummern
gag p19 100-130 PPPPSSPTHDPPDSDPQIPPPYVEPTAPQVL
100-119 PPPPSSPTHDPPDSDPQIPP
119-130 PPYVEPTAPQVL
gag p24 131-160 PVMHPHGAPPNHRPWQMKDLQAIKQEVSQA
288-317 GLPEGTPKDPILRSLAYSNANKECQKLLQA
env gp21 332-352 GGITGSMSLASGKSLLHEVDKD
350-386 VDKDISQLTQAIVKNHKNLLKIAQYAAQNRRGLDLLF
382-403 LDLLFWEQGGLCKALQEQCRFP
458-488 LAGPCILRQLRHLPSRVRYPHYSLIKPESSL
env gp46 20- 49 GDYSPSCCTLTIGVSSYHSKPGNPAQPVCS
136-160 TKKPNRNGGGYYSASYSDPGSLKCPYL
175-199 FLNTEPSQLPPTAPPLLPHSNLDHI
197-216 DHILEPSIPWKSKLLTLVQL
213-236 LVQLTLQSTNYTCIVCIDRASLST
235-254 STWHVLYSPNVSVPSSSSTP
253-282 TPLLYPSLALPAPHLTLPFNWTHCFDPQIQ
277-292 CFDPQIQAIVSSPCHN
288-317 PCHNSLILPPFSLSPVPVPTLGSRRAVPVA
tax p40 106-125 LOAMRKYSPFRNGYMEPTLG
316-335 PISLLFNEKEADDNDHEPOQI
331-350 HEPQISPGGLEPPSEKHFRE
336-353 SPGGLEPPSEKHFRETEV
rex p27 1- 20 MPKTRRRPRRSQRKRPPTPW
46- 65 TGAPSLGDYVRPAYIVTPYW
76- 95 TPSMDALSAQLYSSLSLDSP

* Buchstabenkodierung fir Aminosauren



3.2.5. Intrathekale Synthese von Antikdrpern gegen HTLV-1 Antigene
und synthetische Peptide

Wenn eine intrathekale Synthese von virusspezifischen IgG-Antikérpern im
Rahmen eines entzundlichen ZNS Prozesses vorliegt, kann ihr Liquor/Serum-
Konzentrationsquotient gleich oder groRRer als der des gesamten IgG sein
(Felgenhauer und Reiber (1992), Reiber und Lange (1991)). Es wurde ein
Antikorper-Spezifitatsindex (ASI; Felgenhauer und Reiber (1992)) bestimmt,
wobei der Konzentrationsquotient des virusspezifischen IgG durch den des
gesamten IgG geteilt wurde. Fur HTLV-1 spezifische Antikorper der Klasse IgG
lautet die Formel:

lgG (HTLV-1) im Liquor

Q 1gG (HTLV-1) lgG (HTLV-1) im Serum

Q Gesamt-lgG Gesamt-1gG im Liquor

Gesamt-1gG im Serum

Der ASI ist theoretisch gleich 1, soweit keine intrathekale virusspezifische Anti-
korpersynthese vorliegt (s.0.). Der tatséchlich bestimmte ASI h&ngt allerdings
von der Prazision der immunchemischen Bestimmungen ab, die in die Berech-
nung eingehen. Reiber und Lange (1991) haben vorgeschlagen, in Fallen einer
intrathekalen Synthese von Gesamt-lgG den empirisch ermittelten Q 1gG (lim)
einzusetzen, der die obere Grenze des Normalbereiches der IgG-Quotienten
als Funktion des Albumin-Quotienten darstellt. Durch diese Modifikation erhdht
sich die diagnostische Sensitivitat der Methode (Reiber und Lange (1991)). Es
ergeben sich folgende Falle:

(1) ASI < 1 + x
---> Keine intrathekale Synthese von HTLV-1 spezifischen Antikdrpern
(2) ASI > 1 + x

---> Nachweis einer intrathekalen Synthese von HTLV-1 spezifischen
Antikorpern

(x hangt von der Préazision der immunchemischen Bestimmungen ab
und muf3 empirisch bestimmt werden)
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Bei diesem Verfahren der Auswertung muf3 bericksichtigt werden, daf3 das
Ergebnis eine qualitative Aussage darstellt, ob intrathekale Antikdrper gebildet
werden oder nicht (Reiber und Lange (1991)). Die Hohe des Index erlaubt nur
beschrankte Aussagen Uber die Quantitat der intrathekalen Antikorperpro-
duktion, die mittels zuséatzlicher methodischer Ansatze ermittelt werden kann
(Conrad et al. (1994), Reiber et al. (1998)).

3.3. HLA Typisierung und Identifikation der HLA Haplotypen

In den hier dargestellten Untersuchungen konnte auf Daten der HLA Haplo-
typen von HAM/TSP Patienten zurtickgegriffen werden, die von Usuku et al.
(1988) und Sonoda et al. (1992) zunachst mittels spezifischer Antisera im
National Institute of Health Mikrozytotoxizitatstest (Terasaki und McClelland
(1964), Kissmeyer et al. (1969)) und durch Familienanalysen bei HAM/TSP
Patienten gewonnen wurden.

Das Prinzip des Mikrozytotoxizitatstests soll kurz dargestellt werden: Aus dem
Blut der zu untersuchenden Individuen werden Zellen isoliert, die HLA Klasse |
Antigene auf der Zelloberflache tragen (T-Zellen) und Zellen die HLA Klasse
Klasse Il Antigene tragen (B-Zellen). Die T-Zellen werden mit standardisierten
HLA A, B und C Antiseren inkubiert, die B-Zellen mit HLA DR und DQ Anti-
seren. Nach Zugabe von Kaninchen Komplementfaktoren wird die Anzahl der
lysierten mononuklearen Zellen unter dem Phasenkontrastmikroskop bestimmt
und daraus abgeleitet, welchen HLA Phanotyp die Individuen besitzen. Die
Kriterien der Zuordnung zu HLA A, B, C, DR und DQ Spezifitdten richtete sich
nach der Nomenklatur des 11. Internationalen Histokompatibilitat Workshops
(Bodmer et al. (1992)). Die HLA Typisierung von Angehdrigen der Patienten
erlaubte die Identifizierung der Haplotypen.

Mittels molekularbiologischer Methoden wurden HTLV-1 infizierte Patienten
HLA typisiert im Rahmen eines internationalen HLA Workshops unter Leitung
von Prof.S.Sonoda (http://www.kufm.kagoshima-u.ac.jp/~hla/hla.html; siehe
auch: Jeffery et al. (1999), Manns et al. (1998)). Durch diese molekular-
biologischen Untersuchungen wurden die serologischen HLA Daten bestatigt,
erweitert und im Rahmen des internationalen HLA Workshops prasentiert. Fur
die hier dargestellten immunologischen Untersuchungen war es moglich, diese
HLA Daten zu verwenden.
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3.4. Charakterisierung antigenspezifischer CD4+ T-Lymphozyten

3.4.1. Isolierung und Selektion

Die Methode der Isolierung von menschlichen antigenspezifischen CD4+
T-Lymphozyten in Mikrokulturen (als Alternative zu den zuvor haufig verwen-
deten "bulk cultures") wurde erstmals 1986/87 in der Klinischen Forschungs-
gruppe fur Multiple Sklerose der Max-Planck-Gesellschaft in Wirzburg ent-
wickelt (Kitze et al. (1988), Pette et al. (1990), Wekerle (1998)) und seitdem in
verschiedenen immunologischen Labors weltweit angewandt und modifiziert.
Das Prinzip der Methodik orientiert sich an den sogenannten "limiting dilution
assays" (Henry et al. (1980)), die die Abschatzung der Haufigkeit von antigen-
spezifischen Lymphozyten in einer Zellsuspension erlauben (Wekerle (1998)).

Die Mikrokulturtechnik wurde hier angewandt und weiterentwickelt, um sowohl
von nicht HTLV-1 Infizierten als auch von HAM/TSP Patienten CD4+
T-Lymphozyten Linien zu isolieren und zu charakterisieren. Fir diese Experi-
mente wurden Individuen ausgesucht, die HLA DR1 bzw. HLA DRB1*0101
positiv waren. Bei den HTLV-1 infizierten Individuen muf3te die besondere
Problematik berticksichtigt werden, dal3 ein Teil der CD4+ T-Lymphozyten
HTLV-1 als Provirus integriert hatte und dadurch besondere Wachstums-
eigenschaften besal} (siehe: Abschnitte 1.1.2. und 1.1.3. der Einleitung).

Fir die Anwendung der Mikrokulturmethode muf3ten 4 Vorausetzungen erfullt
sein. Erstens wurde eine grof3e Anzahl von Mikrokulturen streng separat

gehalten, ohne daf} Zellen aus der einen in die andere Kultur gelangen konnten.

Zweitens wurden alle Faktoren aus dem Medium entfernt, die ein unspezifi-
sches Lymphozytenwachstum unterstitzten. Drittens wurde eine Vorauswabhl
nach 2 bis 3 Runden der Stimulation durch Antigen und antigenprasentierende
Zellen (APC) und Propagation in 1l-2 haltigem Medium getroffen, um diejenigen
Mikrokulturen zu identifizieren, die antigen-abhangig proliferierten ("split well

technique"). Viertens mul3te zuverlassig antiseptisch gearbeitet werden, da jede

Kontamination den ganzen Versuchsansatz, der etwa 1 bis 2 Monate dauerte,
gefahrdete.

Mononukleare Zellen aus dem peripheren Blut, d.h. Lymphozyten und Mono-
zyten, wurden durch standardisierte Dichtegradientenzentrifugation mittels
kommerziell erhaltlicher Dichtegradientenmedien von Granulozyten und
Erythrozyten getrennt. Die mononukle&ren Zellen wurden nach mehreren
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Waschschritten mit PBS schlie3lich in Kulturmedium resuspendiert: RPMI mit
Zusatzen von Penicillin, Streptomycin (jeweils von Sigma) und mit 5 % V/V
normalem humanem Serum, das zur Komplementfaktorinaktivierung fur 30
Minuten bei 56°C erhitzt worden war. Dieser Zellsuspension wurden die in
Tabelle 5 aufgelisteten 8 HTLV-1 gp21 Peptide jeweils in einer Endkonzentra-
tion von 1 pg/ml zugefugt. Die Zellen wurden in Zellkulturplatten mit 96 Kavi-
taten (Nunc) ausgesat, und zwar 25 x 103, 50 x 103, 100 x 102 und 200 x 10°
PBMC in jeweils 100 pl von dem oben angegebenen Kulturmedium pro Kavitat.
In jedem Experiment wurden mindestens 200 Mikrokulturen in dieser Art
begonnen.

Tabelle 5: Synthetische Peptide von HTLV-1 env gp21, die zur Stimulation und
Selektion humaner T-Lymphozyten verwendet wurden.

HTLV  Amino-  Sequenz*
Peptid sauren

sp332  332-352 GGITGSMSLASGKSLLHEVDKD

sp343 343-363 GKSLLHEVDKDISQLTQAIVK

sp350 350-386 VDKDISQLTQAIVKNHKNLLKIAQYAAQNRRGLDLLF
sp378 378-398 NRRGLDLLFWEQGGLCKALQE

sp382 382-403 LDLLFWEQGGLCKALQEQCRFP

sp400  400-426 CRFPNITNSHVPILQERPPLENRVLTG

sp426  426-448 GWGLNWDLGLSQWAREALQTGIT

sp458  458-488 LAGPCILRQLRHLPSRVRYPHYSLIKPESSL

* Buchstabenkodierung fur Aminosauren

4 Tage nach Beginn der Mikrokulturen wurde 1I-2 (Takeda) dem Medium in
einer Endkonzentration von 1 IU/ml hinzugefigt. Im weiteren Verlauf wurden die
Mikrokulturen alle 2 bis 4 Tage in Abhangigkeit von ihrer Proliferation mit fri-
schem II-2 haltigen Kulturmedium versorgt, und zwar fir insgesamt 2 Wochen
nach Kulturbeginn. Am Tag 14 wurden die Mikrokulturen in den Zellkulturplatten
zentrifugiert und mit PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde PBS
durch Kulturmedium (s.0.) ohne II-2 ersetzt. Um die Proliferation der HTLV-1
gp21 spezifischen T-Lymphozyten selektiv zu stimulieren, wurden antigen-
prasentierende Zellen und die 8 synthetischen Peptide des HTLV-1 gp21
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hinzugegeben. Als antigenprasentierende Zellen dienten in HLA DR1 DQ5
Ubereinstimmende PBMC, die von einem HTLV-1 PCR-negativen und HTLV-1
seronegativen Donor gewonnen und mit Mitomycin C (Sigma) behandelt wor-
den waren, um zu verhindern, dal3 die darin enthaltenen Lymphozyten proli-
ferierten. Erneut wurde nach 4 Tagen II-2 hinzugegeben und die Mikrokultur fur
die folgenden 10 Tage mit II-2 haltigem Medium versorgt.

Am Tag 28 wurden die Mikrokulturen dreimal mit PBS gewaschen und in fri-
schem Kulturmedium ohne Antigen und ohne II-2 resuspendiert. 2 APC Sus-
pensionen wurden (wie oben beschrieben) aus HLA DR1 DQ5 identischen,
Mitomycin-behandelten PBMC vorbereitet: Die erste Zellsuspension wurde mit
den 8 HTLV-1 gp21 Peptiden (Endkonzentration 1 pg/ml fiir jedes Peptid), die
zweite Zellsuspension ohne Antigen vorinkubiert. Diese APC Suspensionen
wurden in neue Zellkulturplatten mit 96 Kavitaten streifenformig verteilt, so daf3
jeweils Antigen-exponierte APC und nicht exponierte APC in ihren Kavitaten
benachbart waren. Nun wurde jede einzelne Mikrokultur in 2 gleiche Teile ge-
trennt: Die eine Halfte wurde inkubiert mit Antigen-exponierten APC, die andere
Halfte zur Kontrolle mit nicht exponierten APC (,,split well assay"”). Die
zweigeteilten Mikrokulturen wurden nun fur 4 Tage inkubiert, bevor eine Selek-
tion vorgenommen wurde: Nur die Mikrokulturen wurden als positiv bewertet,
die ausschlief3lich ein Wachstum in Gegenwart von Antigen zeigten, aber keine
Proliferation ohne Antigen.

Die ausgewahlten Mikrokulturen wurden durch mehrere Zyklen von antigen-
spezifischer Aktivierung und Proliferation in 1I-2 haltigem Medium expandiert, so
daf schlieBlich T-Zell Linien vorlagen mit einer gesamten Zellzahl von 106 bis
107 T-Lymphozyten. Alle etablierten T-Zell Linien zeigten in der Immunfluores-
zenz einen CD4+ CD3+ Phénotyp. Da die Mikrokulturen initial mit unterschied-
lichen Zellzahlen (25 x 103, 50 x 10%, 100 x 103 und 200 x 102 PBMC) begon-
nen worden waren, konnte die Haufigkeit antigenspezifischer Zellen geschatzt
werden (Henry et al. (1980)).

In den unten beschriebenen Experimenten wurde die Proliferation der T-Zell
Linien systematisch getestet, wobei 104 Zellen der einzelnen Linien in Mikro-
titerplatten von 96 Kavitaten mit rundem Boden in Triplikaten eingeséat wurden,
jeweils unter definierten experimentellen Bedingungen. Als antigenprasen-
tierende Zellen wurden HLA DR1 DQ5 identische PBMC verwendet (2x10° pro
Kavitét), die zuvor mit Mitomycin C behandelt worden waren (s.0.). Am dritten
Tag des Proliferationsassays wurde 1 puCi 3H-Thymidin (spezifische Aktivitat 25
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Ci/mmol) hinzugegeben. Nach weiteren 16 Stunden wurde die in die DNS der
proliferierenden Zellen inkorporierte Aktivitdt nach Adsorption der DNS an Filter-
plattchen, Trocknen der Filter und Zugabe von Szintillationsflissigkeit mit einem
Betacounter quantifiziert.

3.4.2. Untersuchung der Feinspezifitat und der T-Zell Epitope

Da die T-Lymphozyten Linien durch Stimulation mit 8 verschiedenen synthe-
tischen Peptiden des HTLV-1 env gp21 Proteins expandiert worden waren,
mul3te zunéchst getestet werden, gegen welches der 8 Peptide jede einzelne
Zell Linie reagierte. Zusatzliche synthetische Peptide einer Lange von 15
Aminosauren wurden verwendet, die die gesamte Aminosaurensequenz des
HTLV-1 env Proteins umfal3ten und jeweils um 5 Aminosauren verschoben
waren (Yamano et al. (1997)). Zur genaueren Charakterisierung eines T-Zell
Epitops wurden 6 synthetische Peptide synthetisiert mit einer Lange von 15
Aminosauren und einer Verschiebung von einer Aminoséure. Diese
synthetischen Peptide wurden mit Hilfe von Frau K.lkeda, M&S Techno
Systems, Osaka/Japan, synthetisiert und mittels HPLC gereinigt.

Die synthetischen Peptide wurden in den angegebenen molaren Konzentra-
tionen eingesetzt. Als Positivkontrolle diente ein kommerziell erhéaltliches,
rekombinantes HTLV-1 p21 Protein (HTLV-1 rp21 326-433), das den
Aminosauren 326 bis 433 des nativen HTLV-1 env gp21 entsprach (Intracel
Corporation). Durch die Verwendung dieser Positivkontrolle sollte dartber-
hinaus gezeigt werden, dal3 nach Antigenverarbeitung (,antigen processing")
des rekombinanten Proteins durch die antigenprasentierenden Zellen
spezifische T-Lymphozyten aktiviert wurden.

3.4.3. Untersuchung der HLA Restriktion

Kommerziell verfiigbare monoklonale Antikdrper, die vor Verwendung dialysiert
worden waren, wurden in verschiedenen Verdinnungen mit den antigen-
prasentierenden Zellen inkubiert, bevor die APC zur antigenspezifischen Stimu-
lation von T-Zell Linien verwendet wurden. Folgende monoklonale Antikérper
fanden Verwendung: anti-HLA-ABC (DAKO), anti-HLA-DR, anti-HLA-DQw1/3,
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anti-HLA-DP (Becton-Dickinson).

3.4.4. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zum Nachweis der proviralen
HTLV-1 Integration in T-Zell Linien

Aus Zellsuspensionen (PBMC oder Uber mehrere Passagen kultivierte T-Zell
Linien) wurde nach einem Standardverfahren DNS isoliert (Davis et al. (1994)).
Die gereinigte DNS wurde in TE-Puffer (10 mM TRIS-CI, pH 7,4, 0,1 mM
EDTA) geldst und die DNS-Konzentration photometrisch bestimmt. Die Proben
wurden bei -30°C eingefroren, falls sie nicht sofort in der Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) untersucht wurden.

In der PCR wurden zum Nachweis zellularer DNS Primer flr das Myelin/
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) Gen und zum Nachweis proviraler
HTLV-1 DNS Primer fur das tax Gen verwendet (Tabelle 6).

Tabelle 6: In der PCR verwendete Primer zum Nachweis zellularer DNS und
proviraler HTLV-1 DNS.

Gen Primer PCR-Produkt Referenz
MOG 323 bp Kitze
(unveroffentlicht)
MOG5
5-CAG TTC AGA GTG ATA GGA CC-3'
MOG6
5-GCC TCC TCT TGG TAA GAA TG-3'
HTLV-1 tax 160 bp Heneine et al.
(1992)
SK43
5-TGG ATA CCC CGT CTA CGT GT-3*
SK44

5-GAG CTG ACA ACG CGT CCATCG-3'



Etwa 200 ng DNS der verschiedenen Zell Linien wurde in jeden PCR Ansatz
eingesetzt. Die Ubrigen Reagenzien der PCR und die Primer (25 pmol pro
Ansatz) wurden entsprechend der Vorschrift des kommerziell erhaltlichen
TaKaRa PCR Kits (TaKaRa) hinzugegeben. Vor der Zugabe der Tag-DNS-
Polymerase wurden die Ansatze fur 5 Min. bei 96°C erhitzt. Die im
Thermozykler durchgefiihrte PCR umfal3te 30 Zyklen: 30 Sek. bei 96°C
("denaturing™), 30 Sek. bei 55°C ("annealing") und 90 Sek. bei 72°C ("primer
extension™). Die PCR-Produkte wurden nach einem Standardverfahren im
Agarose-Gel aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht (Davis et
al. (1994)).

3.5. Analyse von Sequenzhomologien der immundominanten Epitope

Die empirisch ermittelten Aminosaurensequenzen der immundominanten T-Zell
und B-Zell Epitope wurden einer Homologiesuche unterzogen. Daraus kdnnen
sich Hinweise auf ein "molecular mimicry" (Ubereinstimmung von Aminosauren-
sequenzen in Viren bzw. Bakterien mit Sequenzen von sogenannten Auto-
antigenen; Oldstone (1987)) oder auf Homologien der HTLV-1 Sequenzen mit
entsprechenden Sequenzen anderer Retroviren ergeben. Mittels des "basic
local alignment search tool' (BLAST; Altschul et al. (1990)), das Uber das
Internet am "National Center for Biotechnology Information" der Vereinigten
Staaten von Amerika angewendet werden kann, wurden in der Datenbank
SWISS-PROT homologe Aminoséaurensequenzen gesucht. Die Ergebnisse der
Suche sind beispielhaft in den entsprechenden Tabellen 14 und 15 dargestellt,
wobei nur Sequenzen mit hoher Homologie bertcksichtigt wurden. Einerseits
wurde in der SWISS-PROT Datenbank nach Aminosaurensequenzen bekann-
ter Proteine gesucht, andererseits wurde die GeneBank Datenbank EST
("expressed sequence tags") nach exprimierten Sequenzen durchsucht.

Um eine Ubersicht tiber die Verwandtschaft der retroviralen env Proteine zu
erhalten, wurden alle in der SWISS-PROT Datenbank verfligbaren retroviralen
env Aminosaurensequenzen im Hinblick auf homologe Sequenzen untersucht
und ein evolutionarer phylogenetischer Stammbaum (Abbildung 1) erstellt.
Dabei wurden die von Smith und Waterman (1981) beschriebenen und von
Gonnet et al. (1992) weiterentwickelten Algorithmen verwendet. Im Prinzip
handelt es sich um eine Berechnung des phylogenetischen Stammbaumes
nach der Methode der kleinsten Quadrate (Gonnet (1994)). Diese Analyse
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wurde mdoglich durch die an der Eidgendssisch Technischen Hochschule Zirich
("Computational Biochemistry Research Group") Uber das Internet zugang-
lichen Rechenprogramme zur Erfassung von homologen Sequenzen und zur
Erstellung phylogenetischer Stammbaume.

3.6. Auswertungen

Zu jedem untersuchten Patienten lagen zahlreiche Daten vor: Diagnose, Datum
der Probengewinnung, HLA Haplotypen, Albumin und IgG in Liquor und Serum,
Konzentration der IgG-Antikdrper in Liquor und Serum gegen zahlreiche
synthetische Peptide in willkirlichen Einheiten, intrathekale virusspezifische
Antikorpersynthese etc.. Diese Daten wurden verschlisselt in eine dBase |V
Datenbank (DOS Programm, Version 1.5; Borland International) mit Eingabe-
maske und Berechnung abgeleiteter Variablen (z.B. des Antikorper-Spezifitats-
index) eingegeben, um die Auswertung zu erleichtern.

Die dBase |V Datensatze konnten zur statistischen Analyse direkt in die
Statistikpakete Systat (DOS Programm,Version 5.0; Systat Inc.) oder Statistica
(Version 5.5A fur Windows; StatSoft Inc.) tbernommen werden. Die Anwen-
dung statistischer Tests richtete sich nach den von Armitage und Berry (1994)
und Glantz (1998) dargestellten Prinzipien und den Handblchern der genann-
ten Programme. p-Werte kleiner als 0,05 wurden als signifikant betrachtet.

Zunachst wurde bei jedem Patienten festgestellt, ob gegen einzelne synthe-
tische HTLV-1 Peptide im Serum spezifische IgG-Antikdrper und nach Auswer-
tung der Liquor/Serum-Paare eine intrathekale 1gG-Synthese vorlagen
(qualitative Analyse; siehe: Abschnitte 3.2.4. und 3.2.5.). Da sich in keiner der
untersuchten Patientengruppen vergleichbare Muster der erkannten synthe-
tischen HTLV-1 Peptide zeigten (siehe: Abschnitt 4.2.1.), wurde bei jedem ein-
zelnen Patienten die Anzahl der synthetischen Peptide bestimmit, fur die spezi-
fische IgG-Antikorper im Serum oder eine intrathekale 19G-Synthese nachweis-
bar waren. Bei der weiteren statistischen Analyse dieser nichtparametrischen
Daten (d.h. Anzahlen) wurden die Patientengruppen mit dem Kruskal-Wallis-
oder Mann-Whitney-U-Test analysiert, d.h. im Hinblick auf die Anzahl der
synthetischen HTLV-1 Peptide pro Patient, fur die spezifische IgG-Antikorper im
Serum nachgewiesen wurden oder fur die eine intrathekale Synthese von
IgG-Antikorpern vorlag. Da es sich um kleine Stichproben handelte, wurde beim
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Mann-Whitney-U-Test nur das sogenannte ,exakte p“ bertcksichtigt, das das
Programm Statistica errechnete. Zum Vergleich von 4 Gruppen (Abschnitt
4.2.1; Tabelle 9) wurde im Anschluf3 an den Kruskal-Wallis-Test ein
Paarvergleich mit multiplen Mann-Whitney-U-Tests unter Anwendung der
Holm-Prozedur (Holm (1979)) durchgeflhrt.

Bei der quantitativen Analyse kontinuierlicher Variablen wurde zunachst mit
dem Lilliefors-Test gepriift, ob die Daten normalverteilt waren, gegebenfalls
auch nach logarithmischer Transformation. Normalverteilte Daten wurden mit
dem ANOVA analysiert. Nicht normalverteilte Daten wurden mit dem
Kruskal-Wallis- oder dem Mann-Whitney-U-Test untersucht.

Die initiale graphische Auswertung und Darstellung erfolgte mit dem Programm
Sigmaplot (DOS Programm, Version 4.1; Jandel Corporation), nachdem die
dBase |V Datensatze in das "Data Interchange Format" (DIF) umgewandelt
worden waren. Zur Verbesserung des Layouts und der Einbindung in den Text
wurden die Graphiken mit dem Programm Sigmaplot for Windows (Version 4.0;
Jandel Corporation) nachgearbeitet.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Spezifitdt der intrathekalen und systemischen humoralen Immunantwort
gegen HTLV-1 Proteine

4.1.1. Bindung von Antikdrpern an Antigene der HTLV-1 infizierten Zell
Linie MT-2

Die HTLV-1 infizierte, transformierte Zell Linie MT-2 bildet relativ kontinuierlich
die verschiedenen Virusantigene, die env, gag und tax Proteine. Aus diesem
Grund ist die Zell Linie besonders gut geeignet, um HTLV-1 spezifische Anti-
korper zu binden, die dann z.B. mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen wer-
den kénnen. In einer friheren Untersuchung (Schneider et al. (1987)) wurde
diese Linie in einem indirekten Immunfluoreszenzassay verwendet (Abbildung
3). Die Abbildung 3 demonstriert, daf3 unter den experimentellen Bedingungen
des IFA im wesentlichen eine zytoplasmatische Anfarbung der MT-2 Zellen
nachgewiesen wurde und dal3 eine Anfarbung der Zellkerne nicht zu beobach-
ten war, was bereits von Miyoshi et al. (1981) gezeigt worden war. Die fehlende
Anfarbung der Zellkerne wirkte sich auch gunstig auf die Spezifitat des IFA aus,
da relativ haufig auch bei gesunden Versuchspersonen mit antinuklearen Anti-
korpern zu rechnen ist.

Um die Konzentrationen der an MT-2 bindenden Antikérper in Liquor und
Serum mittels eines EIA zu bestimmen, wurden die experimentellen Bedingun-
gen des IFA zugrunde gelegt. MT-2 Zellen wurden in Mikrotiterplatten fixiert und
die an die Zellen bindenden Antikérper im EIA nachgewiesen. Die Methodik des
MT-2 EIA erwies sich als geeignet, um HTLV-1 spezifische Antikbrper zu quan-
tifizieren. Mittels des EIA konnten Antikorper bis zu einer Verdiinnung von ca.
1:30 000 in HTLV-1 positiven Serumproben nachgewiesen werden (Abbildung
4). Dies war ausreichend, um auch Antikorper im Liquor nachzuweisen, die
meist bei 1:100 bis 1:1000 der entsprechenden Serumkonzentration lagen.

- 46 -



-47 -

Abbildung 3: Indirekter Inmunfluoreszenzassay unter Verwendung der
HTLV-1 infizierten Zell Linie MT-2. Nach Fixierung mit Methanol wurden die
MT-2 Zellen mit einem positiven Kontroll-Serum (B; japanischer Patient mit
ATL) und mit einem negativen Patientenserum (A; deutscher MS Patient)
inkubiert. Als zweiter Antikorper wurde ein FITC-konjugiertes, anti-human-1gG
Antiserum verwendet. Typisch ist die zytoplasmatische Anfarbung der MT-2
Zellen mit dem HTLV-1 positiven Serum (B). Positiv- und Negativkontrollen
wurden mit identischer Belichtung aufgenommen.

HTLV-1 positives Serum

Absorption

3. Kontrolle
e

0 T T T T T

102 103 10 10° 10° 107

Verdiinnung [1:x]

Abbildung 4: Verdunnungskurven eines HAM/TSP Serums (HTLV-1 positives
Serum) und eines HTLV-1 negativen Serums (Kontrolle) im MT-2 Zell-EIA in
einem reprasentativen Experiment. Es wurden jeweils 4 Einzelbestimmungen
pro Verdunnungsschritt durchgefihrt.



Die Liquor- und Serumproben von 18 HAM/TSP und 17 HTLV-1 seronegativen
Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen (einschliel3lich 6 MS
Patienten) aus Brasilien wurden mit dem MT-2 Zell-EIA untersucht. An 2 Serien
von HTLV-1 seropositiven und -negativen Proben wurde die Sensitivitat und
Spezifitat der Methodik Uberpruft (Tabelle 7). Es zeigte sich eine gute Differen-
zierung der positiven und negativen Proben anhand der Absorption im MT-2
Zell-EIA.

Tabelle 7: Absorptionen im MT-2 Zell-EIA. Seren von HTLV-1 negativen und
positiven Patienten, die zuvor mit einem kommerziellen EIA, WBA bzw. PCR
untersucht worden waren (Kitze et al. (1992), Puccioni-Sohler (1994)), wurden
in der Verdinnung 1:3000 getestet, um die Spezifitdt und Sensitivitat der
Methodik zu Uberprifen.

Experiment HTLV-1 Zahl Absorption im MT-2 EIA
pos./neg. (Bereich)

I poS. 18 0,051 - 0,462
neg. 2 0,014 - 0,017

I pos. 4* 0,137 - 0,522
neg. 17 0,004 - 0,032

* Die 4 seropositiven Proben waren auch im Experiment | getestet worden.
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Abbildung 5: Liquor/Serum-Konzentrationsquotienten fir das gesamte IgG (A)
und HTLV-1-spezifisches IgG (B) im Verhéltnis zum Albumin Liquor/Serum-
Konzentrationsquotienten bei 18 brasilianischen HAM/TSP Patienten. Die
Kurven I, Il und 11l begrenzen den Normalbereich, der durch unterbrochene
horizontale Linien markiert ist (berechnet nach Reiber und Felgenhauer (1987)).
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Zunéchst wurden die Absorptionen aller brasilianischen Seren bei einer Ver-
dinnung 1:3000 verglichen, um die Unterschiede zwischen HTLV-1 positiven
und negativen Seren im MT-2 Zell-EIA zu charakterisieren (Tabelle 7). Dann
wurden die Konzentrationen von Albumin, Gesamt-IgG und HTLV-1 spezifi-
schem IgG (in willktrlichen Einheiten eines positiven Standardserums) fir jedes
Liguor/Serum Paar der HAM/TSP Patienten bestimmt. Die Konzentration im
Liguor wurde durch die des Serums geteilt, wie im Abschnitt 3.2.5. dargestellit.
Abbildung 5 stellt im Quotientendiagramm die Quotienten des Gesamt-lgG
(Abbildung 5 A) und des MT-2 bindenden IgG (Abbildung 5 B) in Abhangigkeit
von den Albuminquotienten dar. Dieser Auswertung lagen die von Reiber und
Felgenhauer (1987) empirisch ermittelten Normalbereiche fur diese Konzen-
trationsquotienten zugrunde. 5 der 18 HAM/TSP Patienten hatten nach dieser
Auswertung eine intrathekale Synthese des Gesamt-lIgG. Der Anteil von Patien-
ten mit einer intrathekalen Immunglobulinsynthese erhéhte sich deutlich, wenn
das MT-2 bindende 1gG bestimmt wurde: 15 von 18 Patienten bildeten intrathe-
kal IgG-Antikorper, die an die MT-2 Zell Linie banden. MT-2 bindende 1gG-Anti-
korper werden also sowohl systemisch als auch intrathekal bei HAM/TSP
Patienten gebildet.

4.1.2. Radioimmunprazipitation von HTLV-1 Antigenen durch Antikorper
im Liquor und Serum

Der MT-2 Zell-EIA liel3 zun&chst die Frage offen, welche MT-2 Antigene durch
die Antikdrper im Liquor und im Serum gebunden werden. Es kdnnte sich
sowohl um virus-kodierte als auch zell-kodierte Antigene handeln. Zur Differen-
zierung der IgG-Antikorperspezifitaten wurde ein RIPA mit Hilfe radioaktiv
markierter MT-2 Proteine durchgefuhrt. Die Antigen-Antikérper-Komplexe
wurden mittels Protein-G-Sepharose prazipitiert und in der SDS-PAGE aufge-
trennt, um die gebundenen, 35S -markierten Antigene zu identifizieren. Dies
geschah anhand der bekannten Molekularmassen der préazipitierten Proteine,
was auf die Spezifitat der 1IgG-Antikorper hinwies.

Abbildung 6 zeigt die Verdinnungsreihe eines HTLV-1 positiven Serums von
1:10 bis 1:3000. Neben unspezifischen Banden, die in allen Verdinnungen
unverandert sichtbar waren, zeigten sich Banden, die den bekannten HTLV-1
gag und env Antigenen zuzuordnen waren und bei h6heren Verdinnungen
schwacher wurden. Dennoch waren diese typischen Banden auch bei einer
Verdinnung von 1:3000 noch gut sichtbar.



<-- env gp68
<-- env gp46
<-- tax p40
<-- gag p24

K U 10 100 1000
3 30 300 3000

Verdinnungsstufen [1 : x]

Abbildung 6: Ein HTLV-1 positives Serum wurde unverdinnt (U) und in Ver-
dunnungsstufen von 1:3 bis 1:3000 im RIPA eingesetzt. Nach Inkubation mit
den Antikérpern in den Proben wurden die resultierenden Immunkomplexe
mittels Protein-G- Sepharose prazipitiert und in der SDS-PAGE (Gradientengel
9 - 16 %) aufgetrennt. Die 3°S-radioaktiv markierten HTLV-1 Proteine waren als
typische Banden fir env gp68, env gp46, tax p40 und gag p24 bis zu einer Ver-
dinnung von 1:3000 sichtbar. Zusatzlich fanden sich unspezifische Banden,
die sich auch bei einem HTLV-1 negativen Kontrollserum (K) zeigten.

Auffallig war auch eine Bande, die bei einem Molekulargewicht von etwa 40 000
Dalton lag (Abbildungen 6 und 7), dem tax Protein p40 entsprechend. Mit dem
RIPA war es dartberhinaus méglich, in 1 : 1000 verdinnten Serumproben noch
das typische Bandenmuster der Antikorper gegen HTLV-1 gag, env und tax
Antigene zu erkennen. Bei dieser Verdinnung eines Serums entspricht die IgG-
Konzentration etwa der des Liquors.
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Abbildung 7: 3°S-radioaktiv markierte HTLV-1 Proteine aus MT-2 Zellen wur-
den durch IgG-Antikorper in Liquor und Serum gebunden, die Immunkomplexe
mittels Protein-G-Sepharose prazipitiert und in der 16 % SDS-PAGE getrennt.
Aufgetragen wurden ein HTLV-1 positives Kontrollserum (markiert +; HAM/TSP
Patient aus dem Iran), ein HTLV-1 negatives Serum (markiert -) und Liquor
sowie Serum von 6 HAM/TSP Patienten aus Brasilien (markiert 1 bis 6). Bei
jedem der 6 HAM/TSP Patienten wurden 3 Immunprazipitationen durchgefihrt:
(a) unverdinnter Liquor
(b) 1:10 verdinntes Serum
(c) Die lgG-Konzentration des Serums wurde durch entsprechende
Verdinnung der IgG-Konzentration des zugehérigen Liquors (a)
angeglichen.
Wenn die Liquores und Serumverdinnungen der einzelnen Patienten mit glei-
cher IgG-Konzentration verglichen werden (jeweils (a) und (c)), so zeigt sich,
daR3 die Banden der durch den Liquor prazipitierten HTLV-1 Proteine sich meist
deutlicher darstellen.

Die RIPA Analyse der HAM/TSP Proben aus Brasilien zeigte folgende
Ergebnisse (Abbildung 7):

O In allen Liquor und Serum Proben konnten sowohl HTLV-1 env als
auch gag spezifische 1gG-Antikdrper nachgewiesen werden.

[0 Die Banden der auf Liquor IgG-Konzentration verdiinnten Serum-
proben waren im Vergleich zu den Liquores héaufig schwacher.

Auch fur 2 der 3 Probenpaare, bei denen keine erhdhten ASls im MT-2 Zell-EIA
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festgestellt worden waren, waren die Liquor-Banden im RIPA deutlicher als die
Serum-Banden (Abbildung 7). Bei Anwendung ausreichend empfindlicher
immunchemischer Methoden konnten also sowohl im Liquor als auch im Serum
IgG-Antikdrper gegen verschiedene HTLV-1 Antigene und bei der Mehrzahl der
HAM/TSP Patienten (17 / 18) eine humorale Immunantwort innerhalb des ZNS
nachgewiesen werden.

4.1.3. Feinspezifitdt der humoralen Immunantwort gegen HTLV-1 Antigene

Auf der Basis von zahlreichen, in der Literatur beschriebenen humanen B-Zell
Epitopen der HTLV-1 env und gag Proteine wurde ein Enzymimmunoassay mit
synthetischen Peptiden entwickelt (Tabelle 2). Daftir mul3te die etablierte Nach-
weismethode einer erreger-spezifischen intrathekalen Antikbrpersynthese
(Reiber und Lange (1991), Felgenhauer und Reiber (1992)) modifiziert werden.
Abbildung 8 zeigt ein reprasentatives Experiment: eine EIA-Mikrotiterplatte nach
der Farbreaktion.

Fir diese Untersuchungen wurden Proben HTLV-1 positiver und negativer
Patienten aus Kagoshima verwendet (Tabelle 2). Die Auswahl der syntheti-
schen Peptide anhand der Literatur erwies sich in der Tat als sinnvoll, da nur
bei seropositiven Patienten Antikorper gegen diese Peptide nachgewiesen wer-
den konnten. Die Absorptionen aller PAA seronegativen Proben (n=11) lagen
im Bereich der Kontrollen (d.h. der EIA- Mikrotiterplatten ohne Beschichtung mit
synthetischen Peptiden).

Eine weitere Beobachtung erwies sich fir die Anwendung der Methode als vor-
teilhaft: Die unspezifische Bindung des IgG an die EIA-Platten war relativ gering
(Abbildung 8). Daruberhinaus zeigten die HTLV-1 negativen Proben in den mit
synthetischen Peptiden beschichteten Kavitaten in der Regel eine geringere
Absorption als in den unbeschichteten Kavitaten, d.h. die unspezifische Bin-
dung von IgG an die EIA-Platten wurde durch die Beschichtung mit syntheti-
schen Peptiden blockiert. Somit war der Nachweis von spezifischen Antikbrpern
gegen ein synthetisches Peptid einfach: Nur wenn die Absorption in den be-
schichteten Kavitaten eindeutig héher lag als in den unbeschichteten, waren
IgG-Antikorper gegen das jeweilige Peptid vorhanden (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Enzymimmunoassay zur Bestimmung peptid-spezifischer IgG-
Antikorper, Ergebnis eines reprasentativen Experimentes nach Farbreaktion
und vor Messung der Absorptionen.

Die linke Seite der Platte (Reihen 1 - 6) ist unbeschichtet und zeigt die unspezi-
fische Bindung von IgG. Die rechte Seite (Reihen 7 -12) wurde mit dem Peptid
HTLV-1 p19 100-130 beschichtet. Reihen 1 und 2 sowie 7 und 8 stellen serielle
Verdinnungen eines positiven Standardserums dar: 1:100 (in 1H, 2H, 7H und
8H), 1:316, 1:1000, 1:3160, 1: 10 000, 1:31 600 und 1: 100 000 (in 1B, 2B, 7B
und 8B). 1A, 2A, 7A und 8A sind Nullwerte, d.h. Verdiinnungspuffer ohne
Proben.

In den Reihen 3 bis 6 sowie 9 bis 12 sind an entsprechenden Stellen verdinnte
Proben aufgetragen (Liquor 1:5 oder 1:50; Serum 1:100 oder 1:1000). Bei-
spielsweise ist die Probe 9H eindeutig positiv gegeniiber der Kontrolle 3H (ohne
Peptidbeschichtung). Die Farbintensitat der Probe 10H ist aber im Vergleich mit
der Kontrolle 4H geringer, so dal3 hier der Nachweis spezifischer Antikorper fur
HTLV-1 p19 100-130 negativ ist.

Bei Verwendung von synthetischen Peptiden wird ein bedeutend kleinerer An-
teil HTLV-1 spezifischer Antikbrper nachgewiesen als mit einem EIA, der auf
gereinigten Virusantigenen (Reiber und Lange (1991), Felgenhauer und Reiber
(1992)) oder einer virusinfizierten Zell Linie (siehe: Abschnitt 4.1.1.) basiert. Fir
den EIA mit synthetischen Peptiden muf3te also ein eigener "cutoff " fir den
Antikorper-Spezifitatsindex empirisch ermittelt werden (Tabelle 8; Kitze et al.
(1996a)). Der Variationskoeffizient (cv) der nephelometrischen Bestimmung des
Liquor/Serum-Konzentrationsquotienten fiir das Gesamt-IgG betrug etwa 10 %,
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des EIA fir das peptid-spezifische IgG etwa 30 %. Legt man eine Streuung der
MelRwerte um den erwarteten Wert des Ligquor/Serum-Konzentrationsquotienten
Q von jeweils dem Zweifachen des Variationskoeffizienten zugrunde, so ergibt
sich bei der nephelometrischen Bestimmung des IgG eine Variation von 0,8 x Q
bis 1,2 x Q , bei dem Peptid-EIA 0,4 x Q bis 1,6 x Q. Da beide Mel3verfahren in
die Berechnung des Antikorper-Spezifitdtsindex eingehen, a3t sich fur die
obere Grenze ein Wertvon 1,2 x 1,6 = 1,92 abschatzen. Deshalb wurde fir den
Antikorper-Spezifitatsindex im Peptid-EIA ein "cutoff " von 2,0 festgelegt.

Tabelle 8: Bestimmung der Inter-Assay-Prazision in der Nephelometrie und im
EIA mit synthetischen Peptiden als Basis fur die "cutoff' Festsetzung des Anti-
korper-Spezifitatsindex.
Der Koeffizient der Variation ("coefficient of variation"; cv) ergibt sich aus dem
Quotienten von Mittelwert (m) und Standardabweichung (s): cv=s/m
(Feldkamp und Smith (1987)). Die Variationskoeffizienten fiir den Albumin- und
IgG-Quotienten wurden aus den Einzelwerten berechnet.
Methodik Parameter MelRwerte  Variationskoeffizient

[n] [%0]

Nephelometrie

Albumin im Liquor 10 14
Albumin im Serum 10 8
Albumin-Quotient 10 14
IgG im Liquor 10 10
IgG imSerum 10 8
IgG-Quotient 10 10

EIA fur HTLV-1 p19 100-130 spezifisches IgG

Liquor 40 10
Serum 40 20
Quotient 40 31

4.2. Lineare B-Zell Epitope der intrathekalen Immunantwort gegen HTLV-1

In diesem Abschnitt wird die intrathekale Synthese von IgG-Antikdrpern gegen
env und gag Epitope bei HTLV-1 Infizierten mit und ohne HAM/TSP gegenuiber-
gestellt. Es wird die Quantitat der intrathekalen Immunantwort abgeschatzt, der



Verlauf der Antikorper-Spezifitatsindizes verfolgt und die intrathekale Synthese
von IgG-Antikdrpern gegen synthetische Peptide von HTLV-1 tax und rex analy-
siert (bisher nicht publizierte Daten).

[ 1 Peptid-spezifische Antikérper im Liquor
Peptid-specifische intrathekale IgG Synthese

HAM/TSP Patienten

100
60
40
20

o I ag .7

HTLV-1 Trager onne HAM/TSP

100 -
80 |
60 -
40

20

Anteil der Proben mit Peptid-spezifischer Immunreaktion [%]

20-49 | |
136-160

(@]
[ [
N
382-403 | |
175-199

197216 | |
213-236
235-254
253-282

288-317 | |

p24 130-160 | |
288-317
332-352
350-386 | |
458-488 | |
277292

p19 100-130

|GAG-—-|[ENV gp21-—|ENV gp46 |

Synthetische Peptide

Abbildung 9: Anteil der HAM/TSP Patienten (oben) und HTLV-1 infizierten Pa-
tienten ohne HAM/TSP (unten) jeweils in % , die eine intrathekale Synthese ge-
gen einzelne HTLV-1 env und gag synthetische Peptide zeigen und bei denen
sich spezifische Antikdrper im Liquor nachweisen lassen.
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Tabelle 9: Nachweis einer intrathekalen 1gG-Synthese gegen synthetische
Peptide von HTLV-1 env und gag bei seropositiven und seronegativen
Patientengruppen.

Gruppen Zahl der Patienten mit Durchschnittliche
intrathekaler IgG-Synthese Anzahl erkannter
gegen 1 oder mehr Peptide* Peptide**

HAM/TSP 31xx* 3,6%**

(n=39)

HAM/TSP 1 0,7

moglich (n=6)

HTLV-I Trager ohne 3 0,3

HAM/TSP (n=15)

HTLV-1 seronegative 0 0
Patienten (n=11)

*  Anzahl der Patienten in der jeweiligen Gruppe mit mindestens einem
Antikorper-Spezifitatsindex groé3er als 2,0

** Die Anzahl aller Antikdrper-Spezifitdtsindizes, die grof3er als 2,0 waren,
wurde durch die Anzahl der Patienten in der jeweiligen Gruppe geteilt

*** Die 4 Patientengruppen wurden mittels des Kruskal-Wallis Tests verglichen,
wobei die Zahl der erkannten Peptide als abh&ngige Variable diente. Die Unter-
schiede der Gruppen waren signifikant (p < 0,0001). Beim Paarvergleich mit
multiplen Mann-Whitney-U-Tests entsprechend der Holm-Prozedur (Holm
(1979)) unterschied sich die HAM/TSP Gruppe von den seronegative Patienten
(p=0,000013), den HTLV-1 Trager ohne HAM/TSP (p=0,000021) und den
seropositiven Patienten mit moglicher HAM/TSP (p=0,016).

4.2.1. Feinspezifitat der humoralen Immunantwort bei HTLV-1 Infizierten mit
und ohne HAM/TSP

Tabelle 9 zeigt das Vorkommen einer intrathekalen Synthese von peptid-spezi-
fischen IgG-Antikérpern bei den verschiedenen Patientengruppen. Die Patien-
ten mit eindeutiger HAM/TSP unterschieden sich signifikant von der Gruppe der
HTLV-1 Infizierten ohne HAM/TSP: Die HAM/TSP-Gruppe wies eine hdhere
Anzahl von Reaktivitdten gegen synthetische HTLV-1 gag und env Peptide auf
(Tabelle 9, Abbildung 9). Mit anderen Worten: Die HTLV-1 Infizierten, die eine
chronisch progrediente ZNS Erkrankung entwickelt hatten, wiesen eine hetero-
gene intrathekale Immunantwort gegen multiple Epitope auf. Nicht die Immun-
reaktion gegen ein bestimmtes Zielantigen oder ein Epitop war assoziiert mit
dem Auftreten der Erkrankung, sondern eine Vielfalt intrathekal gebildeter Anti-
korper (Abbildung 9).
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4.2.2. Vergleich von intrathekaler und systemischer humoraler Immunantwort

Die Berechnung des ASI fur Antikorper gegen definierte Antigene bzw. Epitope
erlaubt nur eine begrenzte Aussage Uber die Quantitat der intrathekalen Anti-
korperproduktion (siehe: Abschnitt 3.2.5.). Es kann bei HAM/TSP davon ausge-
gangen werden, dal3 die Konzentrationsquotienten des Gesamt-IgG nicht
deutlich erhoht sind bzw. in der Mehrzahl der Falle im Normalbereich liegen
(Abbildung 5 A). Dennoch muf3 bertucksichtigt werden, dal3 bei vorgegebenem
Konzentrationsquotienten des Gesamt-IgG die Serumkonzentration der HTLV-1
spezifischen Antikdrper in die Berechnung des ASI eingeht (vergleiche Ab-
schnitt 3.2.5): Bei niedriger Konzentration der Antikérper im Serum fiihren hohe
Konzentrationen im Liquor zu hohen ASI-Werten, die auf ein grof3es Quantum
intrathekal gebildeter Antikdrper hinweisen. Bei hohen Konzentrationen im
Serum kdnnte aber eine minimale intrathekale Synthese tbersehen werden.

Liquor 1000 - A
positiv: F
Spezifitats-
index 100 -
10 e
C ... [ ]
o o'e ¢
o © L]
. o o °
1 o & o qnn e, °
e o
Liquor B
negativ
L L L | I Ll L L
0,01 0,1 1 10 100 1000

Konzentration im Serum [willkirl. Einheiten]

Abbildung 10: Vergleich von intrathekaler und systemischer humoraler
Immunantwort gegen das synthetische Peptid HTLV-1 gag p19 100-130 .

39 HAM/TSP Patienten wurden in 2 Gruppen unterteilt: Patienten mit (A) und
ohne (B) peptid-spezifische IgG-Antikdrper im Liquor. In der ersten Gruppe (A)
wurde der errechnete Antikoérper-Spezifitdtsindex gegen die Konzentration der
Antikorper im Serum in willktirlichen Einheiten eines positiven Referenzserums
aufgetragen. Bei den Patienten mit negativem Liquor (B) wurden ausschlief3lich
die Serumkonzentrationen angegeben.
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Abbildung 11: Vergleich von intrathekaler und systemischer humoraler

Immunantwort gegen das synthetische Peptid HTLV-1 env gp21 458-488 .

Zur Art der Darstellung vergleiche Abbildung 10.
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Abbildung 12: Vergleich von intrathekaler und systemischer humoraler

Immunantwort gegen das synthetische Peptid HTLV-1 env gp46 175-199 .

Zur Art der Darstellung vergleiche Abbildung 10.
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Aus diesen Grinden wurden fir 3 synthetische Peptide die im Serum ge-
messenen Konzentrationen (in willktrlichen Einheiten im Vergleich zu einem
positiven Standardserum) in Bezug gesetzt zur Hohe der errechneten Anti-
korper-Spezifitatsindizes (Abbildungen 10 bis 12). Die ausgewahlten Peptide
stellten reprasentative Falle immundominanter Peptide dar: Antikdrper gegen
HTLV-1 p19 100-130 konnten bei fast allen HTLV-1 Infizierten sowohl im Liquor
als auch im Serum nachgewiesen werden (Abbildungen 9 und 10). Antikdrper
gegen HTLV-1 gp21 458-488 und gegen gp46 175-199 wurden hingegen
gehauft bei Patienten mit HAM/TSP nachgewiesen (Abbildungen 9, 11 und 12).

Eine intrathekale Synthese von peptid-spezifischen 1gG-Antikdrpern wurde bei
niedrigen und auch bei hohen Serumkonzentrationen gefunden (Abbildungen
10 bis 12). Abbildung 13 zeigt, daf3 es nicht bei allen synthetischen Peptiden
einen systematischen Zusammenhang zwischen dem Nachweis einer intra-
thekalen Synthese und den Serumkonzentrationen der IgG-Antikorper gab, d.h.
zwischen der Antikoérperbildung innerhalb und auf3erhalb des zentralen Nerven-
systems. Nur bei 2 von 16 Peptiden, HTLV-1 env gp21 350-386 und 458-488,
gab es einen signifikanten Unterschied der Serumkonzentrationen bei
HAM/TSP Patienten mit und ohne intrathekale Synthese von peptid-spezifi-
schen Antikodrpern: Die Patienten mit einer intrathekalen Synthese von Anti-
korpern gegen diese 2 Peptide hatten auch signifikant hdhere Serumkonzen-
trationen der Antikorper (Abbildung 13).

4.2.3. Veranderung der spezifischen intrathekalen Antikdrpersynthese im
Verlauf von HAM/TSP

Bei 7 HAM/TSP Patienten aus Kagoshima waren mehrere Liquor- und
Serumproben im Krankheitsverlauf gewonnen worden, die im EIA mit synthe-
tischen Peptiden analysiert wurden. In Tabelle 10 sind die Antikorper-Spezifi-
tatsindizes im Verlauf von 2 bis 56 Monaten angegeben. Bei 5 Patienten
zeigten sich nur geringe, bei 2 von ihnen deutlichere Veranderungen der
Antikorper-Spezifitatsindizes im Verlauf der Erkrankung, wobei sich fir alle
Peptide eine relativ synchrone Veranderung darstellte (Tabelle 10). Die
ausgepragten Veranderungen der ASlIs bei 2 Patienten konnten nicht auf eine
immunmodulatorische Therapie zuriickgefiihrt werden (Usuku K, Kagoshima,
personliche Mitteilung).
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Abbildung 13: Bei den synthetischen HTLV-1 Peptiden (A) gag p19 100-130,
(B) env gp46 175-199, (C) env gp21 350-386 und (D) env gp21 458-488
wurden die peptid-spezifischen IgG-Konzentrationen (willklirliche Einheiten im
Vergleich mit einem Standardserum) im Serum bei 2 Untergruppen von
HAM/TSP Patienten (Gesamtzahl n=39) mit (+) und ohne (-) intrathekale
IgG-Synthese gegen das jeweilige Peptid verglichen. Nur bei 2 von insgesamt
16 Peptiden fanden sich signifikante Unterschiede der Serumkonzentrationen
der peptid-spezifischen Antikorper bei HAM/TSP Patienten mit und ohne
intrathekale Synthese gegen das jeweilige Peptid (env gp21 350-386, ANOVA:
p=0,008; env gp21 458-488, ANOVA: p=0,002). Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit wurden nur 2 von 14 synthetischen Peptiden (gag p19
100-130 und env gp46 175-199) ohne signifikante Unterschiede dargestellt.
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Tabelle 10: Antikorper-Spezifitatsindizes bei 7 HAM/TSP Patienten im Verlauf von 2 bis 57 Monaten. Aufgetragen sind die
Spezifitatsindizes von Antikérpern gegen 16 HTLV-1 gag und env Peptiden (siehe auch Tabelle 4), falls Antikdrper gegen das
jeweilige synthetische Peptid nachweisbar waren.

Patient Monat* Nachweis der intrathekalen IgG-Synthese fir synthetische HTLV-1 Peptide (Antikdrper-Spezifitatsindex)**

gag p19 --gag p24-- ---—---- env gp21 env gp46
100 131 288 332 350 382 458 20 136 175 197 213 235 253 277 288
-130 -160 -317 -352 -386 -403 -488 -49  -160 -199 -216 -236 -254 -282 -292 -317
1 0 4,5 27 - - - - - - - 1,3 - - - - - 3,3
26 7.1 27 - - - - - - - 3,1 - - - - - 8,9
57 3,0 59 - - - - - - - 1,7 - - - - - 2,7
2 0 6,9 171 74 429 - 145 12,5 12,0 164,5 22,8 - 19,7 6,9 221 - 50,5
2 10,3 11,8 24 97 - 74 6,6 6,3 219 94 - 66 24 49 - 31,4
38 97,5 59,7 22 10 - 88 13,6 6,3 94,3 194 - 69 10 72 - 114,1
3 0 - - - - - - 1,3 - - - - - - - - -
12 - - - - - - 25 - - - - - - - - -
4 0 4,0 2,1 - - - 1,9 - - - 171 - - - - 88 6,3
19 4,7 1,5 - - - 24 - - - 26,1 - - - - 62,2 10,9
5 0 3,5 27 - - 58 5,1 8593 - - 25 - - - - 16 28
33 5,1 94 - - 224 94 857 - - 39 - - - - 24 39
6 0 6,7 156 - 11,0 15,0 26,2 990,0 57 - 75 73 63 - 44 42 21,1
44 1,4 1,3 - 1,0 25 28 47 1,2 - 24 10 04 - 14 14 3,0
7 0 4,9 20 73 27 66 52 77 3,2 - 22 19 24 - 33 48 2.2
12 71 32 80 29 45 10 4,2 1,0 - 1,7 38 19 - 1,0 7,1 1,7

*

Monat 0 bedeutet: Lumbalpunktion zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
** Aus Grunden der Ubersichtlichkeit sind die Antikorper-Spezifitatsindizes nur dann angegeben, wenn sich zumindest an einem
Zeitpunkt der Liquorentnahme ein Index groflier 2,0 ergeben hat als Nachweis einer intrathekalen 1gG-Synthese.



4.2.4. Antikorper gegen synthetische Peptide von HTLV-1 tax und rex

Bei 28 Patienten mit HAM/TSP wurden die IgG-Antikérper gegen lineare Se-
guenzen der regulatorischen HTLV-1 Proteine tax und rex (Lal et al. (1994)) im
Liquor und Serum bestimmt. Tabelle 11 zeigt die Ergebnisse. Wie bei den
HTLV-1 Strukturproteinen gag und env ergaben sich bei den Patienten eine
humorale Immunantwort gegen mehrere Sequenzen und deutliche inter-indivi-
duelle Unterschiede. Kein einzelnes Peptid war immundominant bei allen
HAM/TSP Patienten.

Tabelle 11: Systemische und intrathekale humorale Immunreaktion bei 28

HAM/TSP Patienten aus Stdjapan gegen 4 synthetische HTLV-1 tax und 2

HTLV-1 rex Peptide.

Synthetische Nachweis von IgG- Intrathekale Synthese

Peptide Antikdrpern im Serum von IgG-Antikorpern
(Anzahl der Patienten) (Anzahl der Patienten)

HTLV-1 tax
106-125 10 5
316-335 15 10
331-350 19 13
336-353 18 14

HTLV-1 rex
1- 20 14 7
46- 65 5 1

4.3. Korrelation von HLA Haplotypen und intrathekaler Immunantwort

Etablierte Daten Gber HLA Haplotypen bei HAM/TSP Patienten ("HAM/TSP
associated haplotypes"; Usuku et al. (1988)) wurden zugrunde gelegt. Es war
gezeigt worden, dal3 Patienten mit folgenden HAM/TSP assoziierten Haplo-
typen eine besonders starke humorale und zellulare Immunantwort gegen
HTLV-1 Antigene aufwiesen (Usuku et al. (1988)): A24Cw7B7DR1DQ5,
A2Cw7B7DR1DQ5, A24Cw-B52DR15DQ6, A11Cw1B54DR4DQ4 und
A24Cw1B54DR4DQ4. Die Analyse von HLA Haplotypen erfolgte unter der
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Fragestellung, ob der HLA Komplex eine pathogenetische Bedeutung flr die
Erkrankung hat, ohne dal3 einzelne Krankheits-assoziierte Allele identifiziert
wurden (Hall und Bowness (1996)).

Fur die hier dargestellten Untersuchungen konnten nur HAM/TSP Patienten
untersucht werden, da nur diese HLA typisiert worden waren (Tabelle 2). 2 Un-
tergruppen von HAM/TSP Patienten wurden verglichen, solche mit und ohne
die beschriebenen HAM/TSP assoziierten HLA Haplotypen. Es fand sich ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen in Bezug auf die
Anzahl der synthetischen Peptide, fur die im Serum IgG-Antikérper und fur die
eine intrathekale 1gG-Synthese nachweisbar war (Tabelle 12).

Eine weitere Analyse wurde durchgefuhrt, um den Einflu® von HLA DR1 (HLA
DRB1*0101), das eine Assoziation mit HAM/TSP aufweist (Jeffery et al.
(1999)), auf die intrathekale Synthese von IgG-Antikdrpern gegen synthetische
Peptide von HTLV-1 gag und env bei HAM/TSP Patienten zu erfassen. Dazu
wurden die HLA typisierten HAM/TSP Patienten in 2 Gruppen aufgeteilt:
Patienten mit HLA DR1 (n=11) und ohne HLA DR1 (n=21) (Abbildung 14). Die
11 HLA DR1 positiven Patienten hatten eine intrathekale Synthese im
Durchschnitt gegen 3,7 synthetische Peptide (von 16), wahrend die 21 HLA
DR1 negativen Patienten im Durchschnitt gegen 2,9 synthetische Peptide eine
intrathekale Immunantwort aufwiesen. Es gab keine Antikdrperspezifitat, die
ausschliel3lich einer der beiden Gruppen zugeordnet war (Abbildung 14). Bei
Anwendung des Mann-Whitney-U-Tests ergab sich fur die Anzahl der
erkannten Peptide weder bei der systemischem (p=0,531) noch bei der
intrathekalen (p=0,815) Immunantwort ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen beiden Patientengruppen.



Tabelle 12: Haufigkeit des Nachweises von IgG-Antikdrpern gegen HTLV-1 gag und env Peptide im Serum und intrathekale
Synthese von spezifischen Antikérpern in Relation zu HAM/TSP assoziierten HLA Haplotypen.

HTLV-1 Synthetisches HAM/TSP Patienten mit HAM/TSP- HAM/TSP Patienten ohne HAM/TSP-
Protein Peptid assoziierten Haplotypen (n=20) assoziierten Haplotypen (n=12)

(Aminosauren Serum Intrathekale Serum Intrathekale

Nummer) positiv [%] Synthese [%] positiv [%] Synthese [%]
gag p19 100-130 100 55 100 33
gag p24 131-160 90 15 58 0

288-317 40 10 25 0
env gp21 332-352 65 15 33 0

350-386 42 16 17 0

382-403 60 30 67 0

458-488 70 65 42 17
env gp46 20- 49 25 15 42 0

136-160 10 0 17 0

175-199 95 55 100 50

197-216 25 5 17 0

213-236 70 10 50 0

235-254 20 0 17 0

253-282 55 25 33 17

277-292 65 30 42 25

288-317 85 60 83 42

| |
p=0,017 *
| |
p=0,040 *

* Mann-Whitney-U-Test fur den Vergleich der Anzahl erkannter synthetischer Peptide pro Patient in beiden Gruppen (,exaktes” p)
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Abbildung 14: Nachweis der intrathekalen Synthese gegen 16 HTLV-1 env
und gag Peptide bei HAM/TSP Patienten in Abhangigkeit von HLA DR1.

32 HAM/TSP Patienten wurden in 2 Gruppen eingeteilt: 11 Patienten, die HLA
DR1 positiv waren (ausgefullte Dreiecke), und 21 Patienten, die HLA DR1
negativ waren (offene Dreiecke). HLA DR 1 positive HAM/TSP Patienten
zeigten relativ haufiger eine intrathekale Synthese, im Durchschnitt gegen 3,7
von 16 synthetische Peptiden, wahrend die 21 HLA DR1 negativen Patienten im
Durchschnitt gegen 2,9 synthetische Peptide eine intrathekale Immunantwort
aufwiesen. Der Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant (Mann-
Whitney-U-Test, p=0,815).

4.4. Das HTLV-1 Transmembranglykoprotein gp21 als CD4+ T-Zell Antigen

Bei 4 HLA DR1 positiven HAM/TSP Patienten und einem seronegativen Indivi-
duum konnten CD4+ T-Lymphozyten nachgewiesen werden, die mit syntheti-
schen Peptiden des HTLV-1 gp21 Proteins spezifisch reagierten (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Feinspezifitdt der T-Zell Linien gegen HTLV-1 env gp21 Peptide von HLA DR1(DRB1*0101) positiven PBMC Spendern.

Donor HLA Klasse Il T-Zell HLA Proliferation in Gegenwart von HTLV-1 gp21 Peptiden [cpm]**
Linie Restriktion*
DRB1 DQB1 Kein 332 343 350 378 382 400 426 458
Antigen -352 -363 -386 -398 -403 -426 -448 -488
Seronegative 0101 0501
Kontrolle 1301 0603
BK1C11 NU 306 283 260 307 17607 4153 257 258 5149
BK2C7 NU 964 909 904 746 718 630 22689 570 616
BK4E5 NU 316 282 291 272 287 368 7146 188 414
BK4G11 NU 317 364 262 275 3954 771 347 329 323
HAM/TSP 0101 0501
0405 0401
910/6C5 NU 406 451 380 470 1785 626 390 239 433
910/6F9 NU 883 620 687 721 4279 2199 5917 1254 1116
910/8G7 DRB1*0101 376 257 204 401 34848 8186 1965 366 347
910/5E5 NU 606 752 706 755 466 11108 4590 10813 798
910/5C9 NU 1074 1291 1005 1066 3854 1382 4168 591 489
HAM/TSP 0101 0501
6D3 NU 1679 4139 2058 1905 2790 1475 2477 1888 1572
HAM/TSP 0101 0501
NB89 DRB1*0101 825 725 684 624 1523 1354 2147 648 2015
NC9 DRB1*0101 78 121 96 98 5052 691 125 135 105
HAM/TSP 0101 0501
TG7 DRB1*0101 119 103 120 142 3472 869 239 172 235

* Abklrzung: NU = nicht untersucht.

** 3H-Thymidin-Inkorporation, Mittelwert von Dreifachbestimmungen. Signifikante Resultate sind unterstrichen, d.h. der
Stimulationsindex war grofder als 2,0 .
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Die Haufigkeit antigenspezifischer CD4+ T-Lymphozyten in der Gesamtheit der
eingesetzten PBMC (,precursor frequency*) (Henry et al. (1980), Wekerle
(1998)) lield sich durch Anwendung der Mikrokulturtechnik mit unterschiedlichen
initialen Zellzahlen abschatzen: Bei einem nicht homozygoten DR1 positiven
HAM/TSP Patienten reagierte 1 aus 6 x 10* PBMC mit den eingesetzten
HTLV-1 env gp21 Peptiden, wahrend bei dem seronegativen Donor 1 von 10°
PBMC mit den Peptiden reagierte (Kitze et al. (1998)).
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Abbildung 15: Proliferationsassay der Zell Linie BK/2C7 mit verschiedenen
Peptiden von HTLV-1 env gp21.

Die Zell Linie reagiert gegen das rekombinante HTLV-1 rp21 326-433 und die
beiden Peptide HTLV-1 gp21 416-430 und 400-426 mit GUberlappenden
Sequenzen. Das Peptid 386-400 (FWEQGGLCKALQEQC) und 4 weitere
Peptide mit der Lange von 15 Aminosauren im Bereich der Aminoséuren-
sequenz 396 bis 425 des HTLV-1 env gp21 (396-410, 401-415, 406-420 und
411-425; aus Grinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt) induzierten keine
proliferative Reaktion. Die Konzentrationen aller Peptide betrug 1000 nmol/l.
Als Kontrolle diente der Puffer, in dem die Peptide gel6st wurden.



4.5. Besonderheiten der immundominanten T-Zell Epitope des HTLV-1
Transmembranglykoproteins gp21

2 immundominante CD4+ T-Zell Epitope (HTLV-1 env Sequenzen 378-398 und
400-426; Tabelle 13) wurden genauer analysiert, um die essentielle Grol3e der
Epitope zu charakterisieren. CD4+ T-Zell Linien spezifisch fur die immun-
dominanten Epitope reagierten auch mit dem rekombinanten HTLV-1 Peptid
rp21 326-433 (vergleiche Abbildung 15), d.h. das rekombinante Peptid wurde
nach Antigenverarbeitung durch die antigenprasentierenden Zellen von den
CD4+ T-Zell Linien erkannt.

Fir das eine immundominante T-Zell Epitop (HTLV-1 env Sequenz 400-426)
konnte die minimal notwendige Aminosaurensequenz eingegrenzt werden, um
eine Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten zu ermdglichen
(Abbildung 15). Hier entsprach das T-Zell Epitop der Sequenz HTLV-1 env
gp21 416 bis 426 (RPPLENRVLTG), d.h. es war 11 Aminosauren lang. Auch
bei einer Konzentration des Antigens von 10 nmol/l wurde die T-Zell Proli-
feration sowohl durch das rekombinante Protein HTLV-1 rp21 als auch durch
das synthetische Peptid HTLV-1 gp21 400-426 signifikant stimuliert (in
Abbildung 15 nicht dargestellt).

Fur das andere immundominante Epitop (HTLV-1 env 378-398) konnte die
essentielle Sequenz auf 10 Aminoséauren eingegrenzt werden (LFWEQGGLCK;
Abbildung 16). Allerdings zeigte sich, dal3 Uberlappende synthetische Peptide
des HTLV-1 gp21 in unterschiedlichem Mal3e die Proliferation von CD4+ T-
Lymphozyten stimulierten (Abbildung 16). Synthetische Peptide, die eine
N-terminal verlangerte Sequenz aufwiesen, fihrten bei einer um den Faktor
1000 geringeren molaren Konzentration des Peptids zu einer entsprechenden
Proliferation der CD4+ T-Lymphozyten (Abbildung 16). Diese besonders
immunogenen Peptide mit verlangerter N-terminaler Sequenz wurden in einer
Konzentration von weniger als 1 nmol/l von den spezifischen T-Zell Linien
erkannt. Ein Peptid, das die essentielle Sequenz, eine C-terminale
Verlangerung, aber keine N-terminale Verlangerung aufwies, wurde von der
spezifischen T-Zell Linie erst ab einer Konzentration von etwa 100 nmol/I
signifikant erkannt (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Eine immundominante antigene Determinante des HTLV-1
gp21 wurde mittels synthetischer Peptide eingegrenzt, die aus jeweils 15
Aminosauren bestanden und um eine Aminoséure in der Ausgangssequenz
(HTLV-1 gp21 380 - 399) verschoben waren. Dabei zeigte sich, dal3 eine
N-terminale Verlangerung des Peptids die Proliferation von T-Zellen deutlich
steigerte.



Die Homologie-Suche im Hinblick auf &hnliche Sequenzen in zellularen Pro-
teinen und den env Proteinen anderer Retroviren zeigte, dal} die nachgewie-
senen immundominanten T-Zell Epitope relativ konserviert waren, d.h. eine
hohe Homologie innerhalb der Retrovirus Genera aufwiesen (Tabelle 14). Die
erste fur die T-Zellen immundominante Sequenz zeigte eine tUberaus deutliche
Homologie sowohl der essentiellen Sequenz des Epitops als auch der
N-terminalen Verlangerung, die fur die T-Zell Proliferation wichtig ist, mit
entsprechenden Sequenzen der anderen Mitglieder der HTLV-BLV Gruppe, der
MLV-verwandten Viren und der Typ D Retrovirus Gruppe, aber nicht mit der
Lentivirus-Gruppe, der Séaugetier Typ B Oncovirus Gruppe und der
Spumaretrovirus Gruppe. Hingegen waren die Homologien fir das zweite
immundominante T-Zell Epitop weniger verbreitet: deutliche Homologien mit
HTLV-1 und STLV, aber nur geringe Homologien mit BLV, mit MLV-verwandten
Viren und der Typ D Retrovirus Gruppe (Tabelle 14). Dariberhinaus fanden
sich auch Homologien zu sogenannten "expressed sequence tags", d.h.
Homologien zu menschlichen, exprimierten Sequenzen bisher unbekannter
Funktion, die moglicherweise Ausdruck einer Expression von endogen retro-
viralen Sequenzen sind (Tabelle 15).
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Tabelle 14: Homologe retrovirale Sequenzen des HTLV-1 Transmembran-
glykoproteins gp21, die den Aminosauren 377 bis 396 (Sequenz 1) und 413 bis
427 (Sequenz 2) entsprechen. Neben den nah verwandten Retroviren der
HTLV-BLV-Gruppe wurden Sequenzen von Vertretern aus 5 anderen
Saugetier-Retrovirus Genera berucksichtigt (Van Regenmortel et al. (2000),
Coffin et al. (1995)). Die deutlichen Homologien der immundominanten CD4+
T-Zell Epitope des HTLV-1 gp21 sind unterstrichen.

Retrovirus Protein* Sequenz 1 Sequenz 2
Deltaretrovirus (HTLV-BLV Gruppe)

HTLV-1 gp21 OQNRRGLDLLEWEQG GLCKAL LQERPPLENRVL TGW
HTLV-2 gp21 QNRRGLDLLEWEQG GLCKAI LQERPPLEKRVI TGW
STLV gp21 OQNRRGLDLLEWEQG GLCKAL LQERPPLENRVL TGW
BLV gp30 ONRRGLDWLYIRLGFQSLCPTI LGDLQPLSQRVSTDWQW
Alpharetrovirus (MLV-verwandte Viren)

FENV p15 QNRRGLDLLFLQEG GLCAAL LRERFKQRQKLFESQQGW
MLV p15 ONRRGLDLLFLKEG GLCAAL LRERTLQRQKLFESSQGW
AVIRE gp22 QNRRGLDLLTAEQG GICLAL LQEDLLARKRALYDNPLW
Betaretrovirus (Typ D Retrovirus Gruppe)

BAEVM p20 ONRRGLDLLTAEQG GICLAL LQEELERRRKDLASNPLW
MPMV gp20 ONRRGLDLLTAEQG GICLAL LODDLERRRRQLIDNPFW
Gammaretrovirus (Séugetier Typ B Onkovirus Gruppe)

MMTV gp32 Keine Homologien Keine Homologien
Lentivirus

HIV-1 gp41 Keine Homologien Keine Homologien

HIV-2 gp41 Keine Homologien Keine Homologien
Spumavirus

FOAMV gp48 Keine Homologien Keine Homologien

* Abklrzungen der Sequenzen der retroviralen Transmembranglykoproteine in der
SWISS-PROT Datenbank (siehe auch: Abkirzungen, Kurzbezeichnungen und Nomenklatur).

Tabelle 15: Homologe Sequenzen im Vergleich mit einer immundominanten
Sequenz 1 des HTLV-1 env gp21 Proteins (377-396). Die GeneBank EST
Datenbank wurde durchsucht. Die Nukleotidsequenz der kodierenden Strange
wurde in die Aminosaurensequenz Ubersetzt.

Q82234 HTLV-1 env gp21 QNRRGLDLLEWEQGGLCKAL

T95945 Fetale Leber und Milz QONRRGLDMLTAAQGGICLAL
T92103 Fetale Leber und Milz QNHRGLDLLTVEKGGLCTFL

R24496 Plazenta QNHRGLDLLTAEKGGLCIFL
H53521 Fetale Leber und Milz QNHRGLDLLTAEKGGLCIFL
R32560 Plazenta QNHRGLDLLTAEKGGLCIFL
R66837 Plazenta QNHRGLDLLTAEKGGLCIFL
R67128 Plazenta QNHRGLDLLTAEKGGLCIFL
R71049 Plazenta QNHRGLDLLTAEXGGLCIFX

* GeneBank "accession number"
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4.6. Provirale Integration des HTLV-1 Retrovirus in T-Zell Linien

Die untersuchten T-Zell Linien wurden von HTLV-1 infizierten und nicht infi-
zierten Individuen mittels des beschriebenen Mikrokulturansatzes isoliert. Es
konnte dabei nicht sicher davon ausgegangen werden, dal3 es sich um T-Zell
Klone handelte. Da eine relativ hohe Anzahl von Lymphozyten im peripheren
Blut von HAM/TSP Patienten die provirale Integration des Retrovirus enthélt,
wurden einige der isolierten HAM/TSP T-Zell Linien auf die Infektion mit HTLV-1
untersucht. Dies geschah mit Hilfe einer HTLV-1 spezifischen PCR.

la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b

Abbildung 17: HTLV-1 Infektion von T-Zell Linien. Aus 4 T-Zell Linien wurde
die DNS isoliert und das Vorhandensein des zellularen Gens MOG (jeweils in
den Bahnen 1-4 a: MOG Primer S1 und Al) und HTLV-1 proviraler DNS
(jeweils in den Bahnen 1-4 b: HTLV-1 tax Primer SK43 und SK44) mittels PCR
untersucht: Die peripheren mononuklearen Blutzellen eines nicht HTLV-1
infizierten Individuums (1a, 1b; Negativkontrolle) und die HAM/TSP Zell Linie
910/E10 (3a, 3b) enthalten zellulare DNS mit der MOG-Sequenz (1a, 3a), aber
keine provirale HTLV-1 tax DNS (1b, 3b). Die antigenspezifische HAM/TSP
T-Zell Linie 910/8G7 (2a, 2b) und die Zell Linie MT-2 (4a, 4b; Positivkontrolle)
enthalten sowohl zellulare DNS mit der MOG-Sequenz (2a, 4a) als auch
provirale HTLV-1 tax DNS (2b, 4b).

Abbildung 17 zeigt das Ergebnis eines reprasentativen Experimentes. Einige
der mit der Mikrokulturtechnik isolierten T-Zell Linien eines einzelnen HAM/TSP
Patienten waren HTLV-1 infiziert (z.B. die Linie 910/8G7), andere jedoch nicht
infiziert (z.B. die Linie 910/E10). Bedeutsam ist weiterhin, daf3 die HTLV-1
infizierte T-Zell Linie 910/8G7 eine deutliche Proliferation nur in Gegenwart des
Antigens zeigte (Tabelle 13).



5. DISKUSSION

5.1. Besonderheiten der HTLV-1 Infektion und der assoziierten
neurologischen Erkrankungen

Entziindliche Erkrankungen des zentralen Nervensystems, die durch virale
Infektionen ausgel6st werden, bleiben trotz erheblicher Fortschritte in der
Pathogeneseforschung und der Fortentwicklung diagnostischer und therapeu-
tischer Methoden weltweit eine wissenschaftliche und klinische Herausforde-
rung (Johnson (1998)). Das Spektrum der menschlichen Erkrankungen reicht
von akut verlaufenden, vital bedrohlichen Enzephalitiden durch das weit verbrei-
tete, im Organismus latent persistierende Herpes-simplex-Virus bis zu chroni-
schen Meningoenzephalitiden, die in seltenen Féllen Jahre nach einer Masern-
oder Rotelninfektionen auftreten.

Die regional relevanten Virusinfektionen und deren ZNS Folgeerkrankungen
variieren, abhangig von epidemiologischen Gegebenheiten, wie z.B. den
Ubertragungswegen, den hygienische Verhaltnissen, den Lebensweisen der
Menschen, den verfligbaren Impfstoffen etc.. Im Hinblick auf Erkrankungen des
ZNS stellt gegenwartig allein die HIV Infektion mit ihren zahlreichen neurolo-
gischen Komplikationen ein pandemisches Problem dar (Johnson (1998)). Die
in dieser Arbeit dargestellte Infektion mit dem bereits langer bekannten Retro-
virus HTLV-1 ist dagegen bisher auf wenige endemische Gebiete der Konti-
nente verteilt. Im Vergleich zu HIV fihrt die HTLV-1 Infektion nur bei einer
Minderheit der Infizierten zu vital bedrohlichen Erkrankungen, und das Spek-
trum der Erkrankungen ist weniger vielfaltig. Opportunistische Begleitinfektionen
sind darUberhinaus selten. In den verschiedenen HTLV-1 Endemiegebieten tritt
die assoziierte Erkrankung HAM/TSP mit &hnlichen klinischen Symptomen auf
(Osame (1990)).

Durch diese Gegebenheiten sind die Bedingungen fur eine pathogenetisch
orientierte Erforschung des Zusammenhangs von Virusinfektion und ZNS
Erkrankung besonders glinstig. Die weltweite, wenn auch auf endemische Foci
beschrankte Ausbreitung fuhrt wissenschatftliche Arbeitsgruppen aus verschie-
denen Landern zusammen, so dal3 eine grundlegende Frage Beachtung findet:
Welche besonderen Bedingungen koénnen fur die Krankheitsentwicklung verant-
wortlich gemacht werden bei Menschen, die in ihrer Lebensweise und in ihrem
Erbgut geringe Ubereinstimmungen aufweisen (Osame (1990), Sonoda et al.
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(1996), Jeffery et al. (1999)). Bisher gibt es in der Literatur wenige Beispiele fur
den Zusammenhang von Genen des HLA Komplexes und menschlichen
Infektionserkrankungen (Muller et al. (1993), Sonoda et al. (1996), Jeffery et al.
(1999)). Es wird jedoch postuliert, dafd HLA Assoziationen fur immunpathologi-
sche Prozesse im Verlauf von Infektionserkrankungen bedeutsam sind (Hall
und Bowness (1996)).

Die HTLV-1 Infektion ist eine lebenslang persistierende, nicht zytozide, retro-
virale Infektion von CD4+ T-Lymphozyten des Menschen mit komplexen Aus-
wirkungen auf das Immunsystem durch die gesteigerte Expression von
Zytokinen, MHC Antigenen, Zytokinrezeptoren und Adhasionsmolekilen. Das
ZNS wird nach einer Latenzzeit von Jahrzehnten betroffen (Nakagawa et al.
1995)). In diesem Sinne kann HAM/TSP als eine "slow virus" Erkrankung
betrachtet werden, bei der immunpathologische Prozesse fir die Schadigung
des ZNS verantwortlich gemacht werden (Hoellsberg und Hafler (1995), Osame
et al. (1999)). Im Rahmen der klinischen Diagnostik gewonnene Proben des
peripheren Blutes und des Liquors erlauben weitergehende wissenschatftliche
Untersuchungen, deren Ergebnisse einen Beitrag zum Verstandnis der Immun-
pathogenese leisten kdnnen.

HTLV-1 bzw. ein verwandtes Retrovirus wurden zu Unrecht zum Erreger der
Multiplen Sklerose deklariert (Koprowski et al. (1985)). Eigene Untersuchungen
zeigten, dafl? keine HTLV-1 spezifischen Antikérper bei Patienten mit MS
nachweisbar waren (Schneider et al. (1987), Kitze et al. (1992)). Die Hypothese
einer viralen Atiologie der MS bleibt bisher umstritten (Johnson (1998)). Den-
noch ist ein Vergleich von Befunden bei MS und HAM/TSP bedeutsam, obwohl
die immunpathologischen Prozesse bei beiden Erkrankungen komplex sind
(Wekerle (1998); siehe auch: Abschnitt 5.6.2.). Dabei wird die Frage aufge-
worfen, ob es generelle neuroimmunologische Mechanismen gibt, die bei ent-
zundlichen ZNS Erkrankungen infektibser oder autoimmuner Genese wirksam
werden, die chronische Entztindung aufrechterhalten und zur Schadigung von
Axonen und Markscheiden beitragen (siehe: Abschnitt 5.6.3.).

Die grundséatzlichen Rechte der kranken Menschen verbieten eingreifende,
potentiell schadliche Untersuchungen, die nur der wissenschatftlichen Erkennt-
nis dienen. Diese Gegebenheiten bei der Erforschung von menschlichen Er-
krankungen werden durch in vitro Experimente oder durch Tierversuche an
Mé&ausen oder Ratten umgangen. Die virologische und immunologische Erfor-
schung der Infektion mit dem lymphozytaren Choriomeningitisvirus (LCMV), die
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an verschiedenen Mausestammen durchgeflhrt wurde, hat sich als heraus-
ragendes Paradigma erwiesen (Zinkernagel und Doherty (1974), Oxenius et al.
(1998)). Die am LCMV Mausmodell etablierten grundlegenden immunolo-
gischen Mechanismen gelten auch fur virale Erkrankungen des Menschen mit
Variationen, die im Einzelnen definiert werden missen (Abschnitt 5.4.3).

Tabelle 16: Unspezifische und HTLV-1-spezifische Veranderungen bei Unter-
suchungen des Liquor cerebrospinalis.
Untersuchung Befunde bei Referenz

HAM/TSP

Patienten

Unspezifische Veranderungen

Zellzahl erhoht bei 4 / 20 Puccioni-Sohler (1994)
Albumin Liquor/Serum-

Quotient erhoht bei 12 /64  Kitze (unveroffentlicht)
Intrathekale

IgG-Synthese 15/64 Kitze (unverdoffentlicht)
Zusatzliche oligoklonale

IgG-Banden im Liquor 19/ 20 Puccioni-Sohler (1994)
Intrathekale

IgM-Synthese 1/18 Kitze (unveroffentlicht)
Intrathekale

IgA-Synthese 3 /22 Kitze (unverdoffentlicht)
Erhohtes Neopterin im Liquor 20/20 Nomoto et al. (1991)

HTLV-1-spezifische Verdnderungen

Lymphozyten mit

gelappten Kernen 6/6 Osame et al. (1987)
HTLV-1 provirale DNS 13/13 Puccioni-Sohler et al.
(1999)
Expression von HTLV-1 tax 717 Moritoyo et al. (1999)

Intrathekale Synthese von
anti-HTLV-1 IgG-Antikérpern 19/ 20 Kitze et al. (1995)



5.2. Charakteristika der intrathekalen und systemischen humoralen
Immunantwort bei HAM/TSP

Bei HAM/TSP werden im Liquor Veranderungen gefunden, die einen unspezi-
fischen Hinweis fir die chronische Entziindung darstellen (Tabelle 16). Diese
Befunde unterscheiden sich nicht wesentlich von denen bei anderen chro-
nisch-entztindlichen ZNS Erkrankungen, z.B der MS (Reiber et al. (1998),
Wekerle (1998)).

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Spezifitat der systemischen und intra-
thekalen Immunantwort bei HAM/TSP Patienten. Es konnte mittels RIPA
gezeigt werden, dal3 IgG-Antikoérper im Serum und Liquor die verschiedenen
HTLV-1 Proteine banden, hier gezeigt am Beispiel der HTLV-1 env, gag und tax
Proteine. Die HTLV-1 spezifischen IgG-Antikdrper wurden intrathekal synthe-
tisiert (Abbildungen 5 und 7). Die eigenen Arbeiten konzentrierten sich auf
HTLV-1 spezifische Antikorper der IgG-Klasse (Kitze et al. (1995), Kitze et al.
(1996a)). Bisher gibt es in der Literatur nur wenige Informationen tiber HTLV-1
spezifische Antikdrper anderer Immunglobulinklassen (McLean et al. (1989),
Verdier et al. (1993)). Generell wird IgM-Antikdrpern allerdings gegentber IgG-
und IgA-Antikdrpern in der Pathophysiologie von Virusinfektionen eine gerin-
gere funktionelle Bedeutung beigemessen (Cann (1997)).

Im Zell EIA und RIPA werden nicht denaturierte Antigene verwendet, die mit
Antikorpern Antigen-Antikdrper-Komplexe bilden (siehe: Harper (1998)). Des-
halb erfal3ten die dargestellten Untersuchungen mittels MT-2 EIA und RIPA
einen Grol3teil aller HTLV-1 spezifischen IgG-Antikorper, d.h. Antikorper, die
sowohl lineare als auch Konformationsepitope erkannten. Dagegen wurden bei
der Analyse der Feinspezifitdit von HTLV-1 spezifischen IgG-Antikdrpern mittels
synthetischer Peptide nur lineare B-Zell Epitope bertcksichtigt, die bekannten
immunogenen Sequenzen von HTLV-1 env, gag, tax und rex Proteinen entspra-
chen. Diese Einschrankungen sind sicher bedeutsam, da bei manchen viralen
Antigenen die Anzahl der Konformationsepitope tberwiegt und diese oft auch
fur die Neutralisation hullentragender Viren wichtig sind (Harper (1998)). Fur
das HTLV-1 Oberflachenglykoprotein gp46 ist beschrieben, dal3 Antikorper
gegen Konformationsepitope quantitativ iberwiegen (Hadlock et al. (1999)).
Inoue et al. (1992) konnten allerdings zeigen, dald auch lineare Epitope der
HTLV-1 env Proteine neutralisierende Eigenschaften hatten.
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HAM/TSP HTLV-1 Trager
ohne HAM/TSP

Immunreaktion gegen 16 synthetische HTLV-1 gag und env Peptide:

[ 1 Anteil synthetischer Peptide, gegen die keine IgG-Antikdrper
im Serum und Liquor nachgewiesen wurden

[ Anteil synthetischer Peptide, gegen die IgG-Antikérper im Serum,
aber keine intrathekale IgG-Synthese nachgewiesen wurden

H Anteil synthetischer Peptide, gegen die IgG-Antikérper im Serum und
eine intrathekale 1gG-Synthese nachgewiesen wurden

Abbildung 18: Fir 16 bekannte immunogene Sequenzen von HTLV-1 gag und
env wurden synthetische Peptide hergestellt, um die systemische und intra-
thekale humorale Immunantwort bei Patienten mit HAM/TSP (n=39) und
HTLV-1 infizierten Patienten ohne HAM/TSP (n=15) zu untersuchen. HAM/TSP
Patienten zeigten im Durchschnitt eine verbreiterte sowohl systemische als
auch intrathekale Immunantwort.

Die Analyse der Feinspezifitdt von IgG-Antikdrpern gegen 16 immunogene
synthetische Peptide von HTLV-1 gag und env ergab ein unterschiedliches
Muster der systemischen und intrathekalen Immunantwort bei HTLV-1 Tragern
mit und ohne entzindliche ZNS Erkrankung, d.h. mit und ohne HAM/TSP: Die
HTLV-1 Trager ohne HAM/TSP reagierten im Durchschnitt gegen eine kleinere
Anzahl von Epitopen sowohl systemisch als auch intrathekal (Abbildung 18).
Die intrathekale Immunantwort gegen ein HTLV-1 gag oder env Epitop war bei
den HTLV-1 Tragern ohne HAM/TSP selten, wahrend HAM/TSP Patienten bei
einer Auswahl von 16 synthetischen Peptiden eine systemische Immunantwort
gegen ca. 50% der Peptide und eine intrathekale Immunantwort gegen ca. 25%
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der Peptide zeigten. Offensichtlich ist nicht die Immunreaktion gegen ein einzel-
nes Epitop mit der Erkrankung HAM/TSP assoziiert, sondern eine oligoklonale
humorale Immunantwort sowohl systemisch als auch intrathekal (Tabelle 9 und
Abbildung 9). Dies trifft auch auf die humorale Immunantwort gegen die regula-
torischen HTLV-1 Proteine tax und rex zu (Tabelle 10). Bei einigen HAM/TSP
Patienten wurden allerdings Hinweise fir eine gesteigerte humorale Immun-
antwort gegen ein einzelnes Epitop gefunden (Abbildungen 11 und 12). Die
Untersuchung der intrathekalen Immunantwort bei 7 HAM/TSP Patienten im
Verlauf der Erkrankung (Tabelle 10) zeigte keine Hinweise fur ein sogenanntes
"epitope spreading" der IgG-Antikdrper gegen HTLV-1 gag und env Epitope.
"epitope spreading" wurde fir T-Zell Reaktivitdten gegen ein Autoantigen
(Lehmann et al. (1992)), aber bisher nicht fiir B-Zellen beschrieben.

5.3. Pathogenetische Bedeutung der spezifischen, durch B-Lymphozyten
vermittelten Immunantwort

Bei der persistierenden HTLV-1 Infektion kommt es zur Bildung von Antikdrpern
mit hoher Affinitat (Nakamura et al. (1992)). Zunéchst zeigten die eigenen
Untersuchungen mittels verschiedener immunchemischer Methoden, daf3 die
B-Zell Immunantwort bei der HTLV-1 Infektion nicht auf einer polyklonalen
Stimulation von B-Zellen beruht. Offensichtlich werden Antikdrper gegen die
verschiedenen HTLV-1 Proteine bzw. Glykoproteine bei allen getesteten
HAM/TSP Patienten gebildet, aber bei den getesteten Individuen fand sich eine
individuelle Selektion von Antikdrpern gegen einzelne lineare B-Zell Epitope.
Die inter-individuelle Vielfalt der humoralen Immunantwort kann bisher nicht
vollstdndig durch bekannte immungenetische Faktoren erklart werden: Der HLA
DR1 Phéanotyp (bzw. HLA DRB1*0101 Genotyp) bedeutet ein erhdhtes Risiko
fur die Entwicklung von HAM/TSP bei HTLV-1 Infizierten (Jeffery et al. (1999)),
bei HLA DR1 positiven Patienten fanden sich jedoch keine exklusiven, syste-
misch oder intrathekal gebildeten Antikdrperspezifitdten (Abbildung 14). Bei
HLA DR1 positiven HAM/TSP Patienten gibt es jedoch eine Tendenz zu einer
hoheren Anzahl von intrathekal gebildeten Antikorperspezifitaten. Deutlicher
wurde der Effekt des HLA Komplexes, als die von Usuku et al. (1988) erstmals
beschriebenen HAM/TSP assoziierten HLA Haplotypen zugrunde gelegt wur-
den: Bei dieser Analyse zeigte sich eine systemische und intrathekale Immun-
antwort bei HAM/TSP Patienten mit den definierten HLA Haplotypen gegen eine
groRere Anzahl von B-Zell Epitopen (Tabelle 12).
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Zunéchst sind die nachgewiesenen Antikorper ein Hinweis auf die PrAdsenz von
B-Zellen mit einer entsprechenden Spezifitat des B-Zell Rezeptors (d.h. des
Antikorpermolekiils an der Zelloberflache) und deren Differenzierung zu
Plasmazellen. Da eine intrathekale Antikérpersynthese nachgewiesen wurde,
kann man auch davon ausgehen, dal3 die entsprechenden B-Zellen bzw.
Plasmazellen in das Kompartiment des ZNS eingewandert sind.

Im Rahmen von funktionellen Untersuchungen der humoralen Immunantwort ist
zunéchst bedeutsam, ob die beschriebenen Antikorperspezifitaten neutrali-
sierende Eigenschaften haben (Harper (1998)). Inoue et al. (1992) und Sagara
et al. (1996) testeten verschiedene HTLV-1 env Peptide im Synzytium-
inhibitionstest. Von den in den eigenen Untersuchungen getesteten synthe-
tischen Peptiden (vergleiche: Tabelle 4) wiesen folgende Peptide Inhibitions-
raten von tber 30 % auf (Inoue et al. (1992)): env gp46 136-160, env gp46
175-199, env gp46 213-236, env gp46 277-292, env gp21 350-386 und env
gp21 382-403. In Anbetracht erhdhter Zahlen HTLV-1 infizierter CD4+
T-Lymphozyten (Nagai et al. (1998)) und einer verstarkten zellularen und
humoralen Immunantwort bei HAM/TSP ist es unwahrscheinlich, dal3 die
neutralisierenden Eigenschaften der Antikorperspezifitaten funktionell in vivo
bedeutsam sind. Der Nachweis neutralisierender Antikodrper in vitro (Inoue et al.
(1992), Desgranges et al. (1994), Sagara et al. (1996)) bedeutet also nicht, dal3
diese Antikorper auch in vivo eine neutralisierende Funktion haben.

Saarloos et al. (1995) wiesen die Komplementfragmente iC3b, C4d und Bb im
Plasma von HAM/TSP Patienten nach, d.h. es kommt zu einer Komplement-
aktivierung uber den klassischen Weg. Die Autoren postulierten, dal3 dieser
Mechanismus zum Entziindungsgeschehen bei der Erkrankung beitragt. Dieser
Mechanismus impliziert auch, dafl3 Antigen-Antikorper-Komplexe den klassi-
schen Weg der Komplementaktivierung initiieren.

Ein weiterer moglicher Effektormechanismus der spezifischen Antikorper ist die
sogenannte antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC; Harper
(1998)). Dabei werden antikdrperbedeckte Zielzellen durch sogenannte ,natural
killer* (NK) Zellen abgetttet. Die NK-Zellen besitzen Fc-Rezeptoren und kdnnen
dadurch an den Fc-Teil des Antikorpers binden. Kuroki et al. (1992) zeigten,
daf’ ein menschlicher monoklonaler IgG-Antikdrper gegen das synthetische
Peptid HTLV-1 env 187-193 eine ADCC gegenuber HTLV-1 infizierten Zellen
stimulieren kann. Uber ihren Fc-Rezeptor konnen auch Makrophagen Antigen-
Antikorper Komplexe binden, phagozytieren und schlief3lich intrazellular ab-
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bauen (Harper (1998)). Fur diesen Effektormechanismus gibt es bei der HTLV-1
Infektion zur Zeit keine experimentellen Belege.

Weitere, bisher hypothetische Effektormechanismen der HTLV-1 spezifischen
Antikorper stellen die Penetration von Antikorpern (Alarcon-Segovia et al.
(1996)) in die HTLV-1 infizierte Zelle und die Beeinflussung der Expression von
HTLV-1 Proteinen dar (Tochikura et al. (1985)).

5.4. Pathogenetische Bedeutung der spezifischen, durch CD4+
T-Lymphozyten vermittelten Immunantwort

Die HTLV-1 Infektion der CD4+ T-Lymphozyten fiihrt nicht zur Elimination von
CDA4+ T-Zellen im Gegensatz zur Infektion mit HIV. Die HTLV-1 Infektion
bedingt stattdessen eine oligoklonale Expansion von einzelnen CD4+ T-Zell
Klonen (Wattel et al. (1995)). Die Funktion dieser Klone wird mit der Entstehung
von verschiedenen entzindlichen Organerkrankungen in Verbindung gebracht,
z.B. der HTLV-1 assoziierten Myelopathie, Uveitis oder Arthropathie. Bisher
konnten Funktionen der HTLV-1 infizierten T-Zell Klone nur in wenigen Unter-
suchungen charakterisiert werden. Nagai et al. (1996) isolierten einen HTLV-1
infizierten T-Zell Klon, der mit einem ZNS Autoantigen spezifisch reagierte. Die
in dieser Arbeit beschriebenen, HTLV-1 gp21 spezifischen T-Zell Linien, isoliert
aus dem Blut von HAM/TSP Patienten, waren zum Teil ebenfalls HTLV-1
infiziert (Abbildung 17). Da es sich nicht um T-Zell Klone, sondern um T-Zell
Linien handelte, kann bisher Gber die funktionelle Bedeutung der HTLV-1
Infektion bei diesen T-Zell Spezifititen keine Aussage gemacht werden.

5.4.1. HLA Restriktion und T-Zell Epitope

Fir das HLA DR1 (HLA-DRB1*0101) und andere HLA Klasse | und Il Molekiile
sind Sequenzmotive beschrieben worden, die nach Analyse der extrahierten,
natirlichen Liganden oder nach Bindungsstudien mit kiinstlichen Peptiden
(Hammer et al. (1994), Rammensee et al. (1995)) abgeleitet wurden. Am Bei-
spiel des HLA DR1 konnte auch kristallographisch die besondere Bedeutung
einzelner Aminosauren bei der Bindung des Peptids an das HLA Molekuil darge-
stellt werden (Brown et al. (1993)). Ohne auf die Besonderheiten der HLA DR1
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Motive einzugehen, soll hier die Sequenz der beiden immundominanten Epitope
von HTLV-1 env gp21 mit den etablierten Motiven verglichen werden. Im Be-
reich der Aminosauren 385 bis 394 (LFWEQGGLCK), die als essentielle Se-
guenz eines der beschriebenen T-Zell Epitope etabliert wurde, ergeben sich
nach den bekannten Prinzipien mehrere Ubereinstimmungen (Tabelle 17). Es
sind mehrere Mdglichkeiten denkbar, wie dieses Peptid im peptidbindenden
Spalt des HLA DR1 Molekiils liegen kann. Fur das zweite immundominante
T-Zell Motiv im Bereich der Aminosauren 416 bis 427 (RPPLENRVLTGN) ergibt
sich keine gute Ubereinstimmung mit den etablierten Bindungsmotiven. Das
Asparagin (N) an Position 427, das eine zuséatzliche Ankerposition darstellen
konnte (Tabelle 17), ist aufgrund der dargestellten Ergebnisse nicht zwingend
erforderlich.

Tabelle 17: Das HLA DR1 Motiv (hach Rammensee et al. (1995)) und
mogliche Ankerpositionen in 2 immundominanten HTLV-1 env gp21 T-Zell
Epitopen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Etablierte
Aminosauren Y,V, L,A, AG, L,A,
L,F, 1LV, ST, 1LV,
ILA, M,N, P N,F,
M,W Q Y
HTLV-1 env gp21 384 bis 395
(L) L F W E Q G G L C K (A)
(L) L E w E Q G G L C K
(L) L F w E Q G G L C
L) L F w E Q G G L

HTLV-1 env gp21 416 bis 427



Fur das immundominante Epitop im Bereich des HTLV-1 gp21 385 bis 394
(LFWEQGGLCK) ergab sich eine weitere Besonderheit, die sowohl fur experi-
mentelle Untersuchungen des T-Lymphozyten Repertoires als auch fur die
pathophysiologische Beurteilung dieser Befunde bedeutsam ist: Hinreichend fur
die T-Lymphozyten Proliferation war zwar die Sequenz von 10 Aminosauren
LFWEQGGLCK, aber eine signifikant starkere Proliferation wurde beobachtet,
wenn die antigenprasentierenden Zellen mit einem am N-terminalen Ende
verlangerten Peptid inkubiert wurden (Abbildung 16). Vergleichbare Befunde
wurden fir ein tierexperimentelles Modell der CD4+ T-Zell Antwort gegen
Fremdprotein berichtet (Carson et al. (1997)). Bei der HLA DRL1 restringierten
T-Zell Immunantwort gegen das Masernvirus Fusionsprotein fand sich ebenfalls
eine verstarkte Aktivierung durch Peptide mit C-terminal und N-terminal verlan-
gerten Sequenzen (Muller et al. (1996)). In einer kiirzlich veréffentlichten Uber-
sichtsarbeit fal3ten Moudgil et al. (1998) die verschiedenen Mechanismen zu-
sammen, die dazu fiihren, dal3 C-terminal oder N-terminal verlangerte immuno-
gene Peptide die CD4+ T-Zell Aktivierung hemmen oder férdern kénnen. Der
wichtigste Mechanismus scheint zu sein, daf3 die zusatzlichen N- oder C-termi-
nalen Sequenzen sich glunstig oder ungunstig auf die Anordnung der gesamten
Sequenz im peptidbindenden Spalt des HLA Klasse Il Molekils auswirken
konnen (Moudgil et al. (1998)), obwohl nur einzelne Aminosauren des Epitops
schlie3lich im peptidbindenden Spalt mit dem HLA Klasse Il Molekl
interagieren (Rammensee et al. (1995)). Fur das andere immundominante
Epitop (RPPLENRVLTG) fand sich keine vergleichbare Besonderheit im Hin-
blick auf das N-terminale Ende des Peptids (Abbildung 15).

Es ist bei der Interpretation der dargestellten Ergebnisse wichtig, dalR CD4+
T-Lymphozyten die beiden immundominanten Motive erkannten, nachdem
antigenprasentierende Zellen sowohl mit kurzen synthetischen Peptiden als
auch mit einem rekombinanten HTLV-1 rp21 inkubiert worden waren (Abbildung
15). Dies zeigt, daf? beide HLA DR1 restringierten Epitope auch nach intrazellu-
larer Antigenverarbeitung ("antigen processing") des HTLV-1 rp21 durch die
antigenprasentierenden Zellen die spezifischen CD4+ T-Zellen aktivieren
kénnen.
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5.4.2. Kooperation von CD4+ T- Lymphozyten mit B-Lymphozyten

In diesem Abschnitt werden die etablierten immunologischen Besonderheiten
der Kooperation von CD4+ T- und B-Lymphozyten in Beziehung gesetzt zu den
eigenen immunologischen Befunden bei der persistierenden HTLV-1 Infektion.

e -
Ty

Endozytose

Abbildung 19: Bei der sekundaren Immunantwort, z.B. im Rahmen einer
persistierenden Virusinfektion, kooperieren antigenspezifische T- und
B-Lymphozyten auf vielfaltige Weise, was zur Aktivierung und Proliferation
beider Zellen fuhrt. B-Zellen nehmen das Antigen durch rezeptor-vermittelte
Endozytose auf, bilden immunogene Peptide nach Antigenverarbeitung und
prasentieren ein Peptid, das an das HLA Klasse Il Molekil gebunden ist. Die
T-Zelle erkennt das T-Zell Epitop des Peptids im Kontext des HLA Klasse Il
Molekuls und wird aktiviert. Dariberhinaus kdnnen verschiedene Oberflachen-
molekule auf den B- und T-Zellen miteinander interagieren. Es werden von
beiden Zellen l6sliche Faktoren gebildet, die zur Aktivierung sowohl von B- als
auch von T-Zellen beitragen.

CD4+ T-Zellen stimulieren die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen,
die Sekretion von antigenspezifischen Immunglobulinen und den Immun-
globulin-Isotypwechsel durch direkte Zell-Zell-Interaktionen ("cognate help™) und
durch zahlreiche Zytokine ("non-cognate help", "bystander help") (Melchers und



Andersson (1984)). Der Zellkontakt von T- und B-Zellen beeinfluf3t vor allem die
Spezifitat der humoralen Immunantwort. Die relevanten T- und B-Zell Epitope
sind in der Regel kovalent gebunden in einem Molekul ("intramolecular help")
oder liegen in Ausnahmefallen in verschiedenen Virusproteinen, die stabile
Komplexe bilden ("intermolecular help") (Oxenius et al. (1998)). Die Abh&ngig-
keit der humoralen Immunantwort von der CD4+ T-Zell Hilfe gilt flir die meisten
viralen Antigene mit Ausnahme von viralen Proteinen, die stark geordnete,
polymere Strukturen bilden (Bachmann und Zinkernagel (1996)). Dies ist im
Hinblick auf die HTLV-1 env Proteine unwahrscheinlich: Das env Vorlaufer-
protein gp68 ("precursor protein”) liegt Uberwiegend als Dimer (Paine et al.
(1994)) vor, das Transmembranglykoprotein gp21 nach der enzymatischen
Spaltung des Vorlauferproteins als Trimer (Kobe et al. (1999)).

Losliche Antigene mit B- und T-Zell Epitopen kdnnen an den Rezeptor von
humanen B-Lymphozyten gebunden, durch Endozytose aufgenommen und
nach Antigenverarbeitung ("antigen processing") als Peptide von HLA Klasse Il
Molekulen prasentiert werden, um die Aktivierung antigenspezifischer
T-Lymphozyten zu induzieren (Lanzavecchia (1985)) (Abbildung 19). Diese
Form der T-Zell / B-Zell Kooperation ist bei der sekundaren Immunantwort und
niedrigen Antigen Konzentrationen wirksam, da andere APC in dieser Situation
weniger effektiv sind (Abbas et al. (1994)). Aktivierte B-Zellen sezernieren
dariiberhinaus eine Reihe von Zytokinen, die einen Einflul auf die T-Zell
Aktivierung und Proliferation haben (Pistoia (1997)).

Auch sezernierte Antikdrper beeinflussen die T-Zell Aktivierung. Es konnte
gezeigt werden, dal3 ein fur Tetanustoxoid spezifischer monoklonaler Antikdrper
die Prasentation verschiedener T-Zell Epitope des Tetanustoxoids sowohl
fordern als auch hemmen konnte (Simitsek et al. (1995)). Dartberhinaus
konnen Iosliche Antikbrper das Antigen binden, so dal3 die resultierenden
Antigen-Antikorper-Komplexe tber Fc-Rezeptoren in antigenprasentierende
Zellen, z.B. Makrophagen, aufgenommen werden. Auch dadurch wird die
Antigenverarbeitung beeinflut (Manca et al. (1988), Fournier et al. (1996)).

Fur CD4+ T-Zellen ist die Antigenverarbeitung und -prasentation durch B-Zellen
bei manchen Proteinen essentiell, bei anderen jedoch nicht (Constant et al.
(1995b), Williams et al. (1998)). In den meisten Fallen gilt die Regel, dal3 die
CD4+ T-Zell Aktivierung bei sehr niedrigen Antigenkonzentrationen durch
antigenspezifische B-Zellen vermittelt wird und eine sogenannte Th2-Immun-
antwort, d.h. humorale Immunantwort, begunstigt (Constant et al. (1995a),
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Oxenius et al. (1998)). Bei niedrigen Antigenkonzentrationen kann die T-Zell /
B-Zell Kooperation eine Immunantwort gegen ein Antigen Gberhaupt erst
ermaoglichen bzw. aufrechterhalten (Abbas et al. (1994)). Diese Situation liegt
wahrscheinlich bei der HTLV-1 assoziierten Myelopathie vor, bei der einzelne
HTLV-1 infizierte CD4+ T-Lymphozyten die Blut-Hirn-Schranke durchdringen,
HTLV-1 Proteine intrathekal exprimieren und dadurch eine lokale spezifische
Immunantwort in Gang bringen. Die eigenen Daten zeigen, daf3 tatsachlich sehr
niedrige molare Konzentrationen von Antigen ausreichend sind, um antigen-
spezifische T-Lymphozyten zu aktivieren (Abbildungen 15 und 16).

5.4.3. Bedeutung der CD4+ T-Zell Funktionen bei experimentellen
Virusinfektionen

Die Funktion der CD4+ T-Lymphozyten bei verschiedenen Virusinfektionen
wurde von Oxenius et al. (1998) verglichen. Es gilt generell, daf3 bei jeder
Virusinfektion die immunologischen Mechanismen im Einzelnen analysiert
werden mussen. Oxenius et al. (1998) stellen 5 CD4+ T-Zell Effektorfunktionen
heraus, die in unterschiedlichem Ausmalf bei verschiedenen Virusinfektionen
beobachtet werden: 1. Unterstiitzung der B-Zell Aktivierung und des
Immunglobulin-Isotypwechsels, 2. Sekretion von Lymphokinen, die weitere
Zellpopulationen (z.B. die Makrophagen) beeinflussen, 3. Hypersensibilitats-
reaktionen vom verzogerten Typ, 4. CD4+ T-Zell Zytotoxizitat gegentuber
virusinfizierten Zellen, 5. CD4+ T-Zell Unterstlitzung fur die Aufrechterhaltung
CD8+ T-Zell vermittelter Zytotoxizitat. Der zuletzt genannte Mechanismus wird
insbesondere bei persistierenden Virusinfektionen bedeutsam, bei denen durch
die CD8+ T-Zell Zytotoxizitat keine rasche Viruselimination moglich ist
(Matloubian et al. (1994)).

Im Hinblick auf CD4+ T-Zell Funktionen beziehen sich fast alle untersuchten
experimentellen Virusinfektionen bei Mausen auf zytopathische Viren (Oxenius
et al. (1998)), nur die Infektion mit LCMV kann als Modell fur eine potentiell per-
sistierende, nicht zytopathische Infektion betrachtet werden. Es existieren
neurotrope LCMV Stdmme (Battegay et al. (1993)). Am LCMV Mausmodell sind
immunologische Experimente durchgefuhrt worden, die zeigten, dal3 die CD4+
T-Zell Antwort allein die Persistenz der LCMV Infektion nicht verhindern kann,
dald CD4+ T-Zell defiziente Mause nur kurzfristig die Infektion kontrollieren
kénnen und dal3 CD8+ T-Zell defiziente M&ause die Virusinfektion tberhaupt
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nicht oder nur verzdgert begrenzen kénnen (Oxenius et al. (1998)). Ein Schutz
gegen die LCMV Reinfektion kann dariiberhinaus durch die Bildung von
neutralisierenden Antikdrpern bewirkt werden. Die effektive kurzfristige Kon-
trolle der LCMV Infektion ist somit allein von den CD8+ T-Zellen abhangig, flr
den langfristigen Schutz gegen die persistierende LCMV Infektion sind jedoch
B-, CD4+ T- und CD8+ T-Zellen erforderlich. Neurologische Komplikationen der
LCMV Infektion von Mausen (akute Choriomeningitis oder “chronic wasting
disease”, d.h. chronischer Gewichtsverlust) entstehen durch immunpathogene-
tische Mechanismen, an denen neutralisierende Antikdrper, CD4+ T-Zellen und
CD8+ T-Zellen beteiligt sind. Das Auftreten der Komplikationen hangt sowohl
vom LCMV lIsolat als auch von immungenetischen Faktoren der Mause ab
(Battegay et al. (1993), Zajak et al. (1996)).

5.5. Das HTLV-1 Transmembranglykoprotein gp21

5.5.1. Struktur und Funktion des HTLV-1 Transmembranglykoproteins

Die Struktur des Vorlauferglykoproteins HTLV-1 gp68 weist eine funktionelle
Organisation auf, die den entsprechenden Vorlauferproteinen anderer Retro-
viren entspricht (Hunter und Swanstrom (1990)): Am N-terminalen Ende des
Oberflachenproteins gp46 findet sich ein Signalpeptid, das fir den Transport
und die Translokation des Vorlauferglykoproteins HTLV-1 gp68 in das
endoplasmatischen Retikulum der infizierten Zelle erforderlich ist (Hunter und
Swanstrom (1990), Delamarre et al. (1996), Carrington und Schulz (1996)).
Nach der Reifung im Golgi Apparat und der Spaltung des Vorlauferglyko-
proteins zwischen den Aminoséuren 313 und 314 (Abbildung 20) durch eine
zellulare Protease bleiben die beiden Untereinheiten, das Oberflachenglyko-
protein (SU) gp46 und das Transmembranglykoprotein (TM) gp21, nicht-kova-
lent assoziiert. Das Transmembranglykoprotein ist durch eine hydrophobe
Region in der Zellmembran verankert und fixiert somit auch das Oberflachen-
glykoprotein gp46 an der Membran der infizierten Zelle bzw. an der Virushille.
Paine et al. (1994) zeigten, dal3 in Membranen HTLV-1 infizierter Zellen neben
den gp46/gp21 Heterodimeren auch in geringerer Konzentration Oligomere
verschiedener Gré3en vorliegen.

Das HTLV-1 Transmembranglykoprotein weist mehrere funktionelle Domanen
auf, die in Abbildung 20 zusammengefalit sind. Das N-terminal gelegene
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sogenannte Fusionspeptid (Aminosauren 314-339) wird fur die Interaktion mit
dem Oberflachenglykoprotein gp46 verantwortlich gemacht (Hunter und
Swanstrom (1990), Paine et al. (1994)). Mit dem HTLV-1 Fusionspeptid homo-
loge Aminosaurensequenzen von anderen Retroviren haben eine Funktion bei
der Membranfusion (Rosenberg et al. (1997)). Diese Funktion wurde allerdings
fur das HTLV-1 Fusionspeptid bisher nicht experimentell belegt (Carrington und
Schulz (1996)). Kobe et al. (1999) konnten fur die Konformation des HTLV-1
TM kristallographisch zeigen, dal3 das hydrophobe N-terminale Fusionspeptid
dem in der Membran liegenden hydrophoben Anker benachbart ist.

Weitere Regionen des HTLV-1 Transmembranglykoproteins gp21 weisen
konservierte Aminosaurensequenzen auf. Es wird angenommen, daf3 diese
Bereiche funktionell wichtige Domé&nen darstellen. Schulz et al. (1992) be-
schrieben ein CxxxxxxCC Motiv bei C-Typ Retroviren, D-Typ Retroviren und
HTLV sowie ein CxxxxxC Motiv bei Lentiviren. Auch diese Motive haben eine
Bedeutung bei der Fusion des Retroviruspartikels mit der Zellmembran. Bei
HTLV-1 entspricht diese Sequenz den Aminoséuren 393-401 des Transmem-
branglykoproteins gp21. Patarca und Haseltine wiesen bereits 1984 auf eine
weitere konservierte Sequenz hin, die etwas weiter N-terminal im TM gelegen
ist und den Aminoséauren 376-393 von HTLV-1 gp21 entspricht. Die Zugabe
eines entsprechenden synthetischen Peptids zu in vitro stimulierten peripheren
mononuklearen Blutzellen flhrte zu einer verminderten Expression von
Interferon gamma, 1I-2 und II-12, sowie zu einer vermehrten Expression von
[I-10 (Haraguchi et al. (1995a), Haraguchi et al. (1995b)). Damit scheint diese
Sequenz immunmodulatorische Eigenschaften zu besitzen. Eine Region, die
C-terminal vom Fusionspeptid liegt und das immunsuppressive Peptid
einschliel3t (Abbildung 20), wurde von Delwart et al. (1990) als "leucine zipper"
Sequenz (Aminosauren 340-392) bezeichnet, d.h. in Abstdnden von 7 Amino-
sauren findet sich meist Leucin, manchmal Isoleucin und seltener eine andere
hydrophobe Aminosaure. Gallaher et al. (1989) und Delwart et al. (1990) postu-
lierten, daf3 diese Primarstruktur die Bildung von Oligomeren der retroviralen
TM Proteine fordert in der Form eines Reisverschlusses, eines sogenannten
"zipper'. Mutationen in dieser Region fuhren zu einer Beeintrachtigung der
Fahigkeit der infizierten Zellen, Synzytien zubilden (Rosenberg et al. (1997)).

Die Sequenz zwischen den Aminoséuren 400 und 429 ist funktionell bedeutsam
fur die Infektion der Zelle nach Adsorption von HTLV-1 Viren (Jinno et al.
(1999)). Die hydrophobe, in der Membran verankerte Region des HTLV-1 env
gp21, liegt zwischen den Aminosauren 438 bis 466. C-terminal davon findet
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sich die zytoplasmatische Domane des TM Proteins, tber deren Funktion wenig
bekannt ist. Wie die meisten zytoplasmatischen Domanen retroviraler TM
enthalt auch HTLV-1 gp21 ein YXX@ Motiv (Y, Tyrosin; X, irgendeine
Aminosaure; @, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin, Valin oder Methionin), das fur
den intrazellularen Transport des Proteins und die Membranfusion funktionell
bedeutsam sein soll (Berlioz Torrent et al. (1999)). Pique et al. (1993) fanden,
daf’ die Expression der HTLV-1 env Proteine in manchen Zell Linien vermindert
ist, wenn die Zellen ein defektes TM Protein ohne die zytoplasmatische
Domane exprimierten.

5.5.2. Immundominante Epitope in Bezug zu Struktur und Funktion
des HTLV-1 Transmembranglykoproteins gp21

In dieser Arbeit wurden immundominante lineare CD4+ T-Zell und B-Zell Epi-
tope des HTLV-1 TM beschrieben. Im folgenden sollen die Sequenzen dieser
linearen Epitope in Bezug gesetzt werden zu den bekannten strukturellen und
funktionellen Eigenschaften des HTLV-1 Transmembranglykoproteins, und die
Lokalisation der B- und T-Zell Epitope soll verglichen werden (Abbildung 20).
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HTLV-1 Transmembranglykoproteins gp21. Vergleich mit der Verteilung der

etablierten linearen B- und T-Zell Epitope. Immundominante Epitope sind

schwarz, alle anderen Epitope grau gekennzeichnet.

Als HLA DR1 restringiertes CD4+ T-Zell Epitop konnte eine besonders konser-
vierte Sequenz identifiziert werden, die mit geringen Veranderungen der Amino-
saurensequenz bei verschiedenen Retroviren aul3er HIV und MMTV vorkommt

(Patarca und Haseltine (1984), Delwart et al. (1990) (Tabelle 14). Diese
Sequenz schliel3t auch das immunsuppressive Peptid ein (Haraguchi et al.
(1995b)). Die Sequenz ist bei HTLV-1 Infizierten, die eine immungenetisch

determinierte Pradisposition zur Erkrankung an HAM/TSP haben, d.h. HLA DR1

positiv sind, eines der immundominanten T-Zell Epitope.
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Ein immundominantes B-Zell Epitop liegt im Bereich der Aminosauren 458 bis
488, einer Sequenz des Transmembranglykoproteins, die teils in der Membran,
teils in der zytoplasmatischen Domane liegt (Abbildung 20). Die humorale
Immunantwort ist also auch gegen ein B-Zell Epitop gerichtet, das nicht an der
Zelloberflache liegt. Ahnliches gilt fur die B-Zell Inmunantwort gegen HTLV-1
tax, ein Molekdl, das nach der Proteinbiosynthese in den Zellkern transferiert
wird (Semmes und Jeang (1992), Semmes und Jeang (1996)). Auch HTLV-1
tax sollte somit nur bei Zerstoérung der infizierten Zelle frei werden. Die humo-
rale Immunantwort gegen HTLV-1 env gp21 und tax p40 unterscheidet sich
jedoch im zeitlichen Ablauf der Antikdrperbildung nach der Infektion mit
HTLV-1: AntikGrper gegen gp21 werden bereits einige Wochen nach der Infek-
tion nachgewiesen, wahrend die Antikdrper gegen tax erst nach Monaten
gebildet werden (Chen et al. (1990), Manns et al. (1991)).

Die eigenen Untersuchungen zeigten, daf? es eine systemische und intrathekale
humorale Immunantwort gegen Epitope gibt, die wahrscheinlich erst nach Lyse
der infizierten Zellen fur Antikdrper zuganglich werden. Ein solches Szenario
ware maoglich, wenn ins ZNS eingewanderte HTLV-1 infizierte Lymphozyten
durch zytotoxische T-Lymphozyten (Umehara et al. (1994)), NK-Zellen (Kuroki
et al. (1992)) oder Komplementaktivierung (Saarloos et al. (1995)) lysiert
wirden.

5.5.3. Verteilung von B- und T-Zell Epitopen des HTLV-1 gp21 und Vergleich
mit anderen Antigenen

Die Verteilung von Epitopen des HTLV-1 Transmembranglykoproteins (Abbil-
dung 20) wirft die Frage auf, ob B- und T-Zell Epitope benachbart sind oder
nicht. Diese Frage kann auf der Basis der vorliegenden Daten bisher nur fur
HLA DR1 positive Individuen beantwortet werden. Die relevanten Epitope der
B-Zellen und der CD4+ T-Zellen sind in teilweise Uberlappenden oder benach-
barten Regionen des Transmembranglykoproteins gelegen (Abbildung 20).

Fur 4 synthetische Peptide des HTLV-1 gp21 wurden sowohl die T-Zell
Proliferation (Abschnitt 4.4.) als auch der spezifische Antikdrpernachweis
(Abschnitt 4.2.1.) durchgefuhrt. In Tabelle 18 sind die Daten zusammengefal3t,
die aus den eigenen Untersuchungen (Kitze et al. (1996)), Yamano et al.
(1997), Kitze et al. (1998)) abgeleitet sind.
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Tabelle 18: Zellulare und humorale Immunreaktion gegen lineare Epitope des
HTLV-1 gp21 Proteins bei 2 HLA DR1 positiven HAM/TSP Patienten, bei denen
sowohl die T-Zell Proliferation als auch peptid-spezifische 1gG-Antikérper
untersucht wurden. Zusatzlich wurden die Daten fir alle getesteten HLA DR1
positiven Individuen in der vierten Spalte zusammengefal3t. Bei dieser Auswer-
tung wurden nur die 4 synthetischen Peptide bertcksichtigt, fur die sowohl die
T-Zell Proliferation als auch das Vorhandensein von spezifischen 1gG-Anti-
korpern getestet wurde.

Untersuchung HAM/TSP  HAM/TSP Alle HLA DR1 .
/Spezifitat  Patient 1 Patient 2 positiven Patienten

T-Zell Proliferation

332 - 352 + +
350 - 386

382 - 403 + ++
458 - 488 +

IgG-Antikorper im Serum

332 - 352 + ++
350 - 386 + + +
382 - 403 + ++
458 - 488 + ++

. '+" bedeutet: Reaktivitat nachgewiesen.
"+" bedeutet: Reaktivitat bei einzelnen Individuen nachgewiesen. "++" be-
deutet: Reaktivitat bei der Mehrzahl der Individuen nachgewiesen (>50 %).

Im Hinblick auf den Nachweis von CD4+ T-Lymphozyten gegen einzelne Pep-
tide mussen die in Tabelle 18 dargestellten Daten fur 2 HLA DR1 positive
HAM/TSP Patienten mit Vorsicht betrachtet werden: Aufgrund der begrenzten
Anzahl von isolierten T-Zell Linien bei diesen Patienten (vergleiche Tabelle 13)
konnten einzelne T-Zell Spezifitdten Gibersehen worden sein. Tabelle 18 zeigt
deswegen auch eine Zusammenfassung aller nachgewiesenen linearen B- und
T-Zell Epitope bei samtlichen untersuchten HLA DR1 positiven HAM/TSP
Patienten und einer seronegativen Kontrolle (vergleiche Tabelle 13; Kitze et al.
(1996), Yamano et al. (1997), Kitze et al. (1998)). Zusammenfassend ist festzu-
stellen, dal3 Sequenzen des HTLV-1 Transmembranglykoproteins, die lineare
B-Zell Epitope enthalten, in der Regel auch immunogen fir HLA DR1 restrin-
gierte T-Lymphozyten sind.

Das Phanomen der Uberlappung von B- und T-Zell Epitopen wurde
"preferential pairing" (Celada und Sercarz (1988)) oder "non-random pairing"
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(Muller et al. (1993)) von B- und T-Zell Epitopen genannt. Muller et al. (1993)
fuhrten eine vollstandige Untersuchung der humanen linearen B- und CD4+
T-Zell Epitope des Masernvirus Fusionsproteins durch. Die experimentell er-
mittelten T-Zell Epitope fanden sich Gberwiegend in Nachbarschaft von linearen
B-Zell Epitopen des Fusionsproteins. Die fur die Maus immundominanten Epi-
tope des Influenza Hamagglutinins zeigten ebenfalls eine Uberlappung von B-
und CD4+ T-Zell Epitopen. Der Austausch einzelner Aminosauren innerhalb
dieser Epitope im Rahmen des "antigenic drift' verhinderte sowohl die Bindung
von Antikorpern als auch die Aktivierung spezifischer CD4+ T-Lymphozyten
(Graham et al. (1989)). Auch fur ein Autoantigen, das basische Myelinprotein
(MBP), fanden Wucherpfennig et al. (1997), daf’ die immundominanten B- und
CD4+ T-Zell Epitope Uberlappten und dal’ durch den gerichteten Austausch
einzelner Aminosauren sowohl die Antikérperbindung als auch die T-Zell
Aktivierung verhindert wurden. Auch beim HTLV-1 Oberflachenprotein gp46
wurden einzelne, benachbarte, menschliche B- und T-Zell Epitope beschrieben
(Jacobson et al. (1991), Baba et al. (1995)).

Davidson und Watts (1989) zeigten, dal3 der initiale Schritt der B-Zell Rezeptor
vermittelten Endozytose (,receptor-mediated endocytosis*) die Aufnahme des
Antigen-Antikorper-Komplexes ist und dald die Fragmentierung des Antigens
von dem B-Zell Epitop des Antigens abhéangt. Dieses wird durch den spezifi-
schen Antikorper auf der Zelloberflache, d.h. durch den B-Zell Rezeptor,
erkannt. Rekombinante Proteine, die jeweils ein immundominantes B- und
T-Zell Epitop des Mycobacterium tuberculosis 38kD Antigens in unterschied-
licher Anordnung enthielten, erwiesen sich nur dann als immunogen, wenn das
B- und das T-Zell Epitop kovalent gebunden und in der dem nativen Protein
entsprechenden Anordnung auf dem rekombinanten Molekul zu finden waren
(DeSmet et al. (1994)). Die kovalente Bindung der B- und T-Zell Epitope und
ihre benachbarte Lage begunstigt in den bisher beschriebenen Fallen die
Immunreaktion gegen das jeweilige Antigen. Es gibt aber auch Ausnahmen von
dieser Regel: Beim Torpedofisch Acetylcholinrezeptor gibt es ein immundomi-
nantes B-Zell Epitop und ein nicht benachbartes immundominantes T-Zell
Epitop; Mause, die mit 2 einzelnen synthetischen Peptiden, jeweils dem B- und
T-Zell Epitop entsprechend, am gleichen Injektionsort immunisiert wurden,
bildeten sowohl eine humorale Immunantwort gegen das B-Zell Epitop als auch
eine zellulare Immunantwort gegen das T-Zell Epitop aus (Bellone et al.
(1994)).
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5.5.4. Betrachtungen zur Phylogenese der retroviralen Hullproteine und der
Immunantwort des Wirtsorganismus

Die 2 beschriebenen immundominanten HLA DR1 restringierten T-Zell Epitope
des HTLV-1 Transmembranglykoproteins gp21 liegen in Doménen, die bei
einem Teil aller retroviralen TM konserviert sind (Doolittle et al. (1990), Hunter
und Swanstrom (1990)) (Tabelle 14). Es liegt deshalb nahe anzunehmen, dai3
sich diese Sequenzen aufgrund ihrer funktionellen Bedeutung in der Retrovirus-
evolution nur geringfiigig verandert haben. Das erste immundominante T-Zell
Epitop (HTLV-1 env gp21 385-394 LFWEQGGLCK) tberlappt sowohl mit dem
immunsuppressiven Peptid von HTLV-1 als auch mit dem ,/eucine zipper"
Motiv, das fur die Bildung von Proteinkomplexen und fur die Membranfusion
bedeutsam sein soll (Abbildung 20). Das zweite immundominante T-Zell Epitop
(HTLV-1 env gp21 416-426 RPPLENRVLTG) liegt in einem Abschnitt der
HTLV-1 gp21 Sequenz, deren Funktion weniger gut bekannt ist (Abbildung 20).

Die immundominante T-Zell Aktivierung durch die konservierte retrovirale Se-
quenz des TM hat fur den Wirtsorganismus den Vorteil, dal3 damit eine Immun-
reaktion nicht nur gegen eine, sondern gegen mehrere retrovirale Spezies bzw.
Genera wirksam ist (Tabelle 14). Weiterhin ist anzumerken, daf3 sich auch im
menschlichen Genom Hinweise auf endogene retrovirale Sequenzen finden, die
mit der beschriebenen HTLV-1 Sequenz eine deutliche Homologie aufweisen
und die zumindest zeitweise in der Ontogenese exprimiert werden (Tabelle 15).
Diese endogenen retroviralen Sequenzen kann man als Relikte friherer exo-
gener retroviraler Infektionen auffassen (Lewin (1994)). Bedeutsam erscheint in
diesem Zusammenhang die Frage, ob diese Sequenzen bei einem nicht mit
dem HTLV-1 Virus infizierten Individuum immunogen sind. Die in Tabelle 13
zusammengefaldten Ergebnisse zeigen, daf’ auch ein nicht infiziertes Indivi-
duum spezifische T-Lymphozyten besitzt, die die immunogene HTLV-1 Se-
quenz erkennen. Bisher wurde allerdings experimentell nicht untersucht, ob
diese T-Zell Linien auch die endogene retrovirale Sequenz erkennen. Anderer-
seits ist es unwahrscheinlich, dafl3 die homologen endogenen retroviralen Se-
quenzen in der frihen Ontogenese eine Toleranz induzieren. Die bisherigen
Ergebnisse zeigten bei den HTLV-1 Infizierten im Vergleich mit einem nicht
infizierten Individuum eine hohere Anzahl antigenspezifischer CD4+ T-Zellen,
aber keine Unterschiede des T-Zell Repertoires (Tabelle 13).
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5.6. Vergleich mit anderen entztindlichen Erkrankungen des ZNS
5.6.1. HIV-1 assoziierte Erkrankungen des Ruckenmarks

Das Spektrum der neurologischen Komplikationen der HIV Infektion im Verlauf
von AIDS ist vielfaltig (Snider et al. (1983), Said et al. (1997)). An dieser Stelle
sollen die bekannten Erkrankungen des Rickenmarks, die direkt oder indirekt
durch die HIV-1 Infektion verursacht werden, diskutiert werden. Dabei steht die
Frage im Vordergrund, ob diese Erkrankungen Ahnlichkeiten mit HAM/TSP
aufweisen.

Selten tritt im Fruhstadium der HIV-1 Infektion zum Zeitpunkt der Serokonver-
sion eine akute Myelitis auf (Said et al. (1997)). Erkrankungen des Rucken-
marks bei AIDS sind jedoch im spateren Verlauf der Erkrankung haufig, d.h.
zwischen 10 und 46,5 % (Dal Pan et al. (1994), Shepherd et al. (1999)).
Folgende Formen der Ruckenmarkserkrankungen bei AIDS werden neuro-
pathologisch differenziert und treten in abnehmender Haufigkeit auf (Henin et
al. (1992)): erstens die vakuolare Myelopathie; zweitens die HIV-1 Myelitis, die
meist mit der HIV-1 Enzephalitis kombiniert ist (als HIV-1 Enzephalomyelitis);
drittens Meningomyelitiden durch opportunistische Infektionen mit Cryptococcus
sp., Toxoplasma sp., Cytomegalievirus oder JC Virus; viertens maligne B-Zell
Lymphome. Die HIV-1 assoziierte vakuolare Myelopathie und die HIV-1 Myelitis
sollen im folgenden ausfuhrlich diskutiert werden.

Die HIV-1 assoziierte vakuolare Myelopathie wird sehr haufig bei der Autopsie
von AIDS Patienten festgestellt (bis 31 %; Grafe und Wiley (1989)), auch wenn
die Symptome und klinischen Befunde zuvor gering waren. Der Verlauf der
Erkrankung ist schleichend und der Beginn oft schlecht festzulegen. Die haufig-
sten Symptome und pathologischen Befunde sind Paraparese, Hinterstrang-
ataxie, gesteigerte Eigenreflexe und Stérungen der Blasen- sowie Mastdarm-
funktion. Typische neuropathologische Veranderungen sind Demyelinisierung
und vakuolare Verdnderungen der Pyramidenbahn und der Hinterstrange des
Ruckenmarks, vor allem im thorakalen Bereich (Said et al. (1997)). In den
vakuolaren Veranderungen finden sich Ansammlungen von Makrophagen und
vielkernigen Riesenzellen. Diese neuropathologischen Befunde besitzen eine
Ahnlichkeit mit der funikularen Myelose. Ein Mangel an Vitamin B12 konnte
jedoch als Ursache der HIV-1 assoziierten vakuolaren Myelopathie ausge-
schlossen werden (Keating et al. (1991)). Die Aktivierung von HIV-1 infizierten
Makrophagen (Eilbott et al. (1989), Tan et al. (1995)) und deren Expression von
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HIV Proteinen (Goudreau et al. (1996)) oder von Tumornekrosefaktor alpha
(Tan et al. (1996)) wurden als pathophysiologische Mechanismen der vakuo-
laren Myelopathie angesehen. Eine neuere Untersuchung zeigte, dal’ die
antiretrovirale Therapie zur Remission der HIV-1 assoziierten vakuolaren
Myelopathie fihren kann (Staudinger und Henry (2000)).

Die HIV-1 Myelitis unterscheidet sich neuropathologisch von der vakuoléaren
Myelopathie: Es finden sich multiple entztindliche Infiltrate, zahlreiche HIV-1
positive perivaskulare Riesenzellen und Mikroglia, sowie eine deutliche Ex-
pression von HIV-1 Proteinen (Henin et al. 1992), Said et al. (1997)). Der
klinische Verlauf der HIV-1 Myelitis kann relativ rasch sein (Said et al. (1997)).

Der Nachweis intrathekal synthetisierter AntikGrper gegen HIV-1 als Zeichen
der ZNS Beteiligung gilt als diagnostisches Routineverfahren (Ackermann et al.
(1986), Weber et al. (1987), Luer et al. (1988), Reiber und Lange (1991)). Uber
die Liguorveranderungen, die speziell bei den verschiedenen Arten der HIV-1
assoziierten Rickenmarkserkrankungen auftreten, sind differentialdiagnostisch
relevante Daten bisher nicht publiziert.

Die dargestellten Rickenmarkserkrankungen bei der HIV-1 Infektion unter-
scheiden sich deutlich von HAM/TSP. Bei der HIV-1 assoziierten vakuolaren
Myelopathie findet sich ein schleichender Verlauf und eine verstarkte Auspra-
gung der neuropathologischen Verdanderungen im thorakalen Rickenmark wie
bei HAM/TSP, aber die Art der neuropathologischen Veranderungen und das
haufige Auftreten bei den HIV-1 Infizierten stellen bedeutsame Unterschiede
dar. Wahrend bei HAM/TSP HTLV-1 infizierte CD4+ T-Lymphozyten das
Ruckenmark infiltrieren, finden sich bei der HIV-1 assoziierten vakuolaren
Myelopathie HIV-1 infizierte Makrophagen ohne ausgepragte perivaskulare
Infiltrate. Die seltenere HIV-1 Enzephalomyelitis zeigt keine anatomische Préa-
ferenz fur die Lokalisation der neuropathologischen Veranderungen im Rucken-
mark. Hier finden sich zahlreiche zellulare Infiltrate mit HIV-1 infizierten Mikro-
gliazellen bzw. eingewanderten Makrophagen.

5.6.2. Multiple Sklerose

Bei den meisten MS Patienten verlauft die Erkrankung anfangs in Schiben und
Remissionen, bei vielen entwickelt sich im spateren Verlauf eine sekundare
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Progredienz. Wenige MS Patienten zeigen bereits von Anfang an einen pro-
gredienten Verlauf wie bei HAM/TSP. Die klinischen Symptome der MS resul-
tieren aus disseminierten Lasionen in der weil3en Substanz des ZNS, die ver-
schiedene neurofunktionelle Systeme betreffen kbnnen (z.B. Nervus opticus,
Kleinhirn, Pyramidenbahn, sensibles System etc.). Selten ist das Ruckenmark
wie bei HAM/TSP uberwiegend betroffen.

In neuropathologischen Untersuchungen von MS und HAM/TSP finden sich
entsprechende histologische Veranderungen: perivaskulare Infiltrate, De-
myelinisierung und Axonverlust (Lassmann (1998), Iwasaki (1990)). Allerdings
wurden die neuropathologischen Veranderungen bei beiden Erkrankungen
bisher nicht systematisch verglichen.

Die typischen entziindlichen Liquorveranderungen bei MS und HAM/TSP be-
stehen aus oligoklonalen IgG-Banden im Liquor, die im Serum nicht gefunden

werden (Tabellen 16 und 19). Bei HAM/TSP Patienten stellten sich viel haufiger

als bei MS Patienten zusatzliche identische IgG-Banden im Liquor und Serum
dar (Puccioni-Sohler (1994)). Bei beiden Erkrankungen sind eindeutige HLA
Assoziationen beschrieben, allerdings fir verschiedene HLA Klasse Il
Haplotypen und Allele: bei HAM/TSP fur HLA DR1 DQ5 (HLA DRB1*0101)
(Usuku et al. (1988), Jeffery et al. (1999)), bei MS fur HLA DR15 DQ6 (HLA
DRB1*1501) (Compston (1998)). Bei beiden Erkrankungen finden sich Hinwei-
se fur eine systemische Immunaktivierung: Bei HAM/TSP ist sie durch die
persistierende HTLV-1 Infektion induziert (ljichi et al. (1993)), wéhrend bei der
MS eine variierende systemische Immunaktivierung beobachtet wird, die mit
den Erkrankungsschuben korreliert (Rieckmann et al. (1994), Rieckmann et al.
(1995)).

Bei der MS wurden zahlreiche Myelinproteine als potentielle Autoantigene ge-
testet, wobei zumindest gegen die Proteine MBP und MOG eine haufige
humorale und zellulare Immunantwort nachweisbar ist (Wekerle (1998)).
Daruiberhinaus findet sich bei der MS eine intrathekale Synthese von Anti-
korpern gegen verschiedene Viren, am haufigsten gegen Masern-, Rubella-
und Varizella-Zoster-Virus (Felgenhauer et al. (1985)). Dieser Nachweis hat
diagnostische Relevanz, auch wenn die pathogenetische Bedeutung ungeklart
ist. Eine persistierende Virusinfektion konnte bei der MS bisher nicht reprodu-
zierbar nachgewiesen werden (siehe Ubersicht in: Johnson (1998)).
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Weitere immunologisch relevante Parallelen von HAM/TSP und MS betreffen
die Behandlung und die Assoziationen mit anderen immunpathologischen Er-
krankungen. Sowohl fur die MS als auch fir HAM/TSP ist die Behandlung mit
Typ-1 Interferonen etabliert: bei der MS mit Interferon beta (IFNB Multiple
Sclerosis Study Group (1993)), bei HAM/TSP mit Interferon alpha (Izumo et al.
(1996)). Bei beiden neurologischen Erkrankungen findet sich zusétzlich haufig
eine Uveitis, bei HAM/TSP jedoch auch zahlreiche weitere Organmanifesta-
tionen der HTLV-1 Infektion (Tabelle 1). Offensichtlich sind MS und HAM/TSP
chronisch entziindliche Erkrankungen des ZNS mit unterschiedlicher Atiologie,
im Hinblick auf die Imnmunpathogenese ergeben sich dennoch zahlreiche
Parallelen (Tabelle 19).

Tabelle 19: Zusammenfassung der immunologischen Besonderheiten von
HAM/TSP und MS (Einzelheiten im Text).

Neuropathologie perivaskulare Infiltration, perivaskulare Infiltration,
Demyelinisierung, Demyelinisierung,
Axonverlust Axonverlust

HLA Assoziation DR1 DQ5

(DRB1*0101)

DR15 DQ6
(DRB1*1501)

HTLV-1 Proteine,

Antigene

Entzindliche
Liquorveranderungen

Systemische
Immunregulation

Immunmodulatorische
Behandlung

Assoziierte
immunologische
Erkrankungen

ZNS Proteine (bisher
nicht identifiziert)

Oligoklonale 1gG-Banden
im Liquor und Serum mit
zusatzlichen Banden im
Liquor

Aktivierung durch
HTLV-1 infizierte
T-Zellen

Interferon alpha
Uveitis, Arthropathie,

Thyreoiditis,
Pneumonie

Myelinproteine (MBP,
MOG etc.), Virusproteine
(Masern, Roteln, etc.)

Oligoklonale 1gG-Banden
im Liquor

MS Schibe korrelieren
mit systemischer Immun-
aktivierung

Interferon beta

Uveitis
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5.6.3 Immunpathogenetische Mechanismen im ZNS

Fur die neuroimmunologische Grundlagenforschung ist es eine Herausforde-
rung, die immunpathologischen Mechanismen der chronisch entztindlichen ZNS
Erkrankungen genauer zu charakterisieren. Vergleichbare Befunde bei MS und
HAM/TSP (Tabelle 19) werfen zahlreiche Fragen auf, z.B. Uber die Persistenz
entzundlicher Prozesse im ZNS oder die Rolle der CD4+ T-Lymphozyten und
ihre Interaktion mit anderen Zellen des Immunsystems und des ZNS. Bisher ist
nicht etabliert, welche der genannten immunologischen Besonderheiten fur den
chronischen Verlauf beider Erkrankungen bedeutsam ist.

Die eigenen Untersuchungen zeigten, daf3 die spezifische humorale Immun-
reaktion bei HAM/TSP eine Vielfalt von Reaktivitdten aufweist und dal3 es sich
dennoch nicht um eine polyklonale B-Zell Aktivierung handelt. Der Nachweis
von CD4+ T-Lymphozyten, die die entsprechenden HTLV-1 Antigene im
nanomolaren Konzentrationsbereich erkannten, fihrte zu dem Modell einer
T-Zell / B-Zell Kooperation (Abbildung 19), die auch bei niedrigsten Konzen-
trationen des Antigens eine Immunantwort aufrechterhalten kann. In dieser
Situation ist die Herkunft des Antigens, ob virus-kodiert oder zell-kodiert oder
kreuzreagierend, unbedeutend. Bei der MS kdnnte eine vergleichbare Kon-
stellation vorliegen (Wucherpfennig et al. (1997)).
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Das Retrovirus HTLV-1 induziert eine Myelitis, die HAM/TSP genannt wird. Bei
dieser chronisch entzindlichen Erkrankung des ZNS infiltrieren HTLV-1 infizier-
te CD4+ T-Lymphozyten das Ruckenmark und exprimieren retrovirale Proteine.

In der vorliegenden Arbeit wurde bei HTLV-1 infizierten Patienten die Spezifitat
der systemischen und intrathekalen Immunantwort gegen nicht denaturierte
HTLV-1 Proteine untersucht. Durch die Anwendung eines Zell EIA in Kombina-
tion mit einem RIPA konnte gezeigt werden, daf} bei HAM/TSP Patienten eine
intrathekale Synthese gegen mehrere HTLV-1 kodierte Proteine vorliegt.

An HTLV-1 Infizierten mit und ohne HAM/TSP aus Sidjapan wurde die Fein-
spezifitdt der antiviralen IgG-Antikérpersynthese analysiert. Hier zeigte sich,
daf’ das Auftreten der Erkrankung bei Virustragern mit dem Nachweis multipler
Antikorperspezifitdten korrelierte, d.h. erkrankte Individuen bildeten Antikdrper
gegen mehrere lineare B-Zell Epitope. Bei 16 ausgewahlten synthetischen
Peptiden, die immundominanten Epitopen von HTLV-1 gag und env entspra-
chen, zeigten HAM/TSP Patienten eine intrathekale Antikdrpersynthese gegen
durchschnittlich 3,6 Peptide, wahrend nicht erkrankte HTLV-1 seropositive
Individuen gegen 0,3 Peptide reagierten. Antikbrperspezifitaten gegen ein
einzelnes Epitop der HTLV-1 env oder gag Proteine waren nicht mit dem Auftre-
ten der Erkrankung korreliert, sondern die Vielzahl der Spezifitdten. In einzelnen
Fallen konnten sehr hohe Antikdrperkonzentrationen gegen immundominante
lineare B-Zell Epitope im Liquor gemessen werden, die auf eine besonders
hohe Menge intrathekal synthetisierter Antikorper dieser Spezifitat hinwiesen,
z.B gegen Epitope des retroviralen HTLV-1 Transmembranglykoproteins gp21.
Auch die Analyse der Feinspezifitat von 1gG-Antikdrpern gegen immun-
dominante HTLV-1 tax und rex Sequenzen ergab kein einzelnes B-Zell Epitop,
das bei allen HAM/TSP Patienten gefunden wurde.

Es galt fur HTLV-1 Infizierte mit und ohne HAM/TSP, dal? die intrathekal gebil-
deten Antikorperspezifitaten eine Teilmenge der im Serum nachgewiesen
Spezifitdten darstellten. Die HAM/TSP Patienten wiesen allerdings ein deutlich
grof3eres Spektrum der Antikdrperspezifitaten auf, sowohl systemisch als auch
intrathekal. Bei dem Vergleich von intrathekaler Synthese und den Serumkon-
zentrationen von IgG-Antikdrpern gegen einzelne immundominante Peptide
zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Quantitat der Serum-
antikdrper und dem Nachweis der intrathekalen Synthese nur bei 2 immun-
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dominanten B-Zell Epitopen des HTLV-1 gp21, nicht aber bei 14 anderen
untersuchten B-Zell Epitopen.

Patienten mit sogenannten HAM/TSP assoziierten HLA Haplotypen wiesen eine
humorale Immunantwort gegen eine grol3ere Anzahl von B-Zell Epitopen auf als
HAM/TSP Patienten ohne diese definierten HLA Haplotypen. Signifikante
Unterschiede fanden sich jedoch nicht bei dem Vergleich von HAM/TSP
Patienten mit und ohne HLA DRL1.

Erstmals wurden HTLV-1 env gp21 spezifische, HLA DR1 restringierte CD4+
T-Zell Lymphozyten isoliert und charakterisiert. Die immundominanten CD4+
T-Zell Linien erkannten konservierte Sequenzen des HTLV-1 Transmembran-
glykoproteins gp21 und konnten durch Antigenkonzentrationen im nanomolaren
Bereich aktiviert werden.

Im Hinblick auf die Immunpathogenese von HAM/TSP zeigten die eigenen
Daten, dald sowohl die B-Zell als auch die T-Zell Immunantwort gegen mehrere
Epitope gerichtet und daf? die oligoklonale B-Zell Aktivierung mit dem Auftreten
der Erkrankung assoziiert ist. CD4+ T-Zell Epitope des HTLV-1 gp21 wurden
identifiziert, die im Vergleich zu den B-Zell Epitopen Uberlappende oder
benachbarte Sequenzen darstellten. Aufgrund dieser Befunde wurde ein Modell
der T-Zell / B-Zell Kooperation zur Aktivierung des Immunsystems bei niedrigen
Antigenkonzentrationen vorgeschlagen, um die Persistenz der Immunantwort
im ZNS im Verlauf von HAM/TSP zu erklaren. Vergleichbare immunpatholo-
gische Mechanismen kdnnen auch bei anderen chronisch entziindlichen
Erkrankungen des ZNS erwogen werden.
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