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1 Einleitung 

1.1 Das Krankheitsbild der progressiven multifokalen 
Leukoenzephalopathie 

Die progressive multifokale Leukoenzephalopathie (PML) ist die einzige 

bekannte demyelisierende Erkrankung des menschlichen Gehirns, der eine 

lytische Virusinfektion der Myelin produzierenden Oligodendrozyten 

zugrunde liegt. Als ätiologisches Agens wurde das menschliche 

Polyomavirus JC-Virus (JCV) nachgewiesen. 

Im Jahre 1930 beschrieb der Pathologe J. HALLERVORDEN erstmals in 

seiner Veröffentlichung „Eigenartige und nicht rubrizierbare Prozesse“ 

neuropathologische Befunde bei dementen Patienten, die er in keine der 

bisher bekannten Krankheitsgruppen einordnen konnte (HALLERVORDEN, 

1930). 

Der Terminus PML wurde 1958 von ÅSTRÖM und seinen Mitarbeitern 

eingeführt, die einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten multifokaler 

Entmarkungsherde im Gehirn und konsumierenden Erkrankungen wie einer 

chronisch lymphatischen Leukämie und einem Morbus Hodgkin feststellten 

(ÅSTRÖM, et al. 1958). In diesen Autopsiebefunden wurden Bezirke kleiner, 

zum Teil konfluierender Plaques in der weißen Hirnsubstanz beschrieben, 

die sich in den Hemisphären, Basalganglien, Thalamus, Kleinhirn und 

Hirnstamm fanden. 

Bereits 1959 wurde von CAVANAGH und Mitarbeitern eine Virusinfektion 

infolge einer Immunschwäche als mögliche Ursache der PML postuliert, 

nachdem sie Einschlußkörper in den Kernen zerstörter Oligodendrozyten 

nachgewiesen hatten (CAVANAGH et al., 1959). 

1965 konnten papovavirusähnliche Partikel in den Kernen zerstörter 

Oligodendrozyten elektronenmikroskopisch dargestellt werden (SILVERMAN 

und RUBINSTEIN, 1965; ZU RHEIN und CHOU, 1965). 

PADGETT und ihren Mitarbeitern gelang es 1971, ein Papovavirus aus dem 

Gehirn eines PML-Patienten durch Inokulation einer Zellreihe humaner 

fötaler Gliazellen (primary human fetal glia cells, PHFG) zu isolieren und zu 
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züchten (PADGETT et al., 1971). Das Virus wurde nach den Initialen dieses 

Patienten (John Cunningham) JC-Virus genannt und als Polyomavirus 

hominis 2 neben dem BK-Virus (Polyomavirus hominis 1) und dem Affenvirus 

40 (simian virus 40, SV 40, Polyomavirus macacae) in die Familie der 

Polyomaviren eingeordnet (SHAH, 1996). 

Vor der Ära des erworbenen Immundeffizienzsyndroms (aquired 

immunodeficiency syndrome, AIDS) trat die PML überwiegend bei 

lymphoproliferativen Erkrankungen wie einem Morbus Hodgkin oder einem 

Non-Hodgkin-Lymphom auf. In einigen Fällen wurde die PML unter 

therapeutischer Immunsuppression, wie z.B. nach Nierentransplantation, 

beobachtet und nur selten lag eine konsumierende Erkrankung, wie etwa 

eine Sarkoidose oder Tuberkulose, vor (BROOKS und WALKER, 1984). In 

einem Fall einer 75-jährigen Frau lag keine bekannte prädisponierende 

Erkrankung zugrunde (ALAFUZOFF, 1999). Eine PML im Zusammenhang 

mit AIDS wurde erstmalig 1982 beschrieben (MILLER et al., 1982). Heute 

liegt in 55 - 85 % der PML-Fälle das Vollbild der AIDS-Erkrankung vor 

(HOLMAN et al., 1991; BERGER, 2000). Im Gegensatz zu anderen 

opportunistischen Infektionen des Gehirns wie der Kryptokokkenmeningitis 

oder dem primären Lymphom des zentralen Nervensystems, hat die 

Häufigkeit der PML bei HIV-Infizierten nicht abgenommen (ANTINORI et al., 

2001; SACKTOR et al., 2001). Auch einige wenige Fälle einer 

Erstmanifestation der Infektion mit dem menschlichen Immundefizienzvirus 

(Human Immunodeficiency Virus, HIV) durch die PML sind beschrieben 

worden (DUPUIS et al., 1986; BERGER et al., 1987 b). Die PML zählt zu den 

charakteristischen opportunistischen Infektionen bei AIDS und definiert das 

Stadium C der Klassifikation des Centers for Disease Control (CDC) (CDC-

Klassifikation, 1993). Die Inzidenz der PML bei AIDS-Kranken liegt zwischen 

0,72 % (HOLMAN et al., 1991), 2 % (BACELLAR et al., 1994), 4 % 

(BERGER et al., 1987 a), 4-5 % (HAPPE et al., 1999), bis zu 5 % (BERGER 

und MAJOR, 1999), 5 % (WASMUTH et al.; 1999) und 7 % (LANG et al., 

1989).  

Da das Erkrankungsalter bei der PML vor allem von der Grunderkrankung 

bestimmt wird, trat sie bis 1984 hauptsächlich in der sechsten Lebensdekade 
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auf. Heute findet man die höchste Inzidenz bei Personen im Alter von 20 bis 

50 Jahren (STONER et al. 1988 b; HOLMAN et al., 1991). Vereinzelt wird 

auch von einer PML bei Kindern mit HIV-Infektion oder angeborener 

Immundefizienz berichtet (BERGER et al., 1992 a; KATZ et al., 1994; ZU 

RHEIN et al., 1978). 

Seroepidemiologischen Untersuchungen zufolge sind bereits Kinder im Alter 

von bis zu fünf Jahren zu 45 % seropositiv für JCV. Mit zehn Jahren sind es 

65 %, und bei der erwachsenen Bevölkerung findet man bei mehr als 80 % 

(HOU und MAJOR, 2000) bzw. bis zu 85 % (PADGETT und WALKER, 1973; 

TAGUCHI et al., 1982) Antikörper gegen JCV. Klinische Symptome der 

ersten Infektion mit JCV sind nicht bekannt (PADGETT und WALKER, 1973). 

Da es bei PML-Patienten nicht zu einem Anstieg des Antikörpertiters 

während der Erkrankung kommt und mit den derzeitigen Methoden keine 

IgM-Antikörper gegen JCV im Serum von PML-Patienten nachweisbar sind, 

geht man davon aus, dass eine Reaktivierung einer latenten Infektion im 

Rahmen einer Immunsuppression zu einer lytischen Infektion der 

Oligodendrozyten mit JCV führt und damit zum Bild einer PML (PADGETT 

und WALKER, 1983; BROOKS und WALKER, 1984). 

Diese lytische Infektion der Oligodendrozyten führt bei PML-Patienten zu 

zahlreichen Entmarkungsherden, deren Größe zwischen etwa einem 

Millimeter und mehreren Zentimetern variiert. Kleinere Herde liegen dabei 

bevorzugt an der kortikomedullären Grenze (BERGER und CONCHA, 1995). 

Diese Läsionen können an Größe zunehmen, konfluieren und sich damit 

großflächig in die weiße und zum Teil auch in die graue Hirnsubstanz 

ausbreiten (LEDOUX et al., 1989; VON EINSIEDEL et al., 1993; 

KUCHELMEISTER et al., 1993). Dabei ist überwiegend die weiße Substanz 

der Hemishpären (bevorzugt parieto-okzipital) betroffen. Die Läsionen 

werden aber auch im Kleinhirn, im Hirnstamm (RICHARDSON, 1961) und 

selten im Rückenmark (BAUER et al., 1969; KUCHELMEISTER et al., 1993) 

gefunden. 
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1.1.1 Symptome 

Durch die unterschiedliche Lokalisation und die variable Beteiligung der 

weißen Hirnsubstanz kann das klinische Bild von einer Vielzahl von 

neurologischen Symptomen geprägt sein. Klinischen Untersuchungen von 

BROOKS und WALKER (1984), BERGER et al. (1987 a) und VON 

EINSIEDEL et al. (1993) zufolge dominieren in jeweils einem Drittel der Fälle 

visuelle Beeinträchtigungen, Lähmungen und kognitive Störungen das 

klinische Bild. Neuroophthalmologische Ausfälle sind bei 30-45 % der Fälle 

Erstsymptome (BROOKS und WALKER, 1984) und werden im Verlauf der 

Erkrankung bei bis zu 50 % gefunden. Hier findet sich am häufigsten eine 

homonyme Hemianopsie. Bei 5-8 % ist zum Zeitpunkt der Diagnose bereits 

eine kortikale Blindheit vorhanden (BROOKS und WALKER, 1984). Die 

motorische Schwäche zeigt sich meist als eine Hemiparese, kann sich aber 

auch als Monoparese, Hemiplegie oder Tetraparese manifestieren (BERGER 

und CONCHA, 1995). Ungefähr ein Fünftel der Patienten zeigt zum Zeitpunkt 

der Diagnose cerebelläre Symptome (BROOKS und WALKER, 1984). Das 

vielfältige Spektrum der kognitiven Störungen beinhaltet Verhaltensstörungen 

und Persönlichkeitsveränderungen, Konzentrationsschwäche sowie 

Gedächtnis- und Sprachstörungen (BROOKS und WALKER, 1984; 

BERGER, 2000). Bei 25 % der Patienten ist zum Zeitpunkt der Diagnose 

eine Demenz vorhanden (BROOKS und WALKER, 1984). Weitere 

Symptome einer PML können Sensibilitätsausfälle, Kopfschmerzen, 

Schwindel und epileptische Anfälle sein (BERGER und CONCHA, 1995). 

1.1.2 Diagnose 

Nach wie vor läßt sich die Diagnose einer PML mit der höchsten 

Zuverlässigkeit durch eine Hirnbiopsie stellen (AMMASSARI et al., 2000; 

GILDENBERG et al., 2000). Mit großer Sicherheit kann die Diagnosestellung 

anhand der typischen histopathologischen Merkmale, wie fokaler 

Entmarkung, Untergang von Oligodendrozyten und vergrößerten, teilweise 

bizzar verformten Astrozyten, erfolgen (CHAPPELL et al., 1992; FEIDEN et 

al., 1993). Mittels In-Situ-Hybridisierung und In-Situ-Polymerase-

Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) kann JCV-spezifische 



Einleitung   5 

DNA in bioptischem Material nachgewiesen werden (AKSAMIT et al., 1987; 

TELENTI et al., 1990; UEKI et al., 1994; SAMOREI et al. 2000). 

Immunzytochemisch lassen sich sowohl das große T-Antigen als auch die 

viralen Kapsidproteine in infizierten Zellen darstellen (GERBER et al., 1980; 

GREENLEE und KEENEY, 1986; STONER et al., 1986; AKSAMIT et al., 

1990; WEBER et al., 1994 a). Mit der VP1-Immunhistochemie steht ebenfalls 

ein spezifisches und sensitives Nachweisverfahren zur Bestätigung der 

Diagnose einer PML zur Verfügung (JOCHUM et al., 1997). In den letzten 

Jahren hat die Liquordiagnostik bei der PML zunehmend an Bedeutung 

gewonnen (WEBER, 1999). Mit hoher Sensitivität und noch höherer 

Spezifität konnten verschiedene Arbeitsgruppen mittels PCR JCV-spezifische 

DNA im Liquor von Patienten mit PML nachweisen. Die Sensitivität betrug 

zwischen 76 % (GIBSON et al., 1993), 82 % (WEBER et al., 1994 a; WEBER 

et al., 1994 b), 92 % (MCGUIRE et al., 1995) und 100 % (MORET et al., 

1993), die Spezifität lag in drei Studien bei 100 % (GIBSON et al., 1993; 

MORET et al., 1993; WEBER et al., 1994 a; WEBER et al., 1994 b) und in 

einer Studie bei 92 % (MCGUIRE et al., 1995). 

Mittels eines Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) kann eine 

intrathekale Antikörpersynthese gegen das JCV-Kapsidprotein Virusprotein 1 

(VP1) bei Patienten mit PML nachgewiesen werden. Eine Diagnosestellung 

ist hierbei durch die Bildung eines VP1-IgG-ASI (Antikörperspezifitätsindex) 

möglich (REIBER und LANGE, 1991). Die Sensitivität dieses Tests liegt bei 

76 bis 80%, die Spezifität bei 98 bis 99 %  (TREBST, 1995; WEBER et al., 

1997). Da die Durchseuchung der erwachsenen Bevölkerung mit JCV sehr 

hoch ist, ist der Antikörpernachweis gegen JCV allein im Serum diagnostisch 

ohne große Relevanz (PADGETT und WALKER, 1983; TREBST, 1995). 

Untersuchungen des Liquor cerebrospinalis bezüglich Veränderungen der 

Zellzahl und Zellmorphologie sowie des Proteingehaltes ergeben ebenfalls 

keine spezifischen diagnostischen Hinweise auf eine PML (BROOKS und 

WALKER, 1984). 

Bildgebende Verfahren bieten die besten nicht-invasiven Möglichkeiten zur 

Diagnose einer PML. Im Computertomogramm des Gehirns stellen sich 

diffuse hypodense Areale in der weißen Hirnsubstanz (bevorzugt parieto-
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okzipital) ohne Ödem oder Raumforderung dar, die die Rinden-Mark-Grenze 

nicht überschreiten, den Gefäßaufzweigungen nicht folgen und kein 

Kontrastmittel anreichern (BOSCH et al., 1976; CONOMY et al., 1976; 

KRUPP et al., 1985). Die selten beschriebene Kontrastmittelanreicherung in 

den Randbezirken der Herde kann als Dilatation der kleinen Arterien und 

Venen, die um die Läsion gelegen sind, interpretiert werden (KRUPP et al., 

1985; SCULLY et al., 1988). Eine Verdrängung umliegender Strukturen 

zeigen die Entmarkungsherde nur in Ausnahmefällen (PRESKORN und 

WATANABE, 1979). Ein noch weit sensitiveres Verfahren stellt die 

Kernspintomographie (Magnetic Resonance Imaging, MRI) dar (GUILLEUX 

et al.,1986; LEVY et al., 1986; NEWTON et al., 1995; ANTINORI et al., 1997; 

WHITEMAN et al., 1993; VON GIESEN et al., 1997). Die PML zeigt eine 

asymmetrische, fleckförmige Verteilung in der weißen Substanz. Typisch 

sind in der T1-Wichtung homogene,  hypointense Herde, die den Kortex 

auszusparen scheinen und in der T2-Wichtung in gleicher Ausdehnung als 

hyperintense Herde erscheinen. Es können sich einzelne oder multiple 

Läsionen zeigen, oft ist auch das Kleinhirn und der Hirnstamm betroffen. 

Bevorzugt werden die parietookzipitalen Areale befallen. (WHITEMAN et al., 

1993). In seltenen Fällen reichern die Läsionen Gadolinium an (CIRICILLO 

und ROSENBLUM, 1990; WHITEMAN et al., 1993). Vermutlich aufgrund der 

höheren Empfindlichkeit der Kernspintomographie finden sich nach Ansicht 

einiger Autoren in 25 bis 50 % aller PML-Fälle auch Läsionen der grauen 

Substanz ( VON EINSIEDEL et al., 1993; ANTINORI et al., 1997; KASNER 

et al., 1997). Im Verlauf der Erkrankung lässt sich eine Größenzunahme der 

einzelnen Herde und das Auftreten neuer Entmarkungsherde nachweisen 

(BERGER et al., 1987; VON GIESEN et al., 1997). Die Magnetresonanz-

Spektroskopie liefert Informationen über biochemische Veränderungen von 

Hirngewebe in vivo. Für Läsionen, die durch PML verursacht sind, ist ein 

homogenes Muster mit deutlich erhöhtem N-Acetylaspartat, Anwesenheit von 

Lactat und deutlich erhöhten Cholin und Lipidwerten charakteristisch. Dies 

entspricht dem Neuronenverlust, der Zerstörung von Zellmmembranen und 

Myelin, sowie der erhöhten gliösen Aktivität in PML-Läsionen (DE STEFANO 

et al., 1997; CHANG et al., 1997; LAUBENBERGER et al., 1998;  IRANZO et 
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al., 1999). Die Spezifität in der Differentialdiagnose von HIV-assoziierten 

Läsionen des Gehirns ist jedoch gering (SIMONE et al., 1998). Diskutiert 

werden auch die 99Tcm-Hexamethylpropylenaminoxim (HMPAO)-Single-

Photon-Emissionstomographie (SPECT) (BOWLER et al., 1992) und die 

Ableitung von akustisch und visuell evozierten Potentialen (LIPTON et al., 

1988). Kontrollierte Studien zum Stellenwert dieser Verfahren in der  

Diagnostik der PML liegen bis heute nicht vor. 

1.1.3 Prognose 

Die PML nimmt unabhängig von der bestehenden Grunderkrankung einen 

progredienten Verlauf und hatte bis vor wenigen Jahren eine mittlere 

Überlebenszeit von vier bis sechs Monaten nach Diagnosestellung 

(BROOKS und WALKER, 1984; BERGER et al., 1987 a; VON EINSIEDEL et 

al., 1993; HALL et al., 1998). Innerhalb des ersten Jahres nach 

Diagnosestellung versterben über 90 % der Patienten. Bei der HIV-

assoziierten PML scheint sich die Überlebenszeit nach Auftreten der ersten 

neurologischen Symptome nicht von der bei anderen immunsuppressiven 

Umständen zu unterscheiden (BERGER et al., 1987; BROOKS und 

WALKER, 1984). Einige Fälle längerer Überlebenszeiten sowohl von HIV 

positiven als auch von HIV negativen Patienten von bis zu acht Jahren sind 

beschrieben worden (HEDLEY-WHITE et al., 1966; PRICE et al., 1983; 

BERGER und MUCKE, 1988; TORNATORE et al., 1991; LORTHOLARY et 

al., 1994; BERGER und CONCHA, 1995; BERGER et al., 1998). Seit 

Einführung der hochaktiven antiretroviralen Therapie (highly active 

antiretroviral therapy, HAART) weisen zahlreiche Berichte auf eine deutliche 

Verlängerung der mittleren Überlebenszeit auf mehr als ein Jahr hin 

(ALBRECHT et al., 1998; ANTINORI et al., 2001; CLIFFORD et al., 1999; DE 

LUCA et al., 2001; GESCHWIND et al., 2001; GIUDICI et al., 2000; 

MIRALLES et al., 1998; ZIMMERMANN et al., 2001). Die Überlebenszeit 

hängt von Faktoren wie der Viruslast in der Cerebrospinalflüssigkeit und der 

CD4-Zell-Zahl im Blut ab. Der JC-Virus-DNA-Gehalt im Liquor ist hierbei von 

prognostischer Bedeutung und auch ein Verlaufsparameter für die PML 

(GASNAULT et al. 2001; DE LUCA et al., 2001). Ein niedriger DNA-Gehalt 
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spricht für eine längere Überlebenszeit (<50 bis 100 Kopien/µl) 

(YIANNOUTSOS et al., 1999). 

1.1.4 Therapie 

Eine Vielzahl von Medikamenten und Behandlungsschemata wurde für die 

Therapie der PML vorgeschlagen, aber bis jetzt gibt es keine Wirkstoffe, 

deren klinische Wirksamkeit gegen JCV erwiesen ist.  

Einige Therapieansätze, wie die hochaktive antiretrovirale Therapie (HAART) 

(GIUDICI et al., 2000; INUI et al., 1999), die kombinierte antiretrovirale 

Therapie (combined antiretroviral therapy, CART) (GASNAULT et al., 1999) 

oder die Gabe von Cidofovir (HAPPE et al., 1999), scheinen allerdings in 

Verbindung mit einer Verlängerung der Überlebenszeit zu stehen.   

Es gab Hinweise auf eine Wirksamkeit von Cytosinarabinosid (ARA-C) in 

verschiedenen Fallstudien (VAN HORN et al., 1978; SMITH et al., 1982; 

GREENLEE, 1998), diese wurde jedoch in einer kontrollierten klinischen 

Studie widerlegt (HALL et al., 1998). Ebensowenig ließ sich die Wirksamkeit 

von α-Interferon belegen (BERGER et al., 1992; GESCHWIND et al., 2001; 

HEIDE et al., 1995). Über die Behandlung mit anderen Nukleosidanaloga 

oder Enzyminhibitoren wie Topotecan und Campothecin gibt es nur 

Fallberichte (VOLLMER-HAASE et al., 1997). 

Bei PML-Patienten mit AIDS zeigt sich unter hochaktiver antiretroviraler 

Therapie (HAART) mit mindestens drei verschiedenen antiretroviralen 

Medikamenten eine verlängerte Überlebenszeit und teilweise Remissionen 

der neurologischen Symptome (ALBRECHT et al., 1998; ARRIBAS et al., 

1998; CLIFFORD et al., 1999; DOMINGO et al., 1997; MIRALLES et al., 

1998). Hierbei besteht allerdings eine deutliche Korrelation mit der Virus-Last 

(HIV) und einem Anstieg des CD4-cell-count und somit einer Verbesserung 

der allgemeinen Immunitätslage (GASNAULT et al. 2001; DE LUCA et al., 

2001). 

1.2 Serologische Diagnose der JCV-Infektion 

Es existiert ein ELISA zum serologischen Nachweis von VP1-spezifischen 

Antikörpern vom Typ des IgG (WEBER et al., 1997). Es handelt sich bei VP1 
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um das Hauptstrukturprotein des JC-Virus. VP1 bildet spontan virus-ähnliche 

Partikel (VP1-VLP), die als Antigen eingesetzt werden (GOLDMANN et al., 

1999). Durch Messung sowohl der Serum- als auch der Liquorkonzentration 

der VP1-spezifischen IgG-Antikörper und der Berechnung eines 

Antikörperspezifitätsindex, lässt sich eine PML mit einer der PCR 

vergleichbaren Sensitivität und Spezifität von 76% bzw. 98% nachweisen 

(REIBER und LANGE, 1991; WEBER et al., 1997). KNOWLES et al. 

publizierten die Methode des MACRIA (M-antibody capture 

radioimmunoassay) zum serologischen Nachweis von JC-Virus-spezifischem 

IgM (KNOWLES et al., 1992). Er ist sensitiver als die herkömmliche Methode 

des HI (haemagglutination inhibition test; Hämagglutinations-Hemm-Test) 

oder die Immunelektronenmikroskopie (GIBSON et al., 1981). Außerdem 

wurde JC-Virus-spezifisches IgM in JCV-infizierten humanen fetalen 

Gliazellen (PADGETT und WALKER, 1983) und in menschlichen 

Amnionzellen (DANIEL et al., 1981) über indirekte Immunfluoreszenz 

nachgewiesen.  

1.3 Ziel der Arbeit 

Ein ELISA zum Nachweis von JC-Virus- bzw. VP1-VLP-spezifischem IgM 

wäre ein einfaches serologisches Verfahren ohne Verwendung von 

radioaktiven Isotopen, um eine akute bzw. reaktivierte Infektion mit JCV 

nachzuweisen. Durch serologische Screening-Untersuchungen könnte die 

Frage, mit welcher Krankheit eine akute Infektion mit JCV assoziiert ist, rasch 

beantwortet werden. Damit liesse sich ebenfalls die Rolle der JCV-Infektion 

bei der Transplantatabstossung, etwa der Niere, näher charakterisieren. Ein 

solcher Test kann dazu beitragen, die Primärinfektion mit JC-Virus zu 

erkennen, oder bei Auftreten PML-typischer Symptome eine akute Infektion 

mit JC-Virus bzw. eine Reaktivierung auszuschließen. Da bereits ein ELISA 

zum Nachweis von IgG existiert, ist das Ziel dieser Arbeit die Entwicklung 

eines ELISA-Verfahrens zum Nachweis von VP1-VLP-spezifischen IgM-

Antikörpern im menschlichen Serum. 
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2 Materialien und Methoden 

2.1 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant Assay)  

Alle verwendeten Puffer sind unter 6.4.1 aufgeführt. 

2.1.1 Expression des rekombinanten Virusproteins 1 (VP1) in Sf 
(Spodoptera frugiperda) 158-Zellen für den Einsatz im ELISA 

Das Hauptstrukturprotein VP1 des JC-Virus wurde mit Hilfe von 

rekombinanten Baculoviren in der Insektenzellinie Sf 158 exprimiert. VP1 

wurde sowohl im Zellextrakt als auch im Zellkulturüberstand nachgewiesen, 

wobei die höchste Expression fünf Tage nach der Infektion beobachtet 

wurde.  

Das rekombinante VP1-VLP wurde durch ein Zwei-Schritt-Verfahren aus 

dem Zellextrakt und dem Zellkulturüberstand isoliert. Dazu erfolgte die 

Sedimentation durch ein 40%iges Saccharosekissen, an die sich eine zweite 

Zentrifugation durch einen Stufengradienten aus 40% Saccharose und 50% 

Metrizamid anschloß. Die VP1-VLP, die in dem Pellet nach der letzten 

Zentrifugation enthalten waren, bestanden aus zwei Hauptproteinen mit 

einem Molekulargewicht von 42 bzw. 40 kDa und einem weiteren Protein von 

38 kDa. Durch einen Western Blot mit Anti-Simian-Virus 40 (SV 40) 

Hyperimmunserum (WEBER et al., 1994) wurde das VP1-spezifische 

42 kDa-Protein als die hauptsächliche immunoreaktive Komponente 

identifiziert. 

Diese VP1-VLP wurden in allen Tests der vorliegenden Arbeit verwendet. 

2.1.2 ELISA-Platten  

Es wurden fünf verschiedene Platten der Firma Nunc (Roskilde, Dänemark) 

(Bestellnummern: 475078, 468667, 445101, 475086 und 467679) für den 

1995 entwickelten und etablierten ELISA zum Nachweis von IgG-Antikörpern 

gegen VP1-VLP (siehe 2.1.3) getestet. Seren von acht Patienten mit 

neurologischen Krankheitsbildern (siehe 6.5), bei denen mittels dieses ELISA 

IgG-Antikörper gegen VP1-VLP nachgewiesen worden waren, wurden zur 

Erstellung eines Referenzserums gepoolt. In diesem Referenzserum wurden 
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nach der von TREBST beschriebenen Methode (TREBST, 1995) 

IgGAntikörper gegen VP1-VLP nachgewiesen, um so die Eignung der Platten 

zu prüfen. 

2.1.3 ELISA zum Nachweis von IgG-Antikörpern gegen VP1-VLP 

Für diesen ELISA wurde die Platte mit 400 ng VP1-VLP in 100 µl 

Beschichtungspuffer pro Napf beschichtet. Jeder zweite Riegel wurde nur mit 

dem Puffer beschichtet, um als Negativkontrolle zu dienen. Die Platte wurde 

über Nacht bei 4°C gelagert. Anschließend wurde sie dreimal eine Minute mit 

PBS-Waschpuffer bei Raumtemperatur mit Hilfe der Waschapparatur Nunc-

ImmunoTM Wash 12 (Kat.Nr. 455492; Nunc, Roskilde) gewaschen. Nun folgte 

ein Blockierungsschritt mit 200 µl BLOTTO pro Napf bei 37°C für eine 

Stunde. Anschließend wurde das gepoolte Referenzserum (siehe 2.1.2) in 

log 2-Verdünnungsstufen von 1:1250 bis 1:160000 in 100 µl BLOTTO pro 

Napf aufgetragen und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Es folgte dreimaliges 

Waschen für jeweils eine Minute mit PBS-Waschpuffer und anschließend 

wurde mit einem Peroxidase-konjugierten Antikörper der Ziege, der gegen 

menschliches IgG gerichtet ist (Code-Nr.:109-035-003, Lot-Nr.:087H4832; 

Dianova, Hamburg) in der Konzentration 1:5000 in 100 µl BLOTTO pro Napf 

beschichtet. Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C wurden diese 

Waschschritte dreimal wiederholt. 

Die Färbung wurde gemäß den Anweisungen des Herstellers mit einer TMB 

(3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidine)-Arbeitslösung (Boehringer, Mannheim) mit 

einer Endkonzentration von 0,42 mmol/l TMB durchgeführt. Dies entspricht 

100 µl TMB in 10 ml Citrat-Puffer (pH 5,5) in Anwesenheit von 0,9 µl 

Wasserstoffperoxid (30%) (Merck, Darmstadt) für eine Platte. Unter 

Lichtabschluß erfolgte die enzymatische Reaktion für 25 min. Sie wurde 

durch Zugabe von 100 µl einer 1 molaren Schwefelsäurelösung (Merck, 

Darmstadt) gestoppt, wobei die Farbe der positiven Ansätze von einem 

blauen in einen gelben Farbton umschlug. Zur Bestimmung der Intensität der 

Färbung wurden die Platten im Photometer (MR 7000 Platten-Lesegerät; 

Dynatech Laboratories, Denkendorf) gemessen. Die Extinktion wurde bei 
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zwei verschiedenen Wellenlängen (450 nm und 690 nm) bestimmt und die 

Differenz berechnet. 

Peroxidase-konjugierter 
Antikörper der Ziege gegen 
menschliches IgG

Anti-VP1-IgG

VP1-VLP

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung des ELISA zum Nachweis von 
IgG-Antikörpern gegen VP1-VLP 

2.2 Direkte ELISA-Verfahren zum Nachweis von VP1-VLP-
spezifischem IgM 

2.2.1 Direkter ELISA mit einem polyklonalen Peroxidase-konjugierten 
Detektionsantikörper 

Für diesen direkten ELISA wurden Platten der Firma Nunc (MaxiSorb Nr. 

445101) verwendet. Sie wurden mit 700 ng VP1-VLP in 100 µl 

Beschichtungspuffer pro Napf beschichtet, wobei jeder zweite Riegel 

freigelassen wurde, um als Negativkontrolle zu dienen, und mindestens über 

Nacht (maximal drei Nächte) bei 4°C gelagert. Anschließend wurden die 

Platten dreimal mit Waschpuffer für jeweils eine Minute bei Raumtemperatur 

mit Hilfe der Waschapparatur Nunc-ImmunoTM Wash 12 ( Kat.Nr. 455492; 

Nunc, Roskilde) gewaschen. 

Nun wurden potenzielle freie Bindungsstellen mit 200 µl BLOTTO pro Napf 

bei 37°C für eine Stunde abgesättigt. Danach wurde dreimal mit Waschpuffer 

gewaschen und dann mit menschlichem Referenzserum (siehe 3.5.1), das in 

log-2-Verdünnungsstufen von 1: 5000 bis 1: 640000 aufgetragen wurde, und 

mit einem IgM-Standard-Serum (Produkt.-Nr: I 8260; Sigma-Aldrich, 
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Deisenhofen), jeweils in 100 µl BLOTTO verdünnt, beschichtet. Die 

Inkubationszeit betrug eine Stunde, die Temperatur lag bei 37°C. 

Nach erneutem dreimaligen Waschen mit Waschpuffer wurden die Platten 

mit Peroxidase-konjugiertem Ziegenantikörper gegen menschliches IgM 

(Code-Nr.: 109-035-043; Dianova, Hamburg) als Detektionsantikörper in 

einer Konzentration von 1:5000 in 100 µl BLOTTO pro Napf beschichtet. 

Nach einstündiger Inkubation bei 37°C wurden die Platten dreimal mit 

Waschpuffer gewaschen. 

Die Färbung wurde gemäß den Anweisungen des Herstellers mit einer TMB 

(3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidine)-Arbeitslösung (Boehringer, Mannheim) mit 

einer Endkonzentration von 0,42 mmol/l TMB durchgeführt. Dies entspricht 

100 µl TMB in 10 ml Citrat-Puffer (pH 5,5) in Anwesenheit von 0,9 µl 

Wasserstoffperoxid (30%) (Merck, Darmstadt) für eine Platte. Unter 

Lichtabschluß erfolgte die enzymatische Reaktion für 25 min. Sie wurde 

durch Zugabe von 100 µl einer 1 molaren Schwefelsäurelösung (Merck, 

Darmstadt) gestoppt, wobei die Farbe der positiven Ansätze von einem 

blauen in einen gelben Farbton umschlug. Zur Bestimmung der Intensität der 

Färbung wurden die Platten im Photometer (MR 7000 Platten-Lesegerät; 

Dynatech Laboratories, Denkendorf) gemessen. Die Extinktion wurde bei 

zwei verschiedenen Wellenlängen (450 nm und 690 nm) bestimmt und die 

Differenz berechnet. 

Peroxidase-konjugierter 
Antikörper der Ziege 
gegen menschliches IgM

Anti-VP1-IgM

VP1-VLP

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des direkten ELISA mit einem 
polyklonalen Peroxidase-konjugierten Detektionsantikörper 
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2.2.2 Direkter ELISA mit einem Alkalische-Phosphatase-konjugierten 
Detektionsantikörper 

Der Versuchsablauf entsprach bis auf folgende Modifikationen dem unter 

2.2.1 beschriebenen Protokoll. Die Waschschritte wurden mit TBS-

Waschpuffer durchgeführt, um eine Hemmung der alkalischen Phosphatase 

zu verhindern. Als Detektionsantikörper wurde ein mit alkalischer 

Phosphatase konjugierter monoklonaler Antikörper der Maus gegen 

menschliches IgM, der eine µ-Ketten-Spezifität aufwies (Produkt-Nr.: A 2189; 

Sigma-Aldrich, Deisenhofen), verwendet. Dieser Antikörper wurde in einer 

Verdünnung von 1:5000 in 100 µl BLOTTO pro Napf eingesetzt und die 

Inkubation erfolgte über eine Stunde bei 37°C. Als Substrat diente pNPP (p-

Nitrophenol-Phosphat) als gebrauchsfertige Arbeitslösung der Sigma-Aldrich, 

Deisenhofen und die Entwicklungszeit betrug 30 min. 

Die Reaktion wurde mit 3 N NaOH (Merck, Darmstadt) gestoppt und positive 

Ansätze waren durch eine gelbe Färbung gekennzeichnet. Anschließend 

wurde im Photometer (MR 7000 Platten-Lesegerät; Dynatech Laboratories, 

Denkendorf) bei einer Wellenlänge von 405 nm und 490 nm die Extinktion 

gemessen und die Differenz berechnet. 

Alkalische Phosphatase-
konjugierter Antikörper der 
Ziege gegen menschliches
IgM

Anti-VP1-IgM

VP1-VLP

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung des direkten ELISA mit einem 
Alkalische-Phosphatase-konjugierten Detektionsantikörper 
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2.3 Capture-Assays zum Nachweis von VP1-VLP-spezifischem 
IgM 

2.3.1 Gewinnung von VP1-VLP-spezifischem IgG des Kaninchens für 
den Einsatz im IgM-capture-ELISA 

Zur Herstellung des Hyperimmunserums wurde ein Kaninchen mit 

rekombinantem VP1-VLP wie beschrieben immunisiert und auf diese Weise 

ein Hyperimmunserum produziert (WEBER et al., 1994). 

2.3.1.1 Affinitätschromatographische Reinigung von IgG aus dem 

Hyperimmunserum 

Zur Gewinnung des reinen IgG aus dem Hyperimmunserum wurde eine 

Affinitäts-Chromatographie mit Protein G mit Hilfe eines kommerziellen Kits 

(Mab TrapR G II; Pharmacia Biotech, Freiburg) gemäß den Anweisungen des 

Herstellers durchgeführt. Es wurden fünf Fraktionen zu je fünf Tropfen des 

Eluates getrennt aufgefangen. Unter Durchführung eines ELISA (siehe 

2.3.1.2) wurde die IgG-Konzentration in den fünf Fraktionen bestimmt. 

Diejenige Fraktion, die im ELISA die höchste IgG-Konzentration aufwies 

(0,94 µg/µl), wurde 1:50.000 verdünnt und anschließend im IgM-capture-

ELISA eingesetzt. 

2.3.1.2 Direkter ELISA zum Nachweis von IgG in den Fraktionen 

Für diesen ELISA wurde die Platte MaxiSorb Nr. 445101 (Nunc, Roskilde) 

verwendet. Sie wurde mit einem Antikörper der Ziege gegen das Fc-

Fragment des Kaninchen IgG (Code-Nr.: 111-005-008; Dianova, Hamburg) 

beschichtet, der 1:50000 in Beschichtungspuffer verdünnt wurde. Jeder 

zweite Riegel wurde nur mit dem Puffer beschichtet, um als Negativkontrolle 

zu dienen. Die Platte wurde über Nacht bei 4°C gelagert. Anschließend 

wurde sie dreimal mit PBS-Waschpuffer eine Minute bei Raumtemperatur mit 

Hilfe der Waschapparatur Nunc-ImmunoTM Wash 12 ( Kat.Nr. 455492; Nunc, 

Roskilde) gewaschen. Nun folgte ein Blockierunsschritt mit 200 µl BLOTTO 

pro Napf bei 37°C für eine Stunde. Anschließend wurde mit einem 

kommerziellen IgG-Standard (Produkt-Nr.: I 5006; Sigma-Aldrich, 
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Deisenhofen), der im ersten Riegel in log 2-Verdünnungsstufen von 1 µg bis 

7,83 ng in 100 µl BLOTTO pro Napf aufgetragen wurde, und mit den fünf 

erhaltenen Eluaten in log 2-Verdünnungsstufen von 1:100 bis 1:12800 in 

100 µl BLOTTO pro Napf beschichtet. Die Inkubationszeit betrug eine 

Stunde, die Temperatur lag bei 37°C. Es folgte dreimaliges Waschen mit 

Waschpuffer für jeweils eine Minute. Anschließend wurde mit einem 

Antikörper der Ziege gegen das  F(ab`)2-Fragment des Kaninchen IgG, der  

mit Peroxidase konjugiert ist (Code-Nr.: 111-035-047; Dianova, Hamburg), in 

der Konzentration 1:15000 in 100 µl BLOTTO pro Napf beschichtet. Nach 

einer Stunde Inkubation bei 37°C wurde wiederum dreimal mit Waschpuffer 

gewaschen. 

Die Färbung wurde gemäß den Anweisungen des Herstellers mit einer TMB 

(3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidine)-Arbeitslösung (Boehringer, Mannheim) mit 

einer Endkonzentration von 0,42 mmol/l TMB durchgeführt. Dies entspricht 

100 µl TMB in 10 ml Citrat-Puffer (pH 5,5) in Anwesenheit von 0,9 µl 

Wasserstoffperoxid (30%) (Merck, Darmstadt) für eine Platte. Unter 

Lichtabschluß erfolgte die enzymatische Reaktion für 25 min. Sie wurde 

durch Zugabe von 100 µl einer 1 molaren Schwefelsäurelösung (Merck, 

Darmstadt) gestoppt, wobei die Farbe der positiven Ansätze von einem 

blauen in einen gelben Farbton umschlug. Zur Bestimmung der Intensität der 

Färbung wurden die Platten im Photometer (MR 7000 Platten-Lesegerät; 

Dynatech Laboratories, Denkendorf) gemessen. Die Extinktion wurde bei 

zwei verschiedenen Wellenlängen (450 nm und 690 nm) bestimmt und die 

Differenz berechnet. 

2.3.2 Capture-ELISA mit einem polyklonalen Beschichtungsantikörper 

Für den IgM-capture-ELISA wurde die Platte MaxiSorb Nr. 445101 (Nunc, 

Roskilde, Dänemark) verwendet. Sie wurde mit einem polyklonalen 

Ziegenantikörper, der gegen menschliches IgM (µ-Ketten spezifisch) 

gerichtet und 1:5000 verdünnt ist (Code-Nr.: A 475; DAKO, Glostrup, 

Dänemark), in jeweils 100 µl Beschichtungspuffer pro Napf beschichtet und 

über Nacht (maximal 18 h) bei 4°C gelagert. 
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Anschließend wurde die Platte dreimal mit Waschpuffer mit Hilfe der 

Waschapparatur gewaschen. 

Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 200 µl BLOTTO pro Napf bei 

37°C für eine Stunde abgesättigt. Danach wurde erneut dreimal mit 

Waschpuffer gewaschen und dann mit humanem Referenzserum (siehe 

3.5.1) in log-2-Verdünnungsstufen von 1:5000 bis 1:640000 in BLOTTO, mit 

Patientenseren in einer 1:50-Verdünnung in 100 µl BLOTTO pro Napf und 

mit IgM-Standard-Serum (Produkt-Nr.: I 8260; Sigma-Aldrich, Deisenhofen), 

das 1:1000 in 100 µl BLOTTO pro Napf verdünnt wurde, beschichtet. Die 

Inkubationszeit betrug eine Stunde, die Temperatur lag bei 37°C. 

Es folgte dreimaliges Waschen mit Waschpuffer und anschließend wurde mit 

VP1-VLP in einer Konzentration von 700 ng/Napf in 100 µl BLOTTO 

beschichtet, wobei jeder zweite Riegel mit reinem BLOTTO beschichtet 

wurde, um als Negativkontrolle zu dienen. Nachdem eine Stunde bei 37°C 

inkubiert worden war, wurde wiederum dreimal mit Waschpuffer gewaschen 

und anschließend wurden 100 µl/Napf einer Verdünnung der IgG-Fraktion 

des Hyperimmunserums von 1:50.000 in BLOTTO aufgetragen. Nach einer 

Stunde Inkubation bei 37°C erfolgten drei Waschgänge mit Waschpuffer. 

Im Anschluß daran wurden 100 µl/Napf einer Verdünnung von 1:15000 eines 

mit Peroxidase konjugierten Ziegenantikörpers, der gegen IgG des 

Kaninchens gerichtet ist (Code-Nr.: 111-035-047;Dianova, Hamburg), in 

BLOTTO aufgetragen und eine Stunde bei 37°C inkubiert. 

Es folgte erneutes dreimaliges Waschen mit Waschpuffer und anschließend 

wurde die Färbung gemäß den Anweisungen des Herstellers mit einer TMB 

(3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidine)-Arbeitslösung (Boehringer, Mannheim) mit 

einer Endkonzentration von 0,42 mmol/l TMB durchgeführt. Dies entspricht 

100 µl TMB in 10 ml Citrat-Puffer (pH 5,5) in Anwesenheit von 0,9 µl 

Wasserstoffperoxid (30%) (Merck, Darmstadt) für eine Platte. Unter 

Lichtabschluß erfolgte die enzymatische Reaktion für 25 min. Sie wurde 

durch Zugabe von 100 µl einer 1 molaren Schwefelsäurelösung (Merck, 

Darmstadt) gestoppt, wobei die Farbe der positiven Ansätze von einem 

blauen in einen gelben Farbton umschlug. Zur Bestimmung der Intensität der 

Färbung wurden die Platten im Photometer (MR 7000 Platten-Lesegerät; 
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Dynatech Laboratories, Denkendorf) gemessen. Die Extinktion wurde bei 

zwei verschiedenen Wellenlängen (450 nm und 690 nm) bestimmt und die 

Differenz berechnet. 

Anti-VP1-IgM

Peroxidase konjugierter 
Antikörper der Ziege gegen 
Kaninchen-IgG

IgG des Kaninches gegen VP1

VP1-VLP

polyklonaler Antikörper der 
Maus gegen menschliches IgM

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Capture-ELISA mit einem 
polyklonalen Beschichtungsantikörper 

2.3.3 Capture-ELISA mit einem monoklonalen 
Beschichtungsantikörper 

Der Versuchsablauf entspricht bis auf folgende Modifikation dem unter 2.3.2 

beschriebenen IgM-capture-ELISA mit einem polykonalen 

Beschichtungsantikörper. Im ersten Arbeitsschritt wurde mit einem 

monoklonalen gegen menschliches IgM gerichteten Antikörper der Maus (µ-

Ketten spezifisch) (Produkt-Nr.: I 6385; Sigma-Aldrich, Deisenhofen) in der 

Konzentration 1:5000 in jeweils 100 µl Beschichtungspuffer pro Napf 

beschichtet und über Nacht, maximal 18 h, bei 4°C gelagert. Die anderen 

Arbeitsschritte waren identisch. 
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Peroxidase konjugierter 
Antikörper der Ziege gegen 
Kaninchen-IgG

IgG des Kaninches gegen VP1

VP1-VLP

Monoklonaler Antikörper der 
Maus gegen menschliches IgM

Anti-VP1-IgM

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Capture-ELISA mit einem 
monoklonalen Beschichtungsantikörper 

2.4 Indirekter ELISA mit einem Detektionssystem aus zwei 
Antikörpern zum Nachweis von VP1-VLP-spezifischem IgM 

Nach der Beschichtung mit  700 ng rekombinantem VP1-VLP in 100 µL 

BLOTTO je Napf über Nacht bei +4°C wurden die Platten dreimal mit PBS-

Waschpuffer gewaschen. Dann wurden die Platten bei 37°C für eine Stunde 

mit dem Referenzserum (siehe 3.5.1), das in log-2-Verdünnungsstufen von 

1:5000 bis 1: 640000 aufgetragen wurde, den Patientenseren, 1:500 

verdünnt, und dem 1:1000 verdünnten IgM-Standard (Produkt-Nr:: I 8260; 

Sigma-Aldrich, Deisenhofen) als Negativkontrollserum in jeweils 100 µl 

BLOTTO pro Napf inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-

Waschpuffer wurden die Platten mit einem monoklonalen Antikörper der 

Maus gegen menschliches IgM (Produkt-Nr.: I 6385; Sigma-Aldrich, 

Deisenhofen) 1:5000 in BLOTTO verdünnt, mit 100 µL je Napf beschichtet 

und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-

Waschpuffer wurden die Platten mit je 100 µL pro Napf eines 1:5000 in 

BLOTTO verdünnten Peroxidase-konjugierten Ziegenantikörpers gegen IgG 

der Maus (Code-Nr.: 115-035-100; Dianova, Hamburg) inkubiert.  

Die Färbung wurde gemäß den Anweisungen des Herstellers mit einer TMB 

(3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidine)-Arbeitslösung (Boehringer, Mannheim) mit 

einer Endkonzentration von 0,42 mmol/l TMB durchgeführt. Dies entspricht 

100 µl TMB in 10 ml Citrat-Puffer (pH 5,5) in Anwesenheit von 0,9 µl 
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Wasserstoffperoxid (30%) (Merck, Darmstadt) für eine Platte. Unter 

Lichtabschluß erfolgte die enzymatische Reaktion für 25 min. Sie wurde 

durch Zugabe von 100 µl einer 1 molaren Schwefelsäurelösung (Merck, 

Darmstadt) gestoppt, wobei die Farbe der positiven Ansätze von einem 

blauen in einen gelben Farbton umschlug. Zur Bestimmung der Intensität der 

Färbung wurden die Platten im Photometer (MR 7000 Platten-Lesegerät; 

Dynatech Laboratories, Denkendorf) gemessen. Die Extinktion wurde bei 

zwei verschiedenen Wellenlängen (450 nm und 690 nm) bestimmt und die 

Differenz berechnet. 

Anti-VP1-IgM

VP1-V LP

Monoklonaler Antikörper der M aus 
gegen menschliches IgM

Peroxidase-konjugierter 
Antikörper der Ziege gegen IgG 
der M aus

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung des indirekten ELISA mit einem 
Detektionssystem aus zwei Antikörpern zum Nachweis von VP1-VLP-
spezifischem IgM 

2.5 Analyse von Patientenseren auf IgM-Antikörper gegen VP1-
VLP im indirekten ELISA mit einem Detektionssystem aus 
zwei Antikörpern 

2.5.1 Patientenseren 

Das Institut für Laboratoriumsmedizin, Mikrobiologie und 

Transfusionsmedizin (ILMT) des Marienkrankenhauses Hamburg stellte ein 

unausgewähltes Kollektiv menschlicher Seren zur Verfügung, an dem ein 

Screening auf IgM-Antikörper gegen VP1-VLP durchgeführt wurde. Es 

handelte sich dabei um 383 Seren, die entweder direkt am Tag der 
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Entnahme oder nach einer Lagerung bei +4°C (maximal drei Tage) im ELISA 

eingesetzt wurden. 

2.5.2 Referenzkurve 

Parallel zu den Patientenproben wurde auf jeder Platte ein sicher positives 

Serum als Referenzserum mitgeführt, das zuvor in London von W. 

KNOWLES und Mitarbeitern mittels eines Radioimmunoassay (KNOWLES et 

al., 1992) und anschließend im indirekten ELISA mit einem Detektionssystem 

aus zwei Antikörpern auf gegen JC-Virus gerichtetes IgM getestet wurde. 

Aus den Ergebnissen der Messungen im ELISA wurde eine Referenzkurve 

erstellt. Aliquots des Referenzserums wurden in 50%igem Glyzerin bei –80°C 

gelagert und lediglich einmal eingesetzt. Es wurde in acht 

log2-Verdünnungsstufen von 1:5000 bis 1:640000 aufgetragen. 

2.5.3 Versuchsablauf 

Der Versuchsablauf entspricht dem unter 2.4 beschriebenen ELISA. Das 

Referenzserum wurde wie unter 2.5.2 beschrieben aufgetragen und es 

wurden pro Platte zwei Näpfe mit IgM-Standard belegt, der 1:1000 in 100 µl 

BLOTTO pro Napf verdünnt wurde, von denen ein Napf mit VP1-VLP 

beschichtet war und einer mit reinem Puffer. Es wurden 39 Seren pro Platte 

gemessen. Jedes Serum wurde 1:5000 in 100 µl BLOTTO pro Napf verdünnt 

und ebenso wie der IgM-Standard in jeweils zwei Näpfen aufgetragen. Pro 

Versuchstag wurde eine Platte bearbeitet. 

2.5.4 Bestimmung der unteren Nachweisgrenze 

Für diese Arbeit wurden die acht niedrigsten Messwerte im positiven Bereich 

aus den 383 Patientenmessungen ermittelt und die Messung dieser acht 

Seren noch zweimal wiederholt. So erhielt man 24 Werte, die als Grundlage 

für die Bestimmung der unteren Nachweisgrenze dienten. Der Mittelwert 

dieser 24 Werte zuzüglich der fünffachen Standardabweichung wurde als 

untere Nachweisgrenze festgelegt.( CUTLER und WRIGHT, 1989; WEBER 

et al., 1997). 
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Abbildung 7: Darstellung der Extinktionen der 24 negativen Messwerte 

zur Ermittlung der unteren Nachweisgrenze 

2.5.5 Auswertung 

Ein Versuch wurde als verwertbar betrachtet, wenn das Referenzserum in 

der niedrigsten Verdünnung von 1:5000 einen sicher positiven 

Extinktionswert aufwies und mit steigender Verdünnung ein gleichmäßiger 

Abfall der Kurve zu erkennen war. Weiterhin musste der Extinktionswert des 

IgM-Standards unter 0,1 liegen und somit sicher in den negativen Bereich 

fallen. Waren diese Bedingungen erfüllt, wurden die erhaltenen Messwerte 

im Hinblick auf die untere Nachweisgrenze betrachtet und als positiv oder 

negativ bewertet. 

2.6 Analyse der positiven Patientenseren auf IgG-Antikörper 
gegen VP1-VLP 

Die vier positiven Patientenseren wurden zusätzlich auf IgG-Antikörper 

gegen VP1-VLP getestet. Das Versuchsprotokoll entspricht bis auf folgende 

Modifikation dem unter 2.1.3 beschriebenen ELISA. Zusätzlich zu dem 

Referenzserum wurden in demselben Arbeitsschritt die vier Patientenseren 
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(C R, K H, W S und Z H (siehe Tab.1)), die 1:500 in jeweils 100 µl BLOTTO 

pro Napf verdünnt wurden, auf die Platte aufgetragen und wie das 

Referenzserum für eine Stunde bei 37°C inkubiert. 

2.7 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blot 

Alle verwendeten Puffer sind unter 6.4.2 aufgeführt. 

2.7.1 Gießen der Gele 

Die Auftrennung der Proteingemische erfolgte durch Elektrophorese in 

diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen in Gegenwart von Dodecylsulfat 

Natriumsalz (SDS) (LAEMMLI, 1970). 

Es wurden 0,75 mm dicke und 5 cm lange Trenngele (4 ml Acrylamid/Bis 

(Sigma-Aldrich, Deisenhofen), 3,35 ml H2O, 2,5 ml Tris-HCl (Tris: Sigma-

Aldrich, Deisenhofen; HCl (Salzsäure): Merck, Darmstadt) pH 8,8, 100 µl 

10 % [w/v] SDS) sowie 2 cm lange Sammelgele (0,65 ml Acrylamid/Bis, 3,05 

ml H2O, 1,25 ml Tris-HCl  pH 6,8, 50 µl 10 % [w/v] SDS) verwendet. Zur 

Polymerisation wurden unmittelbar vor dem Gießen der Gele 50 µl 10% [w/v] 

Ammoniumpersulfat (APS; Sigma-Aldrich, Deisenhofen) und 5 µl 99% [v/v] 

N,N,N´,N´,-Tetramethylenethyldiamin (TEMED; Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 

zu 9,95 ml Trenngel bzw. 25 µl 10% APS und 5 µl TEMED zu 5 ml 

Sammelgel gegeben. 

2.7.2 Auftragen der Proteingemische und Elektrophorese 

Die zu trennenden Proteingemische wurden in 0,9 % Natriumchlorid-Lösung 

(NaCl; Merck, Darmstadt) auf die gewünschte Konzentration verdünnt und an 

reduzierendem Proben-Puffer im Verhältnis 5/1 für 4 min auf 95°C erhitzt. 

Anschließend erfolgte das Auftragen auf das Sammelgel. 

Auf jedes Gel wurde zudem ein vorgefärbter Molekulargewichtsmarker 

(prestained SDS-Page standard, MW 25 000-127 000 kDa; Sigma-Aldrich, 

Deisenhofen), im Verhältnis 5/1 mit Probenpuffer vermischt und aufgekocht, 

aufgetragen. 

Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstärke von 60 mA pro Gel und 

einer konstanten Spannung von 200 V in einem mit Lauf-Puffer gefüllten mini 
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protean II cell Apparat (BioRad, München) für ca. 45 min durchgeführt, bis 

die Bromphenolblaubande das untere Ende des Gels erreicht hatte. 

2.7.3 Western-Blot 

Nach der Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde das Gel zum Transfer der 

aufgetrennten Proteine mit einer zuvor in Transfer-Puffer befeuchteten 

0,45 µm dicken Nitrocellulose-Membran (Schleicher&Schuell, Dassel) 

bedeckt und luftblasenfrei zwischen je drei Lagen Filterpapier 

(Schleicher&Schuell, Dassel) und zwei Lagen Schaumstoffmatten gelegt. Der 

Transfer wurde vertikal zwischen zwei Kunststoffgittern in einem mit 

Transfer-Puffer gefüllten Puffertank (Trans-Blot Cell; BioRad, München) 

durchgeführt. Bei dem Transfer, der mit 250 mA const. 16 Stunden bei 

Kühlung auf 4°C durchgeführt wurde, war die Nitrocellulose-Membran der 

Anode zugewandt. 

2.7.4 Nachweis von VP1-VLP-spezifischem IgM 

Vor der Inkubation mit den verschiedenen Antikörpern wurde die 

Nitrocellulose-Membran zunächst bei Raumtemperatur für 30 min in 

BLOTTO inkubiert, um die freien Bindungsstellen zu blockieren. Dann wurde 

sie mit dem zu testenden 1:100 in BLOTTO verdünnten Patientenserum für 2 

Stunden bei 37°C inkubiert und anschließend mehrmals sorgfältig mit PBS 

gewaschen, um ungebundene Antikörper zu entfernen. 

Anschließend erfolgte die Inkubation mit einem in BLOTTO verdünnten 

monoklonalen Antikörper der Maus gegen menschliches IgM (Produkt-Nr.: I 

6385; Sigma-Aldrich, Deisenhofen) in der Konzentration 1:2500 für eine 

Stunde bei 37°C, worauf dreimaliges Waschen mit PBS folgte. 

Zur Sichtbarmachung spezifischer Banden wurde die Membran mit einem 

Peroxidase-gekoppelten Antikörper der Ziege gegen IgG der Maus (Code-

Nr.: 115-035-100 Dianova, Hamburg) in der Konzentration 1:5000 in 

BLOTTO für eine Stunde bei 37°C inkubiert. 

Nach anschließendem gründlichen Waschen mit PBS und einem Waschgang 

mit Carbonat-Puffer wurde eine Acetat-Färbung durchgeführt. Dazu wurden 

4 ml Natriumacetat-Puffer, 10 ml 0,25% (w/v) 9-Aminoethylcarbazol (Sigma-

Aldrich, Deisenhofen) und 50 µl 30% (v/v) Wasserstoffperoxid 
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(Merck,Darmstadt) auf 40 ml H2O gegeben und die Membran in dieser 

Lösung 20 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von H2O 

beendet und die Membran zwischen zwei Lagen Filterpapier getrocknet. 



Ergebnisse   26 

3 Ergebnisse 

3.1 ELISA-Plattenauswahl 

Aus dem gepoolten Referenzserum, das IgG-Antikörper gegen VP1-VLP 

enthielt, wurde bei den unterschiedlichen Messungen jeweils eine 

Standardkurve erstellt (Abbildung 8). Die Eignung der fünf unterschiedlichen 

Platten Nr. 475078, 468667, 445101, 475086 und 467679 der Firma Nunc 

(Roskilde, Dänemark) für diesen Test ergab sich daraus, dass die 

Extinktionswerte der positiven Ansätze in einem meßbaren Bereich lagen, 

die Verdünnungsechtheit über acht log-2-Stufen erhalten blieb und die 

Reproduzierbarkeit der Standardkurven gewährleistet war. Die Platten Nr. 

475078 und 445101 wurden noch einmal einzeln im direkten Vergleich 

getestet (Abbildung 9). Als Platte mit den zuverlässigsten und konstant 

reproduzierbaren Ergebnissen stellte sich die Nunc-MaxiSorb Nr. 445101 

heraus. Diese wurde ebenfalls für die ELISAs zum Nachweis von IgM-

Antikörpern gegen VP1-VLP benutzt, bei denen die Platte, ebenso wie zum 

Nachweis von IgG, mit VP1-VLP als Antigen beschichtet wurde. 

Für den IgM-capture-ELISA, bei dem mit einem Antikörper der Maus 

beschichtete wurde, empfahl der Hersteller wegen ihrer hohen 

Bindungskapazität ebenfalls diese Plattenart zu nutzen, woraufhin sie auch 

für diesen Test eingesetzt wurde. 
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Abbildung 8: Standardkurven der fünf getesteten ELISA-Platten 
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Abbildung 9: Standardkurven der Platten 475078 und 445101 im 
direkten Vergleich 

3.2 Direkte ELISA-Verfahren zum Nachweis von VP1-VLP-
spezifischem IgM 

3.2.1 Direkter ELISA mit einem  polyklonalen Peroxidase-konjugierten 
Detektionsantikörper 

In diesem Test war eine Reaktivität des Referenzserums und der 

eingesetzten Patientenseren zu erkennen, jedoch war der Hintergrundwert in 

den Negativkontrollen (jeder zweite Riegel) sehr hoch. An der Referenzkurve 

ließ sich kein eindeutiger Abfall der Extinktionswerte bei Erhöhung des 

Verdünnungsfaktors feststellen und die Werte waren insgesamt so niedrig 

(0,191-0,054), dass keine positive Reaktion zu erkennen war. 

3.2.2 Direkter ELISA mit einem monoklonalen alkalische Phosphatase-
konjugierten Detektionsantikörper 

Bei diesem Versuch wurde ein monoklonaler Detektionsantikörper mit 

alkalischer Phosphatase als Konjugat getestet. Die Ergebnisse waren 

unbefriedigend, da sehr große Hintergrundwerte in den Negativkontrollriegeln 

zu erkennen waren. Die Messwerte waren insgesamt niedrig. Die 

Referenzkurve war nicht zu verwerten, da sie bei Extinktionswerten zwischen 

0,796 und -0,580 keinen gleichmäßigen Abfall erkennen ließ. 
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Abbildung 10: Referenzkurve (Serum Nr. 81/11455) im direkten ELISA 
mit einem monoklonalen alkalische Phosphatase-konjugierten 
Detektionsantikörper 

3.3 Capture-ELISA-Verfahren zum Nachweis von VP1-VLP-
spezifischem IgM 

3.3.1 IgM-capture-ELISA mit einem polyklonalen 
Beschichtungsantikörper 

Die Extinktionswerte waren in diesem Test insgesamt sehr niedrig und es 

ließ sich nicht zwischen Referenzserum, Negativkontrollen in den nicht 

beschichteten Kontrollriegeln und den aufgetragenen teils positiven, teils 

negativen Patientenseren unterscheiden. Die zehn Kontrollseren aus London 

(siehe 6.6) erbrachten nur negative Extinktionswerte, die nicht mit den 

Ergebnissen im Radioimmunoassay korrelierten. Teilweise waren die Werte 

in den Negativkontrollriegeln höher, als die Werte der als positiv 

vorgetesteten Kontrollseren. In einigen Messungen sah es so aus, als gäbe 

es eine spezifische Reaktivität, doch bei der Wiederholung erwiesen sich die 

erhaltenen Werte als nicht reproduzierbar. Eine verwertbare Referenzkurve 

ließ sich nicht erstellen und somit ist auch dieser Test für 

Patientenmessungen ungeeignet. 
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3.3.2 Capture-ELISA mit einem monoklonalen 
Beschichtungsantikörper 

Anstatt eines polyklonalen Beschichtungsantikörpers wurde bei dieser 

Methode ein monoklonaler Beschichtungsantikörper verwendet. Ansonsten 

war der Versuchsablauf zu 3.3.1 identisch. Es wurden deutlich negative 

Werte in den Negativkontrollriegeln (jeder zweite Riegel auf der Platte) 

erreicht, jedoch zeigte von den acht Seren, die zuvor im Radioimmunoassay 

getestet worden waren (siehe 6.6) und hier als Kontrolle fungierten, in der 

Verdünnung von 1:500 keines eine Reaktivität, die mit den Ergebnissen des 

Radioimmunoassay (siehe 6.6) korrelierte. Eine Referenzkurve ließ sich nicht 

erstellen und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse war bei diesem Test 

nicht gewährleistet. Somit war dieses Verfahren für die weitere Verwendung 

als ELISA für den Nachweis von VP1-VLP-spezifischen IgM-Antikörpern 

nicht geeignet.  

3.4 Indirekter ELISA mit einem Detektionssystem aus zwei 
Antikörpern 

Es wurden in der Testphase sechs der im Radioimmunoassay getesteten 

Patientenseren (siehe 6.6) in steigender Verdünnung gemessen. Die 

Ergebnisse werden in der Abbildung 11 dargestellt. Das Serum, das im 

Radioimmunoassay die höchste optische Dichte (OD) aufwies (Nr. 

81/11455), zeigte auch in diesem ELISA die höchsten Extinktionswerte. Die 

anderen Werte entsprachen ebenfalls in der Tendenz den vorherigen 

Ergebnissen. Es ließen sich Verdünnungskurven erstellen und die erhaltenen 

Messwerte waren reproduzierbar. 

Mit diesem ELISA wurde das Kollektiv von 383 Patienten auf IgM-Antikörper 

gegen VP1-VLP untersucht, wobei das Serum Nr. 81/11455 als 

Referenzserum verwendet wurde. 
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Abbildung 11: Verdünnungskurven von sechs im Radioimmunoassay 
vorgetesteten Seren im indirekten ELISA mit einem Detektionssystem 
aus zwei Antikörpern 

3.5 Messergebnisse im indirekten ELISA mit einem 
Detektionssystem aus zwei Antikörpern 

3.5.1 Referenzserum 

Als menschliche Referenzseren im IgM-ELISA wurden sicher positive native 

Seren verwendet, die zuvor in London von W. KNOWLES und Mitarbeitern 

mittels eines Radioimmunoassay (KNOWLES et al., 1992) auf gegen JC-

Virus gerichtetes IgM getestet waren. Es standen für diese Arbeit zehn 

Referenzseren zur Verfügung, die in 6.6 aufgelistet sind, von denen das mit 

dem höchsten im ELISA ermittelten Titer (Abbildung 11) in den Versuchen 

als Referenzserum diente. Dieses Serum (Nr. 81/11455) zeigte auch im 

Radioimmunoassay die höchste Reaktivität (siehe 6.6). Es diente als 

Positivkontrolle für alle Tests. Für den indirekten ELISA mit einem 

Detektionssystem aus zwei Antikörpern wurden aus diesem Serum 

Referenzkurven für alle Messungen der Patientenseren erstellt. Die folgende 

Abbildung zeigt die Standardkurve aus der Mittelung von 16 Referenzkurven 

in einer logarithmischen Darstellung. 
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Abbildung 12: Standardkurve des Referenzserums, über 16 Versuche 
gemittelt 

3.5.2 Ergebnisse der Patientenmessungen 

Es wurden 383 menschliche Seren, die von dem ILMT des 

Marienkrankenhauses in Hamburg zur Verfügung gestellt wurden, auf IgM-

Antikörper gegen VP1-VLP getestet. Es handelte sich dabei um eine 

Screening-Untersuchung eines unausgewählten Kollektivs. Es war jede 

Altersgruppe vertreten und die Erkrankung, wegen der sich der Patient oder 

die Patientin in Behandlung befand, stellte kein Auswahlkriterium dar. 

Der größte Teil der Patientenseren zeigte keine Reaktivität im ELISA. Bei 

120 Seren (120 von 383, 31,3%) waren die Werte in den 

Negativkontrollnäpfen höher als die in den mit VP1-VLP beschichteten 

Näpfen, so dass das Photometer keine Messwerte angab, da es nur 

Differenzen bis zu einem Wert von -0,100 anzeigt. 263 Seren (263 von 383, 

68,7%) erreichten Extinktionswerte über -0,100. Von den 383 Seren wurden 

die 38 (38 von 383, 9,92%) ausgewählt, die die höchsten Extinktionswerte im 

ELISA zeigten (siehe 6.7). Bei diesen wurde die Messung noch zweimal 

wiederholt, um die Reproduzierbarkeit der Messwerte zu überprüfen. Von 

diesen 38 Seren zeigten vier wiederholbar einen Extinktionswert über 0,563 

(untere Nachweisgrenze), der für das Vorliegen von VP1-VLP-spezifischem 

IgM spricht (siehe Tabelle 1). Somit sind vier der 383 getesteten Seren in 

diesem ELISA als positiv zu bewerten (4 von 383, 1,04%). Für das erste 
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dieser vier Seren (CR) lagen die Werte zwischen 1,158 und 1,949, für das 

zweite (KH) zwischen 0,681 und 0,791, für das dritte (WS) zwischen 1,102 

und 1,229 und für das vierte (ZH) zwischen 0,495 und 1,206. Obwohl bei den 

Messungen des vierten Serums einer der Werte unterhalb der unteren 

Nachweisgrenze liegt, wurde es als positiv gewertet, weil die anderen beiden 

Extinktionswerte mit 1,034 und 1,206 deutlich darüber lagen. 

Zwei der gemessenen Seren (2 von 383, 0,52%) erbrachten im Screening 

einmalig positive Messwerte (0,840 und 0,596), die sich bei der 

Wiederholung der Messung aber nicht reproduzieren ließen (siehe Nr. 1 und 

Nr. 37 in 6.7). 

 

Tabelle 1: Positive Patientenseren 

Initialen 

des/der 

Pat. 

Alter Geschlecht 1. 

Wert 

2. 

Wert 

3. 

Wert 

Diagnose zum Zeitpunkt der 

Messung 

C R 65 m 1,949 1,285 1,158 Ureterstenose rechts bei Z.n. 

aorto-femoralem und aorto-

iliacalem Bypass mit konsekutiver 

Pyonephrose rechts bei 

Harnstauungsniere 

K H 26 w 0,791 0,681 0,791 V.a.Plazentainsuffizienz bei 

Wachstumsstillstand in der 

36.SSW 

W S 55 m 1,129 1,229 1,102 Rezidivierende Harnwegsinfekte 

bei Neoblase bei Harnblasen-Ca 

Z H 48 w 1,206 0,495 1,034 Fettleberhepatitis äthyltoxischer 

Genese; diabetische 

Stoffwechsellage unter 

Kortokoidtherapie; ulceröse 

Gastritis/ Bulbitis; 

Hämorrhoidalleiden 

 

Erläuterung: 

Pat. = Patient/in; m = männlich; w = weiblich; Z.n. = Zustand nach; 

V.a. = Verdacht auf; SSW = Schwangerschaftswoche;  Ca = Carcinom 
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Die folgende Darstellung stellt die Meßergebnisse in Form eines Box-Plot dar 

(Abb. 13) und zeigt, selbst unter Einschluß der Konfidenzintervalle, eine 

eindeutig Unterscheidung zwischen positiven und negativen Messwerten. 

Eine Grauzone, in der das Ergebnis nicht eindeutig als positiv oder negativ 

anzusehen ist, zeigt sich nicht.  
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Abbildung 13: Darstellung der Patientenmessungen als Box-Plot 

3.6 Test der positiven Patientenseren auf IgG-Antikörper 
gegen VP1-VLP 

Die Patientenseren, bei denen im indirekten ELISA mit einem 

Detektionssystem aus zwei Antikörpern IgM gegen VP1-VLP nachgewiesen 

worden war, wurden zusätzlich auf den Gehalt an IgG gegen VP1-VLP 

getestet. Die Messergebnisse finden sich in Tabelle 2. 
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Tabelle 2: Ergebnisse des Tests auf VP1-VLP-spezifische IgG-
Antikörper 

Initialen des/der 

Pat. 

Alter Geschlecht Messwert in delta 

OD 

C R 65 m 1,301 

K H 26 w 0,345 

W S 55 m 1,259 

Z H 48 w *** 

 

Erläuterungen: 

Pat. = Patient bzw. Patientin; delta OD = Differenz der optischen Dichte; 

m = männlich; w = weiblich; *** = Messwert liegt oberhalb des vom 

Photometer maximal angegebenen Werts 

3.7 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blot 

Als zweites Verfahren zur Spezifitätskontrolle des ELISA wurden eine 

Polyacrylamid-Gelelektrophorese und ein Western-Blot durchgeführt. Hierfür 

wurden jeweils 70 µg des VP1-VLP in elf Bahnen in der Elektrophorese 

aufgetrennt. Die zehn im Radioimmunoassay auf Antikörper gegen JCV 

getesteten Patientenseren (siehe 6.6) wurden in einer Verdünnung von 1:100 

eingesetzt und der Versuchsablauf entspricht der Beschreibung unter 2.7. 

Die Patientenseren zeigten im Western-Blot keine spezifische Reaktivität 

gegen das rekombinante VP1. Im Bereich von 42 kD, der Größe von VP1, 

zeigte sich keine Farbreaktion. Bei sechs Seren zeigte sich eine schwache 

Farbreaktion bei ca. 80 kD. Hiervon hatte ein Serum einen messbaren IgM-

Titer im ELISA (Nr. 80/933c), bei den anderen ließ sich im ELISA kein Gehalt 

an VP1-spezifischem IgM nachweisen. Eine Korrelation der Messergebisse 

im Western-Blot mit denen im ELISA zeigt sich nicht. 
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4 Diskussion 

4.1 Der ELISA als Nachweismethode für VP1-VLP-spezifische 
Antikörper 

Die Eigenschaft von JCV, Erythrozyten vom Huhn, Meerschweinchen und 

des Menschen zu agglutinieren (PADGETT und WALKER, 1973), stellte die 

Grundlage für eine relativ einfache und preiswerte Methode dar, sowohl JCV-

Antigen als auch gegen JCV gerichtete Antikörper zu messen. Wie 

PADGETT und WALKER zeigen konnten, korrelierten die im 

Hämagglutinations-Hemmtest (hemagglutination-inhibition test, HI-Test) 

erhaltenen Titer von größer als 1:32 mit neutralisierenden Eigenschaften 

desselben Serums im Neutralisationstest (PADGETT und WALKER, 1973). 

Obwohl, wie alle Hämagglutinationsassays von Viren, der HI-Test weder sehr 

genau noch sehr sensitiv war, bildete er die Grundlage für alle bisher 

durchgeführten seroepidemiologischen Untersuchungen sowie 

Antikörperuntersuchungen, die das JC-Virus betrafen (WALKER und 

FRISQUE, 1986). 

Der ELISA wurde zunächst verwendet, um JC-Virionen im menschlichen Urin 

nachzuweisen (ARTHUR et al. 1983; ARTHUR et al., 1985). ARTHUR und 

SHAH berichteten 1988 erstmals über einen ELISA zum Nachweis von 

Antikörpern gegen aufgereinigte JC-Virionen in menschlichen Seren. Der 

ELISA hatte gegenüber dem HI-Test eine gleiche, wenn nicht höhere 

Sensitivität (ARTHUR und SHAH, 1988). Wahrscheinlich aufgrund der 

Schwierigkeiten, JCV in der Zellkultur zu vermehren (MAJOR et al., 1992) 

und damit ausreichende Mengen von Antigen für den ELISA zu gewinnen, 

wurde die Idee eines ELISA zur systematischen Untersuchung der 

humoralen Immunantwort gegen JCV zunächst nicht weiter verfolgt. 

Der ELISA stellt jedoch ein relativ einfaches und schnell durchzuführendes 

Verfahren zum Nachweis von Antikörpern dar, das zudem im Vergleich zu 

anderen immunologischen Methoden auch kostensparend eingesetzt werden 

kann. Gerade für Screening-Untersuchungen eignet er sich besonders, da 
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mehrere Seren in einem Versuchsdurchgang gemessen werden können und 

der Test bei vorbeschichteter Platte nur einen Arbeitstag in Anspruch nimmt. 

Der ELISA zum Nachweis von VP1-VLP-spezifischem IgG wurde 1995 von 

C. TREBST entwickelt und etabliert. In ihren Untersuchungen erwies sich 

das VP1-VLP gegenüber aufgereinigten JC-Virionen als im ELISA 

verwendetes Antigen überlegen. Dieser Test bietet über die Bestimmung 

eines ASI (Anibody-Specifity Index) (REIBER und LANGE, 1991) zwischen 

Liquor- und Serum-Antikörpertitern eine gute diagnostische Methode zum 

Ausschluß einer PML (TREBST, 1995; FRYE et al., 1997). Im Serum lassen 

sich IgG-Antikörper gegen VP1-VLP bei ca. 80% der Bevölkerung 

nachweisen (WEBER et al., 1997; HOU und MAJOR, 2000). Damit ist der 

Durchseuchungsgrad sehr hoch. Auch bei früher durchgeführten 

Untersuchungen waren Kinder im Alter bis zu fünf Jahren bereits zu 45 % 

seropositiv für JCV. Mit zehn Jahren waren es 65 %, und bei der 

erwachsenen Bevölkerung fanden sich bei bis zu 85 % Antikörper gegen 

JCV im Hämagglutinations-Hemmtest (WALKER, 1973; TAGUCHI et al., 

1982). Die Primärinfektion mit JCV scheint also ohne charakteristische 

Symptome in der frühen Kindheit im Sinne einer stillen Feiung zu erfolgen. In 

der Literatur wird lediglich von einem Fall einer schweren 

Meningoenzephalitis bei einem dreizehnjährigen Mädchen berichtet, bei dem 

die Möglichkeit einer Primärinfektion mit JCV bestanden habe (BLAKE et al., 

1992). Ein ELISA zum Nachweis von IgM-Antikörpern, der mit dieser Arbeit 

vorgelegt wird, könnte dabei helfen, die Zusammenhänge zwischen JCV und 

kindlichen Meningoenzephalitiden, die Möglichkeit einer Primärinfektion mit 

JCV bei PML-Patienten oder den eventuell vorhandenen Zusammenhang mit 

anderen Infektionskrankheiten zu klären.  

4.2 Probleme beim serologischen Nachweis von IgM 

Der Nachweis von Antikörpern der Immunglobulinklasse M gestaltet sich 

schwierig. Er ist durch die Instabilität des Moleküls erschwert, wobei die 

richtige Lagerung der Serumproben hierbei schon ein wichtiger Faktor ist. 

Lagerung bei zu warmen Temperaturen oder auch 

Temperaturschwankungen bei Tau- und Gefrierschritten können die Struktur 
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des Moleküls verändern oder sogar zerstören (THOMAS, 1991). Dies hat zur 

Folge, dass die Reaktivität der Antikörper in nachfolgenden Tests verringert 

oder sogar aufgehoben sein kann. Der Prozeß der Antigenerkennung ist 

auch von der Konformation des Antikörpers abhängig (ROITT, 1993). Das 

IgM ist ein besonders labiles Molekül, da es als Pentamer in einer räumlichen 

Struktur vorliegt, bei der die einzelnen Stränge durch Disulfidbrücken 

verbunden sind, die durch äußere Einflüsse leicht verändert werden kann. 

Weiterhin neigt es zur Aggregatbildung, wodurch sich ebenfalls 

antigenerkennende Strukturen verändern oder verlegen können (ROITT, 

1993). Wenn man von der Theorie der räumlichen Komplementarität von 

Epitop und Paratop ausgeht (ROITT,1993), dann können sich serologische 

Tests, die mit mehreren Arbeitsschritten, Zugabe von Reagenzien und 

zwangsläufig auch großen Temperaturschwankungen  einhergehen, 

schwierig gestalten. Man kann versuchen das Risiko der Aggregatbildung 

durch Zugabe von Zusatzstoffen zu vermeiden. Es steht hierfür z.B. das SDS 

zur Verfügung, das zu einer Denaturierung von Proteinen führt (ZEECK, 

1993). Mercaptoethanol und DTT spalten Disulfidbrücken und können damit 

Aggregate lösen (ZEECK, 1993). Bei der hohen Empfindlichkeit des IgM ist 

jedoch auch immer das Risiko einer Auflösung der nativen Struktur des 

Antikörpers und seiner Paratope gegeben, so dass in dieser Arbeit auf den 

Zusatz solcher Stoffe verzichtet wurde.  

Eine immunologische Kreuzreaktivität der Kapsidproteine von JCV und BKV 

läßt sich auf Grund der hohen Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz 

dieser Viren vermuten (FRISQUE et al., 1984). Seroepidemiologische 

Untersuchungen, bei denen Virionen von BKV und JCV zum Nachweis 

Kapsidprotein-spezifischer IgG Antikörper eingesetzt wurden, fanden jedoch 

keine Kreuzreaktivität von Antikörpern der Klasse IgG zwischen JCV und 

BKV Virionen bzw. Kapsidproteinen (ROLLISON et al., 2002). Damit wird 

auch eine Kreuzreaktivität von IgM Antikörpern zwischen BKV und JCV 

unwahrscheinlich. 
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4.3 Die verschiedenen ELISA-Verfahren zum Nachweis von 
VP1-VLP-spezifischem IgM 

Als Testverfahren, dass am einfachsten durchzuführen ist, steht der direkte 

ELISA zur Verfügung, wie er auch im allgemeinen zum Nachweis von IgG 

angewendet wird. In der Literatur zeigt sich jedoch, dass er zum Nachweis 

von IgM weniger geeignet ist, da Interferenzen mit spezifischem IgG des 

jeweiligen Erregers oder auch mit Rheumafaktoren auftreten können  

(KONISHI et al., 1996; ELGH et al., 1995). Die unter 4.2 genannten 

allgemeinen Probleme bei dem Umgang mit IgM sind ebenfalls zu bedenken. 

ELGH et al. führten einen direkten ELISA zum Nachweis von Puumala Virus-

spezifischem IgM durch, bei dem vorher dem zu testenden nativen Serum 

ein RF-Absorbens (Rheumafaktorabsorbens) zugegeben wurde, um 

Interferenzen mit Rheumafaktoren zu vermeiden (ELGH et al., 1995). Auch in 

dieser Arbeit wurde ein solcher direkter ELISA ausprobiert. Dieser Test 

entspricht einem einfachen Sandwich-ELISA wie er auch zum Nachweis von 

IgG-Antikörpern gegen Puumala Virus angewendet wurde. Bei dem Versuch 

des Nachweises von VP1-VLP-spezifischem IgM war in diesem Test zwar 

eine geringe Reaktivität der eingesetzten Seren zu erkennen, jedoch war der 

Hintergrundwert in den Negativkontrollriegeln (jeder zweite Riegel) so hoch, 

dass man nicht von einer spezifischen Reaktion sprechen konnte, sondern 

eine unspezifische Bindung des Detektionsantikörpers an die Platte oder an 

das Antigen wahrscheinlicher war. Ebenso sind die oben genannten 

bekannten Interferenzen mit IgG oder Rheumafaktoren nicht ausgeschlossen 

(ELGH et al., 1995; KONISHI et al., 1996). Hierfür sprechen vor allem die 

hohen Hintergrundwerte. An der Referenzkurve ließ sich kein eindeutiger 

Abfall der Extinktionswerte bei Erhöhung des Verdünnungsfaktors feststellen. 

Aufgrund der unbefriedigenden Ergebnisse wurde diese Methode zunächst 

nicht weiter verfolgt. Da als mögliche Fehlerquelle auch der polyklonale 

Peroxidase-konjugierte Detektionsantikörper in Frage kommen könnte, 

wurde in dem zweiten direkten ELISA ein monoklonaler Detektionsantikörper 

mit alkalischer Phosphatase als Konjugat getestet. Dies geschah unter der 

Vorstellung, dass ein monoklonaler Antikörper weniger unspezifische 

Bindungen eingehen würde als ein polyklonaler Antikörper. Da ein mit 
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Peroxidase konjugierter monoklonaler Antikörper industriell nicht hergestellt 

wurde und somit nicht zur Verfügung stand, wurde versucht, alkalische 

Phosphatase für die Farbreaktion zu verwenden, da ein auf diese Weise 

kombinierter Antikörper käuflich zu erwerben ist. Die Ergebnisse waren 

jedoch unbefriedigend, da wiederum große Hintergrundwerte in den 

Negativkontrollriegeln im Vergleich zu den vermeintlich positiven Seren zu 

erkennen waren. Somit konnte man die Messwerte nicht verwerten, denn 

unspezifische Bindungen an die Platte oder andere Reagenzien oder 

wiederum Interferenzen mit spezifischem IgG oder Rheumafaktoren 

verhinderten wahrscheinlich ein Messen der tatsächlichen Bindung an VP1-

VLP-spezifisches IgM. Die Messwerte waren insgesamt deutlich niedriger als 

in dem ersten ELISA, in dem Peroxidase als Konjugat verwendet wurde. Die 

Referenzkurve war nicht zu verwerten, da sie bei Extinktionswerten zwischen 

0,796 und –0,580 keinen gleichmäßigen Abfall erkennen ließ und somit die 

Verdünnungsechtheit des Referenzserums nicht gegeben war. Ein solcher 

Detektionsantikörper mit alkalischer Phosphatase als Konjugat wurde 

daraufhin nicht weiter eingesetzt. 

Der capture-ELISA ist eine gute und weitverbreitete Methode zum 

serologischen Nachweis von IgM-Antikörpern gegen unterschiedliche 

Erreger, wie z.B. BK-Virus, Rubella, Cytomegalievirus, Toxoplasma gondii 

oder Japanisches Encephalitis Virus (FLAEGSTAD et al., 1985; WIELAARD 

et al., 1985; REVELLO et al., 1991; WEE et al., 1992; KONISHI et al., 1996). 

Für diese Arbeit wurde er in Anlehnung an die Methode von E. KONISHI 

(KONISHI et al., 1996) durchgeführt. Das Ziel hierbei war, die Empfindlichkeit 

und die Meßgenauigkeit des ELISA zu erhöhen und somit eine Analyse im 

Hinblick auf VP1-VLP-spezifisches IgM zu ermöglichen. Die Durchführung 

des ELISA als IgM-capture-ELISA brachte jedoch keine Verbesserung der 

Messwerte. Die Extinktionswerte waren insgesamt sehr niedrig und es ließ 

sich nicht zwischen Referenzserum, Negativkontrollen in den nicht 

beschichteten Kontrollriegeln und Patientenseren unterscheiden. Teilweise 

waren die Werte der Negativkontrollen höher, als die der Positivkontrollen, so 

dass für die delta OD negative Werte angegeben wurden. In einigen 

Messungen sah es so aus, als gäbe es eine spezifische Reaktivität, doch bei 
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der Wiederholung erwiesen sich die erhaltenen Werte als nicht 

reproduzierbar. Eine verwertbare Referenzkurve ließ sich nicht erstellen und 

somit war dieser Test für Patientenmessungen ungeeignet. Die Gründe für 

die unbefriedigenden Ergebnisse sind wahrscheinlich in der Instabilität des 

IgM und den vielen Arbeitsschrittten, mit denen ein capture-Assay im 

Vergleich zu einem direkten ELISA verbunden ist, zu suchen. In der Literatur 

finden sich zahlreiche Beispiele in denen IgM erfolgreich über verschiedene 

Arten von Capture-Assays nachgewiesen wurde (FLAEGSTAD et al., 1985; 

WIELAARD et al., 1985; REVELLO et al., 1991; WEE et al., 1992; KONISHI 

et al., 1996), doch in diesem Fall führte dieses Verfahren nicht zum Erfolg. 

Daraufhin wurde versucht, die Methode zu verbessern, indem anstatt eines 

polyklonalen Beschichtungsantikörpers ein monoklonaler verwendet wurde. 

Der polyklonale Beschichtungsantikörper war zunächst benutzt worden, da 

zum Nachweis von BKV-spezifischem IgM in der Arbeit von FLAEGSTAD et 

al. ebenfalls ein solcher eingesetzt wurde (FLAEGSTAD et al., 1985). Wegen 

der strukturellen Ähnlichkeit von BKV und JCV wurde angenommen, dass 

diese Methode funktionieren könnte. Doch bei unbefriedigendem Ergebnis 

wurde nun ein monoklonaler Beschichtungsantikörper eingesetzt, um die 

Spezifität der Bindung von IgM an die beschichtet Platte zu erhöhen. Mit 

diesem Verfahren wurden zwar deutlich negative Werte in den 

Negativkontrollriegeln (jeder zweite Riegel auf der Platte) erreicht, was für 

weniger unspezifische Bindungen an die beschichtete Platte spricht,  jedoch 

zeigte auch das Referenzserum als Positivkontrolle keine deutliche 

Reaktivität mehr. Eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse war bei diesem 

Test ebenfalls nicht gewährleistet und somit war er für die weitere 

Verwendung als ELISA für den Nachweis von VP1-VLP-spezifischem IgM 

ebenfalls nicht geeignet. 

Da die oben beschriebenen direkten ELISA-Verfahren und auch die 

angewendeten Capture-Assays zu keinem befriedigenden Ergebnis führten, 

wurde versucht, die menschlichen IgM-Antikörper gegen VP1-VLP mittels 

eines indirekten ELISA mit einem monoklonalen Antikörper der Maus gegen 

menschliches IgM und mit Peroxidase als Konjugat für die Farbreaktion 

nachzuweisen. Bei diesem Verfahren wurde die zunächst recht einfache 
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Methode eines direkten ELISA mit einem indirekten Nachweisschritt eines 

Detektionsystems aus zwei Antikörpern kombiniert. Es wurde hierfür der Test 

nach ELGH (ELGH et al., 1995) durch das Detektionssystem nach WEE 

(WEE et al., 1992) modifiziert. Das bedeutet, dass innerhalb eines direkten 

ELISA die Detektion von spezifischem IgM durch einen monoklonalen 

Antikörper erfolgt, der wiederum über Peroxidase als Substrat nachgewiesen 

wird. Leider war ein solcher monoklonaler Antikörper, der mit Peroxidase 

konjugiert ist, nicht erhältlich. Das Substrat sollte aber Peroxidase sein, da 

der bereits beschriebene Versuch mit alkalischer Phosphatase als Substrat 

fehlgeschlagen war. So mussten zwei Antikörper kombiniert werden, um 

dieses Ziel zu erreichen. Dies wurde nun in Anlehnung an J.L.K. WEE et al. 

durchgeführt, die mit einem Detektionssystem aus zwei Antikörpern 

erfolgreich IgM-Antikörper gegen Antigene von Toxoplasma gondii durch 

einen capture-ELISA nachgewiesen hatten (WEE et al., 1992). Durch diese 

neuartige Methode erbrachten die im Radioimmunoassay durch 

W.KNOWLES positiv getesteten Patientenseren (KNOWLES et al., 1992) 

entsprechende Extinktionswerte in diesem indirekten ELISA-Verfahren. Das 

Serum, das im Radioimmunoassay die höchste Anzahl an Units erbrachte, 

zeigte auch in diesem ELISA den höchsten Extinktionswert (Nr. 81/11455). 

Dieses Serum wurde als Positivkontrolle und Referenzserum für die weiteren 

Messungen verwendet. Die Referenzkurven, die daraus wiederholt erstellt 

wurden, lagen in der Verdünnung 1:5000 immer im sicher positiven Bereich 

und zeigten mit steigendem Verdünnungsfaktor einen gleichmäßigen Abfall 

bis unter die Nachweisgrenze. Die Standardkurve zeigt in logarithmischer 

Darstellung einen linearen Abfall mit steigendem Verdünnungsfaktor 

(Abbildung 12). Die positiven Ergebnisse waren reproduzierbar und die 

Negativkontrolle, die der IgM-Standard darstellte, erbrachte negative 

Extinktionswerte, so dass falsch positive Ergebnisse sehr unwahrscheinlich 

waren. Die Hintergrundwerte, die sich an den Negativkontrollriegeln ablesen 

ließen, waren zwar immer noch relativ hoch, jedoch in ihrer Höhe deutlich 

abgegrenzt gegen die Extinktionswerte des positiven Serums. Gegen falsch 

positive Ergebnisse sprachen die Reproduzierbarkeit der Kurven und der 

gleichmäßige Abfall mit steigender Serumverdünnung. Es wurden 
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Kreuztitrationen durchgeführt, um eine Kreuzreaktivität der einzelnen 

Reagenzien untereinander oder mit der Platte unabhängig von der 

Anwesenheit von VP1-VLP zu prüfen. Sie erbrachten aber allesamt negative 

Werte, so dass von einer Spezifität dieses Tests für menschliche IgM-

Antikörper gegen VP1-VLP ausgegangen werden kann. Mit diesem ELISA 

wurde eine Screening-Untersuchung von 383 Patienten auf IgM-Antikörper 

gegen VP1-VLP durchgeführt, deren Ergebnisse unter 4.4 näher erläutert 

werden.  

4.4 Der indirekte ELISA mit einem Detektionssystem aus zwei 
Antikörpern zum Nachweis von IgM-Antikörpern gegen 
VP1-VLP 

4.4.1 Bedeutung von Positiv- und Negativkontrolle sowie Aussagekraft 
der Referenzkurve 

Ein wichtiger Bestandteil dieses Testverfahrens ist eine geeignete 

Positivkontrolle, die im Versuchsstadium den einzigen Anhalt für ein 

Gelingen des Versuchs darstellt. Für diese Arbeit wurden zehn Seren von W. 

KNOWLES zur Verfügung gestellt, die zuvor in London mittels eines 

Radioimmunoassays auf den Gehalt von VP1-VLP-spezifischem IgM 

getestet worden waren. Unter diesen Seren befanden sich positive Proben, 

von denen eine als Referenzserum für die folgenden Versuche ausgewählt 

wurde. Ohne Referenzseren wäre die Entwicklung dieses Tests nicht möglich 

gewesen. In allen Untersuchungen fand sich bei steigender Verdünnung des 

Referenzserums ein linearer Abfall der gemessenen OD. Um stärkere 

Schwankungen der OD-Werte des Referenzserums zu vermeiden, müssen 

die Zusammensetzung und/oder Lagerbedingungen des Referenzserums 

verbessert werden. Analog dem Vorgehen bei dem IgG ELISA (WEBER et 

al., 1997) kann ein Referenzserum aus mehreren Seren gepoolt werden,die 

IgM-VP1-VLP-spezifische Antikörper enthalten. Die Stabilität dieses Serums 

müßte in verschiedenen Puffern validiert werden. Die Lyophilisierung der 

Seren und anschließende Lagerung des reinen IgM in 20 mM TBS-Puffer mit 
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0,5M NaCl bei –20°C oder niedrigeren Temperaturen wäre eine mögliche 

Methode (STIESS, 2002). 

Für jede Platte wurde aus dem positiven Referenzserum eine Referenzkurve 

erstellt, mit der es möglich war, die Extinktionswerte der Messungen der 

einzelnen Patientenseren im Bezug auf das Referenzserum einzuordnen. So 

wurde der Vergleich der Messungen auf unterschiedlichen Platten, zu 

verschiedenen Zeitpunkten und unter eventuell unterschiedlichen anderen 

äußeren Bedingungen ermöglicht. Mit der Festlegung einer unteren 

Nachweisgrenze, wie unter 4.4.2 beschrieben, (CUTLER et al., 1989; 

TREBST, 1995) wurde ermöglicht, dass die Werte, die als positiv definiert 

wurden, auch auf jeder der Platten reproduzierbar positiv  gemessen werden 

konnten. Die Referenz- und Standardkurve ermöglicht den Vergleich der 

Extinktionswerte zwischen verschiedenden ELISA-Platten. Zusätzlich 

gestattet dieses Verfahren die Plausibilitätskontrolle aller eingesetzten 

Reagenzien. 

Als Negativkontrolle für den Nachweis einer Bindung von unspezifischem 

IgM, diente ein IgM-Standard, der polyklonales menschliches IgM enthält 

(Sigma Aldrich, Deisenhofen). Es wurden immer zwei Näpfe pro Platte mit 

diesem polyklonalen IgM belegt. In dem erfolgreichen indirekten ELISA mit 

einem Detektionssystem aus zwei Antikörpern, wurde der Versuch als 

verwertbar betrachtet, wenn die Extinktion dieses Standards den Wert 0,1 

nicht überschritt. Dieser Wert wurde willkürlich festgelegt und hat sich als 

guter Richtwert erwiesen. Wenn ein Extinktionswert von 0,1 für diese 

Kontrolle überschritten wurde, waren auch die Werte der 

Patientenmessungen meist ungewöhnlich hoch oder die Referenzkurve 

zeigte keinen gleichmäßigen Abfall mehr. 

4.4.2 Die untere Nachweisgrenze 

Die untere Nachweisgrenze ist diejenige Grenze, ab der eine Reaktion als 

positiv zu werten ist. Das bedeutet, oberhalb der unteren Nachweisgrenze 

sind in einer Serumprobe eindeutig Antikörper nachweisbar. Sie wird 

oberhalb einer von CUTLER und WRIGHT (1989) für den ELISA 

beschriebenen Grauzone festgelegt, bei der positive und negative 
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Ergebnisse nicht mehr eindeutig zu differenzieren sind. Gewöhnlich 

errechnet sie sich aus einer Multiplikation der Standardabweichung addiert 

zum Mittelwert der Reaktion negativer Kontrollseren mit dem Antigen. Meist 

handelt es sich dabei um die zwei- bzw. dreifache Standardabweichung 

addiert zum Mittelwert (KLEIMAN et al., 1983; MÜLLER et al., 1987) 

Die Definition von Negativseren war bei diesem Test sehr schwierig, da er 

noch nicht standardisiert ist. Deshalb wurde, in Anlehnung an die Arbeit von 

C. TREBST (TREBST, 1995), die untere Nachweisgrenze auf folgende 

Weise festgelegt. Es wurden 383 Seren eines unausgewählten Kollektivs 

untersucht und die 8 Seren mit den geringsten Messwerten größer Null, als 

negativ definiert. Die Messung dieser Seren wurde noch zweimal wiederholt, 

so dass 24 relativ sicher negative Werte zur Verfügung standen. Aus diesen 

Werten wurde der Mittelwert und die Standardabweichung der gemessenen 

Extinktionen errechnet und die untere Nachweisgrenze als Mittelwert 

zuzüglich der fünffachen Standardabweichung festgelegt. Abbildung 7 stellt 

die 24 Werte, sowie den Mittelwert (0,103), die Standardabweichung (0,092) 

und die ermittelte untere Nachweisgrenze (0,563) dar. Die Patientenseren, 

die in der Screening-Untersuchung Extinktionswerte über dieser unteren 

Nachweisgrenze erbrachten, lagen auch bei zweimaliger Wiederholung des 

Tests mit Werten über 0,563 im positiven Bereich und somit erwiesen sich 

die Ergebnisse als reproduzierbar. In der Literatur wird die untere 

Nachweisgrenze für einen IgM-ELISA, wie oben genannt, meist bei dem 

Mittelwert sicher negativer Messwerte zuzüglich der zwei- (KLEIMAN et al., 

1983) bzw. dreifachen (MÜLLER et al.; 1987, HO et al., 1989) 

Standardabweichung festgelegt. Bei diesem Testverfahren hätte der 

Mittelwert zuzüglich der zweifachen Standardabweichung 0,287 betragen. 

Bei dieser unteren Nachweisgrenze wären in der Screening-Untersuchung 

acht Seren in den positiven Bereich gefallen, deren Messwerte sich nicht in 

dieser Höhe reproduzieren ließen (Serum Nr. 1, 17, 19, 20, 21, 23, 24 und 37 

(siehe 6.7)). Somit hätte man acht (8 von 383, 2,09%) falsch positive 

Ergebnisse erhalten. Bei der Festlegung der unteren Nachweisgrenze als 

Mittelwert zuzüglich der dreifachen Standardabweichung, die 0,379 betragen 

würde, hätte es sich ähnlich verhalten. Hierbei wären sechs Testergebnisse 
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(6 von 383, 1,57%) falsch positiv ausgefallen (Serum Nr. 1, 17, 21, 23, 24 

und 37 (siehe 6.7)). Bei der letztlich festgelegten Nachweisgrenze von 0,563, 

die, in Anlehnung an die Arbeit von TREBST (1995), dem Mittelwert plus der 

fünffachen Standardabweichung entspricht, liegt keiner der 24 als negativ 

angenommenen Serumwerte im positiven Bereich und man erhält zwei falsch 

positive Werte aus den 383 Messungen der Screeninguntersuchung (2 von 

383, 0,52%) (Serum Nr. 1 und 37 (siehe 6.7)), die sich nicht als positive 

Werte reproduzieren lassen. 

Ein Hinweis auf falsch negative Werte ergibt sich nicht, da keiner der im 

Screening als negativ getesteten Werte innerhalb der Mehrfachmessungen in 

der zweiten oder dritten Messung einen positiven Messwert erbrachte. Damit 

ist die Möglichkeit falsch negativer Messwerte nicht ausgeschlossen, dürfte 

aber sehr unwahrscheinlich sein. Die Instabilität des IgM an sich kann 

natürlich ebenfalls eine Ursache von falsch negativ gemessenen Werten 

sein. In einem solchen Fall wird auch die mehrfache Wiederholung der 

Messung keine Änderung des negativen Messwertes erbringen. Es besteht 

ebenso die Möglichkeit von falsch positiven Messwerten. Diese könnten zum 

Beispiel durch das Vorhandensein von Rheumafaktoren erklärt sein, die 

ebenfalls der Immunglobulinklasse M angehören (BUKH et al., 1988). Auch 

unspezifisches oder gegen andere Antigene gerichtetes IgM  könnte eine 

falsch positive Reaktion vortäuschen (MANIER-MONTREUIL et al., 1987). 

Gegen diese Annahme spricht jedoch vor allem die geringe Anzahl an 

positiven Ergebnissen und die fehlende Reaktivität mit dem eingesetzten 

IgM-Standard, so dass hierfür kein Anhalt besteht. Ebenso ist die Interferenz 

mit gegen VP1-VLP gerichtetem IgG nicht auszuschließen und muß als 

Fehlerquelle in Betracht gezogen werden (ELGH et al., 1995; KONISHI et al. 

1996). Aber auch hierbei wäre eine weit größere Anzahl an positiven Seren 

zu erwarten gewesen, wenn man die hohe Durchseuchung der Bevölkerung 

mit gegen VP1-VLP gerichtetem IgG bedenkt.  

Die Darstellung der Meßergebnisse als Box-Plot (Abb. 13) zeigt, dass 

positive und negative Messwerte sich, selbst unter Einschluß der 

Konfidenzintervalle, eindeutig unterscheiden lassen. Eine Grauzone, in der 
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das Ergebnis nicht eindeutig als positiv oder negativ anzusehen ist, zeigt sich 

nicht.  

4.4.3 Interpretation der Messergebnisse  

Mittels dieses ELISA wurden vier von 383 Seren als positiv für den Gehalt an 

VP1-VLP-spezifischem IgM getestet. Das liefert zunächst den Hinweis, dass 

bei vier Personen (4 von 383, 1,04%) eine frische oder reaktivierte Infektion 

mit JC-Virus vorliegt. Da die vier Seren auch positiv für VP1-VLP-

spezifisches IgG waren, handelt es sich um eine reaktivierte Infektion. Dieses 

Immunglobulinmuster spricht für eine Infektion des Organismus mit einem 

schon bekannten Erreger im Sinne einer Sekundärreaktion, wobei der 

Zeitpunkt der Primärinfektion unbekannt ist (THOMAS et al., 1991). In 

diesem unausgewählten Normalkollektiv, entspricht dies einem Anteil von 

1,04%, der eine frische oder reaktivierte Infektion mit JC-Virus aufweist. 

Wenn man die extrem hohe Durchseuchung der Bevölkerung mit VP1-VLP-

spezifischem IgG bedenkt, die bis zu 85% angegeben wird (siehe 1.1), 

erscheint diese Zahl durchaus plausibel. Für eine reaktivierte Infektion spricht 

das Alter der Patienten zwischen 26 und 65 Jahren, da die Erstinfektion eher 

im Kindes- und Jugendalter auftritt. Zwei der Patienten zeigen Erkrankungen 

der Harnwege (siehe Tab. 1), was unter dem Gesichtspunkt interessant ist, 

dass JCV nach der Primärinfektion in der Niere persistiert (ANDREWS et al., 

1988). In weiteren Arbeiten sollte eine mögliche Assoziation von JCV mit 

akuten oder reaktivierten Infekten des Urogenitaltraktes untersucht werden. 

Es zeigen sich auch Parallelen zur BKV-Infektion, da dieses Virus ebenfalls 

in der Niere persistiert und Antikörper vom Typ des IgG und auch des IgM 

gehäuft bei Harnwegserkrankungen, in der Schwangerschaft und auch unter 

Immunsuppression nach z.B. Organtransplantation nachgewiesen werden 

können (FLAEGSTAD et al., 1985, ANDREWS et al., 1988). Die 26jährige 

Patientin K H befand sich in der 36. SSW und die 48jährige Patientin Z H 

erhielt eine Kortikoidtherapie. Somit sind insgesamt betrachtet bei allen vier 

Patienten, die einen positiven Messwert von IgM gegen VP1-VLP aufwiesen, 

bekannte Umstände für ein Auftreten von IgM-Antikörpern gegen humane 

Polyomaviren erfüllt. Dies spricht für die Richtigkeit der erhaltenen 
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Messwerte und für die Reliabilität des vorgestellten Tests. KNOWLES et al. 

geben eine Zahl von 15% eines Kollektivs von gesunden Blutspendern an, 

bei denen JCV-spezifisches IgM nachgewiesen wurde (KNOWLES et al., 

1992). Dieser hohe Prozentsatz konnte mittels dieses ELISA nicht bestätigt 

werden. Es ist jedoch zu bedenken, dass von KNOWLES et al. ein MACRIA 

unter Einsatz von kompletten JC-Viren zum Nachweis diente. Das komplette 

Virus enthält neben VP1-VLP auch VP2 und VP3 (WALKER, 1985). Hierbei 

ist zudem unbekannt, wie viele Epitope des viralen Antigens unter in-vitro-

Bedingungen linear und wie viele nativ bzw. räumlich vorliegen, da die 

Denaturierung von Proteinen mit Veränderungen der Konformation dieses 

Antigens einhergeht und so auch die räumliche Komplementarität von Epitop 

und Paratop, die für immunologischen Reaktionen von Bedeutung ist, 

verändern kann (ROITT, 1993). Dieser Prozess erklärt, warum sich im 

Western Blot keine Bindung des IgM an VP1-VLPs bzw. VP1 findet. Die 

konformationellen Epitope sind offensichtlich diejenigen, die von IgM erkannt 

werden, während IgG sowohl lineare Epitope als auch konformationelle 

Epitope erkennt (WEBER und MAJOR, 1997).  Die Durchführung des 

MACRIA erfolgte außerdem als capture-ELISA unter Anwendung eines JC-

spezifischen monoklonalen Antikörpers, der ebenfalls gegen das komplette 

JC-Virus gerichtet ist und der Nachweis des gebundenen Antikörpers erfolgte 

mittels Radioaktivität (KNOWLES et al., 1992). In dem in dieser Arbeit 

vorgestellten indirekten ELISA wird rekombinantes VP1-VLP als 

hochspezifisches Antigen eingesetzt, was mit sich bringt, dass die 

Wahrscheinlichkeit von unspezifischen Bindungen verringert wird. Auch 

hierbei ist nichts über die Konformation des Proteins zum Zeitpunkt der 

Reaktion bekannt, aber es handelt sich um nur ein Strukturprotein des JC-

Virus und somit sind die Möglichkeiten der Komformationsänderung begrenzt 

und es kann eine höhere Spezifität vermutet werden (GOLDMANN et al., 

1999). Ein direkter Vergleich des MACRIA und des ELISA mit einem 

Detektionssystem aus zwei Antikörpern ist demzufolge nicht möglich.  

Über die oben genannten Faktoren hinaus konnten z.B. bezüglich des Alters, 

der Diagnosen oder anderer Merkmale keine direkten Parallelen bei den vier 

im ELISA positiv getesteten Personen gezogen werden (siehe Tabelle 1), so 
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dass sich, abgesehen von den bekannten Faktoren, kein weiterer Hinweis 

auf die möglichen Symptome einer Primärinfektion oder die Bedingungen, 

unter denen eine Reaktivierung der Infektion auftritt, ergeben. Mit Hilfe 

dieses ELISA wäre es, nach weiterer Optimierung, jedoch möglich, bei PML-

Patienten eine Titerbestimmung für VP1-VLP-spezifisches IgM 

vorzunehmen, um zwischen einer zurückliegenden Infektion, bei der nur IgG 

nachzuweisen wäre, und einer frischen bzw. reaktivierten Infektion durch den 

Nachweis von IgM-Antikörpern zu unterscheiden. Unter Umständen könnten 

sich hieraus in Zukunft therapeutische oder auch prognostische Unterschiede 

ergeben. 

4.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blot 

Als zweites Verfahren zur Spezifitätskontrolle des ELISA wurden eine 

Polyacrylamid-Gelelektrophorese und ein Western-Blot durchgeführt. Die 

Patientenseren zeigten im Western-Blot keine spezifische Reaktivität gegen 

das rekombinante VP1-VLP. Im Bereich von 42 kD, der Größe von VP1-VLP, 

zeigte sich keine Farbreaktion. Bei sechs Seren zeigte sich eine schwache 

Farbreaktion bei ca. 80 kD. Es könnte sich dabei um eine Reaktion mit 

Dimeren des VP1-VLP handeln, die aufgrund unvollständiger Denaturierung 

der VP1-VLPs mit SDS entstanden sind (GUIRAKHOO, 1990). Im Fall einer 

kompletten Denaturierung sind eher keine erkennbaren Banden zu erwarten. 

Die Aufspaltung der Disulfidbrücken durch die Zugabe von β-N-

Mercaptoethanol hat wahrscheinlich eine Konformationsänderung der VP1-

VLP-Moleküle zur Folge (ZEECK, 1992). Hierdurch könnten die Epitope des 

Antigens linear entfaltet und nicht mehr konformationell vorliegen, wodurch 

die Antikörper-Antigen-Erkennung verhindert werden kann. Unter der 

Vorstellung der räumlichen Komplementarität von Epitop und Paratop kann 

unter diesen Bedingungen die gewünschte Reaktion nicht mehr stattfinden 

(ROITT, 1993). Die Durchführung eines Western-Blots zum Nachweis von 

IgM-Antikörpern gestaltet sich somit als sehr schwierig und ist in dieser 

Arbeit nicht gelungen. 
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4.6 Ausblick auf das Screening ausgewählter 
Patientenkollektive 

Um die Sensitivität und die Spezifität des vorgestellten ELISA zu prüfen, sind 

sicher noch etliche Arbeitsschritte erforderlich. Als nächster Schritt steht die 

Durchführung von Screeninguntersuchungen an ausgewählten 

Patientenkollektiven an. Hierbei sollte zunächst ein Kollektiv ausgewählt 

werden, bei dem die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens von IgM-Antikörpern 

gegen VP1-VLP relativ hoch ist,  und im Gegensatz dazu ein Kontrollgruppe, 

bei der man kein Vorliegen der betreffenden Antikörper vermutet. Zu der 

ersten Gruppe gehören nach der vorliegenden Literatur Schwangere, 

Immunsupprimierte, Patienten mit Harnwegserkrankungen und Patienten mit 

Z.n. Nieren oder Knochenmarkstransplantation (ANDREWS et al., 1988; 
FLAEGSTAD et al., 1985). Analog der Bestimmung von VP1-spezifischem 

IgG sollte in einer solchen Untersuchung ein quantitativer ELISA eingesetzt 

werden, der unter Bezugnahme auf willkürliche Einheiten der Referenzkurve 

zwischen 0 und 100 eine vergleichende Bestimmung von VP1-spezifischem 

IgM gestattet (WEBER et al., 1997). 
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5 Zusammenfassung 

Die PML ist eine demyelisierende Erkrankung des ZNS, von der vorwiegend 

immunsupprimierte Patienten betroffen sind und die in der heutigen Zeit 

hauptsächlich bei HIV infizierten Patienten beobachtet wird. Als ätiologisches 

Agens ist das JC-Virus nachgewiesen. VP1 ist das Hauptstrukturprotein des 

JC-Virus und wird unter anderem in immunologischen Tests zum Nachweis 

von Antikörpern eingesetzt. In dieser Arbeit wird ein neuer ELISA zum 

serologischen Nachweis von VP1-VLP (virus-like-particle)-spezifischem IgM 

vorgestellt. Es handelt sich um einen indirekten ELISA, in dem ein 

Detektionssystem aus zwei Antikörpern und Peroxidase als Substrat für die 

Farbreaktion verwendet wird. Ein unausgewähltes Normalkollektiv von 383 

Personen wurde mittels dieses ELISA auf IgM-Antikörper, die gegen VP1-

VLP gerichtet sind, untersucht. Bei vier von 383 Personen war VP1-VLP-

spezifisches IgM nachzuweisen, was einem Prozentsatz von 1,04 % 

entspricht. Es steht mit diesem ELISA eine neue Methode zum einfachen 

und schnellen serologischen Nachweis von VP1-VLP-spezifischem IgM zur 

Verfügung, die nach weiterer Optimierung dazu dienen kann, eine frische 

Infektion mit JC-Virus oder die Reaktivierung einer früheren Infektion 

nachzuweisen und somit zur Klärung der Primärinfektion mit JC-Virus, sowie 

der Erweiterung des Wissens über die Pathogenese und Ätiologie der PML 

beizutragen. 
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6 Anhang 

6.1 Abkürzungsverzeichnis 

AIDS Aquired immunodeficiency syndrome 

AK Antikörper 

APS Ammoniumpersulfat 

ASI Antikörper-Spezifitäts-Index 

BKV BK-Virus 

BLOTTO Bovine lacto transfer technic optimizer 

bzw. beziehungsweise 

°C Grad Celsius 

Ca Carcinom 

CART Combined antiretroviral therapy 

CDC-

Klassifikation 

Centers for disease control-Classification 

cm Zentimeter 

const. constant 

dOD Differenz der optischen Dichte 

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 

et al. und andere 

h Stunde 

H2O Wasser 

HAART Highly active antiretroviral therapy 

HCl Salzsäure 

HI Haemagglutination-inhibition-test, 

Hämagglutinationshemmtest 

HIV Human immunodeficiency virus 

HMPAO Hexamethylpropylenaminoxim 

IgG Immunglobulin der Klasse G 

IgM Immunglobulin der Klasse M 
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ILMT Institut für Laboratoriumsmedizin und 

Transfusionsmedizin 

JCV JC-Virus 

kDa Kilodalton 

log Logarithmus 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

µm Mikrometer 

m männlich 

mA MilliAmpere 

MACRIA M-antibody-capture radioimmunoassay 

min Minute 

ml Milliliter 

mm Millimeter 

mmol milliMol 

MRI Magnet resonance imaging 

MW molecular weight, Molekulargewicht 

N Normal 

NaCl Natriumchlorid 

NaOH Natronlauge 

ng Nanogramm 

Nr. Nummer 

Pat. Patient/-in 

PBS Phosphate buffered saline 

PBS Phosphate buffered saline 

PCR Polymerase chain reaction 

PML Progressive multifokale Leukoenzephalopathie 

pNPP p-Nitrophenol-Phosphat 

SDS Dodecylsulfat Natriumsalz 

Sf Spodoptera frugiperda 

SPECT Single-Photon-Emissionstomographie 

SSW Schwangerschaftswoche 
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SV 40 Simian virus 40 

TEMED N, N, N´,-N´-Tetramethylethyldiamin 

TMB 3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidine 

V Volt 

V.a. Verdacht auf 

v/v volume per volume 

VLP Virus-like particle 

VP 1 Virusprotein 1 

w weiblich 

w/v weight per volume 

z.B. zum Beispiel 

Z.n. Zustand nach 
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6.4 Puffer  

Die Puffer sind in alphabetischer Reihenfolge aufgeführt. 

6.4.1 ELISA  

Beschichtungspuffer 15 mM Na2CO3 , 35 mM NaHCO3, 3 mM NaN3

(alles Merck, Darmstadt), pH 9,6 

BLOTTO bovine lacto transfer technic optimizer; 5% [w/v] 

fettfreie Trockenmilch (Töpfer 

GmbH,Dietmannsried), 0,2% [v/v] TWEEN 20 

(Merck, Darmstadt) angesetzt in PBS 

Carbonat-Puffer 100 mM Natriumhydrogencarbonat (Merck, 

Darmstadt), 1 mM Magnesiumchlorid (Merck, 

Darmstadt), pH 9,8 

Citrat-Puffer 0,1 M Zitronensäure-Monohydrat (Merck, 

Darmstadt), pH 5,5 (eingestellt mit 1 M NaOH) 

PBS phosphate buffered saline; 3 mM 

Kaliumdihydrogenphsphat, 17 mM di-

Natriumhydrogenphosphat, 120 mM Natriumchlorid 

(alles Merck, Darmstadt), pH 7,2 

PBS-Waschpuffer PBS + 0,05% [v/v] TWEEN 20 

TBS tris buffered saline; 20 mM Tris (Sigma-Aldrich, 

Deisenhofen), 500 mM NaCl (Merck, Darmstadt), 

pH 7,5 

TBS-Waschpuffer TBS + 0,05% [v/v] TWEEN 20 
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6.4.2 Western Blot 

Carbonat-Puffer 100 mM Natriumhydrogencarbonat (Merck, 

Darmstadt), 1mM Magnesiumchlorid (Merck, 

Darmstadt)  , pH 9,8 

Lauf-Puffer 0,9 g Tris-base (Sigma-Aldrich, Deisenhofen), 

4,32 g Glycine (BioRad, München), 0,6 ml 10 % 

SDS auf 300 ml H2O 

Natriumacetat-Puffer 0,272 % Natrium-Acetat, 0,9 % Eisessig (beides 

Merck, Darmstadt) auf 1 Liter H2O  

(Aqua ad iniectabilia; Braun, Melsungen) 

Proben-Puffer 3,8 ml H2O, 1 ml 0,5 M Tris-Cl pH 6,8, 0,8 ml 

Glycerol (Merck, Darmstadt), 1,6 ml 

10 % SDS (sodium dodecyl sulfate, Dodecylsulfat 

Natriumsalz; Merck, Darmstadt), 0,4 ml 0,5 %  [w/v] 

Bromphenol blau (Merck, Darmstadt), 

0,4 ml Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, 

Deisenhofen) 

Transfer-Puffer 20 mM Natriumdihydrogenphosphat, 20 mM Di-

Natriumhydrogenphosphat, 20% [v/v] Methanol 

(alles Merck, Darmstadt), 0,02% [w/v] SDS 
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6.5 Humanes Referenzserum für die Auswahl der Platten 

Es wurden sieben Patienten ausgewählt, die im Rahmen der Dissertation von 

C. TREBST (TREBST, 1995) im ELISA auf IgG-Antikörper gegen VP1-VLP 

getestet wurden und ein positives Ergebnis erbrachten. Es handelte sich 

dabei um Patienten mit verschiedenen neurologischen Krankheitsbildern, die 

der untenstehenden Tabelle entnommen werden können. 

Außerdem wurde ein Patient ausgewählt, bei dem in dem Neurochemischen 

Labor des Marienkrankenhauses in Hamburg die Verdachtsdiagnose PML 

bestätigt werden konnte und der im ELISA einen hohen Titer an anti-VP1-

VLP-IgG aufwies. 

Tabelle 3: Humanes Referenzserum für die Auswahl der Platten 

Name Alter Geschlecht VP1-VLP-

ASI 

Krankheitsbild 

A S 27 w 2,49 ED 

C M 29 w 0,55 ED 

K J 46 m 3,9 PML 

N R 41 m 107 PML 

R Wo 51 m 1,36 Polyneuropathie 

bei Diab. Mell. 

Sp H 41 m 0,87 Virale Meningitis

T K-R 43 m 0,81 PML 

B Th 36 m 4,2 V.a. PML 

 

Erläuterungen: 

w = weiblich; m = männlich; ASI = Antikörper-Spezifitäts-Index; 

ED = Encephalomyelitis disseminata; PML = progressive multifokale 

Leukoenzephalopathie; Diab. Mell. = Diabetes mellitus; V. a. = Verdacht auf 
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6.6 Humanes Referenzserum für den IgM-ELISA 

Liste der menschlichen Seren, die im Radioimmunoassay auf IgM gegen JC- 

und BK-Virus getestet wurden. 

Die Messungen wurden am 2.6.1998 in England durchgeführt. 

Tabelle 4: Humanes Referenzserum für den IgM-ELISA 

Patienten-Nummer IgM-Titer JC-Virus IgM-Titer BK-Virus 

79/7076 11 units 56 units 

80/933c 31 units 5,8 units 

80/935b 18 units <0,3 units 
80/9380 31 units 7,8 units 

80/11296b 5,7 units <0,3 units 

80/13208 26 units 55 units 

80/15077 11 units 27 units 

81/2581 <1 units 1,8 units 

81/2819 <1 units <1 units 

81/11455 >90 units ~4 units 
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6.7 Patientenliste des IgM-Screenings 

Die folgenden 38 Seren erzielten in der ersten Messung die höchsten 

Messwerte im ELISA zum Nachweis von IgM gegen VP1-VLP. Daraufhin 

wurde die Messung zweimal wiederholt, um die Reproduzierbarkeit des 

Ergebnisses zu überprüfen. Die Messwerte sind in delta OD (Differenz der 

optischen Dichte) angegeben. 

 

Tabelle 5: Patientenliste des IgM-Screenings 

Nr. Initialen der

Patienten 

Alter in

Jahren 

Geschlecht 1. 

Meßergebnis 

2. 

Meßergebnis 

3. 

Meßergebnis

1 B C 23 m 0,84 0,012 0,033 

2 B G 58 w 0,12 0,086 0,051 

3 B I 57 w 0,154 0,025 0,046 

4 B R 26 m 0,252 0,001 0,038 

5 C F 88 w 0,118 0,133 0,080 

6 C P 41 m 0,221 0,068 0,120 

7 C R 65 m 1,949 1,285 1,158 

8 D E 83 w 0,36 0,048 0,115 

9 D-O A 21 w 0,264 0,083 0,050 

10 F B 29 w 0,143 0,077 0,210 

11 F E 69 w 0,177 0,155 0,164 

12 F M 66 w 0,228 0,076 0,246 

13 G M 49 w 0,214 0,187 0,104 

14 H H 39 m 0,125 0,327 0,156 

15 H R 53 w 0,216 0,111 0,174 

16 K H 26 m 0,791 0,681 0,791 

17 K H 78 w 0,386 0,211 0,200 

18 K J-C 1 m 0,201 0,072 0,081 

19 L E 68 m 0,298 0,216 0,105 

20 LM 56 w 0,326 0,218 0,301 

21 N K 30 m 0,527 0,082 0,152 



Anhang   61 

 

22 O M-G-W 17 m 0,134 0,078 0,096 

23 P G 61 w 0,503 0,205 0,537 

24 R H-J 57 m 0,391 0,132 0,164 

25 R I 75 w 0,126 0,087 0,014 

26 R U 82 w 0,125 0,078 0,133 

27 S A 40 m 0,222 0,078 0,104 

28 S H-J 72 m 0,107 0,045 0,098 

29 S T 55 w 0,116 0,003 0,132 

30 T H 20 w 0,217 0,101 0,041 

31 V K 84 w 0,11 0,121 0,191 

32 W M 76 w 0,16 0,163 0,311 

33 W S 55 m 1,129 1,229 1,102 

34 Y G 20 w 0,233 0,222 0,395 

35 Z A 28 w 0,178 0,003 0,026 

36 Z H 48 w 0,495 1,206 1,034 

37 UZ/1022 57 m 0,596 0,109 0,243 

38 UZ/1106 54 w 0,267 0,253 0,291 

 

Erläuterungen: Nr. = Nummer; m = männlich; w = weiblich 
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